Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacdo Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P&6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

ANISSA DALIRY

Caracterizacéo bioquimica e molecular de possiveis alvos
terapéuticos do metabolismo de aminoacidos em Tripanossomatideos

Dissertacdo apresentada ao Instituto
Oswaldo Cruz como parte dos
requisitos para obtencédo do titulo de
Mestre em Ciéncias.

Orientador: Dr. Marcel Ivan Ramirez Araya
Co-orientador : Dr. Ariel Mariano Silber

RIO DE JANEIRO
2006



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



Ministério da Saude

FIOCRUZ
Fundacao Oswaldo Cruz

INSTITUTO OSWALDO CRUZ

P6s-Graduacdo em Biologia Celular e Molecular

ANISSA DALIRY

Caracterizacdo bioquimica e molecular de possiveis alvos terapéuticos do
metabolismo de aminoacidos em Tripanossomatideos

ORIENTADOR: Dr. Marcel lvan Ramirez Araya
CO-ORIENTADOR: Dr. Ariel Mariano Silber

Aprovada em: 13/12 /2006

EXAMINADORES:

Prof. Dr. Carlos Roberto Alves — Fundagcédo Oswaldo Cruz
Prof. Dra. Ana Paula Cabral de Araujo Lima — Universidade Federal do Rio de Janeiro
Prof. Dr. Hector Barrabin — Universidade Federal do Rio de Janeiro

RIO DE JANEIRO
2006



Agradecimentos

As pessoas que me passam o amor pela ciéncia diariamente: Marcel Ramirez, Ingrid
Evans-Osses, Igor Cestari e Patricia Fampa. Em especial ao meu orientador, com sua
sempre entusiasmante presenca, por quem tenho grande respeito e admiracao.

Ao co-orientador Ariel Silber pela sempre pronta ajuda e colaboragéo e por estar presente
no dia da defesa da tese.

Aos meus queridos e amados pais Sima K. Ardestani Daliry e Sina Daliry pelo apoio e
amor incondicionais e por me darem subsidios espirituais, psicolégicos e materiais para a
minha educacéo e formacao profissional.

Ao meu irmdo que sempre admirou o campo da biologia e as dificuldades relacionadas a
area. Sou sempre feliz por ser conhecida como a irméa do Sobhan Daliry.

Aos amigos com quem compartilho a beleza da vida: Bianca N. Bello, Shorea Ardestani,
Vahid Sherafat, Tahereh Sherafat, Karla Cristine, Lisi Damaris, Aimeé Dubois, Ana
Gabriela e André Kano. Cada etapa da vida na presenca dessas pessoas me fez ter um
pouco de cada um deles dentro de mim.

Ao Bruno Cosentino, por fazer parte de todos os aspectos da minha vida. Pela ternura e
amor que me dedica e por aumentar a felicidade dos momentos alegres e diminuir a

dificuldade dos momentos dificeis.

A Dr. Yara Traub-Cseko e seu grupo pelo convivio diario, em especial Erich Telleria,
Amanda Lobo, Ana Bahia e Vicente Beteille.

A Dr. Cristina Henriques pela revisdo da tese.
Aos colegas que sempre estiveram dispostos a ajudar: Silvana Santos e Herbert Guedes.

Todos esses agradecimentos sao direcionados a Deus, por permitir a presenca dessas
pessoas em minha vida.



INSTITUTO OSWALDO CRUZ

Caracterizagdo bioquimica e molecular de possiveis alvos
terapéuticos do metabolismo de aminoacidos em Tripanossomatideos

RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO

Anissa Daliry

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. sdo parasitas de grande relevancia médica nas Américas e em
paises da Europa e Asia. Esses organismos apresentam um ciclo de vida heteroxeno infectando hospedeiros
vertebrados e invertebrados e, portanto, precisam se adaptar as diferentes condicfes ambientais. Dessa forma,
diversas enzimas metabdlicas, proteinas e transportadores participam no ajuste do metabolismo as condi¢Ges
ambientais e flutuacdes na disponibilidade de nutrientes do meio. Nesse aspecto, os aminoacidos sédo de
importancia vital para o metabolismo de tripanossomatideos, porém pouco se sabe da dinamica do transporte
desses nutrientes para dentro da célula e existem algumas lacunas no estudo de algumas enzimas envolvidas
no metabolismo de aminoacidos. Portanto, uma dos objetivos desse trabalho foi caracterizar bioquimicamente o
transporte de L- glutamato, um aminoacido importante para o ciclo de vida desses organismos e as formas
presentes no inseto de diversos tripanossomatideos utilizam L-glutamato no metabolismo energético. A
incorporagdo de glutamato ao longo do tempo foi estudada em formas promastigotas de Leishmania
amazonensis, foi possivel observar que a incorporacdo é saturavel e apresenta uma faixa de linearidade
durante os primeiros 120 segundos de incubagcdo com aminodcido radioativamente marcado, atingindo um platdé
apo6s 15 minutos. Baseados nos dados de incorporacdo de L-glutamato em funcdo da concentragdo de
substrato foi encontrada uma Vi de 0.123 + 0.003 nmoles x min™ por 20 x 10° células e uma Ky, de 0.59 +
0.04 mM. A atividade do transportador de L-glutamato é dependente da temperatura, com uma atividade basal
a 10° C, que aumentou em torno de 8 vezes, a 40° C. Além disso mostramos que o transporte é dependente do
pH extracelular, com uma atividade maxima em torno do pH 6, esses dados sugerem um possivel simporte
entre H+ e L-glutamato. Na presenca do inibidor valinomicina, o transporte foi inibido em 50%, indicando que ha
uma dependéncia de K+ para o sistema de transporte de L-glutamato em L. amazonensis, o que diferencia
esse sistema de outros ja caracterizados. Os tripanossomatideos sdo capazes de metabolizar L-glutamato
para producdo de energia, o fato de L. amazonensis incorporar L-glutamato com eficiéncia € um indicativo da
relevancia desse aminoacido no metabolismo desses parasitas. O outro objetivo do trabalho, se relaciona com
a busca de alvos terapeéuticos em potencial no metabolismo de aminoacidos em Trypanosoma cruzi. A
asparagina é de importancia vital para a sintese correta de protéinas e para processos de modificacdes pés-
traducionais como N-glicosilagcdo. Entretanto, pouco se sabe sobe as 0s mecanismos cinéticos de enzimas
envolvidas no metabolismo de asparagina em tripanosomatideos. No presente trabalho, identificamos no
genoma de T. cruzi, uma enzima capaz de sintetizar asparagina a partir de aspartato, a Asparagina Sintetase
(AS), ja descrita em outros organismos. Além disso, também identificamos uma sequéncia codificante
correspondente a enzima L-Asparaginase (L-Asp), que cataliza a reacdo de hiddlise de asparagina, liberando
asparatato e aménio. Foi observado que as enzimas sdo conservadas em tripanossomatideos, porém possuem
baixa homologia com as enzimas de outros organismos. Enquanto a AS esta presente tanto em Leishmania
spp, T.cruzi como em espécies de T. brucei, L-Asp est4 ausente apenas em parasitas do complexo T. brucei.
Interessantemente, tanto a AS quanto a L-Asp apresentam entre 4% e 21% de similaridade com as mesmas
enzimas em humanos, o que as torna alvos promissores para o desenho de farmacos. Essas enzimas foram
expressas em bactérias para producdo da proteina recombinante, e a L-Asp também esta sendo expressa em
T.cruzi para andlise do fenétipo dos protozoarios transgénicos. Através de Southern Blot foi observado que L-
Asp de T. cruzi € um gene de copia Unica, o que facilita abordagem de geragdo de mutantes nulos para sua
caracterizacao funcional. Observamos também que é um gene que esté presente tanto em parasitas do grupo
T.cruzi | como T. cruzi Il, apontando evidéncias de um gene importante para o metabolismo de ambos os
grupos genotipicos.
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ABSTRACT

Anissa Daliry

Trypanosoma cruzi and Leishmania spp. are parasites of public health importance in Latin America,
Europe and Asia countries. These organisms have heteroxenic life cycle, which involves several developmental
stages in vertebrate and invertebrate hosts. Therefore, they have to adjust and respond to nutrient availability in
the environment and several metabolic enzymes, transporters and regulatory proteins should be expressed, to
tune the metabolism to nutrient fluctuations. In this respect, their metabolism is largely based on amino acid
consumption, but little is known about its dynamic of transport and some enzymes involved in amino acid
metabolic pathways need investigation. Thus, one goal of this study was perform the biochemical
characterization of L-glutamate transport in promastigotes of Leishmania amazonensis, the insect form, capable
to metabolize L-glutamate as energy source. Time course curve of radiolabeled L-glutamate incorporation
demonstrated that L-glutamate uptake is linear for 120 seconds and achieve a plateau after 15 minutes.
Substrate saturation curves were performed and a Vo« 0f 0.123 + 0.003 nmoles x min-1 per 20 x 10° cells and a
Km=0.59 £+ 0.04 mM were estimated. L-glutamate transport is temperature dependent, displaying basal activity
at 10° C, increasing around 8 times at 40° C. Besides, L-glutamate transport is pH dependent, demonstrating
optimum activity around pH 6, which point to a symport between H+ and L-glutamate. The uptake was inhibited
by 50% in the presence of valinomicine, indicating that L-glutamate transport system in L. amazonensis is K+
dependent, which distinguish this L-glutamate transport system from others. In Trypanosomatids L-glutamate in
associated with energetic metabolism, and the fact that L. amazonensis incorporates L-glutamate efficiently, can
be an indicative of the relevance of such aminoacid for parasite metabolism.

Another focus of the present work was the search for enzymes in Trypanosoma cruzi aminoacid
metabolism, as potential target for future therapy. Asparagine has a vital importance for correct protein synthesis
and for post- transductional modification processes such as N-glycosylation in trypanosomatids. However, there
no information about the kinetic mechanism of enzymes involved asparagine metabolism. In the present work,
we identified and cloned the enzyme aparagine synthetase (AS) that synthesize aparagine from aspartate and
already described in other organisms. Besides, we identified an open reading frame (ORF) that correspond to L-
Asparaginase (L-Asp), which catalyzes asparagine hydrolysis reaction, releasing aspartate and ammonium. It
was observed that these enzymes are conserved in trypanosomatids, however they are highly divergent when
compared to other organisms. Nevertheless, while AS is present in Leishmania spp., T.cruzi and also in T.
brucei, L-Asp is absent from T. brucei complex parasites. Interestingly, Aparagine Synthetase and L-
Asparaginase display around 4-21 % of similarity with the same enzymes in humans, which make them
promising targets for drugs design. These enzymes were expressed into bacteria to produce recombinant
enzyme, and L-Asp was also expressed in T.cruzi to evaluate the transgenic phenotype. Southern-blot analysis
was performed and it was observed that T. cruzi L-Asp is a single copy gene, to allow null mutant strategies for
functional characterization. We also observed that the gene is present in T. cruzi Tcl as well as T. cruzi Tcll
groups, which points to its importance for the metabolism of both genotype groups.






1. INTRODUCAO



1.1. Introducéo aos tripanossomatideos

Os tripanossomatideos compreendem um vasto grupo de protozoarios parasitas
da ordem Kinetoplastida, alguns dos quais causam importantes doengas em humanos
(W.H.O. 2006). Dentro da familia Trypanosomatidae, os parasitas de importancia
médica nas Américas s&o: o Trypanosoma cruzi (agente causador da Doenga de
Chagas) e as espécies de Leishmania spp. (causadores das Leishmanioses cuténeas
e viscerais). Estes parasitas apresentam um ciclo de vida digenético, passando por
diferentes estagios celulares, alterando entre um hospedeiro invertebrado e um

hospedeiro vertebrado (Fig. 1.1).
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Figura 1.1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi e Leishmania sp. O inseto vetor de T. cruzi e Leishmania sdo: o
inseto reduvideo (Triatoma) e os insetos do género Phlebotomus e Lutzomyia, respectivamente. A maioria das
formas de T. cruzi presentes no hospedeiro mamifero reside dentro do citoplasma de um numero variado de células
enquanto que as formas amastigotas de Leishmania permanecem no fagolisossomo de macréfagos. As formas
proliferativas e nao proliferativas (em caixa) e as respectivas localizagdes do flagelo (azul) e do cinetoplasto
(vermelho) relativas ao nucleo (cinza) estado indicados. Trypo, tripomastigota. Fonte: Microbiol Mol Biol Rev. 2002
Mar;66(1):122-54.

Todos séo transmitidos no momento do repasto sanguineo de insetos vetores e
sao capazes de invadir as células do tecido do hospedeiro mamifero. A sobrevivéncia
desses parasitas nesses diferentes ambientes requer um eficaz funcionamento de
transportadores de nutrientes e de outras macromoléculas para seu sucesso
metabolico (Mc Conville MJ 2002). Como os parasitas representam um grupo

eucariotico altamente divergente, o estudo da maquinaria molecular e seu



funcionamento bioquimico, prové um entendimento sobre a conservagao de processos

e moléculas entre diferentes organismos durante a evolugao dos eucariotos.
1.1.1. Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas nas Américas
Atualmente, a Doenca de Chagas é endémica em 18 paises das Américas (Fig.

1.2) (W.H.O. 2006). Cerca de 18 milhdes de pessoas estéo infectadas e mais de 100

milhdes estao sob risco de contrair a infecgao (W.H.O. 2006).
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Figura 1.2. Distribuicdo geografica da Doenga de Chagas. Os paises endémicos estao indicados em vermelho.
Fonte: www.who.int/tdr.

