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Clonagem, expressao heterdéloga e caracterizacdo molecular das enzimas
gliconato cinase e uracil fosforribosiltransferase de Trypanosoma cruzi

RESUMO
Vanessa de Vasconcelos Sinatti Castilho

A doenca de Chagas é um problema de saude publica na América Latina,
com um forte impacto no Brasil. De acordo com estimativas da Organizacao
Panamericana de Saude (OPAS), em torno de 8 milhdes de pessoas nas Américas
estdo infectados pelo Trypanosoma cruzi, com uma taxa de mortalidade de 12.000
individuos por ano. Apesar desta situacdo, 0s medicamentos utilizados no
tratamento desta doenca sao ativos somente na fase aguda, apresentam uma baixa
eficacia e uma série de efeitos colaterais. Portanto, a busca por novos alvos
terapéuticos, através do estudo do metabolismo de T. cruzi, € uma alternativa no
desenvolvimento de novos farmacos. Neste contexto, utilizou-se o AnEnPi, uma
ferramenta computacional capaz de identificar e classificar proteinas com uma
potencial atividade enzimatica, utilizando dados gendémicos previamente publicados,
permitindo a reconstrucdo de diferentes vias metabdlicas. Por meio dessa
abordagem foram identificados em T. cruzi duas proteinas, as quais apresentam as
seguintes atividades enzimaticas: uracil fosforibosiltransferase (UPRT) e gliconato
cinase (GK). A UPRT é uma enzima da via de salvacdo de pirimidinas que converte
uracil e D-5-fosforibosil-1-fosfato (PRPP) a monofosfato de uridina (UMP) e
pirofosfato (PPi). E a GK é uma enzima da via das pentoses-fosfato que catalisa a
fosforilacdo de gliconato a 6-fosfogliconato. Andlises das sequéncias gendmicas
codificante para essas proteinas, utilizando diferentes ferramentas de bioinformética,
permitiram a identificacdo de dois genes para cada uma dessas atividades
enzimaticas em T. cruzi e confirmaram essas atividades pela identificacdo de seus
motivos estruturais. Posteriormente, foi realizada a caracterizacdo molecular das
enzimas GK e UPRT de T. cruzi, através da clonagem dos respectivos genes,
utilizando os vetores pBAD-TOPO TA e pET28a, e da expressdo heter6loga em
Escherichia coli, cepa BL21(DE3). As proteinas recombinantes GK e UPRT foram
expressas na fracdo soluvel e insoluvel com pesos moleculares aproximados de 23
kDa e 28 kDa, respectivamente. Essas proteinas recombinantes foram purificadas
sob condi¢cbes desnaturantes através de cromatografia de afinidade. Os soros
policlonais produzidos contra as proteinas purificadas foram eficazes no
reconhecimento das proteinas recombinantes e de suas formas nativas presentes na
forma epimastigota de T. cruzi. O ensaio de imunofluorescéncia revelou que as
enzimas GK e UPRT estéo localizadas possivelmente no citoplasma e no interior de
vesiculas citoplasmaticas ao longo do parasita. Além disto, a estrutura de ambas as
enzimas foi deduzida através de modelagem por homologia. Este trabalho visa
contribuir para o melhor entendimento do metabolismo deste parasita, de forma a
auxiliar na busca de novos alvos terapéuticos contra a doenca de Chagas.
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ABSTRACT

Vanessa de Vasconcelos Sinatti Castilho

Chagas’ disease is a public health problem in Latin America with a strong impact in
Brazil. According to estimates by the Pan American Health Organization (PAHO),
around 8 million people in the Americas are infected with Trypanosoma cruzi with
rate of 12,000 deaths per year. Despite this situation, the drugs used for treating this
disease are active only in the acute phase and have low efficiency and many side
effects. Therefore, search for new therapeutic targets, by studying the metabolism of
T. cruzi, is an alternative for the development of new drugs. In this context, we used
AnENnPi, a software tool able to identify and classify proteins with a potential
enzymatic activity using genomic data previously published, allowing the
reconstruction of different metabolic pathways. Through this approach two proteins
were identified in T. cruzi, which have the following enzymatic activities: uracil
phosphoribosyltransferase (UPRT) and gluconate kinase (GK). UPRT is a pyrimidine
salvage enzyme that converts uracil and 5-phosphoribosyl-a-1-pyrophosphate
(PRPP) to uridine monophosphate (UMP) and pyrophosphate (PPi). GK is an
enzyme of the pentose phosphate pathway that catalyses the phosphorylation of D-
gluconate to 6-phospho-D-gluconate. Analysis of genomic sequences encoding for
this proteins using various bioinformatic tools allowed the identification of two genes
for each enzyme in T. cruzi and confirmed these activities by identifying their
structural motifs. Subsequently, we performed the molecular characterization of the
enzymes GK and UPRT of T. cruzi, by cloning the respective genes using the vector
pBAD-TOPO and pET28a, and heterologous expression in E. coli, strain BL21 (DE3).
The recombinant proteins GK and UPRT were expressed in the insoluble and soluble
fraction with approximate molecular weights of 23 kDa and 28 kDa, respectively.
These recombinant proteins were purified under denaturating conditions by affinity
chromatography. The polyclonal antisera raised against the purified proteins were
effective in the recognition of recombinant proteins and their native forms present in
the epimastigote form of T. cruzi. The immunofluorescence assay revealed that GK
and UPRT enzymes were possibly located in the cytoplasm and inside cytoplasmic
vesicles along the parasite. Moreover, the structure of both enzymes was deduced
by homology modeling. This work aims to contribute to a better understanding of the
parasite’s metabolism in order to help with the search for new therapeutic targets
against Chagas’ disease.
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Introducéo

1. INTRODUCAO

1.1. Doencgade Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma infeccdo causada
pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, e esta entre uma das doengas
tropicais negligenciadas mais importantes. Atualmente, estima-se que mais de 100
milhdes de pessoas estejam na area de risco dessa doencga, que afeta em torno de 8
milhdes de pessoas na América Latina e € a responsavel por 12.000 mortes por ano
(OPAS, 2012).

O T. cruzi pode ser transmitido ndo s6 para 0s seres humanos como também
para animais domeésticos e silvestres, que sdo 0s reservatorios naturais desse
parasito. Uma das principais formas de transmisséo € a vetorial causada por insetos
hemipteros hematofagos infectados da subfamilia Triatominae. Dentre as espécies
classificadas nessa subfamilia, apenas um pequeno nimero pode ser considerado
vetor competente para o T. cruzi, hos quais se destacam as espécies Triatoma
infestans, Rhodnius prolixus, Triatoma dimidiata, Panstrongylus megistus e Triatoma
brasiliensis (Rassi et al., 2012). Outras formas de transmissédo da doenca de Chagas
envolvem mecanismos néo vetoriais, tais como transfusdo de sangue, transmisséo
congénita (via placenta) e transplante de 6rgdos contaminados, que s&do as
principais causas de infestacdo urbana, além da transmissdo oral e contaminacao
ocasionada por acidentes laboratoriais (Pérez-Molina et al., 2012)

A distribuicdo geogréfica da doenca se localiza principalmente em paises
latino americanos onde a doenca de Chagas € endémica. No entanto, nas ultimas
décadas, os movimentos populacionais migratérios de individuos contaminados a
partir dos paises endémicos tém levado a doenca de Chagas para paises
inicialmente ndo afetados, tais como EUA, Canada, Australia, Japao e alguns paises
da Europa (figura 1.1). Em consequéncia disso, houve um consideravel aumento no
namero de individuos infectados nesses paises (Schmunis, 2007; Pérez-Molina et
al.,, 2012). Com a inexisténcia da transmissao vetorial, as maiores causas da
infeccdo nessas regides séo a transfusdo sanguinea e a transmissao vertical de mae
para filho, seguido do transplante de érgdos e de acidentes laboratoriais em menor

escala (Coura & Borges-Pereira, 2010).
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Figura 1.1: Mapa das rotas de migragdo de individuos infectados com a doenca de Chagas e as
estimativas do nimero de infectados em paises ndo endémicos. Fonte: imagem retirada de Coura &
Vifas, 2010.

O Brasil e alguns outros paises da América Latina tém realizado medidas de
controle da doenca de Chagas que incluem combate ao vetor, controle dos bancos
de sangue, instrucdo sobre os mecanismos da doenca a populacdes de risco e, em
alguns casos, a observacdo da migracdo de individuos de areas rurais endémicas
para as cidades com baixa taxa de transmissao vetorial (Martins-Melo et al., 2012).
Controles desse tipo tém sido bastante eficazes na redugéo da transmissdo da
doenca e na eliminacdo, em areas tipicamente endémicas, de algumas populacdes
de vetores domésticos, como as espécies Triatoma infestans, Rhodnius prolixus e
outras espécies largamente distribuidas (Dias et al., 2002). Como resultado da
implementagdo dessas medidas no Brasil, em 2006 ele foi declarado livre da
transmissao por Triatoma infestans (Gurgel-Gongalves et al., 2012). Entretanto, esta
doenca permanece um importante problema de saude publica, apresentando um
indice de 56.000 novos casos por ano (OPAS, 2012).

A doenca de Chagas pode ser dividida em duas fases de manifestacdo: a
fase aguda e a fase cronica. A fase aguda se inicia logo apés a infeccdo com o T.
cruzi e pode se estender de 4 a 8 semanas. Os parasitos se replicam ativamente
nessa fase e podem ser detectados através de microscopia do sangue. Na maioria
dos individuos, a fase aguda é assintomatica; caso contrario, 0os sintomas se
desenvolvem em torno de 1 a 2 semanas apds o contato inicial com os parasitas ou
apos periodos maiores quando a contaminacdo se da por meio de transfusdo de
sangue. Os sintomas séao geralmente inespecificos e incluem febre, dor de cabeca,
nausea, vomito e diarreia. Em casos mais graves pode ocorrer inchago do figado e

linfonodos. Na transmisséo vetorial, € comum o chagoma de inoculacdo, em que um
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edema é formado na regido cutdnea onde o parasito foi inoculado. Se a rota de
entrada do parasito é a conjuntiva ocular, o edema causado é denominado sinal de
Romafa (figura 1.2) (Rassi et al., 2010; Parker & Sethi, 2011).

Figura 1.2: Sinais caracteristicos da porta de entrada da doenca de Chagas. (A) Sinal de Romafia
(Fonte: http://www.fac.org.ar/fec/chagas/c03lugon/c03lugon.htm). (B) Chagoma de inoculag&o (Fonte:
http://www.bioscience.org/2003/v8/e/948/fulltext.asp?bframe=figureshtm&doi=yes).

A fase cronica se desenvolve de dois a trés meses apoés a infeccao inicial e
persiste ao longo da vida do paciente. Nessa fase, ha uma diminuicdo no nimero de
parasitos circulantes, que passam a se localizar nos tecidos alvos, principalmente
nos musculos lisos do sistema digestivo e nos musculos cardiacos, ja ndo sendo
mais detectaveis por microscopia do sangue. A fase crénica possui trés formas de
manifestacdo clinica: a forma indeterminada, a forma cardiaca e a forma digestiva.
(Coura & Borges-Pereira, 2010)

Os pacientes na forma indeterminada da fase crbénica permanecem
completamente assintomaticos e, em 60% a 70% dos casos, nunca evoluem para as
outras formas crénicas da doenca. A forma indeterminada é caracterizada por uma
sorologia positiva para anticorpos contra T. cruzi e um eletrocardiograma e
radiologias do esb6fago, colon e térax sem alteracdes notaveis. Apesar disso,
pequenas lesbes inflamatorias focais podem ser detectadas em amostras de tecido
do coracdo, musculo esquelético e do trato gastrointestinal de pacientes
assintomaticos (Prata, 2001; Rassi et al., 2010; Mufioz-Saravia et al., 2012).

ApOs décadas de laténcia, um terco desses pacientes desenvolvem as formas
mais graves apresentando manifestacbes clinicas relacionadas a patologias

cardiacas, digestivas ou uma combinacéo delas. A cardiopatia chagasica € a forma
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clinica mais severa e frequente da fase cronica e é responsavel por um
acometimento cardiaco, podendo levar a insuficiéncia e arritmias cardiacas,
dilatacdo das quatro cavidades do coracéo, tromboembolismo e morte subita. Nessa
forma, o eletrocardiograma é marcado por anormalidades e as radiografias do torax
podem mostrar diferentes graus de cardiomegalia (Rassi et al.,, 2000; Acquatella,
2007).

Ja a forma digestiva se desenvolve em individuos que sofreram destruicao
das células do sistema nervoso entérico pela presenca do parasito, causando
alteracdes fisioldgicas dos oOrgdos do sistema gastrointestinal. Essas alteracdes
incluem problemas motores relacionados aos movimentos peristalticos, deficiéncia
na secrecdo do suco gastrico e na absorcdo do alimento ingerido. Além disso,
alteracdes morfolégicas também sdo observadas principalmente nas regides do
cllon e do es6fago, podendo originar a formacdo do megacodlon e do megaeséfago,
respectivamente. Em consequéncia disso, sintomas de disfagia, excesso de
salivacdo, regurgitacdo, dor abdominal, constipacédo e perda de peso sao relatados
pelos pacientes. Nessa forma da doenca, a eletrogastrografia mostra alta incidéncia
de disritmias gastricas e os exames radiologicos podem indicar a dilatacdo dos
orgaos afetados (Matsuda et al., 2009).

1.2. T.cruzi

7

O T. cruzi, o agente etiolégico da doenca de Chagas, € um protozoario
pertencente & ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. As principais
caracteristicas desta ordem sdo a presenca de flagelo e do cinetoplasto, uma
estrutura formada por DNA mitocondrial condensado, localizada proxima ao
corpusculo basal do flagelo. Esse DNA mitocondrial (IntDNA) se organiza em maxi e
mini circulos interligados e esta contido em uma mitocondria Gnica que se ramifica
por toda a célula do parasito (Brusca & Brusca, 2007).

Por ser um organismo eucarioto, o T. cruzi possui organelas comuns a esse
grupo, como nucleo, reticulo endoplasmatico, complexo de Golgi e mitocéndria.
Além disso, ele apresenta algumas organelas e estruturas caracteristicas da familia
Trypanosomatidae, como, por exemplo, os microtubulos subpeliculares, a estrutura
paraflagelar, os reservossomos, o cinetoplasto, o citdstoma, os glicossomos e 0s

acidocalcisomos (de Souza, 2002).
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O T. cruzi € um parasita heteroxénico, possuindo um hospedeiro vertebrado e
um invertebrado, e ao longo do seu desenvolvimento possui trés formas evolutivas:
tripomastigota, amastigota e epimastigota (figura 1.3). Essas formas se diferenciam
morfologicamente pela posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo da célula e a

emergéncia do flagelo (Brener, 1997).
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Figura 1.3: llustracdo em corte longitudinal mostrando as principais estruturas celulares das trés
formas evolutivas de T. cruzi. (A) Forma tripomastigota. (B) Forma epimastigota. (C) Forma
amastigota. Adaptada de Teixeira et al., 2012.
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A forma tripomastigota (figura 1.3A) é alongada e possui em torno de 25 pum
de comprimento. Ela se caracteriza por um cinetoplasto muito proeminente na parte
posterior da célula. Além disso, ela possui um flagelo e uma membrana ondulante
em toda a extensdo lateral do parasito que emerge na regido posterior do corpo
celular. A forma epimastigota (figura 1.3B) pode apresentar de 20 a 40 pum de
comprimento, é fusiforme e o cinetoplasto se encontra junto ao ndcleo. A membrana
ondulante é curta e o flagelo, bem desenvolvido, se torna livre na regido anterior do
parasito. Os amastigotas (figura 1.3C), com 4 um de diametro, sdo caracterizados
pelo formato arredondado, flagelo interno e auséncia de membrana ondulante. O
cinetoplasto é bem visivel, sendo um pouco menor que o nucleo, e se localiza entre

o flagelo e o nucleo. (Rey, 2002; Teixeira et al., 2011).

1.3. T.cruzi e seu ciclo de vida

O ciclo de vida do T. cruzi (figura 1.4) € bastante complexo e possui, como
visto anteriormente, diferentes estagios de desenvolvimento em dois organismos
hospedeiros: um hospedeiro mamifero, podendo este ser o homem, e um
hospedeiro invertebrado que é o inseto triatomineo hematéfago (barbeiro). Esses
insetos se tornam infectados através da ingestdo do sangue de mamiferos
contaminados com as formas tripomastigotas circulantes do T. cruzi. Uma vez
ingeridos, esses parasitos sdo direcionados para o intestino médio do inseto e se
diferenciam nas formas epimastigotas nao infectantes que tém a capacidade de se
dividir por fissdo binaria. Na por¢éo final do intestino, os parasitos se diferenciam
novamente nas formas tripomastigotas metaciclicas néo replicativas. A infec¢do no
mamifero pode ocorrer durante o repasto sanguineo do inseto infectado, que logo
apos sugar o sangue de um individuo, elimina fezes sobre a regido da picada
contendo as formas tripomastigotas metaciclicas infectantes do T. cruzi. Essas
formas possuem alta motilidade e s@o capazes de invadir as células do hospedeiro
vertebrado por meio de lesGes na pele ou por meio da mucosa, incluindo o trato
digestivo. A invasdo da célula hospedeira leva a formacdo de um vacuolo endocitico,
denominado vacuolo parasitoforo, que conterd o tripomastigota invasor. Esse
vacuolo, apoés sucessivas fusdes com lisossomas recrutados pela célula hospedeira,
se tornard mais acido, o que induzirqd a producdo de enzimas pelo T. cruzi que

levardo a ruptura da membrana vacuolar e a liberacdo do parasito no citoplasma. No
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citoplasma, os tripomastigotas diminuem de tamanho e mudam sua forma se
transformando nas formas amastigotas. Os amastigotas se multiplicam por divisao
binaria até a célula ficar repleta destas formas que, entédo, se diferenciam novamente
nas formas tripomastigotas sanguineas pelo crescimento do flagelo. Os
tripomastigotas rompem a célula, caem na corrente sanguinea através do qual
alcancam diferentes tipos de células, principalmente células cardiacas e dos
muasculos lisos e esqueléticos. Além de invadir novas células, essas formas
tripomastigotas podem ser ingeridas pelos insetos triatomineos durante o repasto

sanguineo, fechando o ciclo (Lima et al.,2010; de Souza et al., 2010).

s Tripomastigotas sdo ingeridos pelo inseto Diferenciagdo de tripomastigotas em
‘ triatomineo durante repasto sanguineo epimastigotas que se replicam no
intestino médio
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Figura 1.4: Ciclo evolutivo de T. cruzi. Adaptada de Bern, 2011.

1.4. Tratamento da doenca de Chagas

Desde o final da década de 60, dois medicamentos tém sido usados no

tratamento da doenca de Chagas: benznidazol que €é capaz de modificar
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covalentemente algumas macromoléculas do T. cruzi, e o nifurtimox, que atua
produzindo radicais livres danosos a esse parasito (Polak & Richle, 1978; Guedes et
al.,, 2011). Ambas as drogas sdo mais ativas na fase aguda da doenca,
apresentando uma baixa eficiéncia na fase crbénica. Além disso, outras
desvantagens podem ser observadas com a administracdo desses medicamentos,
como uma alta toxidade, levando a graves efeitos colaterais; variagdes na resposta
ao tratamento entre individuos com idades diferentes e de regibes endémicas
distintas; e alteragcdes na susceptibilidade do T. cruzi aos medicamentos
principalmente pela diversidade genética dos parasitos ao longo das areas
endémicas. Associado a esses problemas devemos ressaltar a necessidade da
administracdo dessas drogas por longos periodos de tempo e o consequente alto
custo do tratamento (Steindel et al., 2005; Neves et al., 2005).

Entre reacOes adversas desses dois medicamentos estdo manifestacoes
digestivas, nauseas, voOmitos, diarreia, perda de peso, anorexia, alteracdes
psiquicas, hipersensibilidade, sonoléncia ou excitacdo, dermatite, linfadenopatia.
Devido a gravidade desses efeitos colaterais, desde 1980 o nifurtimox teve sua
comercializacdo descontinuada em alguns paises, entre eles o Brasil, enquanto que
0 benznidazol continua a ser prescrito na fase aguda da doenca (Coura & Castro,
2002).

A eficicia limitada desses medicamentos e o fato de a doenca de Chagas ter
se tornado uma doenca de alcance mundial tem aumentado a urgéncia no
desenvolvimento de farmacos que sejam mais potentes no combate a doenca de
Chagas. Entre os pré-requisitos de uma droga ideal esta a capacidade de atuar em
todas as fases da doenca, principalmente no que se refere ao progresso das formas
cronicas, com pouco ou nenhum efeito colateral (Bustamante & Tarleton, 2011).

Nos ultimos anos, varias abordagens tém sido empregadas com esse
objetivo, entre elas a que se baseia nos dados obtidos a partir do genoma de T.
cruzi, visando um planejamento racional de farmacos. Nesse contexto, a
bioinformética assume papel importante na analise das sequéncias gendmicas,
fornecendo informacbes sobre os possiveis genes ali codificados, sobre suas
proteinas correspondentes e suas possiveis fungdes no metabolismo celular. Esse
conjunto de informagdes permite uma maior compreensao da bioquimica do parasito
e uma inferéncia final de potenciais alvos terapéuticos para o desenvolvimento de
drogas (Kramer & Cohen, 2004).
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Dentro da bioinformatica, a genbmica comparativa tem crescido e possibilita
a identificacdo de genes conservados e especificos de relevancia funcional em
genomas de espécies proximas e/ou distantes (Glaucius, 2008). A partir desse
contexto, 0 nosso laboratdrio desenvolveu uma nova abordagem computacional, o
AnEnNPi, que possui uma estratégia de classificagéo funcional de enzimas baseada
em andlises de similaridades entre sequéncias, permitido a identificacdo de
proteinas analogas, homologas e especificas entre diferentes organismos, entre eles

o T. cruzi e os seres humanos (Otto et al., 2008).

1.5. AnEnPi (Analogous Enzyme Pipeline)

O AnEnPi é uma ferramenta computacional que permite a identificacdo de
enzimas homodlogas, analogas e especificas através do agrupamento das estruturas
primarias de proteinas de acordo com suas atividades enzimaticas. Entre as
funcionalidades do AnEnPi estd também a inferéncia de funcdes utilizando buscas
por similaridade via BLAST (Basic Local Alignment Search Tool)
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e/ ou HMMER (http://hmmer.wustl.edu/) e a
reconstrucdo de vias metabdlicas. Essa ferramenta foi utilizada neste estudo para
inferir atividades enzimaticas nos genomas de organismos como o T. cruzi e
selecionar as atividades que possuem papel relevante no metabolismo desse
parasito (Otto et al., 2008; Guimaraes et al., 2008; Alves-Ferreira et al., 2009;
Capriles et al., 2010).

A metodologia utilizada pelo AnEnPi (figura 1.5) baseia-se na comparacao de
sequéncias protéicas de todos os organismos anotadas pelo KEGG (Kyoto
Encyclopedia of Genes and Genomes), excluindo sequéncias pequenas (menos que
100 aminoacidos). Cada uma das sequéncias € comparada individualmente com
todas as outras proteinas anotadas como possuindo a mesma atividade enzimatica,
- definida através de seu numero EC (Enzyme Commission Numbers) - através do
programa blastp, sendo feitas comparacbes par-a-par, todas contra todas. Os
indices de similaridade obtidos ap0s essas comparac¢des sdo utilizados para a
construcdo de clusters (grupos) através da aplicacdo de pontos de corte nos quais
pares com uma pontuacao (score) maior que 120 (e-value <0,0001) sao reunidas em
um unico grupo. Sequéncias protéicas alocadas dentro de um mesmo grupo sao

consideradas homdélogas enquanto que sequéncias protéicas anotadas como
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possuindo a mesma atividade enzimatica, mas localizadas em grupos diferentes sao
consideradas analogas (Otto et al., 2008).

Enzimas homodlogas sdo enzimas que podem ou ndo desempenhar a mesma
atividade enzimatica e possuem estruturas primarias similares entre si, devido a
mesma origem evolutiva. Em muitos casos, as enzimas homdlogas possuem
estrutura tridimensional semelhante. Enzimas analogas sdo enzimas que possuem a
mesma funcdo enzimatica, mas séo oriundas de ancestrais diferentes, o que reflete
pouca ou nenhuma similaridade entre as suas estruturas primarias e provavelmente
estruturas tridimensionais distintas (Fitch, 1970).

A partir da formacdo de grupos para cada numero EC, o AnEnPi pode ser
usado também para comparar todas as sequéncias protéicas do genoma de um
organismo contra 0s grupos previamente obtidos (através do BLAST e/ou HMMER).
Essa comparacédo das sequéncias de um genoma contra as sequéncias dentro dos
grupos permite a identificacdo de atividades enzimaticas no genoma do organismo
analisado, podendo incluir genes até entdo ndo anotados no genoma em questao
(Otto et al., 2008).

Para a reconstrucdo das vias metabdlicas do T. cruzi, o AnEnPi, como
descrito acima, primeiramente agrupou as proteinas de mesma atividade enzimatica
de acordo com a similaridade a partir das sequéncias protéicas de Vvarios
organismos depositadas no KEGG, formando grupos para cada niumero EC. Depois
disso, foi realizada uma andlise de similaridade por meio do programa blastp,
utilizando como sequéncias a serem analisadas (query) o genoma de T. cruzi contra
todas as sequéncias de cada grupo previamente obtido.

Utilizando essa abordagem pds gendmica, o AnEnPi identificou as enzimas
gliconato cinase (EC 2.7.1.12) pertencente a via das pentoses-fosfato e a uracil
fosforribosiltransferase (EC 2.4.2.9) pertencente a via de salvacdo de pirimidinas.
Pelo fato de a gliconato cinase nao ter sido identificada em humano pelo AnEnPi,
essa enzima foi classificada como especifica de T. cruzi em relacdo a este
hospedeiro. Ja a uracil fosforribosiltransferase foi identificada em humano e alocada,
pelo AnEnPi, no mesmo grupo que a uracil fosforribosiltransferase de T. cruzi, sendo
essas enzimas, portanto, classificadas como homologas entre si.

Uma vez que as enzimas gliconato cinase e a uracil fosforribosiltransferase
participam de vias metabdlicas relevantes de T. cruzi, a caracterizagédo funcional e

estrutural dessas enzimas € importante para uma melhor compreensdo do
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metabolismo desse parasito e para o consequente fornecimento de subsidios ao

desenvolvimento de novos farmacos.