As caracteristicas bioquimicas (isoenzimas), moleculares (polimorfismo de DNA,
variabilidade das sequéncias de RNA ribossomal e mini-exons) e epidemiolégicas (tipo
de transmissao) tém sido utilizadas para dividir T. cruzi em dois grupos: T. cruzi ll,
associado a um ciclo de vida doméstico, onde infecta, principalmente, hospedeiros
vertebrados mamiferos placentarios, e T. cruzi |, associado a um ciclo
predominantemente selvagem, embora este parasita infecte tanto hospedeiros
mamiferos quanto marsupiais (Fernandes O e col 1998, Zingales B e col 1998,
Buscaglia C e Di Noia JM 2003).

O conhecimento acerca das caracteristicas dos grupos de T. cruzi com relagao a
patogenicidade, resisténcia ao sistema imunologico do hospedeiro, diversidade de
hospedeiros e ciclo de vida é fundamental para definir estratégias para o controle da
transmissao da Doenga de Chagas (Buscaglia C e Di Noia JM 2003).



A doencga de Chagas é caracterizada principalmente pela presenga de uma fase
aguda e uma fase cronica, porém em alguns casos o paciente apresenta a chamada
forma indeterminada (Girones N e col 2005). A fase aguda tem duragdo de dois meses
e € caracterizada pela presenca de sintomas clinicos ndo especificos como hepato-
esplenomegalia, febre e dores musculares. Entretanto, alguns pacientes apresentam
sinais caracteristicos como o "chagoma" ou o sinal de "Romana", como produto de
reacgdes inflamatodrias no tecido conjuntivo ocular e na pele, respectivamente. A fase
crbnica € caracterizada por um processo inflamatério que compromete o tecido
cardiaco, podendo levar a morte por infarto. A fase indeterminada da doenca é definida
pela auséncia de manifestagdes clinicas, radioldgicas e eletrocardiograficas de
acometimento cardiaco ou digestivo (Girones N e col 2005).

Nao existem quimioterapicos eficazes contra a Doenga de Chagas nas fases
indeterminadas e crbnicas. A droga de primeira escolha € o Benzonidazol na fase
aguda, porém, esta droga provoca efeitos colaterais incluindo nausea, vémito e
reacdes alérgicas (Pinto Dias JC 2006). O mecanismo de agdo do benzonidazol é
baseado na inibicdo da transcricdo e sintese protéica nas formas tripomastigotas

metaciclicas e amastigotas (Cangado JR 2002).

1.1.2. Leishmania spp. e as Leishmanioses no Mundo

O género Leishmania pertence a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae. Das 20 espécies de Leishmania, até o momento identificadas, 15
causam doencas em humanos (W.H.O. 2006). Atualmente, 66 paises do Velho Mundo
e 22 do Novo Mundo s&o endémicos para leishmanioses humanas (Fig. 1.3), com uma
incidéncia anual de 1 a 1.5 milhdes de casos de Leishmanioses cutaneas e 500 mil

casos de Leishmaniose visceral (Desjeux P 2004).



Tropic of Cancer ',

Equator

Tropk of Capricom

Figura 1.3. Distribuicdo de Leishmanioses no Mundo. Em preto, estdo representadas as areas endémicas. Fonte:

http://parasitology.informatik.uni-wuerzburg.de/

As leishmanioses humanas apresentam diversas manifestagdes clinicas. A
Leishmaniose visceral, causada por Leishmania donovani no Novo Mundo e por
Leishmania infantum tanto no Novo como no Velho Mundo, é a forma mais severa, que
se nao tratada pode levar a morte.

A Leishmaniose cutanea no Velho Mundo € causada por Leishmania major e L.
infantum e no Novo Mundo por Leishmania brasiliensis, L. guyanenis, Leishmania
naiffi, L. panamensis, L. peruviana, L. lainsoni, L. infantum e L. amazonensis, entre
outras (Gramiccia M e Gradoni L 2005).

A Leishmania amazonensis, orgininalmente descrita na regido Amazonica,
apresenta uma ampla distribuicdo geografica em diferentes estados do Brasil e outros
paises da América Latina. Os reservatorios primarios sao roedores silvestres, que
apresentam infeccdo subpatente. Os hospedeiros secundarios sdo 0s marsupiais € 0
principal vetor é a Lutzomyia flaviscutellata. As principais manifestagdes clinicas sao as
ulceras cutaneas difusas ou localizadas (Costa e col 2005).

O tratamento de Leishmanioses apesar de todos os esforgos ainda é ineficaz e
as drogas existentes apresentam diversos efeitos colaterais e alguns pacientes
desenvolvem resiténcia ao tratamento.

As drogas de primeira escolha para o tratamento s&o os antimoniais, seguidos

da Anfotericina B, Pentamidina, Miltefosina e azo6is de uso oral (W.H.O 2004).

1.2. Metabolismo intermediario em Trypanosoma cruzi e Leishmania
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1.2.1. Metabolismo de glicose e aminoé&cidos

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. sdo capazes de utilizar carboidratos e
aminoacidos como fonte de carbono e energia. Preferencialmente, catabolizam glicose,
e apds a exaustdo de carboidratos, ocorre uma mudanca para o metabolismo de
aminoacido, cujo produto principal € a amonia (Cazzulo JJ 1994).

Sabe-se que estes parasitas nao apresentam reservas intracelulares de glicose,
portanto a glicose precisa ser importada do ambiente extracelular, através de sistemas
de transporte. As proteinas, por sua vez, podem ser incorporadas através de
endocitose (Soares MJ e De Souza WJ 1988) e armazenadas em reservossomos
(Sant’Anna C e col 2004). Um esquema resumido do metabolismo intermediario esta

representado na Figura 1.4.
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Figura 1.4. Representagdo esquematica de metabolismo (intermediario) em Trypanosoma cruzi. As linhas
preenchidas representam as vias metabolicas ou reagdes bioquimicas caracterizadas experimentalmente. As linhas
pontilhadas representam reagdes sugeridas baseadas no genoma de Trypanosoma cruzi. G 1,3 BP: Gliceraldeido
1,3 Bifosfato, PEP: Fosfoenol piruvato, a-KG: a-cetoglutarato, OA: acido oxaloacético, TCA cycle: ciclo do acido
citrico, 1: alanina aminotransferase (ALAT), 2: tirosina aminotransferase (TAT), 3: glutamato desidrogenase, 4:
aspartato aminotransferase, 5: glutamina sintetase, 6: arginina kinase, 7: 6xido nitrico sintetase, 8: arginina
descarboxilase, 9: prolina recemase, 10: alanina racemase. Fonte: Current Drug Targets — Infectious Disorders
2005, 5, 53-64.



Uma caracteristica unica da ordem Kinetoplastida é a compartimentalizagao de
algumas enzimas da glicolise em uma organela denominada glicossomo (Opperdoes
FR e Borst P 1977). A glicose é captada através de transportadores de hexose, que
estao presentes em quantidade variavel de acordo com a espécie. Até 0 momento, um
unico transportador de hexose foi descrito pra T. cruzi, enquanto que para Leishmania
spp. foram encontrados trés (Barrett MP e col 1998 e Piper RC e col 1995). Uma vez
dentro do citoplasma a glicose é transportada ao glicossomo para ser oxidada. Porém
a cinética, os mecanismos e as proteinas envolvidas nessa etapa de transporte ainda
nao foram elucidados (Silber AM e col 2005).

Uma vez dentro do glicossomo, cada molécula de glicose é convertida em duas
moléculas de gliceraldeido - 1,3 — bifosfato, por enzimas glicoliticas. O G 1,3 BP é
transportado para o citoplasma, por um mecanismo também desconhecido, e
convertido a fosfoenol piruvato, que por sua vez pode:

a) ser convertido a piruvato ou

b) ser transportado de volta ao glicossomo, sendo convertido a oxaloacetato, pela
fosfoenol piruvato carboxi quinase e posteriormente a malato, pela malato
desidrogenase.

O piruvato pode ser translocado para dentro da mitocéndria e entrar no Ciclo de
Krebs ou ser transaminado no citoplasma e ser convertido a alanina (Cazzulo JJ 1992,
Cazzulo JJ 1994). O malato deixa o glicosomo e pode entrar na mitocondria, sendo
convertido a piruvato, ou pode voltar ao citoplasma e também ser convertido a piruvato.
O piruvato formado na mitocbndria sera metabolizado pelo ciclo de Krebs ou sera
transaminado gerando alanina. O piruvato citoplasmatico também pode ser
transaminado e gerar alanina (Urbina JA 1994).

Trypanosoma cruzi e Leishmania spp. apresentam uma dependéncia essencial
do metabolismo de aminoacidos para diferentes fungdes celulares (Cazzulo JJ 1994).
Os trabalhos iniciais de Zeledon R (1960) e Sylvester D e Krassner SM (1976)
demonstraram que as formas epimastigotas de T. cruzi sdo capazes de oxidar diversos
aminoacidos. Foi demonstrado também que a adicdo de trés aminoacidos, prolina,
glutamato e aspartato, a um meio definido promove a diferenciacdo de formas
epimastigotas para formas tripomastigotas metaciclicas (metaciclogéneses) (Contreras
VT e col 1985).

Os aminoacidos podem ser obtidos por trés diferentes vias: biossintese a partir

de precursores metabdlicos, transporte ativo a partir do meio extracelular ou
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degradacéao de proteinas intracelulares ou do hospedeiro.

Uma das maiores familias de transportadores conhecida é a AAAP
(aminoacid/auxin permease: TC 2.A.18) (Bouvier LA e col 2004). Uma familia que é
conhecida por utilizar o potencial eletroquimico para realizar o transporte de
metabdlitos, e inclui centenas de proteinas encontradas em fungos, plantas e animais
(Reizer J e col 1993, Reizer J e col 1994, Young G e col 1999). Esses transportadores
sdo capazes de transportar um unico ou em alguns casos um amplo espectro de mais
de 20 aminoacidos, incluindo D-isébmeros. Todos os membros da familia AAAP
encontrados em eucariotos possuem um tamanho entre 400 a 500 aminoacidos e tém
12 alfa-hélices transmembranas (Reizer J e col 1993, Reizer J e col 1994, Young G e
col 1999).

Bouvier LA e col (2004) encontraram, utilizando uma estratégia de bioinformatica
mais de 60 genes codificadores para possiveis membros da familia AAAP em T. cruzi.
A presenca de RNAm de alguns desses possiveis transportadores ja foi demonstrada,
tanto na fase epimastigota como tripomastigota (Bouvier LA e col 2004).

Sabe-se que Leishmania spp. apresenta um pool intracelular de aminoacidos de
aproximadamente 300mM (Vieira LL e Cabantchik ZI 1995). Sendo os principais
responsaveis por esse pool a alanina (50 a 70mM), a prolina (3mM), a ornitina (34mM),
o glutamato (14mM) e a Glicina (14mM). Esse acumulo pode ser utilizado como
reserva de intermediarios para a sintese protéica, como fonte de energia, e para a
osmorregulacao (Sanchez Olea R e col 1991, Kirk K e Kirk J 1993, Darling T 1990).
Recentemente, Akerman M e col (2004) clonaram 8 genes de aminoacido permeases
de Leishmania major e demonstraram que existem motivos especificos nos
transportadores do género Leishmania (L motifs), e um motivo que é comum entre os
transportadores da familia Trypanosomatidea e os mamiferos (N motifs) (Slotboom DJ
e col 1999).

O primeiro gene que codifica para uma putativa aminoacido permease
caracterizado molecularmente em Leishmania foi o gene La-PAT1, de Leishmania
amazonensis (Geraldo MV e col 2004). Esse gene é conservado nas regides
trasnsmembranares em varias espécies de Leishmania e Trypanosoma, porém
apresenta divergéncias na regido N-terminal. La-PAT1 é um gene de cdpia unica e €
mais expresso na forma amastigota. Porém n&o se sabe que metabdlitos esse membro
da familia AAAP é capaz de transportar.

Alguns estudos de transportadores de aminoacidos tém sido feitos nas ultimas

décadas, explorando os aspectos bioquimicos desses sistemas de transporte em
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diversos estagios de vida de T. cruzi e Leishmania sp. De acordo com esses estudos,
abaixo estao descritos os mecanismos envolvidos no metabolismo de aminoacidos em

T. cruzi e Leishmania sp..

1.2.2. Metabolismo de aminoacidos em Leishmania sp.

a) Metabolismo de L-prolina

A hemolinfa da maioria dos insetos contém uma grande quantidade de prolina e
arginina (Brusell E 1970, Cunningham | e Slater JS 1974). Os insetos utilizam a prolina
como uma das principais fontes de energia para diversas atividades, como contragéo
muscular (Brusell E 1970). Promastigotas de Leishmania sp. Adaptaram-se a esse
ambiente e sdo capazes de utilizar a prolina como sua maior fonte de energia
(Mukkada AJ e col 1974, Ter Kuile BH e Opperdoes FR 1992).

Os parametros bioquimicos dos transportadores de prolina em Leishmania
donovani foram recentemente caracterizados (Mazareb e col S 1999). Existem trés
sistemas de transporte de prolina que apresentam propriedades bioquimicas
diferentes, denominado Sistema A e B (promastigotas) e Sistema C (amastigotas).
Enquanto os sistemas A e B apresentam atividade maior em pH 7.0 e o transporte
ocorre em maiores taxas, o sistema C apresenta atividade maior em pH 55 e o
transporte € menor. Esse fato sugere que o Sistema A e B seja especifico para as
formas promastigotas enquanto que o Sistema C é especifico para amastigotas. A
diferenca entre o sistema A e B de formas promastigotas € que apenas o sistema A
apresenta dependéncia de cations para seu funcionamento. Diferentes aminoacidos
inibem a atividade de transporte de L-prolina, porém o nivel de inibicdo ndo esta
relacionado com o grupo de aminoacido (neutro, acido ou basico) (Mazareb e col S
1999).

Em Leishmania major, a incorporagao de L-prolina é bastante reduzida na fase
estacionaria quando comparada a fase log de crescimento (Vieira LL e Cabantchik ZI
1995). O transporte ndo € afetado pelo ion Na’, porém com o desacoplamento do
gradiente de H®, a incorporagdo e o acumulo de L-prolina sdo consideravelmente
afetados. A variagdo de pH ndo afeta o sistema de transporte, portanto em
promastigotas de Leishmania major o fator determinante do transporte de L-prolina € o
potencial de membrana gerado pela bomba de prétons. Espécies de Leishmania

possuem uma vigorosa bomba de H® que hiperpolariza a membrana plasmatica e
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contribui para a homeostase da célula (Vieira LL e col 1995). A maior parte de L-
prolina incorporada por esses parasitas € convertida a glutamato (19%), enquanto que
7% séao convertidos a alanina (Vieira LL e Cabantchik ZI 1995).

b) Metabolismo de L-arginina

A L-arginina € um aminoacido essencial, e um dos principais aminoacidos
utilizados por promastigotas de Leishmania sp. em suas fun¢gdes metabdlicas (Blum JJ
1992). Sabe-se que sua incorporagdo causa um consumo de oxigénio em niveis
similares ao da D-glicose (Bera T 1987).

Em Leishmania donovani, o gene LdAAP3 codifica para uma proteina de
membrana de 480 aminoacidos, com 11 dominios transmembranares preditos por
ferramentas de bioinformatica, e pertence a familia AAAP (Shaked-Mishan P e col
2006). A proteina codificada pela LAAAPP3 é um transportador de alta especificidade
pela L-arginina. Esse gene apresenta alta similaridade com AAAP’s de T. cruzi, T.
brucei, L. major, L. infantum e L. amazonensis e em L. donovani esta presente em
duas cépias. O transporte é influenciado pelo pH apresentando um pH 6timo em torno
de pH 5.5. A Ky encontrada foi de 1.9 mM e a Vmax de 16.9 pmoles x min™ por 10°
células.

O transporte de L-arginina em promastigotas de L. donovani € ativo e apresenta
dependéncia de Na® (Kandpal M e col 1995). A temperatura 6tima de atividade do
transportador esta entre 25 e 30° C, declinando em temperaturas acima de 37°C. A Ky
é de 14.28uM e a Vimax € 1.66 pmoles x min~' por 10° células. Em pH 7.5 o transporte
ocorre em maiores taxas. Apenas 20% da L-arginina esta associada a formagéo de
proteinas, enquanto que 80% permanecem na fracdo soluvel, que pode conter
aminoacidos intactos, assim como outros produtos do metabolismo/catabolismo do
parasita, como poliaminas. A pentamidina, uma diamidina aromatica, € capaz de inibir
o transporte de arginina em promastigotas de maneira dose dependente, apresentando
uma ICso de 40uM. De acordo com as descri¢gdes feitas do transportador de arginina
em L. donovani, o sistema é bastante especifico, pois a captagao de L-arginina nao foi
inibida na presenca de outros aminoacidos testados (Kandpal M e col 1995).

A arginina, em promastigotas de Leishmania sp., € um precursor de ornitina, que
por sua vez € um precursor da sintese de poliaminas. Poliaminas sao cations
organicos encontrados em virtualmente toda célula eucariética e sdo essenciais em

processos celulares como crescimento, diferenciacéo e biossintese de macromoléculas
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(Tabor CW e Tabor H 1984, Pegg AE 2006).

Em L. mexicana foi mostrado que mutantes arginase nulos sdo comprometidos
na sua viabilidade e que a letalidade desses mutantes pode ser diminuida pela adi¢ao
de putrescina, ornitina ou spermidina, ou complementarizagado epissomal do gene de
arginase (Roberts SC e col 2004). A arginase de L. mexicana esta localizada no
glicossomo, e o direcionamento pra essa organela é mediada por um sinal de
direcionamento do tipo peroxissomal (PTS-1) (Roberts SC e col 2004).

Mais recentemente, Kropf P e col (2005) demonstraram que a arginase da
célula do hospedeiro é capaz de regular o crescimento de Leishmania major pois afeta
diretamente a sintese de poliaminas em macrofagos, que sao utilizados pelo parasita

dentro da célula.

c) Metabolismo de Leucina

L. mexicana utiliza a leucina como principal fonte de carbono para a biossintese
de esterdis tanto na fase amastigota como na fase promastigota (Ginger ML e col
1999) enquanto que alguns aminoacidos cetogénicos junto com a glicose, podem
prover a acetil-CoA necessaria para a sintese de acidos graxos. Os esterdis sao
requeridos para a regulagdo da fluidez de membrana em células eucariéticas (Bloch
KE 1983) e na organizagdo de algumas proteinas de membrana localizadas na face
externa da membrana plasmatica (Varma R e Mayor S 1998, Friedrichson T e
Kurzchalia TV 1998). Em eucariotos inferiores também ha evidéncias de que os
esterois estado envolvidos com o controle do ciclo celular (Pinto WJ e Nes WR 1983).

A razao pela qual L. mexicana é capaz de incorporar leucina diretamente na rota
biossintética de esterdis, ao invés de converté-la primeiro a acetil-CoA, ainda nao é

conhecida, porém pode ser uma consideravel vantagem na economia de energia.

d) Metabolismo de Glutamato

Pouco se sabe sobre o metabolismo de glutamato em Leishmania sp. Sabe-se
que promastigotas de L. major sdo capazes de oxidar esse aminoacido, e que essa
reacdo ndo é afetada pela presenca de Ca’™, nem pelo tratamento com Antimicina A,
um inibidor da cadeia respiratéria (Blum JJ 1996).

Um estudo mostrou que parasitas resistentes a droga Gibenclamida apresentam

um aumento no consumo de aminoacidos como fonte de energia e um aumento na
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expressado de enzimas como a glutamato desidrogenase (Uzcategui NL e col 2005).
Um outro grupo demonstrou a atividade de uma aminotransferase de amplo espectro
capaz de usar o aspartato e o glutamato como substrato (Vernal J e col 1998). Em
Leishmania tarentolae, uma glutamato desidrogenase mitocondrial foi identificada,

capaz de interagir com RNA guias (Bringaud F e col 1997).

e) Canais de aminoéacidos e Aminoacidos Permeases.

Uma importante caracteristica de promastigotas de Leishmania sp. é a
habilidade de se adaptar a flutuagdes durante o seu desenvolvimento no trato digestivo
do inseto vetor. Os parasitas mantém sua composicéo interna estavel e controlam o
volume celular através do funcionamento de sistemas de transportes que estao sendo
elucidados (Burrows C e Blum JJ 1991).

Quando promastigotas de Leishmania sp. sdo expostos a um decréscimo da
osmolalidade, elas iniciam um processo de compensacgao através de um encolhimento
por uma reducgdo de volume regulada (Vieira LL e col 1996). Esse mecanismo esta
regulado por canais de aminoacidos anidnicos ativados pela hipotonicidade do meio
através dos quais aminoacidos neutros e acidos podem ser liberados da célula para o
ambiente extracelular (Vieira LL e col 1997). O funcionamento desses canais é
dependente de temperatura, apresentando uma temperatura 6tima em torno de 15 -
30° C (Vieira LL e col 1996). O sistema opera de forma analoga a canais ativados pelo
volume celular que controlam o efluxo de pequenos osmolitos organicos em células de
mamiferos (Jackson PS e Strange K 1996). Os aminoacidos que s&o preferencialmente
liberados sdo o glutamato (29%), a glicina (34%), a alanina (42%), o aspartato 43%, a
treonina (60%) e a prolina (60%) (Vieira LL e col 1996). Sendo a alanina o aminoacido
mais abundante na célula, ela deve ser o maior responsavel pela regulagéo do volume

celular.

1.2.3. Metabolismo de Aminoacidos em Trypanosoma cruzi

a) Metabolismo de L-prolina

A L-prolina € um relevante metabdlito em tripanossomatideos, desde que é
utilizado como principal fonte de energia e de carbono na forma epimastigota (Cazzulo

JJ 1994). Sylvester D e Krassner SM (1976) demonstraram que L-prolina é oxidada
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principalmente apds a exaustdo de glicose e é metabolizada através do Ciclo de Krebs.
Estudos na forma epimastigota de T. cruzi mostraram que a prolina pode ser
convertida em 5 intermediarios do ciclo de Krebs (citrato, isocitrato, malato, succinato e
oxaloacetato), além de poder ser convertida a piruvato, glutamato e aspartato, que séo
rapidamente metabolizados pelo parasita (Sylvester D e Krassner SM 1976). Também
€ sugerido que haja uma relagdo entre a prolina e a biossintese de cisteina e lisina
(Sylvester D e Krassner SM 1976).

Particularmente importante € o envolvimento da L-prolina na metaciclogéneses
(Contreras VT e col 1985). A L-prolina esta presente em altas concentragbes na urina
do inseto vetor (Kollien AH e Schaub GA 2000), que € o ambiente onde ocorre a
metaciclogéneses. Ainda ndo esta claro se a L-prolina funcionaria como um sinalizador
celular ou se o seu papel seria apenas como fonte de carbono e energia para o
remodelamento celular que ocorre durante a metaciclogéneses (Silber AM e col 2002).

O transporte de L-prolina foi recentemente caracterizado em formas
epimastigotas de T. cruzi por Silber AM e col, 2002. Foi demonstrado que existem dois
sistemas de transporte, chamados de Sistema A e Sistema B, com Ky de 0.31mM e
1.36mM, respectivamente. O sistema A apresenta um pequeno aumento na taxa de
transporte de acordo com o aumento da temperatura (20 - 40°C), e o sistema B néao
apresenta diferenca entre 20 - 32.5°C, porém apresenta um aumento da atividade em
altas temperaturas, sendo o pico de atividade a 40°C. Nenhum dos sistemas de
transporte de L-prolina foi influenciado pela presenca de Na* e K* no meio extracelular.
O sistema A ¢ influenciado pela variagao do pH, apresentando atividade 6tima entre pH
4.5 e 5, enquanto que o sistema B nao € influenciado pelo pH. Ambos os sistemas séo
sensiveis a inibidores da cadeia respiratéria e de fosforilagdo oxidativa, sugerindo que
sejam transportadores ativos (Silber AM e col 2002).

Recentemente, uma forma intermediaria entre as formas amastigotas e
tripomastigotas foi descoberta. Essa forma epimastigota-like apresenta caracteristicas
das formas epimastigotas e das formas amastigotas, porém com morfologia tipica de
epimastigotas (Almeida-de-Faria M e col 1999, Tyler KM e Engman DM 2001). Tonelli
RR e col (2004) demonstraram que a L-prolina influencia a liberacédo de tripomastigotas
de cultura, apresentando uma visivel dose-dependéncia. Junto com outros resultados
os autores postularam a necessidade de L-prolina na etapa de diferenciagdo de
amastigotas a tripomastigotas sanguineos.

A importancia do metabolismo de prolina foi reforcada com a recente descoberta

da prolina racemase em T. cruzi (Reina-San Martin B e col 2000), levantando a
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possibilidade da existéncia de metabolismo de D-aminoacidos em T. cruzi. Em T. cruzi
a enzima é encontrada em todas as fases de crescimento do parasita (Chamond N e
col 2003). Foi sugerido que a prolina racemase tivesse um papel na
compartimentalizagdo quimica de prolina intracelular, que €& a principal reserva
energética para a diferenciagao intracelular (Chamond N e col 2003). Além disso, a
prolina racemase foi descrita como um importante mitégeno contra células B, sendo
secretada pelas formas metaciclicas no momento da infeccdo, contribuindo para a
evasdo do sistema imune e persisténcia da doenca pela ativacdo de linfocitos
policlonais nao especificos (Reina-San Martin B e col 2000). De acordo com os autores
existem duas isoformas da enzima, que apresentam caracteristicas bioquimicas
diferentes, e sdo ambas independentes de co-fatores para sua atividade (Reina-San
Martin B e col 2000).

b) Metabolismo de L-arginina

A L-arginina € um aminoacido dibasico e um substrato essencial para diversas
rotas metabdlicas e € importante para a liberacédo do excesso de nitrogénio celular. A
L-arginina € um substrato em uma via alternativa de biossintese de prolina, via ornitina
e L-glutamato 5-semialdeido (Tabor CW e Tabor H 1984).

A L-arginina é essencial para o crescimento in vitro de epimastigotas (Dusanic
DG 1992), sendo o transporte desse aminoacido mais intenso na fase log de
crescimento, onde poderia ter um papel na replicagao celular (Dusanic DG 1992).

T. cruzi é incapaz de sintetizar arginina, portanto o aminoacido deve ser obtido a
partir do hospedeiro (Pereira CA e col 1999). Atualmente se sabe que T. cruzi
transporta L-arginina através de dois sistemas principais, um de alta e um de baixa
afinidade.

O sistema de baixa afinidade é regulado ao longo das fases de crescimento do
parasita, apresentando um aumento de aproximadamente 3 vezes no nivel de
transporte em tripomastigotas, quando comparado com epimastigotas. A temperatura
otima é de 40° C e o transporte néo é afetado pela presenga de cations monovalentes
no meio extracelular (Canepa GE e col 2004). O sistema é dependente de um
gradiente de H* e independente de ATP, funcionando provavelmente com um
mecanismo de simporte H*/arginina.

O sistema de alta afinidade apresenta uma Ky de 4.2uM, e sua atividade é

bastante especifica, sendo fracamente inibida na presenca de L-homoarginina, D-
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arginina, L-canavanina, L-ornitina e L-citrulina (Pereira e col 1999).

A L-arginina também esta envolvida na producdo de um série de intermediarios
bioativos tanto na célula hospedeira como no parasita, incluindo as poliaminas e o
oxido nitrico (Peluffo G e col 2004). As poliaminas (agmatina, putrecina, espermidina e
espermina) sao aminas alifaticas de baixo peso molecular que estdo amplamente
distribuidas entre as espécies e tém papel na proliferagao, diferenciagao e sintese de
macromoléculas. A L-arginina & oxidada pela oxido-nitrico sintetase, gerando o 6xido
nitrico e a citrulina (Peluffo G e col 2004).