Enzimas
(KEGG)

v

Excluir seqiiéncias curtas

‘

| Agrupar cada EC I

Genoma
T. cruzi

E.

| Buscar por similaridade |

Figura 1.5: Fluxograma do funcionamento do programa AnEnPi. As estruturas primarias das
proteinas depositadas no KEGG sdo agrupadas de acordo com EC. Os grupos formados sédo
submetidos a analise por busca de similaridade com o genoma alvo gerando dados para a
reconstrucdo dos mapas metabdlicos. Adaptada do artigo Otto et al, 2008.

1.6. Viadas pentoses-fosfato

A via das pentoses-fosfato tem como funcdo a producdo de dois compostos
fundamentais ao metabolismo celular: ribose-5-fosfato e NADPH. A ribose-5-fosfato
€ um precursor essencial para a sintese de nucleotideos e acidos nucleicos, entre
eles coenzimas, como ATP, NADH, FADH,, importantes principalmente em células
em divisdo. Ja4 o NADPH atua como doador de elétrons, fornecendo a for¢a redutora
necessaria as reacgdes biossintéticas. Por manter um ambiente redutor na célula, o
NADPH pode prevenir ou recuperar moléculas sensiveis, como proteinas e lipideos,
de danos oxidativos gerados pelas espécies reativas de oxigénio (Nelson & Cox,
2011).

A via das pentoses-fosfato (figura 1.6) € encontrada em organismos
procariontes e eucariontes e pode ser dividida em duas etapas, também chamadas
de ramos: uma oxidativa e outra ndo oxidativa. Essa via metabolica geralmente se
inicia com a glicose-6-fosfato, que também pode ser metabolizada pela via glicolitica

a piruvato. A entrada de glicose-6-fosfato na via glicolitica ou na via das pentoses-
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fosfato € basicamente determinada pelas concentracbes relativas de NADP” e
NADPH (Nelson & Cox, 2011).

A primeira etapa da via das pentoses-fosfato envolve a oxidacéo de glicose-6
fosfato pela glicose-6-fosfato desidrogenase, reduzindo NADP®. O produto dessa
reacdo é hidrolisado a 6-fosfogliconato que, entdo, sofre oxidacdo e descarboxilagdo
pela 6-fosfogliconato desidrogenase, levando a formacao final de ribulose-5-fosfato e
de mais uma molécula de NADPH. A ribulose-5-fosfato é convertida por uma
isomerase a ribose-5-fosfato, que sera utilizada nas reacdes de sintese de
nucleotideos (Nelson & Cox, 2011).

A segunda etapa da via das pentoses-fosfato envolve reacdes nao oxidativas
que convertem pentoses-fosfato a frutose-6-fosfato e a gliceraldeido-3-fosfato ou a
glicose-6-fosfato. Para a recuperagdo dos produtos finais do ramo oxidativo, as
enzimas transcetolase e a transaldolase catalisam a conversdo reversivel de seis
pentoses-fosfato a cinco hexoses-fosfato. Essa etapa ndo oxidativa esta relacionada
a metabolismos celulares que requerem NADPH, mas ndo as pentoses-fosfato
geradas, reciclando-as a frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato ou a glicose-6-
fosfato. A frutose-6-fosfato e gliceraldeido-3-fosfato podem entrar na via glicolitica
para producdo de energia. Ja a glicose-6-fosfato € capaz de reiniciar o ciclo das
pentoses-fostato (Nelson & Cox, 2011).

Em tripanosomatideos, a via das pentoses-fosfato tem sido largamente
estudada e, assim como na maioria dos organismos, as enzimas a ela relacionadas
estdo localizadas essencialmente no citoplasma e em alguns casos nos
glicossomos, organelas caracteristicas desses parasitos (Barrett, 1997; Eicks et al.,
2002). Nas formas tripomastigotas de Trypanosoma brucei e nas formas
promastigotas de Leishmania mexicana, demonstrou-se que todas as enzimas
dessa via estdo presentes, tendo sido algumas delas caracterizadas (Cronin et al.,
1989; Maugeri et al., 2003). Do mesmo modo, essa via metabdlica ja foi bem
descrita em Leishmania donovani (Ghosh, 1971). Em T. cruzi, foi confirmada a
presenca das enzimas da via das pentoses-fosfato em todas as formas evolutivas do
parasito, tendo sido a maioria delas amplamente estudadas (Maugeri & Cazzulo,
2004).

Além disso, em T. cruzi, o programa AnEnPi identificou a presenca de dois
genes potencialmente codificantes para a enzima especifica gliconato cinase que ja
foi descrita e caracterizada em outros organismos, como nas bactérias Escherichia

coli (Izu et al., 1996) e em Gluconobacter oxydans (Rauch et al., 2010). Essa enzima
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€ capaz de catalisar a reacao de fosforilagdo, em presenca de ATP, de gliconato a 6-
fosfogliconato, um dos principais intermediarios do ramo oxidativo da via das
pentoses-fosfato. Dessa forma, o gliconato poderia ser utilizado diretamente pela via
das pentoses-fosfato, apds ser fosforilado pela gliconato cinase, caracterizando
assim uma rota alternativa de entrada de carbono nessa via em adigdo a rota

tradicional mediada pela glicose-6-fosfato (figura 1.6).

Ramo oxidativo Ramo nao oxidativo

Gliconato Glicose-6-fosfato

glicose-6-fosfato
desidrogenase

/leP v
gliconato 6-Fosfoglicono-6-lactona

cinase \.
ADP <: NADP*
lactonase
NADPH
v transcetolase
— 6-Fosfogliconato transaldolase
6-fosfogliconato C NADP*
desidrogenase
NADPH
~~ co,

v

Ribulose-5-fosfato

fosfopentose
isomerase

v

Ribose-5-fosfato

Figura 1.6: Via das pentoses-fosfato. Os principais produtos dessa via metabdlica estédo coloridos em
rosa e as enzimas envolvidas na via em azul, com o destaque para a enzima gliconato cinase em
verde. Sigla: ATP, trifosfato de adenosina; ADP, adenosina difosfato; NADPH, dinucleotideo de
nicotinamida-adenina-fosfato. Adaptada de Nelson & Cox, 2011.

A importancia dessa via metabolica nesses parasitos, e consequentemente, o
interesse no estudo mais aprofundado dela, esta relacionada a essencialidade da
producdo, ja descrita anteriormente, de ribose-5- fosfato e, principalmente, ao poder
redutor gerado na forma de NADPH. Em tripanosomatideos, a presenca de NADPH

é fundamental para que a tripanotiona redutase mantenha reduzida a tripanotiona,
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um reagente anti-oxidante caracteristico dessa familia. A tripanotiona juntamente
com NADPH é o principal mecanismo de defesa do parasito em resposta ao
estresse gerado pelas espécies reativas de oxigénio (Augustyns et al., 2001).

O papel chave da via das pentoses-fosfato na protecdo do T. cruzi contra
agentes oxidantes € indicado principalmente pelos altos niveis de atividade
enzimatica dos componentes dessa via nas formas evolutivas presentes no
mamifero hospedeiro, ja que € nesse momento que o parasito € exposto a um alto
estresse oxidativo. Isso se torna particularmente importante nas formas tripo-
mastigotas metaciclicas e amastigotas localizadas dentro de macrofagos, um
ambiente em que se tem alta concentracéo de radicais livres liberados pelo proprio
macréfago para matar o parasito intracelular (Maugeri et al., 2003). Dessa forma, o
protozoario necessitaria de um grande fluxo de glicose ou gliconato através da via
das pentoses-fosfato de forma a produzir NADPH e assim sobreviver ao estresse
oxidativo. Por outro lado, a producdo de ribose-5-fosfato € muito importante para as

formas replicativas epimastigotas e amastigota.

1.6.1. Gliconato cinase (GK)

A gliconato cinase (GK, EC 2.7.1.12) € uma enzima que participa de uma
parte inicial alternativa da via das pentoses-fosfato e catalisa a reacdo de
fosforilacdo, em presenca de ATP, gerando 6-fosfogliconato a partir de gliconato
(figura 1.7).

~N N
OH OH F=
Q NH 0 HO OH © o 0 o) NH
] 1 M 2 GK 1l = N 2
OH + - _II_ _II_ \2\( \/‘I\/\').L 1 - - W
HO/\E/\I/\H, HO P 0-P-0-P-0 E ';' X = HO—g;O , ~oH + HO- F‘ 0-P-0 ﬂ," ? ! '|N
OH OH O HO HO HO “OH = N &H OH H HO WG oM =~
Gliconato ATP 6-fosfogliconato ADP

Figura 1.7: Reacdo catalisada pela enzima GK. Siglas: ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato
de adenosina. Adaptada de http://www.genome.jp/Fig/reaction/R01737.gif.

Embora essa enzima tenha sido pouco estudada, ela ja foi caracterizada em
micro-organismos como Pseudomonas (Coffee & Hu, 1972). E. coli (Izu et al., 1996),
Corynebacterium glutamicum (Porco et al., 2008) e em Gluconobacter oxydans
(Rauch et al., 2010). Em eucariotos, especialmente em mamiferos, a GK tem sido
pouco estudada, embora sua atividade tenha sido descrita em figado de porco

14



Introducéo

(Leder, 1957). Em T. cruzi, o programa AnEnPi identificou a presenca de dois genes
potencialmente codificantes para a enzima GK. As anotacdes preditas pelo KEGG e
pelo TriTrypDB para ambas as sequéncias também identificam-nas como putativas
GK.

Até o momento somente a cristalografia de raios-x da GK de E. coli foi
relatada (Kraft et al., 2002) (figura 1.8), embora estruturas de GKs de outros
organismos, como Lactobacillus acidophilus, Sinorhizobium meliloti e Janibacter sp.
também estejam disponiveis no PDB (http://www.rcsb.org/pdb/results/results.do?qrid
=990A689E&tabtoshow=Current). Entre as caracteristicas descritas na estrutura de
GK de E. coli esta uma topologia similar as nucleosideo monofosfato (NMP) cinases,
embora o sitio de ligagcdo em GK seja localizado em um posicéo diferente ao sitio de
ligacdo de nucleosideos dessa NMP cinases. Ainda nessa estrutura, uma cadeia
lateral conservada de lisina 21 é responsavel por interagir com o grupo fosfato,
promovendo a fosforilacdo. O 6-fosfogliconato se liga com seu grupo fosfato em uma
posicdo similar ao fosfato do ATP (Kraft et al., 2002).

Além disso, a estrutura quaternaria de GK em E. coli se comporta em solucao
como um dimero composto por duas subunidades idénticas, parecendo ser a forma
ativa cataliticamente dessa enzima (Kraft et al., 2002). Em Zymomonas mobilis
(Zachariou & Scopes, 1985) e em Gluconobacter oxydans (Rauch et al., 2010), GK é

descrita como sendo um mondémero.

Figura 1.8: Estrutura tridimensional de GK de E. coli resolvida por difracdo de raios-x. Resolucao de
2,80 A (PDBid: 1KOF).

1.7. Metabolismo de nucleotideos

Os nucleotideos participam de diversos processos bioquimicos fundamentais

a manutencdo do metabolismo celular, entre eles os anabdlicos. A importancia
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hY

dessas moléculas no contexto celular esta relacionada a sua capacidade de
armazenar grande quantidade de energia em suas ligagdes quimicas, como no caso
do ATP, GTP e outros nucleotideos fosforilados. Além disso, os nucleotideos séo os
componentes estruturais dos acidos nucleicos e de cofatores enzimaticos, como
NAD" e FAD, e podem atuar como intermediarios biossintéticos ativados (Nelson &
Cox, 2011).

Estruturalmente, os nucleotideos (figura 1.9A) sado formados por uma base
nitrogenada, uma pentose e um grupamento fosfato. A molécula sem o grupamento
fosfato é conhecida como nucleosideo. A base nitrogenada € um composto ciclico
gue contém nitrogénio e pode ser classificada em pirimidinas e purinas (figura 1.9B).
As pirimidinas, como a timina (T), citosina (C) e uracil (U), possuem um anel
heterociclico simples de seis atomos, no qual dois atomos de nitrogénio substituem
o carbono nas posi¢cfes 1 e 3. As bases puricas, representadas pela adenina (A) e a
guanina (G), apresentam um anel duplo composto por um anel de pirimidina fundido

a um anel imidazdlico (Voet & Voet, 2011).

Nucleotideo Purinas

NH> 0
Grupo fosfato Base: purina N >\ /N =\ —H
o- ou pirimidina </ I ) < | )\
| N N N N NH>
HO — P — 0—CHa ' '
I slgd ) "

0 Adenina Guanina
OH R Pirimidinas
Pentose 0 NH> 0
R = OH: Rihose H3C H
- N ~
R = H: Desoxirribose \“\)‘\/L H (L/L )N\ |
A M
H H H
Timina Citosina Uracil

Figura 1.9: Estrutura de nucleotideos. (A) Estrutura geral mostrando a convencdo numérica do anel
de pentose, que pode ser uma ribose, com radical R igual ao grupo —OH, ou uma desoxirribose, com
radical R igual a —H. O grupo fosfato esta colorido em azul, a pentose esta colorida em rosa e a base
nitrogenada em verde. Adaptada de http://www.biology.iupui.edu/biocourses/N100/ima
ges/3nucleotide.gif. (B) Principais bases puricas e pirimidicas coloridas em verde. Adaptada de
http://toxamb.pharmacy.arizona.edu/images/f1-1-1-d.qgif

S&o conhecidos dois tipos de vias responsaveis pela sintese de nucleotideos:

a vias de novo e as vias de salvagao. Essas vias ndo estao correlacionadas e sao
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independentes uma da outra principalmente no que se refere a seus mecanismos e
em sua regulacao. A via de sintese de novo dos nucleotideos inicia com precursores
metabdlicos simples como aminoéacidos, ribose-5-fosfato, CO, e NHsz. O que é
importante de se notar € que as bases livres guanina, adenina, timina, citidina e
uracil ndo sédo intermediarios nas vias de novo, ao invés disso, a estrutura dos anéis
das bases, provenientes dos aminoacidos, é construida e ligada a ribose durante o
processo. JA as vias de salvacao reciclam os produtos liberados a partir da
degradacéao de acidos nucleicos, as bases livres e os nucleosideos, usando-os como
precursores para a sintese de nucleotideos (Nelson & Cox, 2011). A coexisténcia
dessas duas vias em diversos organismos salienta a importancia da sintese de

nucleotideos nos processos bioquimicos.

1.7.1. Sintese de novo das pirimidinas

Os nucleotideos de pirimidina podem ser representados principalmente pelos
compostos monofosfato de citidina (CMP) e monofosfato de uridina (UMP), os quais
contém as bases nitrogenadas citosina e uracil. A biossintese de novo dos
nucleotideos de pirimidina (figura 1.9) € obtida através de uma série reacdes
enzimaticas e ocorre a partir de aspartato, carbamoil-fosfato e PRPP (D-5-
fosforibosil-1-fosfato). O precursor do PRPP é a ribose-5-fosfato, obtida da via das
pentoses-fosfato, e de ATP, em reacdo catalisada pela enzima PRPP sintase
(Nelson & Cox, 2011).

A via comeca com a formacao de carbamoil-fosfato a partir do grupo amino da
glutamina, carbonato e duas moléculas de ATP, em uma reacdo catalisada pela
carbamoil-fosfato sintetase Il. Em seguida, o carbamoil-fosfato se condensa ao
aspartato pela acdo da aspartato transcarbamoilase, formando N-carbamoil-
aspartato. A ciclizacdo do N-carbamoil-aspartato € catalisada pela enzima
diidroorotase e produz o anel de pirimidina. O diidroorotato formado ¢é
irreversivelmente oxidado a orotato, que entdo € condensado a PRPP, pela acdo da
orotato fosforribosiltransferase, produzindo orotidilato (OMP). Esse composto sofre
descarboxilagdo para formacdo final de UMP, pela acdo da orotidilato
descarboxilase. O nucleotideo UMP formado pode entdo ser fosforilado a UDP e
UTP, que nessa via, juntamente com a glutamina que atua como doador de

nitrogénio é o precursor de CTP pela acdo da citidilato sintetase, assim como de
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outros nucleotideos de pirimidina (figura 1.10) (Voet & Voet, 2011; Nelson & Cox,
2011).

Aspartato Orotidilato
[ Carbamoil- orotidilato
aspartato trans- fosfato descarboxilase \
carbamoilase Co,
v
\ Pi
v UMP

N-Carbamoil-aspartato

/ 2ATP
diidroorotase \ cinases

H,O

2 \- 2ADP

A 4

Diidroorotato

NAD*
GIn
diidroorotato / f

desidrogenase \
NADH+H* \ Glu

v citidilato
Orotato sintetase / ATP
PRPP
orotato 4 . ADP+Pi
fosforribosil-
transferase
\‘ PPi CTP

Figura 1.10: Sintese de novo das pirimidinas. Biossintese de UTP e CTP via orotidilato. Os principais
produtos dessa via metabdlica estdo coloridos em rosa e as enzimas em azul. Siglas: Pi, fosfato
inorganico; PPi, pirofosfato; NAD®, dinucleotideo de nicotinamida-adenina oxidado; NADH+H",
dinucleotideo de nicotinamida-adenina reduzido; PRPP, D-5-fosforibosil-1-fosfato; ATP, trifosfato de
adenosina; ADP, difosfato de adenosina; UMP, monofosfato de uridina; UTP, trifosfato de uridina;
CTP, trifosfato de citidina; GIn, glutamina; Glu, acido glutdmico. Adaptada de Nelson & Cox, 2011.

A partir de estudos da via de sintese de novo de pirimidina em bactérias, em
fungos e em mamiferos, tem-se demonstrado que essa via pode ser universal,
apresentando 0s mesmos passos sequenciais de rea¢gfes enzimaticas em todos 0s
organismos (O’Donovan & Neuhard, 1970). No entanto, algumas diferencas podem
ser notadas entre eles como, por exemplo, nos mamiferos, em que o0s trés passos
iniciais sdo catalisados por uma uUnica enzima multifuncional chamada carbamoil-
fosfato sintetase-aspartato transcarbamoilase-diidroorotase (lwahana et al., 1996).
Em E. coli e em outras bactérias, ao contrario, cada reacdo enzimatica € catalisada

por uma proteina diferente (Neuhard et al., 1987).
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Em tripanosomatideos, essa via também parece estar ativa, uma vez que
todas as seis enzimas para a sintese de novo de pirimidina foram identificadas a
partir do extrato total de Leishmania amazonensis (Hammond & Gutteridge, 1982),
de T. brucei (Hammond & Gutteridge, 1982) e de T. cruzi (Gao et al., 1999).
Atualmente, ja se tem conhecimento de que o género Leishmania como um todo
possui a maquinaria enzimatica necessaria a essa via. Em L. donovani, observou-se
que um nocaute’ da primeira enzima da via de novo pode ser letal para a forma
promastigota em meio de cultura livre de pirimidinas exdgenas, que € o substrato da
via de salvacao pela uracil fosforribosiltransferase. Na presenca dessas pirimidinas,
0 nocaute nao tem efeito devido ao suprimento de nucleotideos conseguido
alternativamente pela via de salvacdo (Wilson et al.,, 2012). JA& em Toxoplasma
gondii, além de terem sido identificadas as enzimas da via de sintese de novo das
pirimidinas, foram encontradas evidéncias de que essa via pode estar relacionada

com a viruléncia desse parasito (Fox & Bzik, 2002).

1.7.2. Via de salvacédo das pirimidinas

As bases nitrogenadas e nucleosideos livres obtidos do meio extracelular, ou
a partir da degradacéo de nucleotideos, podem ser reutilizados para sintetizar novos
nucleotideos de pirimidina ou de purina por meio da via de salvacdo de
nucleotideos. Essa via, por ser muito mais simples e energeticamente econémica do
que a sintese de novo de nucleotideos, € considerada uma estratégia celular de
reciclagem de nucleosideos e bases livres, visando a manutencdo do aporte
necessario de nucleotideos em contrabalanco a degradacédo deles (Zrenner et al.,
2006).

A via de salvacdo de pirimidinas (figura 1.11) pode ocorrer através de
diversas rotas metabolicas, variando de acordo com o substrato inicial e a
maquinaria enzimatica dessa via presente no organismo em questdo. Em uma
dessas rotas, a salvacdo de nucleotideo pode ocorrer pela conversdo direta de
bases uracil livres no seu nucleotideo correspondente (UMP), pela acdo da enzima
uracil fosforribosiltransferase em presenca de PRPP. No entanto, a salvacdo de

pirimidinas a partir da base citosina ndo € direta e ocorre através da deaminagéo a

! Nocaute (do inglés, knockout) é a inativacdo de um gene especifico através de uma
mutagdo natural ou por meio de técnicas de insergdo aleatéria ou direcionada de um fragmento de
DNA, levando a formacao de uma versao nao funcional desse gene (Griffithis et al., 2008).
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amonia e uracil, pela citosina deaminase, e a posterior conversdo do uracil em
nucleotideo. A via de salvacdo das bases pirimidinicas pode ocorrer também pela
conversdo de bases nitrogenadas livres em seus respectivos nucleosideos por meio
de nucleosideo fosforilases, seguida pela conversdo dos nucleosideos em
nucleotideos pela acdo de nucleosideo cinases especificas (Hyde, 2007).

Ja na salvacao dos nucleosideos de pirimidinas livres, como a uridina, citidina
e deoxitimidina, eles s@o convertidos aos seus respectivos nucleotideos pela acao
de nucleosideo cinases, como a uridina cinase e a deoxitimidina cinase. No caso da
citidina, ela pode ser deaminada a uridina pela citidina deaminase e, ento, essa
uridina é diretamente convertida a UMP pela uridina cinase. A citidina pode também
ser fosforilada a CMP pela uridina cinase. Outra rota possivel dos nucleosideos &,
por exemplo, a clivagem da uridina a uracil e ribose-1-fosfato através da uridina
fosforilase e posterior converséo do uracil ao UMP pela uracil fosforribosiltransferase
caracterizadas (Wilson et al., 2012).

A via de salvacdo de pirimidinas pode estar presente em organismos
procariotos e eucariotos, abrangendo de bactérias a mamiferos. Diferentes estudos
tém demonstrado que a via de salvacdo de pirimidinas é vital para as células
bacterianas, podendo essa via possuir diferencas entre as espécies, uma vez que
varias rotas de salvacdo de pirimidinas sdo descritas. Por exemplo, a bactéria
Pseudomonas aeruginosa possui a citosina deaminase, mas nao possui a citidina
deaminase e a uridina fosforilase, enquanto que a Pseudomonas mendocina possui
a citidina deaminase, a citosina deaminase e a uridina fosforilase (Beck &
O’Donovan, 2008). Ja em E. coli foram descritas as enzimas uridina fosforilase,
uridina cinase e timidina cinase, além da uracil fosforribosiltransferase (O’Donovan &
Neuhard, 1970; Andersen et al., 1992). Em humano, a uracil fosforribosiltransferase
foi caracterizada, mas néo foi identificada a sua atividade catalitica (Li et al., 2007);
apesar disso, o UMP pode ser obtido pela via de salvacao a partir da atividade da
uracil fosforilase (Renck et al., 2010), seguida pela reacao catalisada pela uridina
cinase (Suzuki et al., 2004).

Em estudos realizados com algumas espécies da familia Trypanosomatidae,
como T. cruzi, Leishmania mexicana e T. brucei, observou-se gque algumas enzimas
de via de salvacdo de UMP nédo estdo presentes ou ndo foram identificadas e,
consequentemente, ndo anotadas como sendo tais enzimas. A atividade da enzima
uridina cinase nédo foi encontrada nesses organismos, sugerindo uma salvacdo de

pirimidina por meio das enzimas uridina fosforilase e uracil fosforribosiltransferase
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ambas identificadas (Gao et al., 1999). Da mesma forma, em T. gondii, a principal
rota de salvacdo de pirimidina € mediada pela uracil fosforribosiltransferase (Carter
et al., 1997). No género Leishmania, de um modo geral, foram identificadas as
atividades das enzimas uracil fosforribosiltransferase, uracil fosforilase e citidina

deaminase, tendo algumas delas sido caracterizadas (Wilson et al., 2012).

uracil
fosforribosiltransferase

N

PRPP PPi
uridina
U i fosforilase Uridi uridina cinase UMP
racil /\ > uridina /\ >
R-1-P Pi ATP  ADP
NH;, NH;,
‘\ citosina ‘\ citidina
deaminase deaminase
Citosina Citidi uridina cinase CMP
Iidina / \ >
ATP ADP
deoxicitidina
D icitidi cinase dCMP
eoxicitidina / \ >
ATP ADP
timina deox.itimidina
fosforilase cinase
Timina \ » Deoxitimidina f \ > dTMP
dR-1-P Pi ATP ADP
Bases livres Nucleosideos Nucleotideos

Figura 1.11: Via de salvacdo de pirimidinas. Os principais produtos dessa via metabdlica estdo
coloridos em rosa e as enzimas em azul, com destaque para a enzima uracil fosforribosiltransferase
em verde. Siglas: R-1-P, ribose-1-fosfato; dR-1-P, desoxirribose-1-fosfato; PRPP, D-5-fosforibosil-1-
fosfato; PPi, pirofosfato; Pi, fosfato inorgéanico; ATP, trifosfato de adenosina; ADP, difosfato de
adenosina; UMP, monofosfato de uridina; CMP, monofosfato de citidina; dCMP, monofosfato de
desoxicitidina; dTMP, monofosfato de desoxitimidina. Adaptada de Borges, 2011.
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1.7.3. Uracil fosforribosiltransferase (UPRT)

A uracil fosforribosiltransferase (UPRT, EC 2.4.2.9) é uma enzima que
participa da via de salvacéo de pirimidinas e catalisa a conversao de uracil e PRPP a
UMP e pirofosfato (PPi) (figura 1.12). O UMP produzido € de grande importancia
nessa via, uma vez que ele € o precursor de todos os nucleotideos de pirimidina.
Trabalhos com T. gondii demonstram que a UPRT € especifica para uracil e nédo
consegue utilizar como substrato citosina, citidina, deoxicitidina, ou timina ja que o
tamanho dos grupos exociclicos na posicéo 5 da base pirimidina impedem a ligacéo
(lltzsch & Tankersley, 1994; Carter et al., 1997).