A arginina quinase, um membro de wuma familia conservada de
fosfotransferases, cataliza a transferéncia reversivel do grupo fosforil do ATP para um
aceptor guanidino, que pode ser tanto um aminoacido (ex. arginina) como uma
carboxilato (ex. creatina). No caso do aceptor ser a arginina, o composto formado
passa a ser chamado de fosfoarginina, que € a principal reserva de compostos
fosforilados que podem ser utilizados em situagdes de stress nutricional (Pereira CA —
stress oxidativo), em uma variedade de organismos invertebrados. Pereira CA e col
(2000) demonstraram a presenga de um gene de copia unica de arginina quinase em
T. cruzi. A atividade da enzima é dependente de ATP e de um cation divalente como
Mg?*, Mn®** ou Ca*". A atividade da enzima também foi detectada em Trypanosoma
rangeli, Herpetomonas muscarum, e Leptomonas samueli, porém néo foi detectada em
Crithidia fasciculata e Leishmania chagasi.

Alonso GD e col (2001) descreveram a relagdo entre a regulagdo da arginina
quinase e a mudanca na composicdo do meio de cultura durante as fases de
crescimento de formas epimastigotas de T. cruzi. De acordo com esse grupo a
atividade da enzima aumenta 3 vezes entre o 3° e 0 6° dia de crescimento, porém
diminui na fase estacionaria. A diminuicdo da glicose no meio de cultura coincide com
0 comego da liberagdo de amébnio no meio, ao 6° dia de crescimento, sugerindo que
nesse ponto ha uma mudanga de uma fonte de carbono de glicose para aminoacidos.
Ha também uma diminuicdo do pH do meio entre o 3° e 6° dia, que pode ser explicado
pela liberacdo de succinato, lactato e acetato, produtos da fermentagao aerdbica de
glicose em tripanossomatideos. A partir do 6° dia, ha um aumento linear do pH do meio
de cultura, indicando o ponto de inicio do metabolismo oxidativo de aminoacidos
(Alonso GD e col 2001).

A expressao em sistema homologo de arginina quinase de T. cruzi, aumenta a
capacidade dos mutantes de crescerem e resistirem ao stress nutricional e a mudanca

de pH (Pereira CA e col 2003). A arginina quinase poderia ter um papel como um fator
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de resisténcia quando expressa em organismos que ndo possuem a enzima, como
bactérias e leveduras.

Um especifico e eficaz inibidor de arginina quinase ainda nao foi encontrado. A
atividade de arginina quinase de T. cruzi foi inibida em apenas 50% na presencga de
catecinas de Camellia sinensis (cha verde) como demonstrado por Paveto C e col
(2004). A atividade da arginina quinase também é fracamente inibida por analogos de
arginina como agmatina, canavanina, nitroarginina e homoarginina (Pereira CA e col
2003).

Quando epimastigotas de T. cruzi sdo cultivados em meio contendo peréxido de
hidrogénio apresentam um aumento em torno de 10 vezes na expressao da arginina
quinase, demonstrando o papel dessa enzima na defesa contra o estresse oxidativo
(Miranda MR e col 2006).

c) Metabolismo de Metionina e Serina

A serina e a metionina ndo estimulam o consumo de oxigénio por epimastigotas
de T. cruzi (Sylvester D e Krassner SM 1976). Portanto, ndo ha evidéncias do papel
desses aminoacidos no metabolismo energético destes parasitas. E possivel que a
metionina esteja envolvida no metabolismo de poliaminas, mais especificamente na
sintese de espermidina, porém ainda € necessario se provar bioquimicamente a
existéncia dessa via.

Pouco se sabe do metabolismo de serina. Uma serina hidroxi-metil-transferase
citosdlica foi caracterizada, sendo capaz de converter serina e tetrahidrofolatos em
glicina e 5,10 — metileno tetra-hidrofolato (Nosei C e Avila JL 1985). A serina também
pode ser convertida a cisteina (Nozaki T e col 2001). Duas ORF’s foram encontradas
no genoma de T. cruzi que codificam para enoil-CoA hidratase, que cataliza a
conversao de serina a piruvato (Silber AM e col 2005). Até o momento acredita-se que

a serina seja parcialmente oxidada através do ciclo de Krebs (Hampton JR 1971).

d) Metabolismo de Alanina e Aspartato

O aspartato é metabolizado por T. cruzi (Zeledon R 1960, Sylvester D e
Krassner SM 1976). Acredita-se que o aspartato seja convertido a glutamato, dentro ou
fora da mitocOndria, e posteriormente seja processado pelo Ciclo de Krebs. Essa

reacao de trasnsaminagao € catalizada pela enzima aspartato aminotransferase, que
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transfere o grupo —NH, do aspartato para o a-cetoacido, originando glutamato e
oxaloacetato (Cazullo JJ e col 1977). Essa enzima apresenta caracteristicas
bioquimicas semelhantes a enzima encontrada em mamiferos.

A alanina alimenta o Ciclo de Krebs através de seu intermediario, glutamato.
Através da atividade da alanina aminotransferase (ALAT) o grupo —NH, da alanina é
transferido para o alfa-cetoacido formando piruvato e glutamato. Outra enzima capaz
de catalizar essa mesma reagado € a tirosina aminotransferase (TAT), que além dessa
atividade é capaz de converter piruvato a alanina, alfa-cetoglutarato a glutamato e
oxaloacetato a aspartato (Montemartini M e col 1995, Frydman B e col 1990).

A caracterizagao bioquimica do transportador de aspartato foi reportada em
formas epimastigotas de T. cruzi (Canepa GE e col 2005). O transporte aumenta 6.7
vezes entre a fase log e estacionaria. A forma tripomastigota apresenta baixa
velocidade de transporte, semelhante aos parasitas do final da fase log e o sistema

apresenta Ky de 32mM.
e) Metabolismo de Glutamato

O glutamato € um aminoacido de grande importadncia no metabolismo de T.
cruzi. E o intermediario entre o metabolismo de prolina e o Ciclo de Krebs. O glutamato
esta diretamente envolvido com a alimentagdo do Ciclo de Krebs (Silber AM e col
2002) e no processo de metaciclogéneses (Contreras VT e col 1985).

O sistema de transporte de glutamato em T. cruzi é saturavel e apresenta uma
Vmax de 98.34 pmoles x min™” por 20 x 10° células e Ky de 0.30mM em formas
epimastigotas (Silber AM e col 2006). O transporte ocorre em menor taxa em formas
tripomastigotas (20 pmoles x min™ por 20 x 10° células). Apenas 39% do glutamato é
incorporado em macromoléculas e os 61% restantes permanecem como metabdlitos
soluveis. Nao ha transporte de glutamato em temperaturas abaixo de 10° C, porém
aumenta linearmente entre 15° C e 40° C, apresentando atividade 6tima a 40° C. A 45°
C nao se observa mudanca na taxa de transporte. Varios metabdlitos sdo capazes de
inibir mais do que 50% do transporte de glutamato, entre eles: aspartato (aminoacido
acido), glutamina e asparagina (aminoacidos basicos), alanina e metionina
(aminoacidos neutros), alfacetoglutarato e oxaloacetato (intermediarios do Ciclo de
Krebs). Esse fato sugere que o glutamato pode estar sendo transportado por diferentes
sistemas de baixa especificidade. O sistema n&o é afetado por Na* e K*, porém é

bastante sensivel a variacdo de pH, apresentando atividade 6tima em pH 5.0. Na
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presenga de oligomicina, um inibidor de F4Fy H'/ATPase, ndo ha alteragéo do sistema
de transporte, mostrando que o transporte nao € dependente de ATP. O transporte de
glutamato foi significativamente reduzido com a distorgdo do gradiente de H* pelo
tratamento com FCCP, sendo, portanto, a forgca préton motriz responsavel pelo

transporte.

f) Metabolismo de Asparagina

A asparagina sintetase cataliza biossintese de L-asparagina a partir de L-
aspartato em uma reacdo dependente de ATP, na qual a glutamina é a fonte de
nitrogénio, em condig¢des fiosioldgicas (Richards NGJ e Schuster SM 1998) (Fig. 1.5).
Em contrapartida a enzima L-asparaginase hidroliza L-asparagina originando aspartato
e amoénio (Richards NGJ e Kilberg MS 2006).

Essa enzima ja foi encontrada em diversos organismos como bactérias,
leveduras, plantas, algas e humanos. Porém até o momento ndo ha estudos
bioquimicos dessas enzimas em T. cruzi (Silber AM e col 2006).

A L-asparaginase isolada de Escherichia coli (E.C.3.5.1.1), apresenta duas
isoformas, a L-Aspl que é citoplasmatica e a L-Aspll que esta localizada na regiao
periplasmatica. Elas diferem na sequéncia de aminoacidos e na sua conformacao
(Richards NGJ e Kilberg MS 2006).
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Figura 1.5. Metabolismo de Asparagina, representando a reagéo catalizada pela Asparagina Sintetase
(6.3.5.4) e pela L-Asparaginase (3.5.1.1.). Retirado do KEGG Pathway Database baseado no

metabolismo de E. coli.
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A L-Aspll tem sido utilizada durante muitos anos como terapia contra leucemias
linfoblasticas e contra outros tipos de cancer humanos (Asselin BL e col 1989). A droga
nao penetra na ceélula, porém depleta a L-asparagina extracelular, e essa deprivagao
causa a morte de células neoplasicas, que apresentam uma baixa atividade de
asparagina sintetase (Asselin BL e col 1989). Sabe-se também que a L-asparaginase
de E. coli apresenta atividade de glutaminase (Capizzi RL 1993). Células de pacientes
humanos tratadas com L-asparaginase apresentaram morte por apoptose, de acordo
como descrito por Bussolati O e col (1995).

Apesar de a enzima ter sido encontrada em diversos outros organismos, em
poucos casos apresentou atividade antitumoral. E em alguns casos, pacientes tratados
com L-asparaginase de E. coli apresentam hipersensibilidade a droga, levando a
reacdes alérgicas (Keating MJ e col 1993).

Através de um estudo in silico com 12 diferentes eucariotos, pode-se observar
que existem poucas rotas do metabolismo de aminoacidos que sao universalmente
conservadas, dentre elas esta a rota de sintese de asparagina, evidenciando a

importancia dessa via em diferentes organismos (Payne SH e col 2006) (Tabela 1.1).

Tabela 1.1. Rotas biossintéticas de aminoacidos n&o essenciais em 12 eucariotos. A presenga de vias metabdlicas

foi determinada in silico de acordo com a presencga das enzimas da rota. Fonte: Eukaryot Cell. 2006 Feb;5(2):272-6.
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Apesar da auséncia de estudos bioquimicos das enzimas envolvidas no
metabolismo de asparagina em T. cruzi em um trabalho recente Canepa GE e col
(2005) detectaram a presengca de RNAmM das enzimas aspartato amoénia ligase (DB:
NP991407) e um enzima similar a L-asparaginase de Dictyostelium discoideum (DB:
AAO52247). E possivel que a asparagina seja oxidada através da via do aspartato
(Silber AM e col 2005).

A enzima Asparagina Sintetase esta presente no genoma de T. cruzi e

apresenta ortologos tanto em Leishmania sp. como em T. brucei (dados do genoma).
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Porém nao ha estudos sobre aspectos moleculares e funcionais da enzima em nenhum
destes organismos. Por se tratar de uma enzima que sintetiza um aminoacido que é
essencial para a sintese protéica seria de grande importancia caracterizar esse gene e
sua fungdo no metabolismo intermediario de T. cruzi. A sintese de asparagina também
tem papel importante na modificacdo pods-traducional de diversas proteinas em
tripanossomatideos, pois a asparagina € essencial para o processo de N-glicosilagao
de proteinas (Mc Conville MJ e col 2002).

O gene que codifica para a L-Asparaginase esta presente no genoma de T. cruzi
e apresenta ortdlogos em Leishmania sp., porém esta ausente em parasitas do
complexo T. brucei (dados do genoma). A quebra de asparagina para formagao de
aspartato pode ser de grande importéncia para o parasita que infecta células, pois o
ambiente pode apresentar uma deprivacdo de aminoacidos, ao contrario do que
ocorrem em parasitas que permanecem na corrente sanguinea, como € o caso de
parasitas do complexo T. brucei. Por conta disso a presenca da L-asparaginase pode
ser uma importante etapa metabdlica para a disponibilizagdo de aspartato, uma enzima
cuja importancia na metaciclogéneses ja foi comprovada. A caracterizagdo dessa
enzima e de seu papel funcional no metabolismo intermediario de T. cruzi pode abrir
novos campos para a proposicdo de novas estratégias quimioterapicas contra a

Doencga de Chagas.

1.3. O metabolismo de aminoacido como alvo de novas terapéuticas

O estudo do metabolismo de aminoacidos pode gerar informagdes importantes
sobre a biologia de diferentes espécies e mais do que isso pode servir de base para o
desenho de novos alvos terapéuticos. A busca de alvos no metabolismo de

aminoacidos pode ser baseada em trés principais frentes:

1.3.1. Vias metabodlicas diferenciadas

a) Algumas reacgbes s&o unicas do metabolismo parasitario e ndo ocorrem em
mamiferos, sendo portanto ébvios alvos para drogas. Uma dessas etapas € a
fosforilagdo de arginina pela arginina quinase, como descrito em T. cruzi (Pereira CA e
col 2000).

b) A existéncia de uma prolina racemase no metabolismo de T.cruzi, pode ser
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um interessante alvo, para interromper o metabolismo de prolina. Uma alanina
racemase também foi encontrada no genoma de T. cruzi, e estda ausente em
mamiferos (Silber AM e col 2005).

c) Outro exemplo é a fosfoenolpiruvato mutase, uma enzima que ndo esta
presente em mamiferos e foi apontada como um potencial alvo terapéutico (Sarkar M e
col 2003). Porém, a validacdo dessa enzima como alvo precisa ser feita

experimentalmente (Silber AM e col 2005).

1.3.2. Vias metabdlicas homélogas catalizadas por enzimas diferentes

Algumas vias metabdlicas sdo essenciais e conservadas entre 0os organismos,
porém as enzimas € o mecanismo de acao das mesmas podem apresentar diferencas
que podem ser exploradas no desenho de alvos. A sequéncia nucleotidica € um
importante diferencial, podendo ser usada como um critério inicial. Por exemplo, a
ALAT é uma enzima que também esta presente em mamiferos, mas a identidade é de
apenas 55% e as enzimas diferem na especificidade ao substrato, nas propriedades
cataliticas a no papel funcional, podendo ser um indicativo de um bom alvo
(Montemartini M e col 1993). A cistationina B-sintetase, envolvida no metabolismo de
cisteina, apresenta 50% de identidade com a mesma enzima em mamiferos, e
apresenta diferengas fisico-quimicas, como a auséncia de um grupamento heme, e a
nao ativagdo na presencga de S-adenosilmetionina (Nozaki T e col 2001).

As enzimas asparagina sintetase e L-asparaginase de T. cruzi sdo proteinas
bastante divergentes das encontradas em humanos (21% e 4% de similaridade,

respectivamente), podendo ser um promissor alvo quimioterapico.

1.3.3. Transportadores de aminoacidos

Os transportadores de aminoacidos s&o relevantes para terapia, pois
transportam as drogas para o ambiente intracelular do parasita e podem eles mesmos
serem usados como alvo, impedindo a entrada de metabdlitos importantes para o
metabolismo parasitario. A inibigdo do transporte de arginina por dibromopropamidina e
pentamidina em formas promastigotas de L. donovani, esta relacionada com a inibigao
do crescimento celular (Kandpal e col 1996). Em décadas passadas, cristais de violeta
foram usados para tratamento de amostras de banco de sangue contra T. cruzi, pois os

cristais inibem o transporte de metionina e prolina, e consequentemente a sintese
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protéica (Nussensweig e col 1953, Hoffman ME e col 1995), sendo a primeira droga
desenhada para afetar o transporte de aminoacidos. Como mencionado, os
transportadores sdo pouco conhecidos a nivel molecular. Apenas uma unica familia de
genes foi identificada até o momento, a AAAP (Bouvier LA e col 2004). Essa familia
poderia ser validada com alvo terapéutico, apds estudos mais aprofundados.

Alguns nutrientes, além de seu papel essencial no metabolismo, tém a
capacidade de regular outras fung¢des celulares (Hyde R e col 2003). Em eucariotos e
procariotos, complexas vias de controle tém sido elucidadas através das quais um
determinado nutriente pode regular a aquisicao, sintese e utilizagdo dele mesmo ou de
outros nutrientes, além de modular diferentes processos metabdlicos dentro da célula
(Forsberg H e Ljungdahl PO 2001). Uma molécula bem estudada em diferentes
organismos eucarioticos € a TOR (Target of Rapamycin), envolvida na maquinaria de
sinalizagao celular desencadeando uma resposta a disponibilidade de nutrientes (van
Sluijters AD e col 2000). Diversas evidéncias apontam para a importancia dos
transportadores de nutrientes, uma vez que estes seriam as primeiras estruturas a
entrarem em contato com o meio extracelular, podendo ser os primeiros a detectar e
enviar estimulos intracelulares (Hyde S e col 2003). O estudo desses mecanismos
pode ter grande importancia terapéutica, uma vez que a disfuncao da disponibilidade
de nutrientes pode ser fatal para as células.

As células de um modo geral desenvolveram um discreto mecanismo quimio-
sensivel a uma variedade de nutrientes. Esses mecanismos podem envolver tanto a
ligacdo de um nutriente (ou um metabdlito) a um receptor especifico, ou a detecgao de
sinais fisioldgicos gerados como resultado do transporte de um nutriente através da
membrana (ex. mudanga de volume celular, variagdo de pH). Esses sensores de
nutrientes atuam regulando cascatas de transdugdo, podendo por fim causar uma
mudanca de expressdo ou atividade de outras proteinas celulares, porém um fator
complicante do estudo de sensores celulares para nutrientes € a ocorréncia de
diferentes receptores para um unico nutriente na mesma célula (Vaulont S e col 2000).

Em Saccharomyces cerevisiae foi identificada uma proteina Ssy1p, que é
homodloga a uma permease e pertence a familia APC (Amino-acid polyamine/choline,
i.e. Aminoacido Poliamina/Colina). Essa proteina € responsavel por detectar a
disponibilidade de aminoacidos no meio extracelular e desencadear um processo de
transducdo de sinal (Kanai Y e Endou H 2001). Entretanto ndo é necessario que um
aminoacido atravesse o sistema de transporte para que uma célula inicie a sinalizacao,

a propria ligacdo do substrato ao seu transportador pode induzir significativas
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mudancas na estrutura terciaria do transportador e essa mudanca fisica leva a
interacao com outras proteinas que por sua vez continuam a via de transdugao de sinal
(Kanai Y e Endou H 2001).

No presente trabalho pretende-se caracterizar o transporte de glutamato de
Leishmania amazonensis que fornecera subsidios para trabalhos posteriores de
desenho de farmacos, baseados em inibidores especificos. Além disso, pretendemos
caracterizar enzimas do metabolismo de asparagina em T. cruzi que participam de vias
conservadas em diversas espécies, porém catalizadas por enzimas diferentes. A
asparagina sintetase e a L-asparaginase sao bastante divergentes das mesmas
enzimas presentes em humanos, e isso poderia ser explorado para uma abordagem

terapéutica posterior especifica, ndo afetando as células do hospedeiro infectado.
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2. OBJETIVOS



2.1. Objetivo Geral

Caracterizar bioquimicamente o sistema de transporte de glutamato e identificar novos

alvos quimioterapicos no metabolismo de aminoacidos em tripanossomatideos.

2.2. Objetivos Especificos

2.2.1. Caracterizar bioquimicamente o transporte de L-glutamato em Leishmania
amazonensis.
a) Medir a incorporacao de L-glutamato radioativamente marcado ao longo do
tempo.
b) Determinar a Ky e Vnax do sistema de transporte de L-glutamato.
c) Determinar a variagdo do transporte de L-glutamato em fungédo da variagao
de temperatura e pH do meio extracelular.
d) Determinar o papel de ions extracelulares no transporte de L-glutamato
e) Quantificar a incorporagdo de cadeias de carbono de L-glutamato em
proteinas.
f) Verificar se o transporte de L-glutamato € um sistema de transporte
dependente de ATP.

2.2.2. Caracterizar molecularmente o gene de Asparagina Sintetase e L-Asparaginase
de Trypanosoma cruzi.
a) ldentificar os genes envolvidos no metabolismo de asparagina.
b) Caracterizar através de bioinformatica motivos e dominios de Asparagina
Sintetase e L-Asparaginase.
c) Comparar os genes de Asparagina Sintetase e L-Asparaginase entre
tripanossomatideos e com outros organismos.
e) Realizar o mapeamento génico de L-Asparaginase T. cruzi através de
Southern Blot.
e) Clonar e expressar o gene de Asparagina Sintetase e L-Asparaginase de
Trypanosoma cruzi em parasitas e bactérias.
f) Determinar a funcdo do gene L-Asparaginase de T cruzi através de

sobreexpressdo em parasitas transgénicos.
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3. MATERIAIS E METODOS



3.1. Cultivo de parasitas

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa CL-Brener (CT-10C-005)
foram gentilmente cedidas pela Dra. Maria Auxiliadora de Souza (Curadora da Colegéo
de Tripanossomatideos do Instituto Oswaldo Cruz, Fiocruz, Brasil). Formas
promastigotas de Leishmania amazonensis foram mantidas em fase exponencial de
crescimento, em Meio 199 (Gibco BRL, NY, USA) suplementado com 10% de Soro
Fetal Bovino (FCS; Cultilab, Brasil) e mantidas a 27° C.

As formas epimastigotas de T. cruzi foram mantidas em meio LIT (5 g/L de
Infusdo de figado bovino; 5 g/L de triptose; 4 g/L de NaCl; 0.4 g/L de KCI; 8 g/L de
NayPO,; 2 g/L de Glicose; pH 7.2) suplementando com 10 mg/L de hemina e 10% de

Soro Fetal Bovino a 27°C.

3.2. Bactérias e meios

Em todos os experimentos foi utilizada a linhagem de Escherichia coli DH5a de
gendtipo: F-, f80dlacZA M15, A-(lacZYA-arg F) U169, end A1, rec A1, hsd R17 (rK-
mK+), deo R, thi-1, sup E44, A-gyrA96, rel A1. Para o cultivo das bactérias foram
utilizados os seguintes meios de cultura:

1) LB (Luria Bertani): bactotriptona 10g/L, extrato de levedura 5g/L e NaCl 5g/L
(pH 7.3).

2) LB sdlido: LB contendo 1,5% de agar bacterioldgico.

Para expressao de proteina recombinante foi utilizada a bactéria BL21(DE3) de

gendtipo: F-, ompT, hsdSg(rg-mg-), dcm, gal, (DE3) tonA ou sublinhagens da mesma.

3.3. Bioguimica do transporte de aminoé&cido

3.3.1.Ensaio de Transporte de Aminoacido em Leishmania amazonensis

O ensaio de transporte foi realizado de acordo como previamente descrito por
Silber AM e col (2002). Parasitas em fase exponencial de crescimento foram lavados 3
vezes em PBS e ressuspensos em uma concentragdo final de 200 x 10° células/mL e
distribuidas em aliquotas de 100 uL (20 X 10° células cada). O ensaio de transporte foi
iniciado adicionando aos tubos 100 ML da diluicdo desejada de L-glutamato em
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PBS na presenca de 0.1 pCi of L-[3, 4-°H]-4cido glutamico. A ndo ser que seja
indicado, a V, foi medida a 28 °C apds 30 s através da incorporagao de L-glutamato
radioativamente marcado. O transporte foi parado com a adi¢gao de 800 uL de solucao
gelada contendo 50 mM glutamato em PBS pH 7.4, seguida de duas rapidas lavagens
com PBS, a 10,000 X g por 2 min. A solugao foi finalmente ressuspensa em 100 uL de
PBS.

3.3.2. O efeito dos ions Na’, K" e do pH extracelular no transporte de L-

glutamato

O efeito de Na’, K' foi determinado realizando ensaios de transporte na
auséncia dos cations e na presenca de inibidores de bombas de Na* e K'. Para
verificar o efeito do gradiente de H* através da membrana plasmatica o transporte foi
medido variando o pH extracelular. Para verificar o efeito do gradiente de H+, foram
feitos experimentos com a adicdto de 0.5 pM Carbonil Cianido p-
Trifluorometoxifenilhidrazona (FCCP) na presenga ou auséncia de 5 mg/mL de
oligomicina, um inibidor de ATPases. Para experimentos envolvendo a cadeia
respiratoria os parasites foram tratados com 200 mM de rotenona e 0.5 mM antimicina
A em PBS. Para verificar o efeito do stress nutricional no transporte, os parasitas foram
pré-incubados em PBS por diferentes tempos (0 a 3 horas) e em seguida o transporte

foi medido.

3.3.3. Incorporacgéo de L-glutamato em proteinas

A extragdo de proteinas foi feita com o método de extracdo por TCA (Acido
tricloroacético), como previamente descrito por Silber AM e col (2002). As células
foram entdo incubadas durante 30 min com 50 pCi de 3 mM L-[3, 4->H]-acido glutamico
em PBS, lavado duas vezes por centrifugagao e ressuspensos em PBS. Apdés ajustar o
volume final para 50 mL com PBS, as células foram tratadas com 1 vol. de TCA a 10%,
e incubadas durante 1 h a temperatura ambiente. Apds centrifugagcao a 20,000 g
durante 30 min a radioatividade foi medida no sobrenandante, correspondendo ao L-
glutamato livre. O pellet foi ressuspenso em 0.1% de SDS em Tris HCI 0.015 M pH 7.4
e a radioatividade medida, sendo correspondente a fragcdo de L-glutamato que foi

incorporada em proteina.
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3.4. Biologia Molecular de enzimas do metabolismo de asparagina em

Trypanosoma cruzi.

3.4.1. Plasmideos

No presente trabalho foram utilizados os seguintes plasmideos: pTEX (Kelly JM
e col 1992), pGEM-T easy (PROMEGA), pCDNAS3 (Invitrogen, USA), pET28a(+)

(Novagem, USA) (Mapas em anexo).

3.4.2. Preparacéo de células competentes e transformacdo de bactérias

As bactérias competentes E. coli DH5a foram preparadas utilizando-se o método
de Cloreto de Calcio. Uma col6nia bacteriana foi inoculada em 3 mL de LB liquido, e
incubada durante 16 horas a 37° C com agitagdo, a 150rpm. No dia seguinte, 2 mL
dessa cultura foram inoculados em um Erlenmayer contendo 200 mL de meio LB. A
cultura foi incubada a 37° C com agitagao até atingir a densidade Optica de Asoonm= 0.4
(entre 0.3 e 0.5). Em seguida a cultura foi transferida para um novo tubo e centrifugada
a 8.000 x g por 5 minutos a 4° C. As células foram ressuspensas em 40 mL de CaCl,
50 mM gelado e incubadas por 30 minutos no gelo. Foram centrifugadas a 5.000 rpm
por 5 minutos a 4° C e finalmente ressuspensas em 8 mL de CaCl, 50 mM gelado com
15% de glicerol e estocadas a -70° C em aliquotas de 0.5mL até o uso.