0
'
HO HO I/-\f 0O O
o UPRT Q O__N._NH o
P ( 70 p-O—p—OH = Ho-P-0 ()X HO-P-O-P-OH
/L HO-F-0 , 9 O HO s O OH OH
OH HG' ’oH HO  ©OH

Uracil PRPP Ump PPi

Figura 1.12: Reacéo catalisada pela enzima UPRT. Siglas: PRPP, D-5-fosforibosil-1-fosfato; UMP,
monofosfato  de uridina; PPi, pirofosfato; Pi, fosfato inorganico. Adaptada de
http://www.genome.jp/Fig/reaction/R00966.gif.

Essa enzima tem sido caracterizada em varios micro-organismos tais como E.
coli, Mycobacterium tuberculosis (Villela et al., 2013), Lactococcus lactis
(Martinussen & Hammer, 1994), e em alguns eucariotos inferiores como
Saccharomyces cerevisiae (Kern et al., 1990), Candida albicans (Alloush & Kerridge
, 1994), Giardia intestinalis (Dai et al., 1995) e T. gondii (Carter et al., 1997). Em
eucariotos superiores, especialmente em mamiferos, a UPRT tem sido pouco
descrita, embora ela tenha sido identificada e caracterizada em humano (Li et al.,
2007).

Em T. cruzi, o programa AnEnPi identificou por similaridade dois genes que
teriam o potencial de codificar para a enzima UPRT, classificando-as como
homologas a enzima UPRT de humano. Da mesma forma, as sequéncias de ambos
0s genes também foram anotadas como sendo putativas UPRT pelo KEGG e pelo
TriTrypDB. Além disso, estudos realizados na década de 80 demonstraram a
atividade dessa enzima em extratos celulares das formas evolutivas epimastigota e
tripomastigota de T. cruzi, exceto na forma amastigota em que a UPRT parece estar
ausente (Hammond & Gutteridge, 1982). No entanto, trabalhos mostrando a
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expressdo por microarranjo de diversos genes anotados no genoma de T. cruzi
indicam que os genes potencialmente codificantes para a enzima UPRT estariam
sendo expressos também na forma amastigota desse parasito (Minning et al., 2009).

As UPRTSs de diferentes organismos demonstram mecanismos de regulacao
distintos. Um exemplo disso é a ativagdo e estabilizacdo da enzima UPRT pelo GTP,
como ocorre em E. coli (Jensen & Mygind, 1996) e T. gondii (Schumacher et al.,
2002), enquanto que em outros organismos, como em M. tuberculosis (Villela et al.,
2013), a UPRT ndo é modulada pelo GTP e em muitos casos ndo possui ativagdo
alostérica conhecida (Villela et al., 2013). Do mesmo modo, mecanismos distintos de
inibicdo dessa enzima também tém sido descritos, como por exemplo, a inativacao
por CTP, em Sulfolobus solfataricus, ou pelo excesso do produto UMP, em M.
tuberculosis, além da inibicdo pelo UMP, dUMP, dCMP, UDP, TTP descritos em
leveduras (Natalini et al., 1979).

Além disso, diferentes estados oligoméricos sdo encontrados em UPRTs. A
UPRT de Sulfolobus solfataricus esta presente na forma de tetramero (Jensen et al.,
2005). A UPRT de T. gondii se comporta em solugdo como um dimero, enquanto
que na presenca de GTP a enzima assume a forma tetramérica (Schumacher et al.,
2002). Em E. coli, a UPRT é um dimero ou trimero na auséncia de ligantes,
enquanto que na presenca de PRPP e GTP passa a ser um pentamero ou um
hexadmero com ambas as formas presentes em equilibrio dindmico (Rasmussen et
al., 1986; Jensen & Mygind, 1996). O PRPP e/ou GTP atuam na estabilizagéo
desses oligbmeros. J4 a UPRT de Giardia intestinalis (Dai et al., 1995) e Bacillus
caldolyticus (Jensen et al., 1997) sdo enzimas diméricas.

As estruturas cristalograficas das UPRTs de T. gondii (Schumacher et al.
1998), de B. caldolyticus (Kadziola et al. 2002), de Thermus thermophilus (Kukimoto-
Niinoet et al. 2005) e de Sulfolobus solfataricus (Christoffersen et al., 2009) ja foram
determinadas (figura 1.13). Dessa forma, sabe-se que a enzima UPRT pertence ao
grupo das fosforribosiltransferases tipo | caracterizadas por conterem uma regido de
13 residuos conservados que formam quatro ou cinco folhas 3 pregueadas paralelas
que sdo o motivo de ligacdo de PRPP. Proximo a regido C terminal da UPRT existe
outra regido também conservada relacionada a ligacao do uracil (Schumacher et al.
1998).

A UPRT, quando presente, realiza um papel central na via da salvagéo das
pirimidinas e pode ser considerada um alvo interessante para o desenho racional de

farmacos contra doencas parasitarias. O potencial dessa enzima como alvo
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terapéutico é reforcado por estudos recentes que demonstram que o duplo nocaute
da carbamoil fosfato sintetase e de UPRT na forma amastigota de L. donovani
consegue atenuar a infec¢cdo e eliminar o parasito em semanas. Isso demonstra que
a presenca de vias de novo e de salvagdo de pirimidina intactas sdo necessarias a
sobrevivéncia desse parasito e a infeccdo causada no hospedeiro (Wilson et al.,
2012). Em T. gondii, a UPRT € capaz de se ligar a varios analogos de pirimidina que
tem atividade anti-T. gondii. Entre esses analogos esta o 5-fluoruracil que, ao ser
convertido pela UPRT ao nivel de nucleotideo, se torna téxico ao T. gondii (Carter et
al., 1997). Dessa forma, estudos mais aprofundados da UPRT em T. cruzi sao
importantes para aumentar o conhecimento sobre esta enzima e sobre o
metabolismo a qual ela pertence nesse parasito e também como uma tentativa de

identificar alvos potenciais para o desenvolvimento de novas drogas.

Figura 1.13: Estrutura tridimensional de UPRT de Sulfolobus solfataricus, T. gondii, e Bacillus
caldolyticus resolvidas por difracdo de raios-x: (A) estrutura cristalografica da UPRT de Sulfolobus
solfataricus na resolucdo de 1.80 A (PDBid: 1XTT); (B) estrutura cristalogréafica da UPRT de T. gondii
na resolucéo de 2.20 A (PDBid:1BD4); (C) estrutura cristalografica da UPRT de Bacillus caldolyticus
na resolugéo de 3.00 A (PDBid:1I5E).
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2.1.

Objetivos

OBJETIVOS

Objetivo geral

O projeto visa a caracterizacdo molecular das enzimas uracil

fosforibosiltransferase (UPRT) e gliconato cinase (GK) de T. cruzi.

2.2.

Objetivos especificos:

Andlise por programas de bioinformatica visando: a) analise das estruturas
primarias e secundarias das proteinas gliconato cinase e uracil
fosforribosiltransferase de T. cruzi; b) identificacdo e comparacdo com as

respectivas enzimas humanas, se existirem;

Clonagem e expressao heterdloga em pET28a das enzimas alvos gliconato

cinase e uracil fosforribosiltransferase;

Purificacdo por cromatografia de afinidade das proteinas recombinantes

gliconato cinase e uracil fosforribosiltransferase expressas;

Producdo de anticorpos policlonais em camundongos para a identificacdo das
enzimas alvos nativas na forma epimastigota de T. cruzi, por meio de western-

blot e imunofluorescéncia;

Modelagem por homologia das enzimas gliconato cinase e uracil

fosforribosiltransferase de T. cruzi.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Identificagéo in silico das enzimas GK e UPRT de T. cruzi

A busca por enzimas metabdlicas de T.cruzi que pudessem representar
potenciais alvos terapéuticos foi realizada através da inferéncia de funcbes
enzimaticas e da reconstrucdo metabodlica desse parasito utilizando a ferramenta
computacional AnEnPi (Otto et al., 2008) (<http://bioinfo.pdtis.fiocruz.br/AnEnPi/>).
Foram analisadas vias metabdlicas relevantes ao parasito, 0 que permitiu a
identificacdo e a selecdo de duas enzimas: gliconato cinase (GK, EC 2.7.1.12),
pertencente a via das pentoses fosfato e a uracil fosforribosiltransferase (UPRT, EC
2.4.2.9), pertencente a via de salvagdo de pirimidinas. A enzima GK e a enzima
UPRT foram classificadas pelo AnEnPi como sendo especifica e homologa,
respectivamente, em relacdo aos humanos. Cada uma das enzimas € codificada por
duas coOpias génicas em T. cruzi foram denominadas TcGK
(Tc00.1047053508177.20 e Tc00.1047053511693.60) referentes a GK e TcUPRT
(Tc00.1047053506435.410 e Tc00.1047053507739.40) para UPRT.

3.2. Andlise das estruturas primarias de TcGK e TcUPRT

As sequéncias de proteinas das enzimas TcGK e TcUPRT, cujas atividades
foram identificadas pelo AnEnPi, foram submetidas a analises utilizando ferramentas
de bioinformatica disponiveis online. Para o alinhamento das sequéncias foi utilizado
o programa ClustalW2 (http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/). JA os programas
Pfam (http://pfam.sanger.ac.uk/) e ProDom (http://prodom.prabi.fr) permitiram a
inferéncia de possiveis dominios funcionais e motivos protéicos conservados nessas
sequéncias. Para a predicdo de peptideo sinal, identificacdo de regides
transmembranares e predicdo da localizacdo subcelular foram utilizados os
programas SignalP (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/), TMHMM
(http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/) e  PSORT  (http://www.psort.org/),
respectivamente. Além disso, utilizou-se o PROSITE (http://www.expasy.ch/prosite)
para a identificagcdo nas sequéncias de motivos potenciais para o sitio ativo, sitio de

ligacdo e modificacdes pos-traducionais.
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3.3. Cultivo das formas epimastigotas de T. cruzi

As formas epimastigotas de T. cruzi cepa CL Brener foram cultivadas em
meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (tabelas 3.1, 3.2 e 3.3) a 28°C. A manutenc¢ao
das culturas foi realizada a cada 7° dia de crescimento, obtendo-se ao final do
processo uma concentracdo de aproximadamente 6,0 x 10° células/mL. A partir da

cultura crescida era feita uma diluicdo padréo 1:10 com volume final de 10ml.

Tabela 3.1: Solugéo inorganica (2x) do meio de cultura LIT.

Reagente Concentragdo

NacCl 8 g/L
KCI 0,8 g/L
Na,HPO,4 16 g/L

Tabela 3.2: Solugédo organica (2x) do meio de cultura LIT.

Reagente Concentragao
Triptose 10 g/L
Liver Broth Infusion 10 g/L

Tabela 3.3: Meio de cultura LIT completo.

Reagentes Volumel/Litro

Sol. inorganica 2X 450 mL

Sol. organica 2X 450 mL
Glicose (0,2 g/ml) 10 mL
Hemina (450 mg/ml) 0,5mL
Soro Fetal Bovino 100 mL
H>O gsp 1L
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3.4. Extracédo do DNA gendmico de T. cruzi

O DNA genbmico de T. cruzi cepa CL Brener foi extraido segundo o método
de extracdo com fenol/cloroformio, conforme descrito em Sambrook & Russell
(2001). Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de agarose,

conforme descrito no item 3.7.

3.5. Amplificacdo dos genes TcGK e TcUPRT por PCR (Reacdo da

Polimerase em Cadeia)

A partir das sequéncias obtidas para os genes que codificam as enzimas
TcGK e TcUPRT, os oligonucleotideos (primers) foram desenhados manualmente e
analisados utilizando o] programa NET-PRIMER
(http://www.premierbiosoft.com/netprimer/netprlaunch/netprlaunch.html). Os
oligonucleotideos senso (forward) e anti-senso (reverse) foram desenhados
baseados nas extremidades 5 e 3’ dos genes alvos. Para posterior clonagem no
vetor de expressdo pET28a, sitios de restricdo para as enzimas Ndel (CATATG) e
Xhol (CTCGAG) foram inseridos nas extremidades 5 das sequéncias dos

oligonucleotideos, como mostrados abaixo:

Gliconato cinase:
Oligonucleotideo TcGK forward: 5’- CCATATGGCTGTCCCCCCTCT 3
Oligonucleotideo TcGK reverse: 5’- CCTCGAGTCAAAGATGCAGCCAC 3

Uracil fosforribosiltransferase:
Oligonucleotideo TcUPRT forward: 5’- CCATATG(G/A)AGAATTGCGGTGAC 3’
Oligonucleotideo TcUPRT reverse: 5- CCTCGAGTTAATCATGTGTCCC(G/A)AA 3’

Para a amplificacdo dos genes alvos TcGK e TcUPRT, a reagédo de PCR foi
feita no termociclador Mastercycler gradient (Eppendorf), utilizando os respectivos
oligonucleotideos para cada sequéncia. As reacdes foram preparadas para um
volume final de 50 pL (tabela 3.4) e continham a Platinum Tagq DNA polymerase High
Fidelity (Invitrogen) que contém uma mistura das enzimas Taq DNA polymerase e
Pyrococcus species GB-D polymerase e do anticorpo Platinum Taq Antibody. Essa
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mistura, portanto, tem a capacidade de adicionar uma desoxiadenosina (A) ao final
3’ dos produtos de PCR, além de possuir atividade proofreading e Hot start
automatico. Os produtos gerados ao final da reacdo de PCR foram analisados por

eletroforese em gel de agarose 1% (item 3.7).

Tabela 3.4: Componentes utilizados na reacédo de PCR

Reagentes Volume
Tampéao 10X High Fidelity PCR 5puL
10 mM dNTP 1puL
50 mM MgSOq4 2,0 puL
Iniciador Reverse (10 pmol) 2,0 uL
Iniciador Forward (10 pmol) 2,0 uL

DNA gendmico (1:10)
_ 2,0 uL
T. cruzi cepa CL Brener
Platinum Taq DNA polymerase High Fidelity 0.2 pL
H,O 10,5 uL

Volume final 50 uL

A programacdo padréo executada no termociclador, modificando-se apenas

as temperaturas de anelamento de acordo com o gene a ser amplificado, foi a

seguinte:
e Desnaturacao inicial - 94 °C ......... 2 min
e Desnaturacdo-94 °C ................. 30 seg
e Anelamento - TcGK 65,1 °C ....... 30 seg 35 vezes
- TcUPRT 56,4 °C .. 30 seg
e Extensdo-68°C ..........cccceiiiinnee 2 min
e Extenséo final - 68 °C ...... 7min e 30seg
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3.6. Purificagdo dos produtos de PCR

Os produtos de PCR obtidos foram purificados por meio do kit QIAquick PCR
Purification (Qiagen). A purificacdo foi feita conforme as instru¢bes do protocolo do
kit. Por meio dessa purificacdo foi possivel eliminar do produto de PCR os
oligonucleotideos, enzima, dNTPs e sais para, entdo, proceder a clonagem dos

fragmentos.

3.7. Eletroforese em gel de agarose

Para a analise das amostras de DNA amplificadas por PCR, bem como das
posteriores mini-preparacbes e digestbes de DNA plasmidial, foram feitas
eletroforeses em géis de agarose 1% em tampao TAE (Tris-Acetato-EDTA, pH 8,0).
As amostras foram submetidas a voltagem constante de 70 V por 1 hora. Apds a
corrida, os geéis foram corados com brometo de etidio, permitindo assim a
visualizagdo das bandas de DNA em transiluminador com radiagdo U.V. e, em

seguida, fotografados.

3.8. Clonagem dos alvos selecionados em vetor pPBAD-TOPO TA

O vetor pBAD-TOPO TA (Invitrogen) (figura 3.1A) € um plasmideo linear que
contém uma desoxitimina (T) livre em cada uma das suas extremidades 3’. Essa
desoxitimina é capaz de se ligar aos produtos de PCR adenilados através da reacao
catalisada pela enzima topoisomerase | (figura 3.1B) que vem acoplada ao vetor. O
plasmideo circular resultante pode ser introduzido em E. coli, visando a propagacao
plasmidial.

Os alvos TcGK e TcUPRT amplificados por PCR foram utilizados para a
reacao de ligacdo (tabela 3.5) ao vetor pPBAD-TOPO TA (Invitrogen). Essa reacéo foi
incubada a temperatura ambiente por 30 minutos.

Para a clonagem de cada alvo, foram utilizados 2uL de reacdo de ligacéo
para transformar 50uL de E. coli, cepa TOP10, eletrocompetente através do
eletroporador Gene Pulser da BioRad, seguindo 0s seguintes parametros:
Coulomb=500uFD; Resisténcia=200Q); Voltagem=2,5V. Todo o procedimento de

eletroporagédo foi realizado em cubetas estéreis, previamente resfriadas. Apos a
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eletroporacgédo, foi adicionado 1 mL de meio de cultura LB as bactérias que foram,
entdo, mantidas sob agitacdo de 100 rpm, 37 °C, por 1 hora. Para o plagqueamento,
foram utilizadas placas de petri com LB Agar, contendo ampicilina & 100 pg/mL. As

placas foram colocadas na estufa, a 37 °C por 18 horas.

Nco |
(ATG)
Pme |

A
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Figura 3.1: Representagdo esquematica do vetor de clonagem pBAD-TOPO TA (A) e da reacgéo
catalisada pela topoisomerase | (B) A topoisomerase | se liga ao DNA dupla fita em sitios especificos
e cliva em uma das fitas a ligagdo fosfodiéster depois de uma sequéncia 5-CCCTT. A energia
liberada com essa clivagem é conservada através da formagdo de uma ligacdo covalente entre o
fosfato 3' da fita clivada e o residuo de tirosina (Tyr-274) da topoisomerase |. A ligagdo fosfo-tirosil
entre o DNA e a enzima pode ser subsequentemente atacada pela hidroxila 5’ da fita originalmente
clivada, invertendo a reagéo e libertando topoisomerase (Shuman, 1994).

Tabela 3.5: Reagentes da reacéo de ligacéo ao vetor pBAD-TOPO TA.

Componentes Volume
Produto de PCR 2,0 uL
Vetor pBAD-TOPO TA 1,0 uL
H>O 2,0 uL

Solugéo de sal diluido (1:4) 1,0 yL
Volume final 6,0 uL
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3.9. PCRde colbnia

A partir das colbnias de E. coli cepa TOP10 transformadas, fez-se um PCR de
colonia para a confirmacgao da presenca dos insertos TcGK e TcCUPRT nas mesmas.
Para isso, as colonias isoladas foram repassadas com auxilio de um palito esteéril
para a solucdo de PCR (tabela 3.6). Em seguida, cada col6nia foi inoculada em 5 mL
de meio LB com ampicilina 100 pg/mL, sendo incubada sob agitacado a 200 rpm, 37
°C, por 18 horas.

O PCR de colbnia segue o mesmo principio do PCR comum, descrito no item
3.5. No entanto, no PCR de coldénia ndo ha a necessidade de se utilizar uma
polimerase high fidelity, como a Platinum Tag DNA polymerase High Fidelity, visto
que o produto de PCR é usado apenas para fins de analise do resultado da
clonagem. Dessa forma, para o PCR de colbnia utilizou-se a Master Mix (Promega)
gque é uma solucdo concentrada 2x de Taqg polymerase, dNTPs e todos os
componentes necessarios para a reacdao de PCR, exceto o DNA genémico e 0s
oligonucleotideos. O resultado do PCR de col6nia foi analisado em gel de agarose

1% em corrida de 1 h a 70V, como descrito no item 3.7.

Tabela 3.6: Componentes utilizados na reacdo de PCR de colbnia.

Reagentes Volume
Master Mix (2x) 12,5 uL
H,O 11,5 uL

Iniciador Reverse(10 pmol) 0,5 uL (5 pmol)
Iniciador Forward (10 pmol) 0,5 pL (5 pmol)
Clone de E. coli cepa TOP10 -
Volume final 25 uL
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A programacdo padrdo executada no termociclador, modificando-se apenas as

temperaturas de anelamento de acordo com o gene a ser amplificado, foi a seguinte:

e Desnaturacao inicial - 95 °C .............. 4 min
e Desnaturagdo-95°C .........ccceeeene 30 seg
e Anelamento - TcGK 65,1 °C ............ 30 seg 35 vezes

- TCUPRT 56,4 °C ...... 30 seg

e Extensdo-72°C .....cccceunnnee 1min e 30 seg

e Extenséo final - 72°............... 7min e 30seg

3.10. Extragdes de DNA plasmidial (Miniprep), sequenciamento e analise dos

resultados

Das culturas de TOP10 positivas para a presenca do inserto pela andlise do
PCR de colbnia foram centrifugados 3 mL a 9.300xg por 5 minutos. Apés a
centrifugacdo, os sobrenadantes foram descartados e o0s precipitados foram
submetidos a extracdo e purificacdo de seus plasmideos por meio do kit QIAprep
Spin Miniprep (QIAgen), conforme as instru¢des do fabricante.

Com o DNA plasmidial extraido, preparou-se 0 meio para a reacdo de
sequenciamento contendo de 200-500 ng de DNA plasmidial e 3,2 pmol de Iniciador
“forward” ou “reverse”, conforme indicado pela Plataforma Genbmica -
Sequenciamento de DNA PDTIS/FIOCRUZ. Para o sequenciamento dos insertos
clonados em pBAD-TOPO TA, utilizou-se os oligonucleotideos pBAD reverse e
pBAD forward nas concentraces de que acompanham o kit do referido vetor. Todas
as etapas que se sucedem até o sequenciamento, exceto a preparacdo das
amostras, foram realizadas na plataforma de sequenciamento de DNA
PDTIS/FIOCRUZ.

A partir do resultado do sequenciamento, realizou-se um alinhamento das
sequéncias obtidas contra as respectivas sequéncias tedricas identificadas pelo
programa AnEnPi. Este alinhamento foi feito com o auxilio do programa ClustalW?2
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/clustalw2/index.html). Em seguida, foi escolhido apenas
um clone de cada alvo para dar prosseguimento as etapas posteriores do projeto.
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3.11. Dosagem do DNA plasmidial

A partir do DNA plasmidial referente ao clone escolhido para cada alvo e do
vetor pET28a circular, foi feita a quantificagdo de DNA com o kit Qubit dsDNA BR
Assay (Invitrogen) seguindo as instru¢des do protocolo do kit. O DNA foi dosado no

Qubit 2.0 Fluorometer (Invitrogen).

3.12. Digestéo do DNA plasmidial com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel

Apoés o vetor pET28a circular e o DNA plasmidial de cada clone escolhido
terem sido devidamente quantificados, foram feitas reacfes de dupla digestédo
(tabela 3.7) utilizando as enzimas de restricdo Ndel e Xhol. As digestdes foram
incubadas por 3 horas a 37 °C. Posteriormente, as enzimas de restricdo foram
inativadas a 65 °C em banho maria por 20 minutos. Essas digestbes visaram a
linearizacdo do vetor pET28a e a separacdo dos insertos alvos do vetor pBAD-
TOPO TA, gerando pontas coesivas em ambos 0s casos. As andlises das digestdes
foram feitas em gel de agarose 1%, conforme descrito no item 3.7. Os fragmentos
TcGK e TcUPRT liberados com a digestdo foram purificados a partir do gel de

agarose utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).

Tabela 3.7: Reacéo de digestdo com as enzimas Xhol e Ndel

Reagentes Condicao final
DNA plasmidial 1,25 pg
Tampéo 10X NEB4 (Biolabs) 1X
BSA 100X 1X
Ndel 20U
Xhol 10U
H,O gsp 50 pL
Volume final 50 pL
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3.13. Subclonagem dos genes alvos no vetor pET28a

O vetor pET28a (Invitrogen) (figura 3.2) € um plasmideo de expressdo que
confere resisténcia a kanamicina e possui o promotor T7, permitindo altos niveis de
expressdo a partir da inducdo com IPTG. Além disso, esse vetor admite uma
construcdo plasmidial capaz de conter uma sequéncia nucleotidica na regido N- ou
C-terminal do sitio de clonagem que codifica uma cauda de seis histidinas fusionada
a proteina recombinante. Essa cauda de histidina permite a purificacdo da proteina
recombinante através de cromatografia de afinidade em metal imobilizado e a

deteccdo dessa proteina com anticorpos anti-histidina (anti-His).
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Figura 3.2: Representa¢édo esquematica do vetor de expressdo pET28a

A partir dos insertos alvos TcGK e TcUPRT e do vetor pET28a linearizado
resultantes da digestéo, foi feita a reacédo de ligacao (tabela 3.8) dos insertos ao
vetor. Essa reacédo foi mantida a temperatura ambiente por 2 horas. Os plasmideos
de expressédo construidos foram denominados TcGK-pET e TcUPRT-pET, os quais

tem o potencial de codificar para as proteinas TcGK e TcUPRT, respectivamente.
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Para a clonagem dos plasmideos TcGK-pET e TcUPRT-pET gerados, foram
utilizados 2uL de reacdo de ligacdo para transformar em 50uL de E. coli, cepa
TOP10, eletrocompetente através do eletroporador Gene Pulser da BioRad,
seguindo o0s seguintes parametros: Coulomb=500uFD; Resisténcia=200Q;
Voltagem=2,5V. Apos a eletroporacgdo, foi adicionado 1mL de meio de cultura LB
puro as bactérias que foram mantidas sob agitacao de 100 rpm, & 37 °C, por 1 hora.
Foram utilizadas placas de petri com LB Agar com kanamicina 50 pg/mL para o
plagueamento das bactérias transformadas.

Para a confirmacdo da presenca dos insertos TcGK e TcUPRT nas colonias
crescidas, fez-se um PCR de coldnia, seguindo os mesmos principios descritos no
item 3.9. As colbnias em que se verificou resultado positivo para esses insertos

foram submetidos a extragdes de DNA plasmidial (Miniprep).

Tabela 3.8: Reagentes da reacéo de ligagédo ao vetor pET28a.

Componentes Volume

Inserto alvo digerido 4,0 uL

Vetor pET28a digerido 1,0 uL

T4 DNA ligase 0,75 uL

Tampao 10X 1,0 yL
H,O gsp 10 yL

Volume final 10,0 uL

3.14. Expressao das proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT em pequena

escala

As amostras de DNA plasmidial TcGK-pET e TcUPRT-pET extraidas de E.
coli cepa TOP10, as quais por PCR de col6nia apresentaram resultado positivo para
a presenca dos insertos TcGK e TcUPRT, respectivamente, foram utilizadas para a
transformacdo em E. coli linhagem BL21(DE3). As bactérias E. coli linhagem
BL21(DES3) sao celulas competentes para a expressdo de proteinas recombinantes.
A transformacdo em BL21 foi feita por eletroporacdo, conforme descrito no item
3.13. Apoés a transformacéo, foi feito o plaqueamento utilizando placas de petri

contendo LB/ Agar com kanamicina 50ug/mL. As placas foram colocadas na estufa,
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a 37 °C por 18 horas. Ao final desse periodo, foram escolhidas quatro coldnias
isoladas para o alvo TcGK e cinco colbnias isoladas para o alvo TcUPRT, visando a
analise de expresséo heteroéloga.

Cada uma das colbnias escolhidas apdés a transformacdo em BL21 foi
inoculada em 5 mL de meio LB com kanamicina 50 pg/mL e incubada sob agitacéao
de 200 rpm, 37 °C, durante 18 horas. Desse pré-in6culo foram retirados 500 uL e
repassados a novos 5 mL de meio LB com kanamicina 50 pg/mL e mantidas nas
mesmas condi¢cbes anteriores até apresentarem uma AbSgoonm €ntre 0,4 e 0,6.
Depois de atingida a densidade otica (OD) ideal, foi feita a indu¢cédo com adi¢éo de
IPTG para uma concentracao final de 1 mM, incubando-se as culturas por 3 horas
nas condicbes adequadas. A partir do pré-inoculo, foi feito também um controle
negativo que nao foi submetido a indugdo com IPTG, mas foi mantido nas mesmas
condigbes que as colbnias induzidas. Ao término do periodo de incubacédo, duas
aliquotas de 1mL foram retiradas de cada solucdo induzida e da ndo induzida
(controle negativo) e foram repassadas cada uma a um microtubo para
centrifugacdo a 9.300xg por 5 minutos. Apos a centrifugagcdo, os sobrenadantes
foram totalmente descartados e os dois precipitados resultantes de cada amostra
foram guardados. Simultaneamente, todas as solucdes induzidas foram diluidas 4x
com meio LB para a medicdo de suas absorbancias a 600 nm com auxilio do
espectrofotometro.

Uma aliquota da duplicata de precipitados, referente a cada cultura induzida,
foi ressuspendida com tampao de amostra 1X (125mM Tris—HCI, pH 6,8; SDS 3 %,
glicerol 20 % e azul de bromofenol), contendo 2mM de [-mercaptoetanol. A
guantidade de tampao de amostra adicionada ao precipitado levou em consideragao
a absorbancia obtida de cada cultura ap6s a inducdo, de forma que todas as
amostras tivessem as mesmas concentracoes finais de bactéria, e que variacdes na
guantidade de proteina observadas no gel de SDS-PAGE fossem devido unicamente
a diferenca de expressao. Apos as amostras terem sido preparadas, foram aplicados
10pL de cada uma (corresponde a uma Abs = 0,1 da suspensao de bactérias) em
gel de poliacrilamida em condicbes desnaturantes, que foi feito segundo o0s

procedimentos descritos no item 3.15.
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3.15. Eletroforese em gel de poliacrilamida em condi¢des desnaturantes (SDS-
PAGE)

As proteinas foram analisadas por eletroforese, utilizando-se SDS-PAGE,
sendo as concentracfes do gel de concentracdo 4% e a do gel de separacdo 15%,
conforme indicado na tabela 3.9. A todas as amostras foram adicionados tampé&o de
amostra contendo B-mercaptoetanol 2mM. Em seguida, as amostras foram
aguecidas por 5 minutos a 100 °C e posteriormente aplicadas no gel de
poliacrilamida. Além das amostras, foram aplicados no gel 5 pL de padrdo de peso
molecular (Broad range — BioRad; Broad Range Prestained — BioRad ou PageRuler
Prestained - Thermo Scientific). A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada
a 200 V por 1 hora e, apds seu término, o gel foi corado com solucédo de Coomassie-
blue 0,5% (0,5% de Comassie blue R-250; 1:1 Etanol 100%/H,0), sob agitacao
branda por 30 minutos. Foi, em seguida, aplicada a solucédo descorante (etanol 30%
e acido acético 7%) para a retirada do corante e depois a solucdo de secagem
(etanol 30% e glicerol 2%).

TABELA 3.9: Reagentes para preparacdo do SDS-PAGE

Gel de concentracéo 4% Gel de separacéo 15%
Reagentes Volume Reagentes Volume
H,O 1,2mL H,O 1,38 mL
1,5M Tris-HCI, pH 6,8 500 pL 1,5M Tris-HCI, pH 8,8 1,5mL
30% acrilamida/ 267 uL 30% acrilamida/ 3,0mL
0,8% bisacrilamida 0,8% bisacrilamida
10% SDS (duodecil sulfato 20 pL 10% SDS (duodecil 60 pL
de s6dio) sulfato de sédio)

10% persulfato de amonio 20 pL 10% persulfato de amonio 60 pL
TEMED 2 L TEMED 6 pL

3.16. Testes de expressdao das proteinas recombinantes em pequena escala

Todos os clones submetidos a expressdo em pequena escala tiveram o seu
DNA plasmidial sequenciado (item 3.10) por meio dos oligonucleotideos do vetor

by

pET28a T7 forward e T7 reverse, visando a confirmacédo da integridade das
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construgdes plasmidiais. Com o resultado do sequenciamento foi escolhido apenas
um clone de cada alvo para dar continuidade aos testes de expressao. Os testes de
expressao em pequena escala das proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT foram
feitos variando o tempo de inducdo e a temperatura de inducdo, utilizando as
seguintes condic¢des: a 20 °C, por 3h e 24h, e a 27 °C e 37 °C por 3h, a partir da
indugdo com 1mM de IPTG, seguindo 0os mesmos procedimentos citados no item
3.14. Ao término do periodo de incubacéo, aliqguotas de 1 mL foram retiradas de
cada solucédo induzida e da nao induzida (controle negativo) e foram repassadas a
microtubos para centrifugacdo a 9.300xg por 5 minutos. Apés a centrifugacédo, os
sobrenadantes foram totalmente descartados e os precipitados resultantes de cada
amostra foram guardados para ensaios posteriores de lise e separacdo em fracao
soltvel e insolavel. Simultaneamente, todas as solu¢des induzidas foram diluidas 4x

com meio LB para afericdo das absorbancias a 600 nm.

3.17. Lise bacteriana e separacdo das proteinas recombinantes TcGK e

TcUPRT em fracéo soluvel e insolavel

As aliquotas dos precipitados de cada cultura resultantes dos testes de
expressdo em pequena escala foram ressuspendidas com 1 mL de tampéao de lise
(20 mM Tris-HCI, pH 7,5, 100 mM KCI, 5 mM EDTA) e passados para tubos
contendo pérolas de vidro de 0,1 mm . Esses tubos com o precipitado, pérolas e
tampao de lise foram colocados em equipamento de alta rotacdo (Bead Beater),
sendo submetidos a trés pulsos de um minuto intercalados com imersao também de
1 minuto no gelo. Apés isso, separou-se por decantacdo as pérolas de vidro da
solugcdo que foi, entdo, centrifugada por 10 minutos a 16.100xg. Com essa
centrifugacdo € possivel separar cada amostra em uma fracdo contendo as
proteinas na forma solluvel e outra na forma insolivel. O precipitado (referente a
fragcdo de proteina insoluvel) obtido foi guardado a -20 °C e o sobrenadante
(referente a fracdo de proteina soluvel) foi precipitado com acido tricloroacético
(TCA) a 17% e centrifugado a 16.100xg por 10 minutos. O TCA é capaz de precipitar
as proteinas sollveis através da desnaturagdo &cida das mesmas. Ao haver
precipitacdo, o novo sobrenadante obtido foi descartado e ao precipitado, contendo
as proteinas, foi adicionado acetonal/trietanolamina para o qual se fez uma nova

centrifugacdo e descarte de sobrenadante. O precipitado de proteina soltvel
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referente a cada alvo foi guardado a -20 °C. ApoOs ter sido feita a lise celular e a
separacdo das proteinas sollveis das insoluveis, fez-se um gel de poliacrilamida
para a analise dos resultados, conforme descrito no item 3.15, no qual foram
aplicados 20 pL de cada amostra preparada com tampao de amostra contendo 2mM
de B-mercaptoetanol. Além disso, para uma analise mais sensivel dos resultados, foi
feito um western blot (item 3.24) tendo como anticorpo primario anti-histidina
(Invitrogen) na diluicdo de 1:2.500 e anticorpo secundario conjugado a peroxidase
na diluicdo de 1:10.000 (tabela 3.11).

3.18. Expressdo das proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT em larga

escala

A partir do clone escolhido para cada alvo, foi feita a expressdo em larga
escala de TcGK e TcUPRT recombinantes seguindo-se os parametros de inducao
que tiveram melhor resultado na expressdo em pequena escala das proteinas
recombinantes na forma soluvel. Para tal, 25 mL da colénia referente a cada alvo
(derivada de pré-inoculo de 1% crescido por 12 horas) foram inoculados em 500 mL
de meio LB com kanamicina 50 pg/mL. Quando as culturas atingiram uma AbSgoonm
entre 0,4 e 0,6, foi feita a inducéo da expressdo com IPTG 1mM a 20 °C por 24h sob
agitacao de 100 rpm.

Apoés a inducdo, foram separadas amostras de 1 mL do extrato bruto de
bactérias para, posteriormente, serem submetidas a lise em pequena escala e
separacdo das proteinas soluveis das insollveis, descrito no item 3.17. O volume
restante das culturas foi centrifugado a 22.100xg a 4 °C, por 20 minutos, e 0S
precipitados celulares foram ressuspensos em tampéo de lise (20 mM de Tris-HCl,
pH 7,5, 100 mM de KCI, 5 mM de EDTA, 1 mM de PMSF, 1 mM de DTT). A lise
celular foi realizada com auxilio de um equipamento denominado Bead Beater,
seguindo os mesmos principios da lise em pequena escala.

Os lisados obtidos foram centrifugados a 22.100xg, a 4 °C por 20 minutos. A
partir da centrifugacédo, para cada alvo, obteve-se um sobrenadante correspondente
a fracdo de proteina soluvel que foi armazenada a -20 °C e um precipitado que €&
referente a porcdo de proteinas insolluveis, o qual foi submetido a sucessivas
lavagens com tampéao de lavagem (50 mM de Tris-HCI, pH 8,5, 5% de Triton X-100,

5 mM de EDTA e 150 mM de NaCl). Para a lavagem do precipitado, adicionou-se ao
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mesmo 5 mL de tampéo de lavagem e fez-se a homogeneizagdo da suspensao.
Transferiu-se, entao, a suspenséo formada para um homogeneizador de cristal/vidro
(Douncer), sendo assim o precipitado foi macerado cerca de 10 vezes de forma a
retirar restos de membrana celular, células ndo lisadas e outros contaminantes.
Centrifugou-se o precipitado lavado a 32.900xg, por 15 minutos, a 4 °C. ApGs esse
procedimento, leu-se a AbSsosnm do sobrenadante obtido, tendo como branco o
tampdo de lavagem com Triton. O procedimento de lavagens com tampao de
lavagem do homogeneizado com o auxilio do Douncer foi feita tantas vezes quanto
necessarias de forma a obter valores de Absssnm dos sobrenadantes constantes,
indicando que ndo havia mais extragéo de residuos contaminantes.

Os precipitados obtidos a partir das lavagens com tampao de lavagem e
contendo as proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT na forma insollavel foram
solubilizados em 10 mL de solucdo de ureia 8 M em 50 mM Tris-HCI, pH 8,5 com
auxilio de um Douncer e do vértex. Depois, centrifugou-se as amostras a 32.900xg
por 15 minutos a 4 °C. O resultado foi analisado em gel de proteina SDS-PAGE 15%
a 200V por 1hora (item 3.15).

Para analisar se haveria precipitacdo das proteinas recombinantes em
concentracbes mais baixas de ureia, foram feitas diluicbes seriadas dessas
proteinas utilizando tampéo de diluicdo (50 mM de Tris-HCI, pH 8,0, 600 mM de
NaCl, 10 mM de imidazol) de forma a obter concentracdes finais de 1 M, 2 M e 4 M

de ureia. Os resultados foram analisados em SDS-PAGE (item 3.15).

3.19. Purificacdo por cromatografia de afinidade

O precipitado de cada enzima recombinante, previamente solubilizado com
tampéo de ureia 8M, foi aplicado em uma coluna HisTrapHP (GE) contendo volume
de 1 mL e carregada com fons Ni?* para purificacdo por cromatografia de afinidade
das proteinas recombinantes em funcéo da cauda de histidina inserida nas mesmas.
As proteinas ligadas a coluna por afinidade foram eluidas em gradiente crescente de
imidazol (20 mM — 250 mM).

O procedimento utilizado para a purificacdo das proteinas recombinantes
baseou-se em: injegcdo da amostra na coluna; lavagem da coluna com tampéao de
ligagédo (tabela 3.10) para eluir proteinas que nao se ligaram a coluna; eluicdo das

proteinas adsorvidas a coluna por meio de um gradiente descontinuo de imidazol
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gerado pela mistura do tampéo de ligacdo com o tampéo de eluicdo; e finalmente
lavagem da coluna com tampéo de eluicdo (tabela 3.10).

Diversas purificagbes das proteinas recombinantes foram realizadas

utilizando-se volumes de amostra que variaram de 500uL a 1,5 mL.

TABELA 3.10: Tampdes para purificacdo por cromatografia de afinidade

Tampé&o de Ligacéao Tampé&o de Eluicao

Tampao fosfato de sédio 20mM, pH 7,5 Tampao fosfato de sédio 20mM, pH 7,5

NaCl0,5 M NaCl 0,5 M
Ureia 8 M Ureia 8 M
Imidazol 20 mM Imidazol 500 mM

Para a avaliacdo do processo de purificacdo das proteinas recombinantes, o
volume de exclusao (flow-through), referente as proteinas que néo se ligaram na
coluna e as fracbes eluidas, que apresentaram alguma leitura a 280nm, foram
submetidas a andlise por SDS-PAGE (item 3.15). Ap6s a andlise do resultado, as
fracOes que apresentaram a proteina recombinante foram selecionadas e juntadas
em um unico estoque (pool). A escolha do método de purificagcéo foi baseada no fato
de que, em vetores pET, a proteina recombinante é expressa fusionada a uma
cauda de poli-histidina justamente para auxiliar o processo de purificagdo, como
citado anteriormente. Essa sequéncia de poli-histidina é pequena e geralmente ndo
altera as propriedades das proteinas as quais esta ligada, além de possuir uma alta
afinidade pelo niquel (Ni**) e outros cation divalentes. Consequentemente, as
proteinas que possuem uma cauda de poli-histidina sdo seletivamente ligadas a
resina carregada devido aos fons de Ni?* imobilizados, enquanto outras proteinas
presentes no extrato formam ligacbes fracas ou sdo facilmente eluidas com os

tampdes especificos.

3.20. Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi realizada através do Kit de dosagem RCDC -
BioRad (modificado de Lowry et al., 1951), segundo instru¢cdes do fabricante.
Para a curva padréo, utilizou-se albumina de soro bovino (BSA) em diferentes
concentracdes. As curvas padrdes foram feitas em duplicata. Ja as amostras foram
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dosadas em diferentes diluicbes, sempre utilizando triplicata. A leitura foi feita em
espectrémetro com A=595 nm.

3.21. Producéo de anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TcCUPRT

Com o intuito de produzir soro policlonal anti-TcGK e anti-TCUPRT, essas
proteinas recombinantes purificadas e dosadas foram inoculadas em dois grupos de
5 camundongos Balb-C fémeas, com 4 semanas de vida. Ao todo, duas doses de 10
Mg de proteina por camundongo foram administradas por via intraperitoneal, com
intervalo de 15 dias entre as aplicacdes. A fim de potencializar a resposta imune,
utilizou-se adjuvante incompleto de Freund em volume igual a solugéo de proteina.
Antes da imunizagdo, um camundongo foi sacrificado para obtencdo do soro pré-
imune que foi utilizado como controle negativo em ensaios de western blot (item
3.24).

Ao final de um més, a partir da administragdo da primeira dose, fez-se a
extracdo do sangue total. Para a obtencdo dos soros imunes, primeiramente o
sangue foi incubado a temperatura ambiente por 30 minutos e depois foi incubado a
4°C por 10 minutos, para que ocorresse a retracdo do coagulo. Apds este
procedimento, o sangue coagulado foi centrifugado a 1.000xg por 3 minutos. Com
cuidado retirou-se, com auxilio de uma pipeta, o sobrenadante referente ao soro
imune.

Para testar se houve producéo de anticorpos policlonais a partir das proteinas
recombinantes utilizadas, fez-se um western blot. Para isso, tanto para TcGK quanto
para TCUPRT, foi feito um gel preparativo SDS-PAGE, no qual foram aplicados 35
ug de proteina recombinante purificada. Apdés a separacdo das proteinas por

eletroforese, elas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose,
seguindo-se o procedimento de western blot descrito no item 3.24. Como anticorpos
primérios foram utilizados os soros imunes produzidos nas diluicbes de 1:1.000 e de
1:10.000.

3.22. Titulagéo dos anticorpos policlonais

Apbs a confirmacgdo da producdo de anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-

TcUPRT pelos camundongos imunizados, fez-se um pool para cada soro imune.
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Esses pools de soro imune foram titulados e testados por western blot. Para tal, o
gel preparativo SDS-PAGE e o western blot foram feitos seguindo os procedimentos
mostrados no item 3.24, tabela 3.11, nos quais se utilizou como anticorpos primarios
0S pools de soros imunes anti-TcGK e anti-TcCUPRT nas diluicbes de 1:1.000,
1:2.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:50.000 e 1:100.000. O anticorpo secundario
conjugado a peroxidase foi diluido 1:10.000. Como controle negativo, utilizou-se o
soro pré-imune na diluicdo 1:1.000 e como controle positivo o anticorpo anti-His na
diluicdo de 1:20.000.

3.23. Purificagdo de imunoglobulina G a partir dos soros imunes

Amostras dos pools de soro imune, contendo os anticorpos policlonais TcGK
e TcUPRT, foram submetidos a purificacdo de imunoglobulinas G (IgG) através do
kit Melon Gel IgG Spin Purification (Thermo Scientific). Os IgGs purificados, assim
como os pools de soros imunes ndo submetidos a purificacdo, foram utilizados em

ensaios de western blot e imunofluorescéncia.

3.24. Western blot

O western blot é uma técnica que permite a detec¢cdo de uma proteina a partir
de um anticorpo que a reconheca. Para isso, foi feita a separacdo da amostra de
proteinas por eletroforese em gel SDS-PAGE (item 3.15). As proteinas foram entédo
transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose através do sistema Semi-
dry (BioRad). Para a transferéncia, papel 3MM, gel de poliacrilamida, membrana de
nitrocelulose foram incubados em tampéao de transferéncia gelado (39 mM de glicina,
48 mM de Tris Base, 20% etanol) e, posteriormente, dispostos, conforme a figura
3.3, sobre o anodo de platina do sistema Semi-dry. A transferéncia foi realizada
durante 50 minutos sob voltagem constante de 15V e amperagem limitada a 500
mA. ApoOs a transferéncia, a membrana foi corada com vermelho Ponceau para a
analise da qualidade da transferéncia e, posteriormente, descorada com TBS 1X
(100 mM de Tris-HCI pH 7,5, 150 mM de NaCl). Em seguida, a membrana de
nitrocelulose foi deixada em solugcédo de bloqueio (5% de leite em pd desnatado em
TBS) overnight, sob leve agitacdo. Em seguida, a membrana foi lavada trés vezes
com TBS 1X e trés vezes com TBS-Tween (10% TBS 10X, 0,05% Tween 20).
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— Papel 3MM
— Gel

— Membrana
— Papel 3MM

Anodo

Figura 3.3: Representagdo esquematica da disposicdo do papel 3MM, gel de poliacrilamida,
membrana de nitrocelulose no sistema “Semi-dry” (BioRad) para a transferéncia. Fonte: figura
adaptada de www.bio-rad.com/prd/pt/BR/LSR/PDP/b92801aa-76b7-45c9-825e-672589d01b00/Trans-
Blot-SD-Semi-Dry-Transfer-Cell.

Apls a lavagem, a membrana de nitrocelulose foi incubada com
anticorpo primario diluido em solucdo de bloqueio. De acordo com o experimento
realizado, as incubacbes da membrana com anticorpo primario variaram nos
seguintes parametros: anticorpo primario utilizado, diluicdo do mesmo e o tempo de
incubacdo, conforme mostrado na tabela 3.11. Depois da primeira incubacédo, a
membrana foi lavada trés vezes com TBS 1X e trés vezes com TBS-Tween e
incubadas por 1 hora com anticorpo secundario conjugado a peroxidase. A diluicao
do anticorpo secundario variou de acordo com 0 experimento e com 0 anticorpo
primério utilizado, conforme mostrado na tabela 3.11. Depois dessa incubagéo o
procedimento das lavagens foi repetido e o resultado foi revelado com o Kkit
SuperSignal West Pico Chemiluminescent Substrate (Thermo Scientific) segundo
protocolo fornecido pelo fabricante, em camara escura. O filme de raio-x foi exposto

a membrana por diferentes periodos de tempos, sendo o maximo de 1 hora.

45



Materiais e Métodos

Tabela 3.11: Informacfes sobre os anticorpos primarios e 0s anticorpos secundarios de cada

experimento de western blot realizado

) o Anticorpo
Anticorpo primario .
Experimento secundario
Nome do o Tempo de o
] Diluicéo ) . Diluigéo
anticorpo incubagéo
Testes de expressao da proteina
recombinante em pequena escala anti-His 1:2.500 2 horas 1:10.000
(item 3.16)
Lise celular e separagdo das proteinas
recombinantes TcGK e TCUPRT em anti-His 1:2.500 2 horas 1:10.000
frag@o soluvel e insolavel (item 3.17)
Soro pré-imune
; 1:1.000 2 horas 1:10.000
(Controle negativo)
anti-His
. 1:2.500 2 horas 1:10.000
(Controle positivo)
Titulagdo dos anticorpos policlonais 1:1.000
. 1:10.000
Soros imunes 2 horas 1:10.000
1:20.000
1:50.000
1:100.000
anti-His
N 1:20.000 overnight 1:10.000
(Controle positivo)
Identificagéo da enzima nativa TcGK —
o IgG purificado/
em extrato total de T. cruzi (item 3.25)
soro imune 1:10/ 1:100 overnight 1:5.000
anti-TcGK
anti-His
120.000 overnight 1:10.000
(Controle positivo)
Identificacéo da enzima nativa TCUPRT -
. 1gG purificado/
em extrato total de T. cruzi (item 3.25) 1:10/
soro imune overnight 1:5.000
1:100
anti-TcUPRT

3.25. Lise e extracdo de proteinas soluveis da forma epimastigota de T. cruzi

Amostras da forma epimastigota de T. cruzi, na concentracdo de 6x10°

células/mL, foram coletadas no quinto dia de cultivo do parasito, visando a lise e

extracdo de suas proteinas sollUveis. Essas amostras passaram por dois ciclos de
lavagens com PBS 1X pH 7,2 (137mM de NaCl, 2,7mM de KCI, 10mM de Na,HPO,
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2mM de KH,PO, ) alternados com centrifuga¢gdes a 1.000xg por 20 minutos a 4 °C.
Apés a ultima centrifugacao, as células foram ressuspensas em PBS 0,1X contendo
inibidor de fosfatase e coquetel de inibidores de proteases nas concentracdes
indicadas pelo fabricante (Sigma). A relacdo de células por mL foi mantida em 6x108.
A lise celular foi feita por meio de choque térmico, no qual os parasitos foram
submetidos a cinco ciclos consecutivos de congelamento em N, liquido e
descongelamento em banho maria a 37 °C. Ao final do procedimento de lise foi feita
a centrifugacao do lisado total a 16.000xg por 30 minutos. O pellet foi descartado e o
sobrenadante, fracdo onde se encontravam as proteinas solluveis, foi armazenado

para experimentos posteriores.

3.26. ldentificacdo das enzimas nativas TcGK e TcUPRT nas fracdes sollveis

da forma epimastigota de T. cruzi por western blot

Para identificar as enzimas nativas TcGK e TcUPRT nas fracdes solUveis da
forma epimastigota de T. cruzi, realizou-se um ensaio por western blot com o soro
policlonal obtido apds a imunizacdo dos camundongos. As proteinas recombinantes
foram utilizadas como controle positivo.

Para esse fim, foi realizado um SDS-PAGE (item 3.15) contendo como
amostras 10 pg/poco de cada proteina recombinante e 100 pg/poco de fracéo
soluvel da forma epimastigota de T. cruzi. A cada amostra foi acrescentado tampéo
de amostra de proteina 4X com B-mercaptoetanol. No western blot (item 3.24), o
anticorpo primario anti-His, correspondente ao controle positivo, foi diluido 1:20.000.
Os soros imunes anti-TcGK e anti-TcUPRT foram utilizados na diluicdo de 1:100,
enquanto que os IgGs purificados anti-TcGK e anti-TcCUPRT foram utilizados na
diluicdo de 1:10. Todos os anticorpos primarios foram incubados com as membranas
overnight. O anticorpo secundario acoplado a peroxidase foi usado na dilui¢édo
1:10.000 no controle positivo e na diluicdo de 1:5.000 nas outras amostras (tabela
3.11).
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3.27. Identificagcdo das enzimas nativas TcGK e TcUPRT na forma

epimastigota de T. cruzi por imunofluorescéncia

No 5° dia de proliferacéo, 6 x 10" células totais, das formas epimastigotas de
T. cruzi, foram centrifugados a 2.500xg por 5 minutos. Em seguida foram feitas duas
lavagens com PBS 1X seguidas de centrifugacdo a 2.500xg por 5 minutos e
descarte do sobrenadante. Apés as lavagens, os parasitos foram fixados em solugéo
de paraformaldeido 4% diluido em PBS 1X, durante 5 minutos, sob agitacdo. Depois
de fixados, os parasitos foram submetidos a um novo ciclo de lavagens com PBS 1X
e aderidos a laminulas previamente revestidas com 0,1% de poli-L-lisina (1 mg/mL).
Em seguida, os parasitas foram permeabilizados com solucéo de 0,1% Triton X 100
em PBS 1X durante 10 minutos. Para o bloqueio foram feitas trés incubacdes com
BSA 2% em PBS 1X por 10 minutos a temperatura ambiente.