Para a transformacédo 100 uL das células competentes foram distribuidas em
tubos Eppendorf de 1.8 mL contendo 50 ng do plasmideo de interesse. A suspenséo
foi incubada por 30 minutos no gelo. O choque térmico foi gerado incubando o tubo
com as células por 1 minuto a 42° C e imediatamente colocado no gelo durante 5
minutos. Apds o choque térmico foi adicionado 900 uL de meio LB e a suspensao
celular foi incubada durante 1h a 37° C. As células transformadas foram semeadas em
placa de Petri contendo meio LB-agar com o antibiético de selegao especifico do

plasmideo (100ug/mL de ampicilina; 50ug/mL de Kanamicina).

3.4.3. Extracdo de DNA plasmidial em larga escala (método de lise alcalina

e bandeamento de DNA por gradiente de Cloreto de Césio)
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As bactérias foram cultivadas em 250 mL de meio LB contendo o antibiético de
selecdo especifico durante 12-16 horas a 37° C com agitacdo constante. Foram
coletadas por centrifugagdo a 5.000 rpm por 10 minutos e as bactérias ressuspensas
em 10 mL de solugéo 1 (50 mM de glicose, 25 mM de Tris pH=8.0, 10 mM EDTA) com
5 mg/mL de lisozima. Foram adicionados 20 mL da solugéo 2 (0.2 N NaOH, 1% SDS) e
homogenizado por inversao. Adicionados 15 mL da solugdo 3 (60 mL de acetato de
potassio 5M, 11,5 mL de &acido acético glacial, 28,5 mL de agua) e novamente
homogenizado por inversdo, seguido de incubag¢do por 10 minutos no gelo. Todo o
volume foi centrifugado a 15.000 rpm por 20 minutos a 4° C (rotor SS-34, centrifuga
RC-5B, Sorvall). O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e filtrado (para
retirar o resto de lisado celular que nao precipitou) e ao volume filtrado foi adicionado
0.6 volume de isopropanol sendo incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. O
volume foi centrifugado a 10.000 rpm por 30 minutos a temperatura ambiente, o
sobrenadante descartado, e o DNA lavado com etanol 70%. O DNA foi ressuspenso
em 3 mL de TE e adicionado 1g de CsCl para cada mL de DNA em TE, e 0.8 mL de
uma solugdo de brometo de etideo (estoque a 10mg/mL) para cada 10 mL de solugéo
de CsCl (a difracao final deve ser n=1,3860=1,55g/mL). A amostra foi colocada com
pipeta pasteur em tubo selavel e centrifugada a 45.000 rpm por 36 horas a 20° C (rotor
Ti 50 - angulo fixo/Beckman). Apds a centrifugagao a banda referente ao DNA circular
foi coletada com uma seringa de 3 mL. O brometo de etideo foi removido da amostra
com adigdo de alcool isoamilico saturado com agua e misturado vigorosamente por
inversdo, em seguida centrifugado a 14.000 rpm por 3 minutos, sendo repetido o
procedimento trés vezes. O DNA foi finalmente dialisado com 2 litros de TE sob
agitagdo, sendo renovado trés vezes a cada 6-8 horas. A quantidade de DNA na
amostra e a sua integridade foram estimadas através de eletroforese em gel de

agarose e leitura em espectrofotometro a 260 nm (1,0 DO Ageo nm = 50 ng/mL de DNA).

3.4.4. Extracdo de DNA genbmico parasitario

A extragdo de DNA genbmico de T. cruzi e Leishmania, foi feita segundo
Medina-Acosta E e Cross GA (1993). Aliquotas de 1.0 x 10°® parasitas foram
transferidos para um tubo Eppendorf, centrifugadas por 5 minutos a 7000 rpm, lavadas
com PBS e depois ressuspensas em 150 ul de tampéao de lise TELT (Tris-HCI 50 mM,
pH 8.0, EDTA 62.5 mM, pH 9.0, LiCl 2.5 mM, Triton-X-100 4%). O tubo foi invertido
varias vezes, seguindo-se de incubagcdo a temperatura ambiente por 5
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minutos. Foram adicionados 150 ul de fenol:cloroférmio (1:1,v/v) e a suspensao
homogenizada por repetidas inversées do tubo durante 5 minutos. A fase organica foi
separada por centrifugacédo a 14.000 rpm por 10 minutos, e em seguida o DNA
precipitado por centrifugacao a 14.000 rpm por 10 minutos com etanol 2.5 vezes o
volume da amostra, e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70% gelado. O DNA
gendmico foi ressuspenso em 100 uL de agua contendo 100 ug/mL de RNAse A e
incubado por 1 hora a 37° C. A quantidade de DNA na amostra e a sua integridade

foram estimadas através de eletroforese em gel de agarose.

3.4.5. Amplificagdo por PCR

As reacdbes de PCR foram processadas em tubos Eppendorf de 0.5 mL
contendo volume final de 50 uL de reagao, com os seguintes componentes: 100 ng de
DNA molde contendo a sequéncia a ser amplificada, 2 mM de cada dNTP (dATP,
dGTP, dCTP, dTTP), tampao de reagao 1X (Tris HCI 20 mM, pH 8.5, KCI 5 mM), 2 mM
de MgCl; (ou conforme indicado), 0.4uM de cada oligonucleotideo e 2.5 unidades de
Taq polimerase (Fermentas). Os ciclos de amplificagdo (30 ciclos) para os genes
foram: 94° C por 1 minuto, 48° C por 30 segundos, 72° C por 30 segundos.

Para ambos os genes o DNA foi desnaturado incubando-se o tubo da reacao a
94° C durante 4 minutos e ao final da reacéo as fitas foram extendidas a 72° C, durante
10 minutos. Os produtos amplificados foram analisados através de eletroforese em gel

de agarose 0.8%/TBE corado com brometo de etideo.

3.4.6. Clonagem e Sequénciamento de Genes

A partir do DNA genbmico de T. cruzi cepa CL-Brener foi amplificado por PCR
um fragmento de DNA utilizando os oligonucleotideos Sense 5 -
CCCAAGCTTATGACATCGGGAGATCCTGCG - 3 e  Antisense 5 -
CCCCTCGAGTCACAGCAAGGGATAATTCTG - 3', construidos com base na
sequéncia do gene da Asparagina Sintetase de Trypanosoma cruzi (GeneDB numero
de acesso Tc00.1047053503625.10). No primer sense o sitio para Hindlll foi inserido e
no primer antisense o sitio para Xhol. Para Asparaginase os seguintes
oligonucleotideos foram desenhados: Sense 5' - CCCGGATCCATGGCCCTCTGTGTT
- 3' e Antisense 5' - CCCAAGCTTTTACAGGTTGGCTTC - 3'. Sendo incluidos sitios
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para BamHI e Hindlll, no oligonucleotideo sense e antisense, respectivamente.

Os produtos de PCR foram subclonados no plasmideo pGEM-T easy (Promega)
seguindo as instrugdes do fabricante. Os produtos de PCR obtidos foram purificados
do gel de agarose 0.8%/TBE usando o Kit de purificagdo de DNA GeneClean
(Promega) de acordo com as instrugdes do fabricante e quando necessario
sequenciados em um sequenciador automatico ABI 3100 (Applied Biosystems) com os

mesmos oligonucleotideos utilizados para amplificar os genes.

3.4.7. Clonagem de em vetores de expressdo em bactéria e célula

eucariotica.

Para expressdao da proteina recombinante em bactéria os genes
correspondentes foram amplificados por PCR a partir de DNA gendmico de T. cruzi
cepa Cl-Brener com os oligonucleotideos especificos acima descritos. Os fragmentos
amplificados por PCR foram purificados utilizando o Kit de purificacdo de DNA
GeneClean (Promega) de acordo com instrugdes do fabricante e foram entdo clonados

no vetor pET28a(+) (mapa em anexo), utilizando os sitios especificos de cada gene.

3.4.8. Eletroforese de DNA em gel de agarose

As moléculas de DNA integras ou digeridas por enzimas de restricdo foram
submetidas a eletroforese em gel de agarose (concentragdo de 0.8 a 1%) em tampao
TBE 1X (Tris-borato 50 mM, EDTA 1mM, pH=8.0) com 0,1 pug/mL de brometo de
etideo. Foram utilizados como referéncia o marcador A Hindlll, que contém fragmentos
do bacteriéfago A digerido com Hindlll, cujos tamanhos variam entre 23 kb a 0.5 kb. As
amostras de DNA foram aplicadas no gel ap6s a adicdao de tampao de amostra (TBE
1X, xileno-cianol 0,83 mg, azul de bromofenol 0,83 mg, glicerol 6%) em diluicao final de
1X. A corrida eletroforética foi feita em voltagem constante de 100 V. Os géis foram

analisados e fotografados contra luz ultravioleta.

3.4.9. Southern Blotting

a) Transferéncia de DNA para membranas de nylon

O DNA foi separado através de eletroforese em gel de agarose 1% em TBE1X.
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Em seguida o gel foi depurinado com solugdo 0.25 M de HCI por 15 minutos e
desnaturado com 0.5 M NaOH e 1 M NaCl por 20 minutos, seguido de renaturacéo
com solucdo 1 M Tris-base e 0.5 M NaCl por 20 minutos. O DNA foi transferido para
membrana de Nylon (Hybond-N*/Amersham) por capilaridade através da montagem de
um sanduiche em tampao SSC 10X (NaCl 3 M, Citrato de sédio 0.3 M; pH=7.0) durante
16 horas. Ap6s a transferéncia a membrana foi colocada sobre um papel de filtro
umedecido em SSC 5X e levado ao aparelho "GS Gene Linker™ UV chamber" (Bio
Rad) e submetidas a irradiagdo com luz ultravioleta (120 Joules) com 2 descargas para
fixacdo do DNA na membrana. A membrana foi entdo incubada durante 1h, a 42°C,
sob leve rotagdo em 30mL de solugdo de pré-hidridizagdo (50% de formamida, SSC
5X, denhardt's 5X, 0.1mg/ml de DNA de esperma de salmao, SDS 0.1%). As solugdes
estoques utilizadas foram SSC 20X (NaCl 3 M, Citrato de sodio 0.3 M; pH 7.0) e
Solugdo Denhardt's (Ficol 1%/ Polivinil-pirrolidona 1%/BSA 1%).

b) Marcacdo dos fragmentos de DNA por incorporacdo de fésforo

radioativo (preparacdo de sondas radioativas)

As sondas foram preparadas com o DNA do gene desejado marcado pelo
método de ‘"random-primer" descrita por Feinberg e Vogelstein (1983).
Oligonucleotideos contendo sequéncias randémicas foram utilizados como "primers"
para a sintese de DNA na presencga de nucleotideos marcados com fosforo radioativo
adicionados a reagdao. Inicialmente, 25 - 50 ng de DNA foi desnaturado a 100° C por 5
minutos, e incubado com os componentes do "Random primer labelling system" (Life
Tecnologies) que consiste em desoxirribonucleotideos (2ul de dATP, 2ul de dGTP, 2ul
de dTTP), 1ul (3 U) de Klenow, 15 ul de random primer buffer mixture. Foi adicionado 5
ul (0.05 pCi) de a-[**P]-dCTP e incubado por 1 hora a 25° C. Apds a marcacgdo a
solucao contendo a sonda radioativamente marcada foi desnaturada durante 5 minutos

a 100° C e adicionada ao tubo contendo a membrana e a solugéo de pré-hibridagéo.
¢) Hibridacdo da membrana contendo DNA com as sondas radioativas

Em seguida a solugéo foi substituida por nova solu¢do de hibridagdo contendo a
sonda radioativa desnaturada. Apés a hibridacédo a 42° C por 18-24 horas, a membrana
foi submetida a duas lavagens sucessivas de 15 minutos com SSC 5X e 1%SDS a 55°
C, e mais duas lavagens com SSC 0.1X e 0.5% SDS. A membrana foi secada
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num papel filtro, envolvida com plastico e exposto com filmes de raios-X (X-Omat K,
Kodak, USA) em cassetes a -70° C por 24-48 horas. Os filmes foram revelados em
camara escura expondo 5 minutos na solugcdo de revelacdo, lavados com agua e

colocados em solugao de fixacdo por 5 minutos.

3.4.10. Expresséo de proteina recombinante

O plasmideo Pet28a(+)AspB foi transformado em bactérias competentes
BL21(DE3). Apos transformagao as bactérias transformadas foram plaqueadas em
placas com antibidtico de selegao (Kanamicina 50ug/mL). As placas foram encubadas
overnight a 37°C.

No dia seguinte, colnias foram isoladas e crescidas overnight a 37°C, em 3mL
de LB com os antibidticos de selegcdo. Apds esse periodo 50uL da cultura foi inoculada
em 10mL de Meio LB (contendo os antibidticos especificos) e incubadas com aeragéo
até atingir ODgoo entre 0.4 — 0.6. Quando a ODgg atingiu 0.5, 1 mL da cultura foi
coletado e centrifugado durante 1min a 14.000rpm. O pellet foi ressuspendido em
100uL de Tampao de Amostra de Proteina 4 X e armazenado a —20°C até o uso. Essa
fracdo corresponde a proteina nao induzida. Imediatamente o restante da cultura foi
induzida com concentragao final de 1mM de IPTG. Apds 3h de indugdo uma amostra
de 1mL foi coletada e processada de acordo com o explicitado para a fragdo nao
induzida. As amostras foram aquecidas a 95°C, durante 5 min, assim como o Marcador
de Peso Molecular (Fermentas). Os tubos foram centrifugados durante 1 min, a
14.000rpm, e 10uL de cada amostra foi aplicada em gel de Poliacrilamida a 15%. Apés
a corrida o gel foi fixado e corado com Coomassie Blue durante 20 minutos. Apds esse
periodo foi descorado e a proteina induzida foi identificada através de comparagado com

a proteina n&o induzida.