ApoOs devidamente aderidos as laminulas, os parasitos foram incubados
overnight com os anticorpos primarios com diferentes diluicdes, como mostrado na
tabela 3.12. No controle negativo, os parasitos foram incubados com solucédo de
BSA 2% em PBS 1X, sem a presenca do anticorpo primério. As laminulas foram
entdo lavadas trés vezes por 10 minutos em solucdo de bloqueio antes de serem
incubadas por 1h com anticorpo secundario Alexa Fluor 488 goat anti-mouse IgG
(Invitrogen) na diluicdo de 1:1.000 em solucdo de blogueio. Em seguida, as
laminulas passaram por um novo ciclo de lavagens somente com PBS e foram
incubadas por 10 minutos com DAPI (Invitrogen) diluido 1:1000 em PBS para
marcacdo de DNA (nucleo). Em seguida, as laminulas foram lavadas com PBS por
10 minutos e montadas sobre as laminas com DABCO. Nas laminulas controle, a
incubacdo com o anticorpo primario foi omitida. O material foi observado ao

microscoépio de fluorescéncia APOTOME (Zeiss).
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Tabela 3.12: Relacdo de anticorpos primarios e as suas respectivas diluicbes nos ensaios de
imunofluorescéncia:

Anticorpo Primario Diluicéo
Anticorpo Anti-TcGK 1:25
Anticorpo Anti-TcGK 1:50
Anticorpo Anti-TcGK 1:100
IgG purificado anti-TcGK 1:25
Anticorpo Anti-TCUPRT 1:25
Anticorpo Anti-TCUPRT 1:50
Anticorpo Anti-TCUPRT 1:100

IgG purificado anti-TCUPRT 1:25

3.28. Modelagem estrutural das enzimas TcGK e TcUPRT e UPRT de Homo

sapiens

As andlises de estrutura secundaria das sequéncias protéicas foram feitas
através do programa PSIPRED (http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/). A predicdo da
estrutura terciaria das enzimas alvos de T. cruzi e das enzimas com as mesmas
funcbes enzimaticas preditas em humano foram resolvidas, utilizando o método de
modelagem por homologia. O processo de constru¢do dos modelos envolveu quatro
etapas: identificacdo das proteinas molde, alinhamento das sequencias alvos contra
as sequéncias molde, construcdo do modelo e validacdo do mesmo. Para a
identificacdo das proteinas molde tridimensionalmente resolvidas, foi feito um
BLAST contra o banco de dados PDB (Protein Data Bank) a partir das sequéncias
de aminoacidos das enzimas a serem modeladas. Posteriormente, foram feitos
alinhamentos entre as sequéncias molde e as sequéncias a serem modeladas. Para
0 processo de modelagem estrutural das enzimas foi utilizado o programa Modeller
(Fiser & Sali, 2003) que permite a modelagem por restricdes espaciais. Uma
avaliacao precisa do modelo foi feita através do programa PROCHEK (Laskowski et
al., 1993) e por meio do grafico de Ramachandran, utilizando o MolProbity (Davis et
al., 2004).
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4. RESULTADOS

4.1. Andlises das sequéncias nucleotidicas e das estruturas primarias das
proteinas GK e UPRT

As sequéncias nucleotidicas e protéicas referentes as atividades enzimaticas
GK (EC 2.7.1.12) e UPRT (EC 2.4.2.9) de T. cruzi, cepa CL Brener, foram obtidas a
partir do TriTrypDB (www.tritrypdb.org/). Cada uma dessas atividades enzimaticas foi
identificada pelo AnEnPi, assim como pelo TriTrypDB e KEGG, como possuindo
duas coOpias de genes putativos no genoma de T. cruzi. Para a andlise dessas
sequéncias, utilizaram-se programas de bioinformética disponiveis na internet, como

Clustalw2, Pfam, ProDom, SignalP e PSORT, como descrito no item 3.2.

4.1.1. Sequéncias nucleotidicas e protéicas referentes a GK

As sequéncias nucleotidicas de T. cruzi identificadas pelo AnEnPi,
(Tc00.1047053508177.20 e Tc00.1047053511693.60), como codificantes para
proteinas com possivel atividade enziméatica gliconato cinase foram denominadas
TcGK. Cada uma dessas sequéncias possui 585 pb. A sequéncia nucleotidica TcGK
-Tc00.1047053508177.20 codifica para proteinas de 194 aminoacidos com massas
moleculares estimadas de 21,07 kDa (figura 4.1). A sequéncia nucleotidica TcGK-
Tc00.1047053511693.60 codifica para proteinas de 194 aminoacidos com massas

moleculares de 21,10 kDa (figura 4.2).
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(A)> Tc00.1047053508177.20 gliconato cinase [EC 2.7.1.12];

ATGGCTGTCCCCCCTCTTCCGTCGCATCCTACGCTGTCTGTGCCGGTGGCTGTGGTTGTCATGGGC
CCCTCGGGCACGGGCAAGAGCACAATTGGTCTCCGCCTTGCGCAGGAGCTCGGCTGGGAATTTGCA
GAAGGTGACAATTATCACCCCGCGGGCAACGTAGAAAAGATGGCGTCGGGTGTGCCTCTTAATGAT
GAGGACCGCTTGCCGTGGCTGAAAATTCTGCGCACCGAGGCCATAGAGGGTGCGTCGAGGGCGGCG
GCAGGAAGCGGTGTCGTGCTTGCATGTTCCGCGTTGCGAGAGTCGTACAGGGACGTGCTTCGCTCG
GACCACTCGGGCAACGGTGGAAGAGTGAAAGTGTTCTTTGTGGAGCTTTTTGGCGACATCGGGTTC
ATTTCCAAGCGCCTGCAGGGGCGTCATCATGCGTATATGCCGGCTTGTTTACTTGCATCGCAGTAC
GCCACGTTGGAGCCGCTGCGGCCGGAAAAGGGCGAGCTTGGGGTGCGAGTATCCGCGGCGTTGGAA
CCCGAGAAGATTGTGGAACGTGTCGTGGAGGAACTGAGGCGGTGGCTGCATCTTTGA

(B)> Tc00.1047053508177.20 gliconato cinase [EC 2.7.1.12];

MAVPPLPSHPTLSVPVAVVVMGPSGTTCGKSTIGLRLAQELGWEFAEGDNYHPAGNVEKMASGVPL
NDEDRLPWLKILRTEAIEGASRAAAGSGVVLACSALRESYRDVLRSDHSGNGGRVKVFEVELEFGDI
GFISKRLOGRHHAYMPACLLASQYATLEPLRPEKGELGVRVSAALEPEKIVERVVEELRRWLHL

Figura 4.1: Sequéncia do gene TcGK- Tc00.1047053508177.20 de T. cruzi. (A) Sequéncia
nucleotidica. (B) Sequéncia deduzida de aminoacidos.

(A)> Tc00.1047053511693.60 gliconato cinase [EC 2.7.1.12];

ATGGCGGTCTCCCCCCTTCCGTCGCATCCTCCGCTCTCTGTGCCGGTGGCTGTGGTTGTCATGGGC
CCCTCGGGCACGGGCAAGAGCACAATTGGTCTCCGCCTTGCACAGGAGCTCGGCTGGGACTTTGCA
GAAGGTGACAATTATCACCCCGCGGGCAACGTGGAAAAGATGGCGTCGGGTGTGCCTCTTAATGAT
GAGGACCGCTTGCCGTGGCTGAAAATTCTGCGCACTGAGGCCATAGAGGGTGCGTCGAGGGCGGCG
GCAGGAGGCGGTGTCGTGCTTGCATGTTCCGCGTTGCGAGAGTCGTACAGGGACGTGCTTCGCTCG
GACCACTTGGGCGACAGTGGAAGAGTGAAGGTGTTCTTTGTGGAGCTTTTTGGCGACATCGGGTTC
ATTTCCAAACGCCTGCAGGGGCGTCATCATGCGTATATGCCGGCTTGTTTACTTGCATCGCAGTAC
GCCACGTTGGAGCCGCTGCGGCCGGAGAAGGGCGAGTTTGGGGTGCGAGTATCCGCGGCGTTGGAA
CCCGAGAAGATTGTGGAACGTGTCGTGGAGGAACTGAGGCGGTGGCTGCATCTTTGA

(B)> Tc00.1047053511693.60 gliconato cinase [EC 2.7.1.12];

MAVSPLPSHPPLSVPVAVVVMGPSGTTCGKSTIGLRLAQELGWDFAEGDNYHPAGNVEKMASGVPL
NDEDRLPWLKILRTEAIEGASRAAAGGGVVLACSALRESYRDVLRSDHLGDSGRVKVFEVELEGDI
GFISKRLOGRHHAYMPACLLASQYATLEPLRPEKGEFGVRVSAALEPEKIVERVVEELRRWLHL

Figura 4.2: Sequéncia do gene TcGK- Tc00.1047053511693.60 de T. cruzi. (A) Sequéncia
nucleotidica. (B) Sequéncia deduzida de aminoacidos.

4.1.2. Alinhamento entre as sequéncias de aminoéacidos preditas de TcGK

A partir das sequéncias de aminoacidos das proteinas codificadas por ambas
as copias dos genes TcGK foi feito um alinhamento multiplo utilizando o programa
Clustalw2 (figura 4.3). O alinhamento indicou uma identidade de 95,8% e
similaridade de 96,9% entre as sequéncias analisadas. Esse alto grau de identidade

e similaridade permitiu o prosseguimento do estudo de caracterizagcao da atividade
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enzimatica GK em T. cruzi utlizando apenas a cOpia génica TcGK-
Tc00.1047053508177.20.

Tc00.1047053508177.20 MAVPPLPSHPTLSVPVAVVVMGPSGTGRSTIGLRLAQELGWEFAEGDNYH S50
Tc00.1047053511693.60 MAVSPLPSHPPLSVPVAVVVMGPSGTGRSTIGLRLAQELGWDFAEGDNYH S0
Tc00.1047053508177.20 PAGNVERMASGVPLNDEDRLPWLKILRTEAIEGASRAAAGSGVVLACSAL 100
Tc00.1047053511693.60 \GNVERMASG

150
150

Tc00.1047053508177.20
Tc00.1047053511693.60

Tc00.1047053508177.20
Tc00.1047053511693.60

Figura 4.3: Alinhamento das estruturas primarias de TcGK identificadas no genoma de T. cruzi.
Alinhamento das sequéncias TcGKs (Tc00.1047053508177.20 e Tc00.1047053511693.60) referentes
a atividade enzimética GK, utilizando o programa ClustalW?2. Aminoacidos idénticos estéo indicados
por asterisco (*), substituicbes conservadas, por dois pontos (:) e substituicdes semi-conservadas por
um ponto (.).

4.1.3. Sequéncias nucleotidicas e protéicas referentes a UPRT

As sequéncias nucleotidicas de T. cruzi identificadas pelo AnEnPi,
(Tc00.1047053507739.40 e Tc00.1047053506435.410), como codificantes para
proteinas com a possivel atividade enzimatica uracil fosforribosiltransferase foram
denominadas TcUPRT. As sequéncias de ambos os genes possuem 711 pb e
codificam proteinas de 236 aminoacidos com massas moleculares teéricas de 26,5
kDa (figuras 4.4 e 4.5).
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(A)>Tc00.1047053507739.40 uracil fosforribosiltransferase [EC 2.4.2.9];

ATGGAGAATTGCGGTGACGGCAGTTCTTTGGAGCAGTCCCTTCTGAAGGAATTTCCGCAACTGCAC
CTGGTCCCGCAAACAAATCAGCTGAGGTTTCTATTTACCGTCATTCGCGACAAGAAGACAACCCGA
CAGATTTTGTGTTTTACTGCGAGCGGATCATTCGTCTTGTGGTGGAGGCGGGGCTTGATTTGGTTC
CTGTTCTGCCAAAGGATGTGACGACACCAACCGGCGCCACCTACAAGGGCTGCATGCCTGATCCAC
AAGGCATTATTGGCATCAGCATCCTTCGCGCCGGCGAGTCTATGGAACGCGTTCTTCGAGAAACTT
GCCGCGGTATTCGCATCGGAAAGATTCTGGTTCAGCGGGACGAGAAAACAGTTGAGAAGTGTCCGG
ATGAGCGGTATAACTACAGCAAAGTTCCAAGGGATGTGGCTGGACGTCGCGTGCTGCTTCTTGATC
CTATGATTGCGTCGGGCGGCAGCGCCATCCACGCCACAGATATTCTTATACGGGAATACAAGGTGC
CGGAGGAGAACATTATTTTTCTTAACCTTATTACGTGCCCAGAGGGAATCCGGCGGTATATGAGTA
GATTTCCAAAGGTCCACGTAGTGACCGCGGCGATCGATGGGGCTCTAGACGATTCCAAATACATC
GTCCCCGGACTGGGTGATTTTGGCGATCGCTACTTCGGGACACATGATTAA

(B)> Tc00.1047053507739.40 uracil fosforribosiltransferase [EC 2.4.2.9];

MENCGDGSSLEQSLLKEFPOQLHLVPOQTNQLRFLEFTVIRDKKTTRTDEVEYCERITIRLVVEAGLDLV
PVLPKDVTTPTGATYKGCMPDPOGIIGISILRAGESMERVLRETCRGIRIGKILVQRDEKTVEKCP
DERYNYSKVPRDVAGRRVLLLDPMIASGGSATIHATDILIREYKVPEENIIFLNLITCPEGIRRYMS
RFPKVHVVTAAIDGALDDSKYIVPGLGDFGDRYFGTHD

Figura 4.4 Sequéncias do gene TcUPRT- Tc00.1047053507739.40 de T. cruzi. (A) Sequéncia
nucleotidica. (B) Sequéncia protéica deduzida.

(A)>Tc00.1047053506435.410 uracil fosforribosiltransferase [EC 2.4.2.9];

ATGAAGAATTGCGGTGACGGCAGTTCTTTGGAGCAGTCCCTTCTGAAGGAATTTCCGAAACTGCAC
CTGGTCCCGCAAACAAATCAGCTGATTTTTCTATTTACCATCATTCGCGACAAGAAGACAACCCGC
ACAGATTTTGTGTTTTACTGCGAGCGGATCATTCGTCTTGTGGTGGAGGCGGGGCTTGATTTGGTT
CCTGTTCTGCCAAAGGATGTGACGACACCAACCGGCGCCATCTACAAGGGCTGCATGCCTGATCCA
CAAGGCATTATTGGCATCAGCATCCTTCGCGCCGGCGAGTCTATGGAACGCGTTCTCCGGGAAACT
TGCCGCGGTATTCGCATCGGAAAGATTCTGGTCCAGCGGGACGAGAAAACAGTTGAGAAGTGTCCG
GATGAGCGGTATAACTACAGCAAAGTTCCAAGGGATGTGGCTGGACGTCGCGTGCTGCTTCTTGAT
CCTATGATTGCGTCGGGCGGCAGCGCCATCCACGCCACAGATATCCTTATACGGGAATACAAGGTG
CCGGAGGAAAACATTATTTTTCTTAACCTTATTACGTGCCCAGAGGGAATCCGGCGGTATATGAGT
AGATTTCCAAAGGTCCACGTAGTGACCGCGGCGATCGATGGGGCTCTAGACGATTCCAAATACATC
GTCCCCGGACTGGGTGATTTTGGCGATCGCTACTTTGGGACACATGATTAA

(B)>Tc00.1047053506435.410 uracil fosforribosiltransferase [EC 2.4.2.9];

MKNCGDGSSLEQSLLKEFPKLHLVPOQTNQLIFLFTIIRDKKTTRTDFVEFYCERIT
RLVVEAGLDLVPVLPKDVTTPTGAIYKGCMPDPOGIIGISILRAGESMERVLRETCRGIR
IGKILVQRDEKTVEKCPDERYNYSKVPRDVAGRRVLLLDPMIASGGSATHATDILIREYK
VPEENIIFLNLITCPEGIRRYMSREFPKVHVVTAAIDGALDDSKYIVPGLGDFGDRYFGTH

Figura 4.5: Sequéncia do gene TcUPRT- Tc00.1047053506435.410 de T. cruzi. (A) Sequéncia
nucleotidica. (B) Sequéncia protéica deduzida.

4.1.4. Alinhamento entre as sequéncias protéicas preditas de TCUPRT

Para a analise da similaridade e identidade entre as sequéncias de

aminoacidos das TcUPRTSs, foi feito um alinhamento mdiltiplo dessas sequéncias
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utiizando o programa ClustalW2 (figura 4.6). O alinhamento indicou uma
similaridade de 99,1% e uma identidade de 97,8% entre as sequéncias analisadas.
Esse alta porcentagem de identidade e similaridade possibilitou o prosseguimento
da caracterizagdo da UPRT de T. cruzi utilizando apenas a copia génica TCUPRT-
Tc00.1047053507739.40.

Tc00.1047053507739.40
Tc00.1047053506435.410

Tc00.1047053507739.40 CERIIRLVVEAGLDLVEY
Tc00.1047053506435.410 CERIIRLVVEAGLDLV

0
o
o

.1047053507739.40 ESMERVLRETCR
.1047053506435.410 ESMERVLRETCR

- -
0
o
o

Tc00.1047053507739.40
Tc00.1047053506435.410

Tc00.1047053507739.40

B VPGLGDFGDRYFGTHD 236
Tc00.1047053506435.410 PKVHVVTAAT

HD 236

Figura 4.6: Alinhamento das estruturas primarias de TcUPRT identificadas no genoma de T. cruzi.
Alinhamento das sequéncias TcUPRT (Tc00.1047053507739.40 e Tc00.1047053506435.410)
referentes a atividade enzimatica UPRT, utilizando o programa ClustalW2. Aminoacidos idénticos
estdo indicados por asterisco (*), substituicBes conservadas, por dois pontos (:) e substituicbes semi-
conservadas por um ponto (.).

4.2. Andlises das sequéncias de aminoacidos das proteinas TcGK e TcUPRT
para identificacdo de possiveis dominios, motivos e assinaturas de

familias de proteinas

Andlises com as ferramentas de bioinformatica ProDom e Pfam foram
realizadas visando a predicdo dos principais dominios funcionais e assinaturas de
familias de proteinas nas sequéncias de aminoacidos referentes as putativas
enzimas TcGK e TcUPRT. Como se pode observar na tabela 4.1, a maioria dos
dominios e familias identificados para cada uma das sequéncias de aminoacidos
analisadas é coerente com as atividades enzimaticas preditas pelo AnENPI,
apresentando e-value significativos. Para a sequéncia de aminoacidos referente a

TcGK, foi identificado, com e-value de 9,Ox10'3°, um dominio conservado
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caracteristico de gliconato cinase termorresistente. No entanto, uma regido de 118
aminoacidos caracteristica da familia de chiguimato cinases foi identificada com e-
value 1,8x10°. Na sequéncia de aminoécidos da putativa TcUPRT foram
identificados potenciais dominios e assinaturas de familias das uracil
fosforribosiltransferases, embora dominios caracteristicos das uridina cinases

também tenham sido identificados.

Tabela 4.1: Relacdo dos potenciais dominios e assinaturas de familias nas sequéncias de
aminoacidos de TcGK e TcUPRT. As andlises foram feitas através dos programas PFAM e ProDom.

Posicao dos

AN e-value
aminoacidos

Enzima | Programa Dominio / Familia

Pfam Chiquimato cinase 24-142 1,8x10%

TcGK - _
ProDom Gliconato cinase 18-189 9,0x10°%
termorresistente

Pfam SERE s ] 24-234 4,3x107°
fosforribosiltransferase

Uridina cinase transferase 97-148 1,0x108
Uracil glicosiltransferase 150-200 7.0x10""7
fosforribosiltransferase

Uridina cinase transferase 40-96 2,0x10°

Uracil transferase o7
TcUPRT fosforribosiltransferase 20-96 6,0x10

ProDom " :
Ura<_:| trans erase 11-38 2 0x10°%
fosforribosiltransferase
Uracil glicosiltransferase 203-232 2 0x10°%
fosforribosiltransferase
Uridina cinase transferase 19-73 2,0x10%°
Uridina cinase transferase 199-235 8,0x10°%°

As predicOes de peptideo sinal e de sitios de clivagem de peptideo sinal nas
sequéncias de aminoacidos de TcGK e TcUPRT foram realizadas através do
programa signalP. A partir dessas analises, nenhum peptideo sinal foi identificado
nas proteinas TcGK e TcUPRT (tabela 4.2).

O programa TMHMM foi utilizado para a predicao de regides transmembrana
nas sequéncias alvos e indicou a auséncia dessas regides nas enzimas TcGK e
TcUPRT (tabela 4.2).
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As predicdes de localizagédo subcelular foram feitas com o programa Psort e
indicaram que as proteinas TcGK e TCUPRT tem a probabilidade de 52,2% e 60,9%,
respectivamente, de serem citoplasmaticas (tabela 4.2). Esses resultados se referem
a nao identificacdo, por esse programa, de peptideos sinais responsaveis pelo
enderecamento dessas proteinas a organelas, semelhante aos resultados obtidos
com as analises dessas proteinas utilizando o SignalP.

Tabela 4.2: Predicdo de peptideo sinal, regido transmembranar e localizacdo celular das enzimas
TcGK e TcUPRT.

. : Regiéo Localizacao
: Peptideo sinal
Enzima (SignalP) transmembranar celular
9 (TMHMM) (Psort)
TcGK Nao identificado Nao identificada Citoplasmatica
TcUPRT Nao identificado Nao identificada Citoplasmatica

Para a predicdo de motivos caracteristicos de sitio ativo, sitios de ligagédo a
subtrato e/ou cofatores, modificagbes pds-traducionais e formacdo de pontes
dissulfeto nas sequéncias de aminoacidos das proteinas alvos, foram realizadas
analises com o PROSITE (tabela 4.3). No que se refere a modificacbes pos-
traducionais, esse algoritmo permitiu a identificacdo na sequéncia de TcGK de seis
provaveis sitios de N-miristoilacdo, trés provaveis sitios de fosforilagdo por proteina
cinase C e um provavel sitio de fosforilacdo por caseina cinase Il. Além de sitios de
modificacdes pds-traducionais, foi identificado também um provavel sitio de ligagéo
a ATP/GTP nas posicdes 22 — 29 da sequéncia de aminoacidos.

Para a sequéncia de TcUPRT (tabela 4.3), foi identificado um provavel sitio
de N-miristoilacdo, um de fosforilacdo por tirosina cinase, trés de fosforilacdo por
proteina cinase C, trés de fosforilacdo por caseina cinase Il e um de fosforilacédo por
proteina cinase dependente de cAMP e cGMP, além de um possivel sitio para N-

glicosilagéo e um sitio de amidacéo.
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Tabela 4.3: Predigdo pelo PROSITE de motivos caracteristicos de sitios de ligacao e de modificagao
pos-traducionais nas sequéncias de aminoacidos de TcGK e TcUPRT. Os aminoacidos em letras
mailsculas representam posicdes conservadas enquanto os aminoacidos em letras mindsculos
representam as posicdes mais variaveis.

_ PROSITE
Enzima — —
Sitios identificados Amlnoagldos PO.S'QEEO ldos
envolvidos aminoacidos

GTgkST 25-30

GLrlIAQ 32 -37

N-miristoilag&o GVPpIND 61 - 66

¢ GASIAA 8388

GWIAC 92 - 97
GVrvSA 168 — 173

TeGK TgK 26 — 28
Fosforilagé@o por proteina cinase C SyR 103 - 105
SkR 134 - 136
Fosforilagdo por caseina cinase I SyrD 103 - 106

Sitio de ligagdo ATP/GTP (P-loop) GpsgtGKS 22 - 29
N-miristoilacéo GIriGK 113 -118
Fosforilagé@o por tirosina cinase KcpdErynY 130 - 138

TtR 42 — 44

Fosforilagéo por proteina cinase C TyK 80— 82
TcR 110-112

SslE 8-11

TcUPRT Fosforilagédo por caseina cinase Il TrtD 43 - 46
TcpE 188 - 191

fosforilag@o por proteina cinase

dependente de cAMP e cGMP AUl =6
N-glicosilagéo NYSK 137 - 140
Sitio de amidacao aGRR 146 — 149

4.3. Amplificagcédo dos genes TcGK e TcUPRT por PCR

Os genes alvos TcGK e TcUPRT foram amplificados a partir do DNA
gendmico de T. cruzi cepa CL Brener atravées da reacdo de PCR. Essas
amplificagbes foram realizadas utilizando a enzima Platinum Taqg DNA polymerase
High Fidelity (Invitrogen) e primers especificos contendo os sitios de restricdo para

as enzimas Ndel e Xhol. A anélise das amplifica¢des foi feita por eletroforese em gel
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de agarose 1% e evidenciou que o tamanho dos fragmentos amplificados
correspondia ao peso molecular esperado de 585pb para o gene TcGK e de 711pb
para o gene TcUPRT (figura 4.7). Os fragmentos TcGK e TcUPRT amplificados
foram purificados com o kit QIAquick PCR Purification (Qiagen).

<= TcUPRT
TeGK

Figura 4.7: Andlise em gel de agarose 1% da amplificacdo por PCR dos genes TcGK e TcUPRT. (A)
Poco M - marcador de peso molecular 100pb DNA (Biolabs); poco 1 - fragmento TcGK de peso
molecular 585pb. (B) po¢co M - marcador de peso molecular 100pb DNA (Biolabs); pog¢o 1 - alvo
TcUPRT de peso molecular 711pb.

4.4. Clonagem dos genes TcGK e TcUPRT no vetor pBAD-TOPO TA

A partir dos fragmentos TcGK e TcUPRT purificados, realizou-se a reagao de
ligacdo ao vetor pBAD-TOPO TA (Invitrogen) originando as construcfes TcGK-
pBAD-TOPO TA e TcUPRT-pBAD-TOPO TA, respectivamente. Em seguida, essas
construcdes foram eletroporadas em E. coli eletrocompetentes, cepa TOP10, que
foram plagueadas em meio LB Agar com ampicilina. As colénias crescidas foram
submetidas a um PCR de colbnia, conforme descrito no item 3.9, visando a
confirmacédo da presenca dos insertos alvos em questdo. Os resultados do PCR de
colonia foram analisados em gel de agarose 1% (figura 4.8). Ao todo foram obtidas
duas coldnias positivas para o fragmento TcGK e uma col6nia positiva para o
fragmento TCUPRT.
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ES N «— TcUPRT
< TcGK

Figura 4.8:. Analise do PCR de colbnia para confirmacédo da clonagem dos genes TcGK e TcUPRT
no vetor pPBAD-TOPO TA. Gel de agarose 1%. Poco M: marcador de peso molécula 100 bp DNA
Ladder (Invitrogen); pocos 1 e 2 - colbnias positivas para TcGK; poco 3 - coldnia positiva para
TcUPRT.

4.5. Sequenciamento das constru¢cdes TcGK e TcUPRT em vetor pBAD-TOPO
TA

As colbnias que apresentaram resultado positivo para a presenca do inserto
alvo, TcGK ou TcUPRT, foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial utilizando o
kit QlAprep Spin Miniprep (Qiagen). Para a confirmacdo da integridade das
sequéncias dos insertos TcGK e TcUPRT clonados, os DNAs plasmidiais extraidos
de cada colénia foram sequenciados pela Plataforma Genbémica — Sequenciamento
de DNA (RPT01-A), do PDTIS/FIOCRUZ.

A partir dos resultados do sequenciamento, foram feitos alinhamentos das
sequéncias obtidas contra as sequéncias de referéncia utilizando o programa
ClustalW2, o que permitiu verificar a integridade dos genes TcGK e TcUPRT
clonados (Anexos 8.1 e 8.2, respectivamente). Com isso foi possivel a selecdo de
uma coldnia, com a sua respectiva construcao plasmidial, para cada um dos alvos
de forma a dar prosseguimento as etapas de digestdo, subclonagem em pET28a e a

posterior expressdo das proteinas recombinantes.

4.6. Digestao do DNA plasmidial com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel

Os DNAs plasmidiais TcGK-PBAD-TOPO TA e TcUPRT-PBAD-TOPO TA,

referentes a cada colonia escolhida, e o plasmideo pET28a circular foram
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quantificados e submetidos a reagao de dupla digestdo com as enzimas de restricao
Ndel e Xhol. As analises das digestbes foram feitas em gel de agarose 1% e
evidenciaram a liberagdo dos fragmentos alvos TcGK e TcUPRT nos tamanhos
esperados, bem como a linearizacdo do vetor pET28a (figura 4.9). Os fragmentos
TcGK e TcUPRT resultantes da digestao foram purificados a partir do gel de agarose

utilizando o kit QIAquick Gel Extraction (Qiagen).

pET28a
digerido

€= TCUPRT

Figura 4.9: Digestdo das construcdes plasmidiais TcGK-pBAD —TOPO TA e TcUPRT-pBAD-TOPO
TA e do plasmideo pET28a. Gel de agarose 1%. (A) Poco M - marcador de peso molecular 1kb DNA
Ladder (Invitrogen); pogo 1 - vetor pET28a néo digerido; poco 2: vetor pET28a digerido. (B) Poco M:
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen); po¢o 1 - DNA plasmidial TcGK-pBAD-
TOPO TA ndo digerido; poco 2 - DNA plasmidial TcGK-pBAD-TOPO TA digerido. (C) Poco M -
marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder (Invitrogen); po¢o 1 - DNA plasmidial TcCUPRT-pBAD
TOPO-TA néo digerido; poco 2 - DNA plasmidial TCUPRT-pBAD-TOPO TA digerido.

4.7. Subclonagem dos genes alvos no vetor pET28a

Os fragmentos TcGK e TcUPRT resultantes das digestbes foram ligados ao
vetor de expressdo pET28a linearizado, conforme descrito no item 3.12. Essas
construgdes, denominadas TCUPRT-pET28a e TcGK-pET28a, foram transformadas
em E. coli eletrocompetente, cepa TOP10,. A partir das colbnias crescidas, realizou-
se um PCR de coldnia, conforme descrito no item 3.9, seguido da eletroforese em
gel de agarose 1%, para a confirmacdo da presenca dos insertos alvos nas
respectivas colonias. Como pode ser observado na figura 4.10, foram isoladas trés

colonias positivas para TcGK e quatro colbnias positivas para TCUPRT.
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1 23 45 6 7 M

pb

2.036
1.636

TCUPRT ==
506

Figura 4.10: Anélise do PCR de coldnia para a confirmacdo da clonagem dos genes TcGK e
TcUPRT no vetor pET28a. Gel de agarose 1%. (A) Poco M - marcador de peso molecular 1kb DNA
Ladder (Invitrogen); pocos 1, 2 e 7 - coldnias positivas para a presenca de TcGK; pocos 3 a 6 -
colénias negativas para TcGK. (B) Po¢co M - marcador de peso molecular 1kb DNA Ladder
(Invitrogen); pocos 1 a 4 - colénias positivas para TCUPRT; po¢o 5 - col6nia negativa para TCUPRT;

4.8. Expressdao em pequena escala das proteinas recombinantes TcGK e
TcUPRT

As colbnias que apresentaram resultado positivo para a presencga do inserto
alvo foram submetidas a extracdo de DNA plasmidial. Procedeu-se, em seguida, a
transformacdo com essas construgdes em E. coli, cepa BL21 (DE3), e posterior
plagueamento em meio LB Agar com kanamicina. A partir das colénias obtidas,
foram escolhidas quatro col6nias para o alvo TcGK e cinco colbnias para o alvo
TcUPRT para a expressdo em pequena escala das proteinas recombinantes TcGK e
TcUPRT, respectivamente. As colbnias foram induzidas com 1mM de IPTG em meio
de LB com kanamicina a 37 °C por 3 horas. Para o controle ndo induzido, uma
colonia representante de cada alvo foi cultivada nas mesmas condicbes que as
colonias induzidas, mas sem a indugdo com IPTG. Os resultados das expressdes
foram analisados por meio de SDS-PAGE 15%, como pode ser visualizado na
Figura 4.11.

Na figura 4.11, pode-se que observar que as colonias de ambos os alvos
induzidas com IPTG apresentaram expressao das proteinas recombinantes, exceto
a colbnia referente ao alvo TcGK localizada no pogco 4 (fig. 4.11A). A falta de
expressdo da proteina recombinante nessa colonia pode indicar a auséncia do
inserto TcGK no vetor pET28a transformado na colénia em questdo. Comparacoes

com os controles ndo induzidos indicam que as proteinas recombinantes TcGK e
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TcUPRT foram expressas em grandes quantidades. O peso molecular da proteina
recombinante TcGK foi similar ao peso molecular esperado de 23 kDa. Da mesma
forma, a proteina recombinante TcUPRT foi expressa com peso molecular
compativel ao predito (28 kDa). Esses pesos moleculares se referem aos tamanhos

aproximados das proteinas recombinantes fusionadas a cauda de poli-histidina.

A B
MNI1 2 3 4 MNI 1 2 3 4 5
e V-
= e - = — ——
E=sE E=EEsE
66,2kDa —fuus I B S S = 66,2 kDa =4 24
W —— - ==l Aad
— — _—
oo GEEEE .. LBSSES
s=EF ==g=
31kDa —>| -iﬁé 31 kDa —>| e == €= TcUPRT
i - ‘ ~ | €=Tcak s -
it - o - .
SE=ES SSSEEE

Figura 4.11: Analise da expresséo total em pequena escala das proteinas recombinantes TcGK e
TcUPRT. SDS 15%. (A) Poco M - padrdo de peso molecular Broad Range (BIO-RAD); poco NI -
colénia ndo induzida com IPTG; poco 1 a 3 - extrato total de colénias induzidas com 1 mM IPTG,
exibindo a expressdo da proteina recombinante TcGK em torno de 23,2 kDa; pogo 4 - colénia
induzida com 1 mM IPTG, porém nado ha indicio da expresséo da proteina recombinante TcGK. (B)
Poco M - padréo de peso molecular Broad Range (BIO-RAD); poco NI - colénia ndo induzida com
IPTG; pocos 1 a 5 - extrato total de colbnias induzidas com 1 mM IPTG, exibindo a expresséo da
proteina recombinante TCUPRT em torno de 28,7 kDa.

4.9. Sequenciamento das constru¢cdes TcGK-pET28a e TCUPRT-pET28a

Todas as colbnias submetidas a expressdo em pequena escala tiveram seus
DNAs plasmidiais sequenciados pela Plataforma Genémica — Sequenciamento de
DNA (RPTO1A), do PDTIS/FIOCRUZ, utilizando os primers T7 forward e T7 reverse
para o vetor pET28a. O sequenciamento visou avaliar a integridade das construcdes
plasmidiais, assegurando a clonagem dos genes TcGK e TcUPRT no vetor pET28a.
A partir disso, foi possivel escolher apenas uma colonia de cada alvo para dar
continuidade aos testes de expressdo. Os insertos alvos das colbnias escolhidas
apresentaram 100% de identidade com as suas sequéncias de referéncia e se

ligaram corretamente ao vetor pET28a.
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4.10. Testes de expressao e solubilidade das proteinas recombinantes TcGK e
TcUPRT em pequena escala, seguidos de lise bacteriana e

fracionamento das proteinas totais

As colbnias selecionadas foram submetidas a testes de solubilidade a fim de
determinar se as proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT estavam sendo
expressas na forma solavel e quais as melhores condi¢cdes de temperaturas para
esse tipo de expressado. Para a realizacdo desses testes, as bactérias referentes as
colonias selecionadas foram induzidas com 1 mM de IPTG por trés horas a 20 °C,
27 °C e 37 °C e por 24 horas a 20 °C. Posteriormente, as bactérias foram lisadas
mecanicamente e separadas em fraces de proteinas sollveis e insollveis por meio
de centrifugacdo, conforme descrito no item 3.17, sendo ambas as fracdes
analisadas por SDS-PAGE 15% (figura 4.12). Para uma analise mais apurada do
perfil de expresséo das proteinas recombinantes nas diferentes fragdes, realizou-se
também um western blot, no qual se utilizou um anticorpo monoclonal anti-histidina
como anticorpo primario. A utilizacdo do anticorpo primario anti-histidina foi possivel
uma vez que as proteinas recombinantes expressas em pET28a contém uma cauda
de poli-histidina fusionada a suas regides N-terminal.

A partir da analise em SDS-PAGE 15% do teste de solubilidade do alvo TcGK
(figura 4.12A), observa-se que, em todas as condi¢cbes de temperatura, as amostras
das fracbes de proteinas insollveis apresentaram uma grande expressdo da
proteina recombinante TcGK, com peso molecular estimado de 23 kDa, quando
comparadas ao controle ndo induzido com IPTG (po¢o Ni, figura 4.12A). Ao contrario
do que é observado nas fracfes insollveis, nas fracbes sollveis a proteina
recombinante TcGK foi de dificil detecgdo. Com o auxilio do western blot (figura
4.12B), que é um método mais especifico e sensivel na deteccdo de proteinas,
verificou-se uma expressao basal da proteina recombinante no controle né&o
induzido. Além disso, foi possivel observar que a proteina recombinante TcGK
também estava sendo expressa na forma solivel, ndo havendo diferencas
significativas nos niveis de expressdo dessa proteina na forma solivel com a
alteracdo das condi¢cbes de inducao. Apesar disso, escolheu-se como condicao para
a expressao da proteina recombinante TcGK em larga escala a indu¢cdo com 1 mM
de IPTG a 20 °C por 24 horas.
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Figura 4.12: Andlise dos testes de expressdo em pequena escala da proteina TcGK recombinante de
23 kDa. (A) Andlise por SDS-PAGE 15%. Pog¢o M - padrdo de peso molecular Broad Range (BIO-
RAD); poco Ni - controle ndo induzido com IPTG correspondente as fracdes sollvel e insolavel; poco
1 - fragdo insoltvel do induzido com IPTG a 20 °C por 3 horas; pogo 2 - fra¢éo insoltvel do induzido
com IPTG a 20 °C por 24 horas; po¢o 3 - fracéo insoltuvel do induzido com IPTG a 27 °C por 3 horas;
poco 4 - fragcdo insoluvel do induzido com IPTG a 37 °C por 3 horas; poco 5 - fracdo sollvel do
induzido com IPTG a 20 °C por 3 horas; poco 6 - fragdo sollvel do induzido com IPTG a 20 °C por 24
horas; poco 7 - fracdo solavel do induzido com IPTG a 27 °C por 3 horas; poco 8 - fracdo solavel do
induzido com IPTG a 37 °C por 3 horas. (B) Analises por western blot: as amostras estao dispostas
conforme a figura A. O padrdo de peso molecular utilizado no western blot foi o Broad Range
Prestained (BIO-RAD).

As analises das diferentes condi¢cdes de expressado da proteina recombinante
UPRT por SDS-PAGE 15% (figura 4.13A) e por western blot (figura 4.13B), indicam
gue a proteina recombinante UPRT com o peso molecular estimado de 28 kDa foi
expressa majoritariamente em corpos de incluséo, se localizando, por isso, na fracédo
insoluvel. Embora a proteina recombinante UPRT nas fragdes sollveis estivesse em
pequena quantidade, ela é visivel em SDS-PAGE 15% principalmente na condi¢édo
de inducdo com 1 mM de IPTG a 20 °C por 24 horas (figura 4.13A, poco 6). Os
ensaios de western blot (figura 4.13B), da mesma forma que para a proteina
recombinante TcGK, indicaram uma expressdo basal da proteina recombinante
TcUPRT no controle ndo induzido, que pode acontecer mesmo na auséncia de
IPTG, segundo o manual do vetor pET. Com os resultados do western blot e do
SDS-PAGE foi possivel escolher como a melhor condigdo de expressédo da proteina
recombinante TCUPRT na forma solavel a indugdo com 1 mM de IPTG a 20 °C por
24 horas.
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Figura 4.13: Andlise dos testes de expressdo em pequena escala da proteina TcCUPRT recombinante
de aproximadamente 28,7 kDa. (A) Analises por SDS-PAGE 15%. Po¢co M - padrdo de peso
molecular Broad Range (BIO-RAD); poco Ni - controle ndo induzido com IPTG correspondente as
fracdes soltvel e insollvel; pogo 1 - fragéo insoltivel do induzido com IPTG & 20 °C por 3 horas; poco
2 - fracdo insoltvel do induzido com IPTG a 20 °C por 24 horas; poco 3 - fra¢éo insollvel do induzido
com IPTG a 27 °C por 3 horas; poc¢o 4 - fracdo insoltuvel do induzido com IPTG & 37 °C por 3 horas;
poco 5 - fragdo solavel do induzido com IPTG & 20 °C por 3 horas; poco 6 - fracdo soluvel do induzido
com IPTG a 20 °C por 24 horas; poco 7 - fracdo soltvel do induzido com IPTG a 27 °C por 3 horas;
poco 8 - fracé@o soltvel do induzido com IPTG a 37 °C por 3 horas. (B) Andlises por western blot: as
amostras estdo dispostas conforme a figura A. O padrdo de peso molecular utilizado no western blot
foi o Broad Range Prestained (BIO-RAD).

4.11. Expressdo em larga escala das proteinas recombinantes TcGK e
TcUPRT

Uma vez escolhidas as melhores condicdes de expressdo das proteinas
recombinante TcGK e TcUPRT nas formas sollaveis, realizou-se a expressao em
larga escala dessas proteinas. Posteriormente, foi feita a separacdo das proteinas
em fracdes soluvel e insollvel. Os resultados foram analisados, assim como na
expressado em pequena escala, através de SDS-PAGE 15% e western blot.

Mantendo o mesmo perfil observado na expressdo em pequena escala, a
proteina recombinante TcGK expressa em larga escala apresentou o peso molecular
esperado de 23 kDa e se localizou majoritariamente na fragéo insolivel como corpos
de inclusado (figura 4.14A e figura 4.14B). Embora a proteina recombinante TcGK
ndo tenha sido detectada na fragdo solluvel analisada por SDS-PAGE 15% (figura
4.14A), as andlises por western blot revelaram que a proteina recombinante TcGK

também foi expressa na forma solavel (figura 4.14B, poco 4).
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Figura 4.14: Analise da expressdo em larga escala da proteina TcGK recombinante de 23,2 kDa. (A)
Analise da expressao por SDS-PAGE 15%. Poco M - padrédo de peso molecular Broad Range (BIO-
RAD); poco 1 - controle ndo induzido com IPTG correspondente a fragéo insollvel; po¢o 2 - induzido
com IPTG referente a fragdo insollvel; po¢o 3 - controle ndo induzido com IPTG referente a fracéo
solavel; poco 4 - induzido com IPTG referente a fracdo soltuvel. (B) Andlises por western blot: as
amostras estéo dispostas conforme a figura A. O padrdo de peso molecular utilizado no western blot
foi o Broad Range Prestained (BIO-RAD).
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Figura 4.15: Andlise da expressé@o em larga escala da proteina TcUPRT recombinante de 28,7 kDa.
(A) Andlise da expressé@o por SDS-PAGE 15%. Pogo M - padrdo de peso molecular Broad Range
(BIO-RAD); poco 1 - controle negativo correspondente a fragdo insol(vel; poco 2 - induzido com IPTG
referente a fracdo insollvel; poco 3 - controle ndo induzido com IPTG referente a fracdo solavel; poco
4 - induzido com IPTG referente a fragdo solGvel. (B) Andlises por western blot: as amostras estédo
dispostas conforme a figura A. O padrdo de peso molecular utilizado no western blot foi o Broad
Range Prestained (BIO-RAD).
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4.12. Purificacdo das proteinas recombinantes por cromatografia de afinidade

Como as proteinas recombinantes foram obtidas majoritariamente na forma
insoluvel, elas foram submetidas a solubilizacdo com ureia 8M. ApGs a solubilizacéo,
foi feita a purificacdo das proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT por
cromatografia de afinidade, utilizando a coluna HisTrap HP (GE), carregada com
fons Ni**. Os cromatogramas obtidos nas purificacdes das proteinas recombinantes
TcGK e TcUPRT estédo representados, respectivamente, nas figuras 4.16 e 4.18. A
partir dos perfis cromatograficos obtidos, foram analisados em SDS-PAGE 15% as
fracbes em que se obteve deteccao de proteinas eluidas, representadas pelos picos
no cromatograma, além do volume de excluséo (flow through).

Com o cromatograma da purificacdo de TcGK (figura 4.16), escolheu-se as
fracOes 5, 25 e de 28 a 34 para serem analisadas por SDS-PAGE 15% (figura 4.17).
Por meio dessa analise, confirmou-se que houve um bom grau de pureza da
proteina recombinante TcGK purificada, principalmente nas fragdes 32, 33 e 34, em
gque se obteve a proteina recombinante com menores niveis de proteinas
contaminantes, sendo dessa forma reunidas em um Unico pool.

O perfil de cromatografia obtida com a purificagdo de TcUPRT (figura 4.18)
permitiu a escolha das fracbes 12, 13, 15, 20, 21 e de 23 a 25, para serem
analisadas por SDS-PAGE 15%. Como se pode ver na figura 4.19, a maioria das
fracbes analisadas apresentou a proteina recombinante TCUPRT em um bom grau
de pureza, exceto a fracdo 23. A partir dessas fracfes que apresentaram a proteina
recombinante com pureza satisfatoria, fez-se um Unico pool de proteina

recombinante TCUPRT purificada.
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Figura 4.16: Cromatograma da purificac@o da proteina recombinante TcGK. A proteina recombinante
TcGK purificada por cromatografia de afinidade, utilizando a coluna HisTRAP-HP carregada com Ni%*,
utilizando o AKTA Purifier (GE). O eixo x corresponde ao tempo de retencdo das proteinas na coluna,
€ 0s numeros acima dos picos correspondem ao tempo de retencao referente aos mesmos; 0 eixo y
da esquerda, representa a absorbancia em 280 nm, assim como a curva em azul demonstra o perfil
de eluicdo ao longo da purificagdo; j& o eixo y da direita, corresponde a porcentagem do tampéo de
eluicdo, o qual contem 500 mM de imidazol inicialmente. A curva em verde representa o gradiente
descontinuo de imidazol utilizado na eluicdo das proteinas. Em vermelho estdo numeradas as fracfes
(1 mL) coletadas.
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Figura 4.17: Andlise da purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina recombinante TcGK.
SDS-PAGE 15%. Pogo M - padrdao Broad range (BIO-RAD); poco NP - proteina recombinante
solubilizada com ureia 8M ainda ndo submetida a purificacéo; poco FT - flow through; pocos 1, 2, 3, 4,
5, 6, 7, 8 e 9 - amostras referentes as fracdes 05, 25, 28, 29, 30 31, 32, 33 e 34, respectivamente.
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Figura 4.18: Cromatograma da purificacdo da proteina recombinante TcUPRT. A proteina
recombinante TcUPRT purificada por cromatografia de afinidade, utilizando a coluna HisTrap HP,
carregada com Ni2+, utilizando o AKTA Purifier (GE). O eixo x corresponde ao tempo de reten¢éo das
proteinas na coluna, e os niUmeros acima dos picos correspondem ao tempo de retengéo referente
aos mesmos; 0 eixo y da esquerda, representa a absorbancia em 280 nm, assim como a curva em
azul demonstra o perfil de eluicdo ao longo da purificagdo; ja o0 eixo y da direita, corresponde a
percentagem do tampéo de eluigdo, o qual contém 500 mM de imidazol inicialmente. A curva em
verde representa o gradiente descontinuo de imidazol utilizado na eluicdo das proteinas. Em
vermelho estdo numeradas as frag6es (1 mL) coletadas.
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Figura 4.19: Andlise da purificacdo por cromatografia de afinidade da proteina recombinante
TcUPRT. SDS-PAGE 15%. Pogco M - padrdo Broad range (BIO-RAD); poco NP - proteina
recombinante solubilizada com ureia 8M ainda ndo submetida a purificacédo; poco FT - flow through;
pocos 12, 13, 15, 20, 21, 23, 24 e 25 - amostras referentes as fragbes 12, 13, 15, 20, 21, 23, 24 e 25,
respectivamente.

69



Resultados

4.13. Titulagéo dos anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT

Apés a dosagem pelo método de RCDC das concentracdes das proteinas
recombinantes TcGK e TcUPRT purificadas, foram realizadas imunizacdes em
camundongos Balb-C, como descrito no item 3.21. Apds a imunizacdo, a analise da
producgéo de anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT em cada camundongo
foi realizada por meio de western blot contra a respectiva proteina recombinante
purificada. O resultado do western blot (dado ndo mostrado) permitiu a confirmagao
da producdo dos anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TcCUPRT de forma
semelhante em todos os camundongos. Dessa forma, para cada alvo, 0os soros
imunes obtidos a partir da imunizacdo dos camundongos foram reunidos em um
anico pool.

A titulacdo do pool dos soros imunes, referente a cada alvo, foi realizada nas
diluicdes de 1:1.000, 1:2.000, 1:10.000, 1:20.000, 1:50.000 e 1:100.000 e testada
por western blot contra a proteina alvo recombinante purificada. As figuras 4.20A e
4.20B demonstram os resultados das titulacdes utilizando as diferentes diluicdes dos
soros imunes, conforme descrito anteriormente. Pode-se notar que 0s anticorpos
policlonais anti-TcGK conseguem identificar a proteina recombinante TcGK até uma
diluicho de 1:50.000. Por outro lado, os anticorpos policlonais anti-TCUPRT

identificaram a proteina recombinante TCUPRT até uma diluicdo de 1:100.000.
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Figura 4.20: Titulagcdo dos anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT. Andlise da titulacdo dos
anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT por western blot utilizando como controle positivo
(CP) anticorpo anti-His, como controle negativo (CN) o soro pré-imune. As diluicdes estdo descritas
acima de cada poco em ambos os painéis. O padrao de peso molecular utilizado foi o Broad Range
Prestained (BIO-RAD). (A) Titulagdo do anticorpo policlonal anti-TcGK em diferentes diluicées contra
a proteina recombinante TcGK. (B) Titulagdo do anticorpo policlonal anti-TcUPRT em diferentes
diluicBes contra a proteina recombinante TCUPRT.
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4.14. Identificacdo das enzimas nativas TcGK e TcUPRT nas formas

epimastigotas de T. cruzi por western blot

Para identificar as proteinas TcGK e TcUPRT nativas nas formas
epimastigotas de T. cruzi, realizou-se a lise e extragdo das proteinas sollveis
dessas formas evolutivas, seguida de um ensaio por western blot com os soros
imunes contendo os anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TcCUPRT produzidos. Os
soros imunes anti-TcGK e anti-TCUPRT foram utilizados na diluicdo de 1:100 contra
as fracBes soluveis do parasito e na diluicdo de 1:20.000 contra as respectivas
proteinas recombinantes purificadas. As IgGs policlonais purificadas, contendo as
IgGs anti-TcGK e anti-TcUPRT, foram utilizadas na diluigéo de 1:10.

Uma proteina nativa com peso molecular de 21 kDa, como predito para TcGK
nativa, foi identificada na fracéo sollvel de T. cruzi no ensaio em que se utilizou o
soro imune contendo anticorpos policlonais anti-TcGK (figura 4.21A, pogo 1). Ja no
ensaio com os IgGs purificados anti-TcGK, ndo houve deteccdo da proteina nativa
TcGK e nem de nenhuma outra proteina nativa de T. cruzi (figura 4.21A, pogo 2).
Esse resultado provavelmente se deve a baixa concentracdo de anticorpos
policlonais anti-TcGK ap0és as etapas de purificacdo das imunoglobulinas.