3.4.11. Imunizagdo de camundongos com DNA para obtencéo de
anticorpos policlonal monoespecifico

Camundongos Balb/C com idade de 6-8 semanas foram utilizados na
imunizagdo com DNA. Foram feitas imunizagdes com o plasmideo pCDNA3AspB e
pCDNAS preparados com gradiente de césio e dialisados em PBS. Foram inoculados
200 ng de DNA em 100 uL de PBS (100 ug em cada pata/na tibia) nos camundongos

em cada imunizagao. Foram realizadas trés imunizacdes, e apos 15 dias da ultima
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imunizagao foram feitas pung¢des cardiacas dos camundongos imunizados. O sangue
retirado (800 a 1000 plL) foi incubado no gelo até coagular, em seguida centrifugados a

3.000 rpm por 5 minutos, e o soro coletado e estocado a -20° C.
3.4.12. Transfeccao de formas epimastigotas de T. cruzi

As transfecgdes dos parasitas foram feitas de acordo com Ramirez Ml e col
(2000). Culturas de formas epimastigotas de T. cruzi cepas CL-Brener em fase
logaritmica de crescimento (3° dia: 0.8 - 1.2 X 10’ parasitas/mL) foram lavadas com
tampéo de eletroporagéao (137 mM de NaCl, 21 mM de HEPES, 5 mM de KCI, 5.5 mM
de NayHPO4, 0.77 mM glicose, pH 7.0) e ressuspensas no mesmo tampao na
concentracdo 1.0 X 10° parasitas/mL. Depois da incubacdo de 10 minutos no gelo,
aliquotas de 5.0 X 10" parasitas/mL foram incubadas com 25 ng de DNA do vetor
(pTEX ou pTEXAspB) e adicionadas a cuvetas de eletroporagdo para em seguida
serem eletroporadas (em volume total de 500 ul) em um aparelho Bio-Rad Gene Pulser
a 300V e 500uF com dois pulsos consecutivos de até 10 ms. As células foram
incubadas por 10 - 20 minutos no gelo sendo em seguida transferidas para um tubo
com 4.5 mL de meio LIT suplementado com 10% de soro fetal bovino (volume final de
5 ml). Apo6s 24 horas foi adicionado 200 ug/ml de geneticina (G418). A concentragao
de geneticina foi variada de acordo com a observagéo da cultura ao longo do tempo.
As células foram repicadas semanalmente na presenga de geneticina com
concentragbes crescentes durante 4 - 6 semanas desde 200 ug/mL a 800 pg/mL.
Quando as culturas foram selecionadas com 5% de sangue fresco, foram utilizadas
concentragbes maiores de Geneticina (1000 e 2000 pg/mL). Parasitas transgénicos

estaveis foram observados a partir da sexta semana.
3.4.13. Preparacao de extrato protéico total de T. cruzi

Epimastigotas em fase log de crescimento (3° a 4° dia) foram coletadas do meio
de cultura por centrifugagdo a 4.000 rpm por 5 minutos a temperatura ambiente. Os
parasitas foram lavados 2 vezes com PBS, e ressuspendidos com Triton-X 100 1% em
PBS (com inibidor de proteases) na concentracdo de 5 X 10° parasitas/mL. O
homogenizado foi incubado a 37° C por 30 minutos sendo em seguida centrifugado a

14.000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi coletado e congelado a - 20° C até o
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momento de uso.
3.4.14. Analises de bioinformatica
As sequéncias obtidas de T. cruzi foram submetidas a analise de similaridade

com a ferramenta BLAST (Basic Local Alignment Search  Tool,

http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast/) contra um banco de dados ndo redundante. As

sequéncias de T. cruzi das cepas CL-Brener também foram submetidas a um

alinhamento multiplo com a ferramenta Clustal-W (http://www.ebi.ac.uk/clustalw/) com

sequéncias de outros organismos. Para analise de motivos e dominios a sequéncia foi
submetida as ferramentas PROTOGIM (www.biowebdb.org/protogim) e PROSITE

(http://www.expasy.ch/prosite/). Para identificar putativas regides hidrofébicas que

formam  a-hélice transmebranares foi utiizado o programa TMHMM

(http://www.cbs.dtu.dk/services/ TMHMM/). Para analise dos sitios de restricdo

presentes nos genes foi usado o] programa tacg.

(http://sela.umassmed.edu/tacg/formt.html).

3.5. Analise de dados

Todos os ensaios relacionados com o transporte de L-glutamato em L.
amazonensis foram realizados em ftriplicatas e os dados representam no minimo trés
experimentos independentes. A contagem de incorporagao por minuto (cpm;) para

cada experimento foi calculada da seguinte forma (Silber AM e col 2002):

cpm; = cpMe - CPMy,

Onde cpme € a média aritmética da cpm medida da triplicata apds tempo
indicado de incorporagdo de aminoacido radioativo, e cpm, € a meédia aritmética da
cpm referente ao background de cada amostra.

A quantidade de glutamato incorporado é calculada através da férmula:

Glu; = cpmi[Glu]vepms 't

Onde o Glu; é o glutamato incorporado, [Glu] € a concentragdo nanomolar de

glutamato radioativamente marcado, v € o volume de glutamato radioativamente
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marcado (100uL em todos os casos), cpmg € a cpm medida apdés adicdo de
aminoacido marcado, e t € o tempo de incubagdo em minutos. Analises, ajustes de
curvas e regressodes foram feitas utilizando o OriginPro v7.5.

A viabilidade das células foi avaliada pela observacdo da motilidade e

integridade em microscépio 6tico.
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4.1. Caracterizacao bioquimica do transporte de L-glutamato em

Leishmania amazonensis

As reagdes metabdlicas ocorrem no interior de células ou de organelas que
estdo separadas do ambiente que as cerca por membranas. O interior apolar das
membranas bioldgicas torna-as altamente impermeaveis a maioria das substancias
ibnicas e polares, que sO conseguem atravessa-las gracas a agdo de proteinas
transportadoras especificas. Essas proteinas medeiam todos os movimentos
transmembrana de pequenos ions inorganicos e também metabdlitos, como
aminoacidos, agucares e nucleotideos. O estudo bioquimico de transportadores
envolve a elucidagdo de mecanismos cinéticos da reacdo entre o transportador
(enzima) e o substrato (aminoacido), sendo baseado nos parametros de cinética
enzimatica. As medidas cinéticas de reagdes catalizadas enzimaticamente estdo entre
as técnicas mais utilizadas para a caracterizagdo dos mecanismos cataliticos de

transportadores.

4.1.1.Transporte de L-Glutamato em Leishmania Amazonensis

a) Incorporacdo ao longo do tempo de L-glutamato em Leishmania

amazonensis

Para caracterizar bioquimicamente um transportador o primeiro passo € medir a
incorporacdo do substrato através do tempo, para verificar se ha uma utilizacao
saturavel do nutriente pelo transportador, o que permite caracterizar e estudar o
sistema de transporte semelhante a uma reacdo enzimatica, sendo o transportador a
enzima e o aminoacido o substrato. Baseado nos dados da cinética de transporte de L-
glutamato em Trypanosoma cruzi (Silber AM e col 2006), a concentragao de 3mM de L-
glutamato foi utilizada para se medir o transporte desse aminoacido ao longo do tempo
em Leishmania amazonensis, uma vez que essa concentragcao esta na faixa saturavel
do sistema de transporte em T. cruzi. Apds incubacao, a 28° C, durante os tempos
indicados, a incorporacao de L-glutamato radioativamente marcado foi medida de
acordo como especificado em materiais e métodos e os dados foram plotados em um

grafico em funcéo do tempo (Figura 4.1).
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Figura 4.1. Incorporacéo de L-glutamato em promastigotas de Leishmania amazonensis ao longo do tempo. A
incorporacédo de 3mM de L-glutamato radioativamente marcado foi acompanhada de acordo com o tempo, como
descrito em materiais e métodos. Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas e referentes a 20 X 10° células.

De acordo com o grafico, pode se observar que a incorporagao de L-glutamato
radioativamente marcado ao longo do tempo se ajusta a uma fungao hiporbdlica,
demonstrando que o sistema atinge o equilibrio ao longo do tempo de incubagéao. Isso
indica que o sistema de transporte de L-glutamato em L. amazonensis n&o se trata de
um sistema de transporte por difusao simples, pelo contrario, € um sistema associado
a uma proteina especifica, ligante de glutamato na superficie da célula.

Utilizando os dados de incorporagao de L-glutamato ao longo do tempo, uma
regressao linear foi realizada na fase inicial da curva, com o objetivo de encontrar a
faixa de linearidade do sistema. Foi observada uma faixa de linearidade durante os
primeiros 120 segundos (R?=0.95744) de incubagdo com L-[3, 4-*H]-glutamato (Figura
4.2).
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Figura 4.2. Fase linear do transporte de L-glutamato radioativamente marcado em promastigotas de Leishmania
amazonensis. Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em ftriplicatas e referentes a
20 X 10° células.

Os parametros cinéticos de transporte devem ser calculados nessa faixa, pois é
nessa faixa que a quantidade de substrato presente no meio € linearmente
proporcional a quantidade de substrato associado a proteina transportadora. Para
permanecer em uma faixa de seguranga o tempo de 60s de incubagdo com o substrato

foi utilizado para os experimentos posteriores.

b) Cinética do transportador de L-glutamato de Leishmania amazonensis

Para se calcular os parametros cinéticos do transporte de glutamato, a V, foi
medida em fungdo da concentracdo de L-[3, 4-°H]-glutamato presente no meio
extracelular. Para o calculo da Vja seguinte férmula foi aplicada:

Vo = Glu; (hmoles)/ t (min), onde Glu; = L-[3, 4-*H]-glutamato incorporado.

Os dados da incorporacdo medidos foram plotados em um grafico e foi

observado que se ajustam a uma classica funcao hiperbdlica de Michaelis-Menten

(R?=0.99518), como mostrado na figura 4.3.
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Figura 4.3. Efeito da concentragdo do substrato na incorporagédo de L-glutamato em promastigotas de Leishmania
amazonensis. A taxa inicial de transporte (Vo) foi medida em fungdo da concentragdo de glutamato radioativo, como

descrito em materiais e métodos. Média e desvio padrdo de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas.

De acordo com esse modelo, quando a concentragao de L-glutamato € alta o
suficiente para estar ligado a todos os transportadores, a segunda etapa da reacgéo (do
desacoplamento do aminoacido do transportador e liberagdo dentro da célula) torna-se
limitante da velocidade e a velocidade da reacao global nao varia com o aumento
adicional da concentragdo de substrato. Baseado nos resultados do calculo da
velocidade inicial (Vo) do transporte em fungdo da concentracdo de L-glutamato, a
velocidade maxima (Vmsx) € a velocidade na qual a enzima (transportador) esta
saturada, ou seja todos os transportadores estdo com um aminoacido acoplado. A
partir desses dados também € possivel calcular outro parametro cinético do sistema,
que é a Ky, constante de Michaelis. A Ky é a concentragcdo de substrato na qual a
velocidade da reacdo corresponde a metade da velocidade maxima. Ou seja, se o
sistema tem uma Ky de valor baixo, ele atingird a maxima eficiéncia catalitica em
baixas concentracbes de substrato. Para facilitar a determinagcdo desses dois
parametros cinéticos (Vmsx € Ku) € utilizado o método formulado por Hans Lineweaver e
Dean Burk, que utiliza o inverso da equagao de Michaelis-Menten, originando uma
equacao linear (Fig. 4.4).
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Figura 4.4. Grafico de Lineawever-Burk representando a variagdo da V, em fungédo da concentracédo de L-glutamato
em Leishmania amazonensis. A Vo é dada em nmoles/ minx 20 x 10° cells e a concentracdo de glutamato em mM.

A inclinagdo da linha da a o valor da Ky/Vmax, a intersegéo no eixo 1/Vy da o
valor de 1/Vmax, © a intersecdo no eixo 1/[Glu] da o valor de 1/Ky. Isso permitiu
encontrar um valor de Vmax = 0.123 + 0.003 nmoles x min™" por 20 x 10° células e uma
Kv=0.59 £ 0.04 mM.

c) Incorporacéo de cadeias de carbono de L-glutamato em proteinas

Os tripanossomatideos podem utilizar os aminoacidos basicamente para a
formagdo de macromoléculas como proteinas e para seu metabolismo energético,
através da oxidagdo do aminoacido pelo ciclo de Krebs. Além disso, parte pode
permanecer livre no citoplasma celular. Para avaliar a propor¢éo de L-glutamato que é
utiizada na formacdo de proteinas o transporte foi realizado a uma concentragéo
saturavel do substrato de 3mM. Apds incubar os parasitas com L-glutamato
radioativamente marcado durante 30 minutos, a quantidade de radioatividade foi
medida na fracdo protéica de promastigotas de L. amazonensis, precipitadas com
acido tricloroacético (TCA). De acordo com a analise dos dados apenas 39% da
radioatividade € incorporada em proteinas, enquanto que os 61% restantes
permanecem como metabalitos soluveis (dado n&do mostrado).

Para observar se ocorre uma diferenca no transporte de aminoacidos em
promastigotas submetidos a stress nutricional os parasitas foram incubados em PBS, a
28° C durante 3h. Apds esse periodo o transporte de L-glutamato foi medido de acordo
com o ensaio padrao de transporte descrito em materiais e métodos. Os resultados
mostraram que o stress nutricional ndo causou efeito na velocidade de transporte do

sistema (dado nao mostrado).
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d) Efeito da temperatura no transporte de L-glutamato em Leishmania
amazonensis

A resposta do transporte de L-glutamato a variagdo de temperatura também foi
analisada utilizando as mesmas condi¢des do ensaio de avaliacdo do efeito do stress
nutriocional no transporte de L-glutamato, anteriormente descrito. As formas
promastigotas de L. amazonensis foram incubadas em diferentes temperaturas e o
transporte medido de acordo com descrito em materiais e métodos.