Com relacdo a identificagcdo de TcUPRT, uma proteina com peso molecular
de 26 kDa, correspondente ao estimado para a proteina TcUPRT nativa, foi
identificada na fracéo solavel de T. cruzi (figura 4.21B) nos ensaios utilizando tanto o
soro imune quanto os IgGs purificados, ambos contendo os anticorpos policlonais
anti-TCUPRT. Os ensaios com o0s IgGs purificados anti-TCUPRT permitiram a
deteccdo de uma proteina que provavelmente corresponde a TCUPRT nativa, mas
com uma marcacado bem menos intensa do que quando comparada a deteccgao pelo

soro imune anti-TCUPRT né&o purificado.
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Figura 4.21: Identificac8@o por western blot das enzimas nativas TcGK e TcUPRT nas fragBes sollveis
das formas epimastigotas de T. cruzi, cepa CL Brener. O padrdo de peso molecular utilizado foi o
Broad Range Prestained (BIO-RAD). (A) Identificag8do por western blot da enzima nativa TcGK de 21
kDa: poco CP: controle positivo utilizando anticorpo primario anti-TcGK na diluicdo de 1:20.000 contra
a proteina recombinante TcGK purificada de 23,2 kDa; po¢o 1- anticorpo primario anti-TcGK na
diluicdo 1:100 contra a fracéo soldvel de T. cruzi; pogo 2- anticorpo primario anti-TcGK purificado na
diluicdo 1:10 contra a fracdo soluvel de T. cruzi. (B) Identificacdo por western blot da enzima nativa
TcUPRT de 26 kDa: po¢o CP: controle positivo utilizando anticorpo primario anti-TcUPRT na dilui¢cdo
de 1:20.000 contra a proteina recombinante TcUPRT purificada de 28,7 kDa; po¢o 1 - anticorpo
primério anti-TcUPRT na diluicdo 1:100 contra a fracé@o sollvel de T. cruzi; po¢o 2 - anticorpo primario
anti-TcUPRT purificado na diluicdo 1:10 contra a fracdo soltvel de T. cruzi.

4.15. Identificagcdo das enzimas nativas TcGK e TcUPRT nas formas

epimastigotas de T. cruzi por imunofluorescéncia

Com o objetivo de identificar a possivel localizacdo celular das proteinas
TcGK e TcUPRT nativas na forma epimastigota de T. cruzi, deu-se inicio a ensaios
de imunofluorescéncia indireta. Para esses ensaios, 0s parasitos foram marcados
com 0s soros imunes contendo os anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT
nas diluicbes de 1:25, 1:50 e 1:100 e com os IgGs purificados anti-TcGK e anti-
TcUPRT na diluicdo de 1:25, conforme descrito no item 3.27. As melhores imagens
foram obtidas com as diluicdes de 1:100 dos soros imunes anti-TcGK e anti-TCUPRT
e com as diluicdes 1:25 dos anticorpos obtidos apos a purificacdo desses soros.

Para a proteina TcGK nativa (figura 4.22), observou-se uma marcacéo difusa
no citoplasma e algumas marcagfes concentradas em vesiculas. No caso da
proteina TCUPRT nativa (figura 4.23) também se observou uma marcacéo ao longo
do citoplasma e em vesiculas, além de uma marcacao proeminente préxima a regido
da bolsa flagelar. Em todos os ensaios foi possivel verificar a marcagdo com o DAPI

do nucleo e do cinetoplasto.
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Figura 4.22: Identificacdo da enzima nativa GK na forma epimastigota de T. cruzi por
imunofluorescéncia. (A, B, C) Controle negativo, sem incubacdo do parasito com soro/ IgG anti-TcGK;
(D, E, F) Marcacdo do T. cruzi com o soro anti-TcGK; (G, H, I). Marcacdo do T. cruzi com
a lgG purificadas anti-TcGK; (B, E, H) Marcacdo dos epimastigotas com DAPI; (C, F, 1) Sobreposicéo
das imagens A e B, D e E, G e H, respectivamente.
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Figura 4.23: Identificacdo da enzima nativa UPRT na forma epimastigota de T. cruzi por
imunofluorescéncia. (A, B, C) Controle negativo, sem incubacdo do parasito com soro/ IgG
anti-TcUPRT; (D, E, F). Marcacéo do T. cruzi com o soro anti-TcUPRT,; (G, H, I) Marcacgéo do T. cruzi
com a IgG purificadas anti-TcUPRT; (B, E, H) Marcacdo dos epimastigotas com DAPI; (C, F,
1) Sobreposicdo das imagens A e B, D e E, G e H, respectivamente.
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4.16. Andlise das regides de ligagdo ao substrato na estrutura priméria de GK

de T. cruzi

Um alinhamento multiplo foi realizado entre a enzima TcGK e a GK de E. coli

(figura 4.24), uma vez que essa enzima ja teve sua estrutura resolvida por

cristalografia. Além disso, nessa estrutura 0os aminoacidos envolvidos na interacéo

com o substrato gliconato e o dominio de ligacdo a fosfato ja foram descritos (Kraft
et al., 2002). A TcGK apresentou uma identidade de 38,2% com a GK de E. coli.
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Ter/GK

Eco/GK
Ter/GK
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— Dominio de ligagao a fosfato

* Aminoacidos envolvidos na interagdo com o
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Figura 4.24: Alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos da GK de E. coli (Eco/GK) e
da T. cruzi (Tcr/GK). Foi utilizado para o alinhamento o ClustalW?2 através do programa Jalview
(Waterhouse et al., 2009). Aminoécidos idénticos estdo realgados em cinza escuro, substituicBes
conservadas estdo realcadas por cinza claro. O dominio de ligacdo a fosfato (linha verde) e os
aminodcidos envolvidos na interacdo com gliconato (asteriscos rosa) estdo marcados acima das
sequéncias.

4.17. Predicdo da estrutura secundaria de TcGK

A predicdo da estrutura secundaria da proteina TcGK foi gerada a partir da

sequéncia de aminoacidos dessa proteina, utilizado o programa PSIPRED. As

predicbes para proteina TcGK apontam a existéncia de sete provaveis dominios

hélice a e quatro dominios de folha beta 3, ambos alternados por al¢as (coils) (figura

4.25). Além disso, foi realizada a comparacédo entre a estrutura secundaria de TcGK

com a GK de E. coli, cuja estrutura secundaria ja foi descrita (Kraft et al., 2002).
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Figura 4.25: Alinhamento entre as estruturas secundarias de GK de E. coli (Eco/GK) e de T. cruzi
(Ter/GK). A estrutura secundaria de GK de E. coli esta apontada como descrito na literatura. A
predicdo da estrutura secundéaria de TcGK (Tcr/GK) foi feita utilizando o programa PSIPRED. O
alinhamento multiplo das estruturas primarias foi feito com o ClustalW2, através do programa Jalview.
Amino&cidos idénticos estdo realgados em cinza escuro, substituicbes conservadas estdo realcadas
por cinza claro.

4.18. Andlise das possiveis regifes de ligacdo ao subtrato e ao produto na

estrutura priméria da TcCUPRT e da UPRT de humano

Uma vez que a proteina TCUPRT foi classificada pelo AnEnPi como sendo
homologa a UPRT de humano, foi realizado um alinhamento mudltiplo, através do
ClustalW2, entre as estruturas primarias da TCUPRT e da UPRT de humano e de T.
gondii, que teve sua estrutura resolvida por cristalografia (Schumacher et al., 1998).
Esse alinhamento visou analisar o grau de identidade entre as sequéncias dos trés
organismos e o mapeamento das principais regides de ligacédo aos substratos PRPP
e uracil e ao produto UMP na TcUPRT, a partir do que foi descrito para T. gondii
(Schumacher et al., 1998) e comparar essas regides com a UPRT de humano. A
sequéncia de T. gondii apresentou uma identidade de 52,2% com a TcUPRT e de
43,7% de identidade com a UPRT de humano. As sequéncias de aminoacidos da
UPRT de humano e da TcUPRT apresentaram uma identidade de 41,9%.
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Figura 4.26: Alinhamento multiplo entre as sequéncias de aminoacidos da UPRT de T. gondii
(Tgo/UPRT), de T. cruzi (Tcr/UPRT1) e de humano (Hsa/UPRT). Foi utilizado para o alinhamento o
ClustalW?2 através do programa Jalview. Aminoacidos idénticos estdo realcados em cinza escuro,
substituicbes conservadas estdo realcadas por cinza claro. A regido de ligacdo a PRPP (linha preta
tracejada), a regido de ligacdo a uracil (linha verde) e os amino&cidos envolvidos na interagdo com
uracil (asteriscos verdes) e UMP (asteriscos rosa) estdo marcados acima das sequéncias.

4.19. Predicédo da estrutura secundaria da TcCUPRT e da UPRT de humano

Para a predicdo das estruturas secundérias das proteinas TCUPRT e UPRT
de humano foi utilizado o programa PSIPRED. As estruturas secundarias foram
geradas a partir das sequéncias de aminoacidos dessas proteinas. Para a TCUPRT,
foram identificados seis possiveis dominios hélice a e 11 dominios folha 8, enquanto
a UPRT de humano apresentou oito potenciais dominios hélice a e nove folhas .
Em T. gondii sdo descritas na literatura sete hélice a e 11 folhas  (Schumacher et
al., 1998).
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Figura 4.27: Alinhamento entre as estruturas secundarias de UPRT de T. gondii (Tgo/UPRT), de T.
cruzi (Tcr/UPRT) e de humano (Hsa/UPRT). A estrutura secundéria de T. gondii (Tgo/UPRT), esta
apontada como descrito na literatura. A predigdo das estruturas secundarias de T. cruzi (Tcr/UPRT) e
Homo sapiens (Hsa/UPRT), foram feitas utilizando o programa PSIPRED. O alinhamento mdltiplo das
estruturas primarias foi feito com o ClustalW2, através do programa Jalview. Aminoacidos idénticos
estéo realcados em cinza escuro, substituicdes conservadas estéo realgadas por cinza claro.
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4.20. Modelagem estrutural por homologia da enzima TcGK

A modelagem por homologia da enzima TcGK e TcUPRT foi feitas pelo
meétodo de restricdes espaciais utilizando o programa MODELLER. O molde utilizado
para a modelagem da enzima TcGK foi a enzima GK de E. coli com estrutura
resolvida por difragdo de raios-x, depositada no PDB sob o numero de acesso
1KNQ. Esse molde apresentou uma identidade maior que 35% e cobertura entre
70% e 90% com a TcGK, o que indica que o modelo a ser gerado provavelmente
possuira boa qualidade.

A modelagem realizada para TcGK resultou em uma estrutura terciaria
satisfatoria (figura 4.28), uma vez que a validacdo da estrutura com o grafico de
Ramachandran (figura 4.29), que avalia os angulos de tor¢des Phi e Psi nos
residuos da cadeia peptidica, apresentou 99,5% dos amino&cidos localizados nas
areas permitidas e 95,3% do total de aminoécidos localizados na regido favoravel.
Apenas o aminodcido valina, localizado na posicdo 94, ficou fora dessa regido. Da
mesma forma, a validacdo baseada na verificacdo dos parametros estereoquimicos
da estrutura, utilizando o programa PROCHECK, que analisou a geometria total e
residuo por residuo, confirmou a qualidade do modelo gerado.

Figura 4.28: Estrutura tridimensional de enzima TcGK determinada por modelagem por homologia.
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Figura 4.29: Gréafico Ramachandran da modelagem de TcGK. Esse grafico representa os
aminodcidos em geral da estrutura TcGK. O eixo x representa os valores dos angulos de tor¢éo Phi.
O eixo y representa os valores dos angulos torgéo de Psi. As linhas coloridas em azul claro delimitam
as regibes favoraveis, indicando as conformac¢fes que ndo envolvem sobreposicao estérica. As areas
delimitadas pelas linhas coloridas em azul escuro sédo as regides em que as conformacdes sao
permitidas. As regides nao delimitadas correspondem a conformacées ndo permitidas.

4.21. Modelagem estrutural por homologia da enzima TcUPRT e da UPRT de
humano

Para a modelagem de TcUPRT, utilizou-se como molde a UPRT de T. gondii
com estrutura resolvida por difracdo de raios-x e depositada no PDB sob o numero
de acesso 1UPF. O molde escolhido apresentou uma identidade entre 50% e 75% e

cobertura maior que 90% com a TcUPRT o que indica que o modelo a ser gerado
provavelmente sera de alta qualidade.

A estrutura terciaria resultante da modelagem por homologia da TcUPRT pelo
meétodo de restricbes espaciais foi satisfatoria (figura 4.30), o que era esperado
devido a alta identidade e cobertura do molde com a TcUPRT. O gréafico de
Ramachandran (figura 4.31). gerado para esse modelo permitiu verificar a presenca
de um residuo de prolina, na posicdo 132, fora da regido permitida. No entanto, a
prolina, por possuir uma cadeia lateral que lhe confere maior rigidez, € o Unico

aminoacido capaz de ter enlaces CIS e TRANS, podendo, portanto, ocupar qualquer
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area no grafico de Ramachandran, inclusive as areas ndo permitidas. A avaliacdo da
qualidade estereoquimica, a partir da andlise pelo PROCHECK da geometria total e
residuo por residuo da estrutura da TCUPRT gerada também foi satisfatoria.

Para a modelagem de UPRT de humano, utilizou-se como molde a UPRT de
T. gondii (PDB 1UPF), por ser a proteina com estrutura resolvida que apresentou a
maior homologia entre as estruturas depositadas no PDB. No entanto, a pouca
identidade e cobertura da UPRT de humano com o molde ndo permitiu gerar um

modelo de qualidade para essa proteina.

Figura 4.30: Estrutura tridimensional da enzima TcUPRT determinada por modelagem por homologia.
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Figura 4.31: Gréafico Ramachandran da modelagem de TcUPRT. Esse grafico representa os
aminoéacidos em geral da estrutura TCUPRT. O eixo x representa os valores dos angulos de tor¢éo
Phi. O eixo y representa os valores dos angulos de tor¢do Psi. As linhas coloridas em azul claro
delimitam as regides favoraveis, indicando as conforma¢bes que ndo envolvem sobreposi¢éo
estérica. As areas delimitadas pelas linhas coloridas em azul escuro sdo as regifes em que as
conformacdes sdo permitidas. As regides ndo delimitadas correspondem a conformagcdes néo
permitidas.
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5. DISCUSSAO

A doenca de Chagas, antes restrita aos paises da América Latina, tornou-se
um problema socioecondbmico e de saude publica de alcance mundial. Os
movimentos migratorios de pacientes infectados de paises endémicos para paises
ndo endémicos foram os principais responsaveis pela expansdo epidemioldgica
dessa doenca, representando 56.000 novos casos por ano (OPAS, 2012). Este
quadro é reforcado pela alta taxa de mortalidade da doenca, a capacidade do
parasita desenvolver resisténcia aos medicamentos utilizados e a alta toxicidade
destes (Wilkinson et al., 2008). A doenca de Chagas permanece na categoria de
doencas tropicais negligenciadas e ainda nao existem terapias adequadas que
levem a sua cura na fase cronica. Dessa forma, existe urgéncia no desenvolvimento
de novos farmacos que sejam capazes de combater a doenca de Chagas em todas
as suas fases de manifestacao.

Estudos focados no metabolismo do T. cruzi, utilizando novas técnicas e
metodologias, podem ser de grande importancia na obtencdo de informacfes que
contribuam para a procura de potenciais alvos terapéuticos e no planejamento
racional de farmacos (El-Sayed et al., 2005; Minning et al., 2009; Capriles et al.,
2010; Guimaraes et al., 2012). Uma abordagem propfe que, a partir de um alvo
molecular essencial ao parasito, nesse caso uma enzima metabdlica, seguida da
elucidacdo de sua estrutura tridimensional, possam ser planejados ou identificados
inibidores de alta afinidade, capazes de agir nesse alvo, mas ndo em um eventual
homélogo humano.

A busca de alvos moleculares para o desenvolvimento de farmacos tem sido
impulsionada pelo amplo desenvolvimento da bioinformatica (Glaucius, 2008). A
partir da analise do genoma de organismos patogénicos, como o T. cruzi, tem sido
possivel obter informacdes sobre os genes ali codificados e as funcdes das suas
proteinas correspondentes no metabolismo celular (Glaucius, 2008). Esse conjunto
de informacgdes permite, através da reconstrugéo in silico de vias metabolicas, uma
maior compreensdo sobre o metabolismo e outros processos celulares deste
parasito, possibilitando uma inferéncia de potenciais alvos terapéuticos.

A abordagem utilizada neste trabalho baseou-se na identificacdo e
caracterizacdo de atividades enzimaticas relevantes no metabolismo energético de
T. cruzi. Um dos programas utilizado neste trabalho foi o AnEnPi, em que uma das

funcdes é a identificacdo de atividades enzimaticas e a classificagcdo delas como
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homélogas, analogas e especificas, em relagdo a outros organismos, através do
agrupamento das estruturas primarias de proteinas.

Nas proteinas preditas do genoma de T. cruzi foram identificadas, com o
AnENPI, varias atividades enzimaticas participando em sua maioria do metabolismo
de lipideos e carboidratos. Algumas destas ja vém sendo estudadas como potenciais
alvos terapéuticos, assim como outras atividades ainda ndo caracterizadas (Alves-
Ferreira et al., 2009). Dentre os alvos apontados pelo AnEnPi, foram selecionadas
para a realizacdo deste estudo as enzimas gliconato cinase (GK, EC 2.7.1.12) e a
uracil fosforribosiltransferase (UPRT, EC 2.4.2.9) de T. cruzi.

A via das pentoses-fosfato apresenta como principal funcdo a producdo de
ribose-5-fosfato e NADPH. O NADPH é essencial a inUmeras reacdes biossintéticas
e na manutencdo de um ambiente redutor na célula. Em tripanosomatideos, o
NADPH é o cofator necessario para a tripanotiona redutase catalisar a reducao da
tripanotiona, um reagente antioxidante caracteristico dessa familia (Augustyns et al.,
2001). Ja a ribose-5-fosfato € um componente fundamental dos nucleotideos e
acidos nucleicos (Nelson & Cox, 2011). Na via das pentoses-fosfato, a GK catalisa a
fosforilacdo de gliconato a 6-fosfogliconato, utilizando ATP, possibilitando uma rota
alternativa na producdo de 6-fosfogliconato em adicéo a rota tradicional mediada
pela glicose-6-fosfato desidrogenase. A GK, apesar de pouco estudada, foi
identificada em figado de porco (Leder, 1957), Pseudomonas spp. (Coffee & Hu,
1972), Corynebacterium glutamicum (Porco et al., 2008), Gluconobacter oxydans
(Rauch et al., 2010) e em E. coli (Izu et al., 1996), a qual teve a sua estrutura
terciaria resolvida através de cristalografia e difracdo de raios-X (Kraft et al., 2002;
Rajaram et al., 2002).

Rolfsson e cols. (2013) demonstraram a presenca no genoma humano de um
gene codificante para uma proteina com possivel atividade enzimatica de GK, até
entdo ndo anotado no genoma. A abordagem utilizada neste trabalho é baseada na
identificacdo de metabdlitos 6rfaos no metabolismo humano, assim como na busca
por atividades enzimaticas que possibilitassem a incorporacdo dos mesmos em vias
conhecidas, utilizando a ferramenta RECON 1 (Rolfsson et al., 2011). A partir de
metabdlitos encontrados em humanos cujos metabolismos permanecem
incompletos, foi possivel identificar computacionalmente solugbes metabdlicas
capazes de explicar a existéncia desses compostos utilizando bancos de dados de
reacoes bioguimicas. O gliconato € um caso desses metabdlitos orfaos, e uma das
solucdes apontadas para sua presenca no organismo humano é a reacao catalisada
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pela enzima GK. A GK foi posteriormente apontada como sendo codificada pelo
gene candidato de supressor de tumor, o C9orfl03, no qual se observou uma
similaridade com o gene codificante para a GK de E. coli. A superexpressao do gene
C90rfl103 em células HelLa permitiu a confirmacdo da atividade enzimatica GK da
proteina recombinante humana. Esses resultados colocam em avaliagdo a
classificacéo feita pelo AnEnPi que aponta a GK como uma enzima especifica de T.
cruzi em relacdo ao ser humano. A auséncia desta atividade enzimatica no AnEnPi
se deve ao fato da nao identificacdo da enzima GK de humano na etapa de
anotacao funcional nos bancos de dados do genoma humano disponiveis. Como o
AnENPi utiliza a informacdo de atividades enzimaticas contidas no KEGG que por
sua vez nao possui tal informacdo, consequentemente a atividade enzimatica
correspondente a GK humana néo foi identificada, sendo considerada especifica de
T. cruzi. Uma vez que a enzima GK de humano foi identificada pelo RECON 1,
outras analises in silico comparando as sequéncias de aminoacidos de GK de T.
cruzi e de humano devem ser realizadas a fim de determinar uma possivel
homologia ou analogia entre essas enzimas, visando um mapeamento de regides
diferenciadas em suas estruturas tridimensionais. A partir dessas analises sera
possivel avaliar se esta enzima de T. cruzi pode ser considerada um potencial alvo
terapéutico.

Ja a enzima UPRT é uma das principais enzimas da via de salvacdo de UMP
a partir de uracil, em presenca de PRPP. A via de salvagcédo de pirimidinas permite
que nucleosideos livres e bases nitrogenadas, provenientes da degradacdo de
nucleotideos de pirimidina ou do meio extracelular, sejam reutilizadas na sintese de
novos nucleotideos de pirimidina. Essa via de salvacdo, juntamente com a via de
novo de sintese de pirimidina, comp8e o metabolismo das pirimidinas. Esse
metabolismo, de forma geral, € extremamente dependente da via das pentoses-
fosfato, uma vez que um dos principais intermediarios, o PRPP, é produzido a partir
de ribose-5-fosfato e de ATP, em reacgédo catalisada pela enzima PRPP sintase
(Nelson & Cox, 2011).

A atividade da UPRT ja foi demonstrada em extratos celulares das formas
evolutivas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi (Hammond & Gutteridge, 1982).
Em T. gondii essa enzima foi amplamente caracterizada e teve sua estrutura
tridimensional resolvida (Schumacher et al., 1998). O grande interesse na UPRT de
T. gondii esta no fato dessa enzima ser capaz de se ligar a varios analogos de
pirimidina, como o 5-fluoruracil, que tem atividade téxica ao T. gondii (Carter et al.,
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1997). Estudos mostraram que o nocaute da UPRT e da uridina fosforilase em T.
gondii, ambas as enzimas da via de salvacdo de pirimidinas, ndo afetavam o
desenvolvimento da forma cistica desse parasito, ndo sendo, portanto, requeridas no
estabelecimento do estagio latente da infeccdo, o que sugeria que a via de novo de
sintese de pirimidina era funcional e essencial nesse estagio da doenca (Fox et al.,
2011). Na forma amastigota de L. donovani, no entanto, demonstrou-se que o duplo
nocaute de UPRT e da carbamoil fosfato sintetase, pertencente a via de novo das
pirimidinas, consegue atenuar a infec¢ao e eliminar o parasito em semanas. Esses
resultados indicam que a presenca da via de salvacao de pirimidina e da via de novo
de sintese de pirimidina intactas sdo indispensaveis a infeccdo causada no
hospedeiro e & sobrevivéncia desse parasito (Wilson et al, 2012). Em M.
tuberculosis, a funcédo crucial da UPRT na via de salvagdo de pirimidinas também
pode sugerir alguma relacdo ao estado de laténcia e/ou viruléncia desse micro-
organismo (Villela et al., 2013).

A UPRT de T. cruzi foi apontada pelo AnEnPi como sendo homéloga a UPRT
do ser humano. Apesar disso, o isolamento da UPRT a partir da biblioteca de cDNA
de cérebro fetal humano, seguido da sua clonagem, expresséao e purificacao rendeu
uma proteina recombinante que nao teve atividade catalitica de UPRT detectavel (Li
et al., 2007). Por outro lado, a UMP em humano, ao contrario do que acontece em
T. cruzi, pode ser obtida por meio da reacdo sequencial da uridina fosforilase (Renck
et al.,, 2010) e da uridina cinase (Suzuki et al.,2004). Esses resultados permitem
apontar a UPRT de T. cruzi como um alvo terapéutico potencial, uma vez que essa
enzima apresenta um papel importante na via de salvacao de pirimidina e ndo existe
ainda evidéncia experimental da atividade do seu homologo funcional em humano.

Os contextos metabdlicos em que estdo inseridas as enzimas GK e UPRT
tornaram interessante a caracterizagcdo bioquimica e molecular, assim como a
identificac&o e localizagdo dessas proteinas em T. cruzi. Para este estudo, como as
duas copias génicas identificadas como codificantes das atividades enzimaticas GK
em T. cruzi apresentaram alta similaridade e identidade entre si, apenas a coépia
Tc00.1047053508177.20 foi utilizada para caracterizagdo da TcGK. De maneira
semelhante a putativa UPRT de T. cruzi também foi apontada como sendo
codificada por duas cépias génicas, com alta identidade e similaridade, sendo
somente a cépia Tc00.1047053507739.40 caracterizada.

Andlises de bioinformatica com os programas Pfam e ProDom foram

realizadas a fim de identificar possiveis dominios funcionais e assinaturas de
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familias de proteina. O resultado obtido com o ProDom para TcGK ratificou a
atividade enzimatica predita pelo AnEnPi, através da identificacdo de um dominio
caracteristico de GK. Ja o programa Pfam (Tabela 4.1) identificou uma assinatura da
familia das proteinas chiquimato cinases. A alta homologia presente entre a familia
das chiquimato cinases com a familia das gliconato cinases pode ter sido a
responsavel por esta predicao.

Na sequéncia de aminoacidos de TcUPRT foram identificados tanto pelo
Pfam quanto pelo ProDom assinaturas de familias e dominios conservados
caracteristicos da fungéo uracil fosforribosiltransferase, novamente confirmando a
identificacdo predita pelo AnEnPi (Tabela 4.1). Nessa sequéncia de TcUPRT
também foram identificados dominios caracteristicos das uridina cinases pelo
ProDom, o que provavelmente é explicado pela intima relacdo entre as atividades
uracil fosforribosiltransferase e uridina cinase, uma vez que ambas as enzimas
possuem o nucleotideo UMP como ligante. A uracil fosforribosiltransferase realiza
em um unico passo a formacdo de UMP a partir de uracil que, de outra forma, é
catalisada sequencialmente pela uridina fosforilase e uridina cinase (como
observado na figura 1.11). Esses fatos sugerem a presenca de dominios de ligacao
semelhantes entre essas enzimas.

A auséncia de peptideo sinal e/ou sitio de clivagem de peptideo sinal nas
sequéncias de aminoacidos da TcGK e da TcUPRT (analisadas com o SignalP)
pode indicar que as enzimas em questdo ndo sdo enderecadas para nenhuma
organela, uma vez que o peptideo sinal estd diretamente relacionado com o
enderecamento da proteina para diferentes compartimentos celulares. As predi¢cdes
de localizacao subcelular de TcGK e TcUPRT, com o programa Psort, indicaram que
ambas as enzimas se localizam no citoplasma (tabela 4.2). Esses resultados
sugerem a nao identificacdo, por esse programa, de peptideos sinais responsaveis
pelo enderecamento dessas proteinas a organelas, semelhante aos resultados
obtidos com o SignalP.

Inimeros sitios de modificagdo pos-traducional foram preditos pelo PROSITE
(tabela 4.3) para ambas as proteinas estudadas. Para TcGK foram identificados
provaveis sitios de N-miristoilacdo e fosforilacdo, enquanto que para TCUPRT, além
de sitios de N-miristoilacdo e fosforilacdo, foram identificados também sitios de
amidagdo e N-glicosilacdo. Apesar desse possivel sitio de N-glicosilagdo na
sequéncia de aminoacidos de TcUPRT, proteinas sem peptideo sinal sdo
improvaveis de serem expostas a esse tipo de modificagdo, em teoria, mesmo
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possuindo motivos potenciais de glicosilagdo. Ja as fosforilagbes, ao contrario das
glicosilagcbes, ndo dependem da presenca de peptideo sinal, uma vez que podem
ocorrer no citoplasma. A importancia da identificacdo de sitios de modificacdo pos-
traducional esta relacionada a capacidade de essas modificacdes influenciarem a
localizacéo, estabilidade e conformacdo da proteina e até mesmo na sua fungéo e
regulacéo.

ApOs as analises in silico das estruturas primarias de TcGK e TcUPRT, os
genes referentes a essas proteinas foram amplificados por PCR. Os resultados das
amplificagbes apresentaram fragmentos correspondentes aos pesos moleculares
preditos de 711pb para TCUPRT (copia Tc00.1047053507739.40) e de 585pb para
TcGK (cépia Tc00.1047053508177.20). Os fragmentos obtidos foram posteriormente
clonados no vetor pBAD TOPO TA e subclonados no sistema de expressao pET28a,
visando a expressao heterdloga das proteinas recombinantes TcGK e TcCUPRT.

A escolha do sistema de expressao pET28a foi principalmente devida a
expressdo da proteina recombinante estar sob o controle do promotor T7 que, na
presenca do indutor IPTG e da T7 RNA polimerase proveniente da célula
hospedeira, no caso BL21 (DE3), é capaz de promover a expressdo da proteina
recombinante em grandes quantidades. Além disso, esse sistema possibilita a
expressao da proteina recombinante fusionada a uma cauda de poli-histidina na sua
regido C- ou N-terminal. A cauda de poli-histidina permite a purificacdo da proteina
recombinfante por cromatografia de afinidade, visto que a histidina possui alta
afinidade a ions divalentes.

Como pode ser observado nas figuras 4.12 e 4.13, as proteinas
recombinantes foram expressas em altas concentracdes, resultando na formacéo de
corpos de inclusdo e a consequente precipitacdo dessas proteinas. Variando as
condicbes de inducédo, a expressao de TcUPRT recombinante apresentou um
aumento significativo da solubilidade, o que n&o foi observado para a TcGK
recombinante. Os melhores resultados de expressao de TcUPRT soluvel se devem
provavelmente ao fato de que, em temperaturas menores, como a 20°C e a 27°C, as
bactérias crescem mais lentamente e expressam a proteina recombinante em menor
guantidade, diminuindo a formacéo de corpos de incluséo. Isso oferece ainda mais
tempo para essas proteinas completarem seu enovelamento e, consequentemente,
se tornarem sollveis. Outros métodos de aumento da expressao das proteinas

recombinantes na forma soluvel envolvem mudancgas na concentragéo do indutor ou
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a utilizacdo para a expressdo em outras cepas bacterianas como Rosetta (DE3) e
Origami (DE3).

Como as proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT foram expressas em
grandes quantidades na forma insoluvel, elas foram solubilizadas utilizando o agente
caotropico ureia, porém esse método promove a desnaturacdo das proteinas. Esse
procedimento de solubilizagdo, apesar de n&o viabilizar a realizagdo de ensaios
enzimaticos, permite a purificacdo da proteina recombinante visando a producéo de
anticorpos policlonais. Deste modo, as proteinas recombinantes TcGK e TcUPRT
foram purificadas por cromatografia de afinidade em coluna contendo Ni*?, e
apresentaram um grau de pureza adequado para as etapas de imunizagao.

Através da imunizacdo de camundongos Balb-C com as proteinas
recombinantes purificadas, obtiveram-se soros imunes contendo anticorpos
policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT. Os soros imunes anti-TcGK foram capazes de
identificar a proteina recombinante TcGK até uma diluicdo de 1:50.000 (figura
4.20A). Por outro lado, os soros anti-TCUPRT identificaram a proteina recombinante
TcUPRT até uma diluicdo de 1:100.000 (figura 4.20B). Ambos 0s soros, mesmo em
baixas diluicbes, ndo reconheceram proteinas nativas de E. coli no western blot.
Esta producéo de anticorpos policlonais foi de grande importancia para a realizagao
de metodologias visando a identificacdo das enzimas UPRT e GK nativas em T.
cruzi, tendo sido utilizadas as técnicas de western blot e de imunofluorescéncia.

Os ensaios de western blot utilizando os soros imunes e as IgGs purificadas
anti-TcGK e anti-TcUPRT, contra a fragdo de proteinas sollveis extraidas da forma
epimastigota de T. cruzi, cepa CL Brener, permitiram a identificacdo de proteinas
nativas apresentando pesos moleculares em torno de 21 kDa e de 26 kDa (figura
4.21) conforme esperado, respectivamente, para as proteinas GK e UPRT. A
diferenca observada no peso molecular das proteinas recombinantes quando
comparado aos pesos das proteinas nativas GK e UPRT de T.cruzi tem como
principal motivo a presenca da cauda de histidina fusionada as proteinas
recombinantes.

Esse resultado positivo para a expressao da proteina nativa UPRT na forma
epimastigota de T. cruzi corrobora dados obtidos em estudos realizados na década
de 80, que demonstraram a atividade dessa enzima em extratos celulares das
formas evolutivas epimastigota e tripomastigota de T. cruzi (Hammond & Gutteridge,
1982). Além disso, estudos obtidos com a técnica de microarranjo de diversos genes
anotados no genoma de T. cruzi indicaram que 0S genes potencialmente
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codificantes para a enzima UPRT e para a enzima GK estavam sendo expressos em
todas as formas evolutivas desse parasito (Minning et al., 2009).

A imunofluorescéncia utilizando os soros imunes e as IgGs purificadas, anti-
TcGK e anti-TCUPRT, contra a forma epimastigota de T. cruzi permitiu inferir a
possivel localizacdo das enzimas nativas GK e UPRT. Para ambas as enzimas,
observou-se uma marcacao difusa ao longo do citoplasma e marcacdes dentro de
vesiculas (figuras 4.22 e 4.23). Além desta marcacdo difusa, foi possivel observar
também uma marcacao proeminente com a utilizacdo do soro e/ou IgG purificadas
anti-TCUPRT préximo a regido da bolsa flagelar (figura 4.23).

A localizacao no citoplasma para ambas as enzimas nativas j4 era esperada,
uma vez que as analises das sequéncias proteicas utilizando o programa PSORT
indicaram uma alta probabilidade de essas enzimas serem citoplasmaticas, o que
confere com a marcagado difusa observada no citoplasma em ambas 0s casos
(figuras 4.22 e 4.23). Além disso, o programa SignalP ndo identificou sequéncias
sinais nessas enzimas. O fato das enzimas alvos também estarem localizadas em
vesiculas, mesmo nao tendo sido identificadas sequéncias sinais pelo programa em
questao, indica a presenca de uma possivel sequéncia sinal de enderecamento em
T. cruzi ainda ndo caracterizada (Baldi et al., 2000; Hiss & Schneider, 2009).

A localizacdo citoplasmatica de TcUPRT evidenciada pelos ensaios de
imunofluorescéncia e pelas predi¢des in silico ratificaram ensaios realizados por
Hammond e cols. (1982), que demonstraram em varios kinetoplastidas, entre eles T.
cruzi, a atividade enzimatica da UPRT na fracdo citoplasméatica. J& a UPRT de
humano apresentou ndo s6 uma localizacao citoplasmatica como também nuclear
(Li et al., 2007).

Embora pouco se saiba sobre a localizacéo subcelular de GK nos organismos
em que essa enzima foi estudada, ensaios de permeabilizacdo com digitonina
mostraram que as enzimas relacionadas a via convencional das pentoses-fosfato na
forma epimastigota de T. cruzi se localizam essencialmente no citoplasma. Apesar
disso, a ribulose-5-fosfato epimerase, também pertencente a via convencional das
pentoses-fosfato, apresentou uma localizacéo distinta, provavelmente em vesiculas
ligadas a membrana plasmatica (Maugeri & Cazzulo, 2004).

A GK de E. coli teve sua estrutura tridimensional resolvida por cristalografia e
0 seu mecanismo de catalise descrito por Kraft e cols. (2002). Com o alinhamento
obtido entre a estrutura primaria de GK de E. coli e a estrutura priméaria de TcGK, foi
observado que o dominio de ligacdo a fosfato em TcGK, referente aos aminoacidos
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22 a 29, se manteve conservado (figura 4.24). Entretanto, a TcGK apresenta dois
residuos distintos em relacdo a mesma regido na GK de E. coli. Outro indicio de que
essa regido de TcGK ainda corresponde ao sitio de ligacdo a fosfato foi a
identificacdo pelo PROSITE dessa mesma regido como sendo um provavel sitio de
ligacdo de ATP/GTP (Tabela 4.3). Por outro lado, dos sete aminoacidos envolvidos
na ligacao do gliconato na GK de E. coli, a GK de T. cruzi apresentou apenas quatro
aminoacidos conservados. Apesar de haverem trés substituicbes dos aminoacidos
responsaveis por essa ligacéo, a substituicdo observada da histidina pela alanina, na
posicdo 143, em TcGK, provavelmente é atenuada pela existéncia da histidina 142.
Ja a comparacao entre a estrutura secundaria predita da GK de T. cruzi com a GK
de E. coli (figura 4.25), cuja estrutura secundaria ja foi descrita (Kraft et al., 2002),
aponta que essas estruturas possuem um perfil semelhante de distribuicdo das
hélices a e folhas .

A modelagem por homologia pelo método de restricdes espaciais possibilitou
a definicdo de um modelo tridimensional da TcGK (figura 4.28), utilizando como
molde a GK de E. coli. Uma vez que o modelo gerado apresentou qualidade
satisfatoria, as préximas etapas envolvem o mapeamento dos sitios de ligacdo aos
substratos gliconato e ATP na estrutura terciaria de TcGK, como realizado na sua
estrutura primaria, assim como ensaios de atracamento e dinamica molecular
desses sitios. Além disso, a modelagem por homologia e o mapeamento da
estrutura terciaria da GK de humano também seriam importantes para a comparacao
com a estrutura terciaria da TcGK.

O alinhamento das estruturas primarias de UPRT de T. cruzi com a UPRT de
T. gondii e do ser humano (figura 4.26) permitiu analisar o grau de identidade entre
essas trés estruturas e mapear as principais regides de ligagdo a substrato e ao
produto UMP na TcUPRT de T. cruzi com base no que foi descrito para a UPRT de
T. gondii (Schumacher et al., 1998). Pode-se observar que, em relagdo a UPRT de
T. gondii, a TCUPRT manteve um alto grau de conservacéao indicado pela identidade
entre essas estruturas, principalmente pelo fato de as principais regides e
aminoacidos diretamente envolvidos na ligacdo a PRPP, ao uracil e ao UMP terem
se mantido praticamente idénticos com apenas algumas diferengcas pontuais. Essa
grande semelhanca indica que provavelmente o mecanismo de catalise da UPRT de
T. cruzi é similar ao da UPRT de T. gondii.

Apesar da identidade entre a estrutura primaria de TcUPRT de T. cruzi com a

UPRT do ser humano ser expressiva, a proteina UPRT de humano possui em sua
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regidao N-terminal uma longa sequéncia de aminoacidos que ndo esta presente na
proteina de T. cruzi (figura 4.26). Além disso, a regido possivelmente envolvida na
ligacdo ao uracil em T. cruzi (posi¢do 219 a 230) juntamente com 0s aminoacidos
diretamente envolvidos nessa ligacdo, se apresentam pouco conservados no ser
humano, com a auséncia da maioria dos aminoacidos do dominio de ligacdo ao
uracil. A metionina na posi¢cdo 166 em T. gondii, apontada como fundamental na
interacdo com uracil e na ligacdo a PRPP (Schumacher et al., 1998), se mantém
conservada em T. cruzi (metionina 155), enquanto que no ser humano o sitio
correspondente apresenta uma isoleucina (posicao 240). Quanto a provavel regido
de ligacdo a PRPP de 12 aminoacidos, referente as posi¢cdes 150 a 161 em T. cruzi,
nota-se que a mesma regido em humanos apresenta sete aminoacidos distintos aos
de T. cruzi, embora alguns deles tenham propriedades quimicas semelhantes. Ja 0s
aminoacidos em T. cruzi que estdo provavelmente envolvidos na interacdo com o
produto UMP, localizados principalmente nas regifes de ligacado de uracil e PRPP,
sdo bastante distintos no ser humano, sendo o residuo fenilalanina (posi¢cdo 301 na
proteina humana) o Unico conservado no alinhamento com as duas outras espécies.

A comparacdao entre o que € descrito para a estrutura secundaria de UPRT de
T. gondii (Schumacher et al., 1998) e o que foi predito para as UPRTs de T. cruzi e
do ser humano indica que essas estruturas secundarias sdo muito semelhantes
entre si, mantendo um padrdo de hélices a e folhas B similar em vérias regides
(figura 4.27). No entanto, em humanos algumas pequenas diferencas sao notadas,
principalmente na regido N-terminal dessa proteina, enquanto a regido C-terminal da
estrutura secundéaria da UPRT de T. gondii possui um padrao distinto das demais.

A modelagem por homologia utilizando o método de restricdes espaciais da
estrutura tridimensional da TcCUPRT (figura 4.30) foi realizada utilizando como molde
a UPRT de T. gondii resolvida por cristalografia. As avaliagbes da estrutura
tridimensional de TcUPRT pelo grafico de Ramachandran (figura 4.31) e por meio de
avaliagOes estereoquimicas indicaram a alta qualidade desse modelo gerado. Dessa
forma, o proOXimo passo para a caracterizacdo da estrutura tridimensional de
TcUPRT € mapear nessa estrutura os sitios de ligacdo aos substratos uracil e PRPP
e ao produto UMP, assim como foi realizado para a estrutura primaria de TCUPRT.
Como nao se conseguiu gerar um modelo satisfatorio para a estrutura terciaria da
UPRT de humano por modelagem por homologia, € de grande importancia a
resolucao dela por cristalografia de forma a permitir comparacdes entre a estrutura

tridimensional gerada com a predita para TCUPRT.
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Conclusoes

CONCLUSOES

Apés a realizagdo desse estudo, podemos concluir que:

v

A clonagem e a expressdo heteréloga das proteinas TcGK e TcUPRT foram

realizadas satisfatoriamente;

As proteinas TcGK e TcUPRT recombinantes foram expressas nas fracbes
soluveis e insoluveis de E. coli, embora a quantidade dessas proteinas nas

fracOes insollveis tenha sido maior;

As proteinas recombinantes foram purificadas por cromatografia de afinidade
e apresentaram bons graus de pureza possibilitando a producéo satisfatéria

de anticorpos policlonais anti-TcGK e anti-TCUPRT por imunizacgéo;

Os anticorpos policlonais produzidos em camundongo foram capazes
reconhecer as proteinas TcGK e TcUPRT recombinantes e as proteinas
TcGK e TcUPRT nativas presentes nas fracfes solluveis da forma

epimastigota de T. cruzi, cepa CL Brener;

Os resultados de imunofluorescéncia apontaram para uma localizacao
citoplasmatica e no interior de vesiculas das enzimas TcGK e TcUPRT de T.
cruzi, o que corroborou em parte com as predi¢cées de localizacdo subcelular

feitas in silico;

As estruturas tridimensionais das enzimas TcGK e TcUPRT de T.cruzi
resolvidas por meio de modelagem por homologia apresentaram bons indices
de confiabilidade de acordo com os métodos empregados de validacdo de

modelos.
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Anexos

8. ANEXOS

8.1. Alinhamento das sequéncias de TcGK contra as sequéncias de

referéncia de um dos clones de pBAD-TOPO TA, utilizando o programa

Clustaw?2.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tec00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GKE/Tc(0.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBaD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBaD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GE/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

GK/Tc00.1047053508177.20
SequenciaGK-pBAD

===ATGGCTGTCCCCCCTCTTCCGTCGCATCCTACGCTGTCTGTGCCGGT
CATATGGCTGTCCCCCCTCTTCCGTCGCATCCTACGCTGTCTGTGCCGGT

AR A A LA LR R R R R R R R R R R R R R R R ERE RS RS E S S

GGCTGTGGTTGTCATGGGCCCCTCGGGCACGGGCAAGAGCACAATTGGTC
GGCTGTGGTTGTCATGGGCCCCTCGGGCACGGGCAAGAGCACAATTGGTC

kEkEr bk dhk bbbt h kT hr et hr bt e bbb e hd

TCCGCCTTGCGCAGGAGCTCGGCTGGGARTTTGCAGAAGGTGACAATTAT
TCCGCCTTGCGCAGGAGCTCGGUTCGGAATTTGCAGAAGGTGACAATTAT

khkhkkhkdhkhhkdhdhdhdhdh bk dhhdhdhdhdhdhd bt bR hdbhdidtdtd

CACCCCGCGGGCARCGTAGAAAAGATGGCGTCGGGTGTGCCTCTTAATGA
CACCCCGCGGGCARCGTAGAAAAGATGGCGTCGGGTGTGCCTCTTAATGA

ol o e o e ok e ok e ok e ok e ok e sk e S o o ok e o e ok e ok e ok e ok e ok b ok o o o o e ol e o e o e o

TGAGGACCGCTTGCCGTGGCTGARAATTCTGCGCACCGAGGCCATAGAGG
TGAGGACCGCTTGCCGTGGCTGARAATTCTGCGCACCGAGGCCATAGAGG

e o e ke o e e e ke sl e o o o e ke o e e o A ol b o o e e e e

GTGCGTCGAGGGCGGCGGCAGGARGCGGTGTCGTGCTTGCATGTTCCGCG
GTGCGTCGAGGGCGGCGGCAGGARGCGGTGTCGTGCTTGCATGTTCCGCG

FERAEAEAEAE AN AN AN ENTNENENE AT AN AN AN A AR AT AT AR AR A&

TTGCGAGAGTCGTACAGGGACGTGCTTCGCTCGGACCACTCGGGCAACGE
TTGCGAGAGTCGTACAGGGACGTGCTTCGCTCGGACCACTCGGGCAACGE

e S R T R R E R SR E R S T E S R SR SRR R RS RS RS E SRS E S EE LR XY

TGGAAGAGTGAAAGTGTTCTTTGTGGAGCTTTTTGGCGACATCGGGTTCA
TGGAAGAGTGAAAGTGTTCTTTGTGGAGCTTTTTGGCGACATCGGGTTCA

I X R R X E X E R E R SRR RS SSS SRR LR LR SR SR RS R E S LR LR L

TTTCCAAGCGCCTGCAGGGGCGTCATCATGCGTATATGCCGGCTTGTTTA
TTTCCAAGCGCCTGCAGGGGCGTCATCATGCGTATATGCCGGCTTGTTTA

I R R R R R R E RS E R R RS SRR R RS R RS R R R RS R R RS

CTTGCATCGCAGTACGCCACGTTGGAGCCGCTGCGGCCGGAMAAGGGCGA
CTTGCATCGCAGTACGCCACGTTGGAGCCGCTGCGGCCGGAMAAGGGCGA

oo o ol ol ol e ok ol ol ok ke sl e s o ol o ol o e o ke o e e s o o ol e o e o e o ke ke

GCTTGGGGTGCGAGTATCCGCGGCGTTGGARCCCGAGAAGATTGTGGRAAC
GCTTGGGGTGCGAGTATCCGCGGCGTTGGAACCCGAGAAGATTGTGGAAC

dEkhkEdkkhkdkhkdhkdhdhdhrhr bk bk bk dhdhdhdhrhd Ak bk b Ak Ak Ak A

GTGTCGTGGAGGAACTGAGGUGGTGGCTGCATCTTTGA-————— 5B5
GTGTCGTGGAGGAACTGAGGCGGTGGCTGCATCTTTGACTCGAG 594

hhkkhkhhhkdkhhdhdhdhdhdh bbbt dbdbdhdhs
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8.2. Alinhamento das sequéncias de TcUPRT contra as sequéncias de
referéncia de um dos clones de pBAD-TOPO TA, utilizando o programa
Clustaw2.

CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

UPRT/Tc00.1047053507739.40 ---AATACGGACTACTGACGCTTTTTATCGCACTCTCTACTGTTTCTCCA 47

sequenciaUPRT-pBAD CATAATACGGACTACTGACGCTTTTTATCGCACTCTCTACTGTTTCTCCA 50
R R E T s T S R S R R T

UPRT/Tc00.1047053507739.40 TACCCGTTTTTTTGGGCTAGAAATAATTTGGTTTAACTTTAAGAAGGAGA 97

sequenciaUPRT-pBAD TACCCGTTTTTTTGGGCTAGAAATAAT TTGGTTTAACTTTAAGAAGGAGA 100
LR X SR T S R R R E X R R R R R TSR ST RS S S RS R T

UPRT/T¢(0.1047053507739.40 TATACATACCCATGGGCTCTGGATCCGGTGATGACGATGACRAGCTTGAR 147

sequencialUPRT-pBAD TATACATACCCATGGGCTCTGGATCCGGTGATGACGATGACRAGCTTGAR 150
Wk dh kbbbt h kbbb bbbtk Rk ke dhddddd

UPRT/Tc00.1047053507739. 40 GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGG 197

sequenciaUPRT-pBAD GGTAAGCCTATCCCTAACCCTCTCCTCGGTCTCGATTCTACGCGTACCGG 200
ol e s ol e o e ok e o o sk o s o o o ol o e o ol ol e o o o ol o o ol s o o ol ol e o ke o e o e o

UPRT/Tc00.1047053507739.40 TCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTT 247

sequenciaUPRT-pBAD TCATCATCACCATCACCATTGAGTTTAAACGGTCTCCAGCTTGGCTGTTT 250
WA AT A AN AN AN AN TATATARATA AN AR AT AR EN TN AN hd

UPRT/Tc00.1047053507739.40 TGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTAAATCAGAACGCA 297

sequenciaUPRT-pBAD TGGCGGATGAGAGAAGATTTTCAGCCTGATACAGATTARATCAGAACGCA 300
KEFX TR EH b XA I T AT AT AT bbbt ddcrd bbbt d

UPRT/Tc00.1047053507739. 40 GAAGCGGTCTGATAAAACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTC 347

sequenciaUPRT-pBAD GAAGCGGTCTGATAARACAGAATTTGCCTGGCGGCAGTAGCGCGGTGGTC 350
LS 2 2R SRR R a2 R R bR R R R LR )

UPRT/T¢00.1047053507739.40 CCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGE 397

sequenciaUPRT-pBAD CCACCTGACCCCATGCCGAACTCAGAAGTGAAACGCCGTAGCGCCGATGE 400

hkhkkkkkdhdhkdhdhdh kb bk khhdhkdhdddhdhhhrdhrdhddddddh

UPRT/Tc00.1047053507739.40 TAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGARCTGCCAGGCATCAARTA 447
sequencialUPRT-pBAD TAGTGTGGGGTCTCCCCATGCGAGAGTAGGGARCTGCCAGGCATCAAATA 450
WEHE N R AN AF AN NN RN RN AR AR AR AN IR E N R el
UPRT/Tc00.1047053507739.40 AARCGAAAGGCTCAGTCGAAAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTT 457
sequencialUPRT-pBAD AARCGAAAGGCTCAGTCGARAGACTGGGCCTTTCGTTTTATCTGTTGTTT 500

Wl ol o e o e o e e ol ol ol i ol o ol o e o e ol e o ok ol e i o o ol o ol e ol ol o ke o e e ol
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CLUSTAL 2.1 multiple sequence alignment

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/T¢00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

UPRT/Tc00.1047053507739.40
sequenciaUPRT-pBAD

ACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAA 597
ACGTTGCGAAGCAACGGCCCGGAGGGTGGCGGGCAGGACGCCCGCCATAA 600

LA AR R R R A R R R A R R R R A A R R A R R R R R R

ACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTT 647
ACTGCCAGGCATCAAATTAAGCAGAAGGCCATCCTGACGGATGGCCTTTT 650

AR AR AR SRR AR RS AR R AR R R R AR R R R R R R R RS R A

TGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATG 697
TGCGTTTCTACAAACTCTTTTGTTTATTTTTCTAAATACATTCAAATATG 700

AT AR AN AR A RN R AR AR ANAN AN A RN AR AR AR TR R AR b

TATCCGCTCATGAGACAATAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAR 747
TATCCGCTCATGAGACAARTAACCCTGATAAATGCTTCAATAATATTGAAA 750

AR AR RN AR R AR R RN R AR AR RN AR AR RR RN A RA TR RN R R A RN

AAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT 797
AAGGAAGAGTATGAGTATTCAACATTTCCGTGTCGCCCTTATTCCCTTTT 800

AEAR AR AR R RR RN RN R AR AR R AR AR R AR ®

TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAR 847
TTGCGGCATTTTGCCTTCCTGTTTTTGCTCACCCAGAAACGCTGGTGAAR 850

LR A R e e e A e e S R s

GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGAAAC 897
GTAAAAGATGCTGAAGATCAGTTGGGTGCACGAGTGGGTTACATCGARAC 900

LA AR R R A R AR A R AR R R R R A R A R A R A R A R A R AR R AR R AR R R R R

TGATCTCAACAGGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTTCCGCCCCGGAGACG 947
TGATCTCAACAGGCGGTAAGATCCTTGAGAGTTTTTCCGCCCCGGAGACG 950

HEAERA AN AN AN AN NN A AR AN AN ANAN AN RN TR AN AN RN RN

TTTTCAATGATGACACTTAGTTCTGCTATGTTGGGCGCGTAATTATATCC 997
TTTTCAATGATGACACTTAGTTCTGCTATGTTGGGCGCGTAATTATATCC 1000

AR AR AR A A AN RN R AR R AR AR RN AR R AR AR AR AT A R A AR AR &

CCGGTGG=====~ 1004
CCGGTGGCTCGAG 1013

LA RS 2 23
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