Os resultados estdo mostrados na figura 4.5. Nao houve detecgao de transporte
de L-glutamato em temperaturas menores do que 5°C. Entre 10 e 30 °C a atividade
aumentou linearmente, atingindo um pico a 31° C. Para temperaturas acima de 31°C, a
incorporacgao de L-glutamato declinou até a temperatura de 45° C. Os valores da regido
linear da curva foram usados para calcular a energia de ativagao do sistema através de

uma plotagem em um grafico de Arrhenius (Figura 4.5, inset), dando um valor de 52.38
kJ/mole.
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Figura 4.5. Variagdo do transporte de L-glutamato em fungdo da temperatura. Promastigotas de Leishmania
amazonensis foram incubados em diferentes temperaturas e a Vy correspondente a 20 x 10 6 células foi medida.
Inset: plotagem em um grafico de Arrhenius a partir do qual a aparente energia de ativagao foi medida. Média e
desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em triplicatas.

e) Efeito de H' e cations no transporte de L-glutamato em L. amazonensis
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O efeito de H* foi avaliado usando PBS modificado de forma a variar o pH do
meio extracelular (Fig. 4.6)
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Figura 4.6. Efeito de cations extracelulares no transporte de L-glutamato. Transporte de L-glutamato em fungdo do
pH extracelular em promastigotas de Leishmania amazonensis. A Vo correspondente a 20 X 10° células foi medida

em uma faixa de pH entre 4 e 8 em PBS. Média e desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em
triplicatas.

Ha uma variagao do transporte de acordo com o pH extracelular. O transporte
aumenta consideravelmente entre o pH 4 e pH 6, e diminui em entre o pH 6 e 8. O pico
de transporte é observado em pH 6.

Utilizando as condi¢des 6timas de pH e temperatura a sensibilidade do sistema
de transporte a cations Na*, K" and H" foi analisada. O ensaio para avaliar o efeito de
ions extracelulares Na* e K' foram feitos comparando a Vms do sistema entre
parasitas incubados com PBS e PBS modificado substituindo todo o NaCl por KCI (K*)
ou substituindo todo o KCI por NaCl (Na*). O controle é feito ajustando-se a um
equilibrio idnico usando Colina. Apdés 60s de incubacdo o transporte foi medido de
acordo com explicado em materiais e métodos. Os resultados estdo demonstrados na
figura 4.7, onde é possivel observar que houve um aumento na Vpysx do transporte
quando os parasitas foram incubados na presenca apenas do ion K* , enquanto que

nas outras condigdes nao houve efeito no transporte.
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Figura 4.7. Efeito de cations extracelulares no transgorte de L-glutamato. Efeito dos cations Na + e K+ no transporte
de L-glutamato. A Vmax correspondente a 20 X 10 ° células foi medida em PBS (145mM Na+ e 4.5mM K+) ou em
PBS contendo apenas Na+ (149.5mM) ou K+(149.5mM). A colina (139.7mM) foi usada como controle. Média e
desvio padrao de trés experimentos independentes realizados em triplicatas.

f) Mecanismos de transporte de L-glutamato em Leishmania amazonensis

Para avaliar de forma mais criteriosa a participacdo de diferentes mecanismos
celulares no transporte de glutamato em promastigotas de L. amazonensis,

tratamentos com diferentes inibidores foram realizados como mostra a figura 4.8.

Oligomicina-FCCP —

Rotenone-Antimicina

Oligomicina

Monensina —_—

FCCP

Valinomicina —

Experimental

L I B T L
100

Porcentagem de transporte (%)

Figura 4.8. Efeito de inibidores no transporte de L-glutamato em promastigotas de Leishmania amazonensis.
Parasitas lavados com PBS foram ressuspensos em PBS, a 28° C, contendo a concentragdo desejada do inibidor.
L- glutamato radioativo foi imediatamente adicionado em solugdes contendo 0.59mM de L.glutamato e a Vo medida
apos 30 s de incubagdo. Obs: o tratamento com antimicina é feito com pré-incubagéo dos parasitas durante 30 min,
a 28°C.
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Para verificar se o sistema de transporte de glutamato é ativo ensaios foram
feitos com inibidores de ATPases (Oligomicina, 5ug/mL) e com inibidores da cadeia
respiratoria (Rotenona 200uM e Antimicina A 0.5uM). O sistema n&o foi afetado como
se pode observar comparando os parasitas tratados e nao tratados com esses

inibidores, indicando que nao se trata de um sistema dependente de ATP.

Para estudar mais a fundo os mecanismos envolvidos nesse sistema de
transporte foram utilizados ionéforos sozinhos ou na presencga de inibidores de cadeia
respiratéria. O iondforo FCCP aumenta o transporte de H* através da membrana (Benz
R e McLaughlin C 1983). O tratamento com FCCP (0.5uM) afetou parcialmente o
sistema. Porém o efeito do iond6foro FCCP, pode ser devido a direta desrupgao do
gradiente de H ou devido a uma rapida hidrolise de ATP, pelas H+/ATPases para
restabelecer o gradiente de H*. Para diferenciar entre essas duas possibilidades foi
feito um ensaio utilizando o ionéforo FCCP concomitante ao tratamento com
oligomicina, para impedir a hidrélise de ATP. Como pode ser observado ndo houve
efeito no transporte utilizando esses inibidores juntos, sugerindo mais uma vez que o
transporte é independente de ATP, e que o efeito observado com o ionéforo é devido

unicamente a desrupcao do gradiente de H* (Fig. 4.8)

O tratamento com Monensina (50uM), um inibidor de canais de Na+, confirmou
que a o ion nao esta envolvido no transporte de L-glutamato, enquanto que o
tratamento com Valinomicina (200uM), um inibidor de canais de K+, compromete em
torno de 50% a incorporagéo de L-glutamato em Leishmania amazonensis (Fig. 4.8),

corroborando os resultados obtidos anteriormente.

4.2. Caracterizac¢ao in silico e molecular de enzimas envolvidas no metabolismo

de asparagina de Trypanosoma cruzi

Existem duas enzimas chaves no metabolismo de asparagina, a Asparagina
Sintetase e a L-Asparaginase. A Asparagina Sintetase é capaz de sintetizar asparagina
a partir de aspartato, enquanto que a L-Asparaginase hidroliza arginina liberando
aspartato e amoénio (Fig. 1.6). Com o objetivo de indentificar e caracterizar as enzimas
envolvidas no metabolismo de asparagina em Trypanosoma cruzi uma abordagem in

silico e molecular foi utilizada.
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4.2.1. O gene de Asparagina Sintetase (AS)

Através de uma busca de sequéncias nucleotidicas depositadas no banco de
dados do GeneDB (Versao 2.1) foram encontrados dois genes anotados que codificam

para putativas Asparagina Sintetases em Trypanosoma cruzi (Tabela 4.1).

Tabela 4.1. Genes de Asparagina Sintetase e L-Asparaginase encontrados em Trypanosoma cruzi de
acordo com o GeneDB.

ID Sistematico* Classificacao* Denominagao**
Tc00.1047053503625.10 asparagine synthetase A, putative ASA
Tc00.1047053503899.90 asparagine synthetase A, putative ASB
Tc00.1047053505555.61 cytoplasmic l-asparaginase i-like protein, putative  AspA
Tc00.1047053510823.80 cytoplasmic l-asparaginase i-like protein, putative  AspB
Tc00.1047053504147.110 asparaginase, putative AspC
Tc00.1047053506705.60 hypothetical protein, conserved PhA
Tc00.1047053505987.10 hypothetical protein, conserved (pseudogene) PhB

*classificagdo do GeneDB
**classificagdo didatica proposta neste trabalho

As funcbdes de ambos os genes estdo anotadas no GeneDB de acordo com a
homologia com proteinas ja descritas. Para efeitos de simplificacdo e didatica a
primeira sera chamada de ASA e a segunda de ASB. Diversas caracteristicas sao
compartilhadas entre ASA e ASB, como tamanho da sequéncia (1047pb) e massa
molecular esperada (39KDa). Além disso, ndo apresentam peptideo sinal, nem
dominios transmembranares. Uma comparag¢ao das sequéncias nucleotidicas de ASA
e ASB foi realizada utilizando o Clustal-W, de acordo com o qual foi encontrado 98%
de similaridade entre os genes (dado ndo mostrado). A diferenga corresponde a 12
substituicdes nucleotidicas, distribuidas aparentemente de forma aleatéria ao longo
das sequéncias (dado n&do mostrado). Além disso, o alinhamento das respectivas
sequéncias de aminoacidos das duas proteinas através de um alinhamento utilizando o
Clustal-W demonstrou que ASA e ASB codificam proteinas idénticas (dado nao
mostrado). A partir desses resultados o gene ASA foi escolhido para posteriores
analises. ASA apresenta a assinatura da familia de Asparagina Sintetase (PF03590,
Pfam, Sanger Institute), uma familia também chamada de Aspartato-amédnia Ligase.

O gene que codifica para Asparagina Sintetase também esta presente em
organismos geneticamente relacionados com Trypanosoma cruzi, como Leishmania

infantum, Trypanosoma congolense, Trypanosoma brucei gambiense e Trypanosoma
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brucei brucei. As proteinas correspondentes aos genes encontrados em

tripanossomatideos foram alinhadas como mostra a Fig. 4.9.

T.b.AS 1 MK FINZGHGEY THMTALRVBBVLDN IHSVVVDQ
T.b.gamb.AS 1 MK FINEGHGIEY THMTALRVBBVLDN IHSVVVDQ
T.congo.AS 1 AYMEPVCE!

T.c.ASA 1 DHEYEQE VALY

L.in.AS 1 RRFPVGRGIETIMEALRVEEYLDN IHSV)VDQ
L.mj.AS 1 RKFPVGRGIETIMZALRVEEYL D1 HSV)VDQ
T.b.AS =K YBNOKP I LPET 1QFVHAEL LA
T.b.gamb.AS =K YRNOKP I LPET 1QFVHAE] A
T.congo.AS IYREQKPVLPET IJFVHAESL LGA
T.c.ASA SNV PIN 1 QF BHAERIL LK
L.in.AS EFEDIFAP 1 LPDS I [{FVHIES]L LKA
L.mj.AS I=E=DIVAP 1 LPDS I JF VHAES]L L KIX
T.b.AS ilollY PN K ERERE IIRIEYGAVFL I G I GAYL SSGDRHDARAPDY DDWSPV|SARSOMY - PIs
T.b.gamb.AS 120 YPNLTﬁKEREREIEREYGAVFLIGIG‘ |LSSGDRHDARAPDYDDWISPV[=ARSS VY P
T.congo.AS 120 ETESEINENN WCLT\YR" ef [elc QRS Cle =[N\ DlISNIRY F © - - SE/ASEG
T.c.ASA Lol PEFNYKERERAI VKKYGAVFL1G I GENLTSGERHDERAPDYDDWSSPVSAREIY I |jFP 8
L.in.AS Al PEL PKEREREAVKKEGAVFLIG I GO SEGDEHDIYRAPDYDDWSSPVENE SN GFPL
L.mj.AS 121 nVKQFGAVFLIGIGCKLSHGDHHDARAPDYDDWSSPVSVDSSKIGFPT
T.b.AS AVE TR IP TMNSLSSLKGLNGD I LIEYNPRLDDSLEMSSMG I RVIVAEAL REQISL TGDBSIE
T.b.gamb.AS 178 SKP I NSRS N CeiNNeln] [N \N= T(H =l S M= SYe] [N 18 TGDDS

L ele ale T I XN £ T CE/RIP TVNSL @SLKGLNGD I LEYNPVLDDVLELSSMG I RVDABYLRRQLEL TGDEE[R
T.c.ASA g JCEIY P T\VINSLASLEGLNGD I LMYNPVLDDVLELSSMG I RVDAERLRRQL L INEDL €
L.in.AS SN NoD =S XPSVNTIYSL®GLNGD I LMYNPVLDDVLELSSMG IRVDSJEALRRQLENTGLEDEL ]
L.mj.AS AENI DD =P SYNTRYSLOGLNGD I LMYNPVLYDRAL ELSSMG I RVDEEALRRQLENTGLED
T.b.AS ricts S EWHQWL LNGEFPQTMGGG I GQSRMVMFMLRKKH I GEVQCSVWPEENRKIGINL L

I IOV -SSR Rc s S E \WHQOL L NGEFPQTMGGG I GQSRMVMFMLRKKH 1 GEVQCSVWPEEMRKIGINL L|

L eToaTs T I\ I S E\WHQINL LNGEFPQTVGGG | GQSREMFMLRKEH 1 GVQCSVWREERRREY[EL L
T.Cc.ASA PRIV HIGIL L AGEFPQTIIGGG | GQSREEMBELKKKH 1 GEVQCSVWPREMREN Y (gL L|
L.in.AS pZ 5o HQ@VI NGBEPQTIGGG I GQSRYVMFMLRKRH I GEVQCSVWPREMIEQ YSL L
L.mj.AS pZ NN e R HO®V I NGDEPQTIGGG I GQSRYVMFMLRKRH 1 GEVQCSVWPNMEVIRIQYS]L L

Figura 4.9. Alinhamento da proteina Asparagina Sintetase de tripanossomatideos. As sequliéncias correspondem a
Trypanosoma brucei (T.b.AS), Trypanosoma brucei gambiense (T.b.gamb. AS), Trypanosoma congolense (T.congo
AS), Trypanosoma cruzi (T.c. ASA), L. infantum (L.in.AS) e Leishmania major (L.mj.AS). As sequéncias foram
alinhadas utilizando o Clustal-W, os aminoacidos conservados foram marcados em preto e os aminoacidos
similares em cinza, de acordo com o BoxShade 3.2.

A analise dos dados permitiu observar que ha uma similaridade na faixa de 53 a
99% entre as proteinas dos diferentes tripanossomatideos. A Asparagina Sintetase de
T. brucei brucei apresenta 99% de similaridade com a de T. brucei gambiense,
enquanto que a de L. infantum apresenta 93% com a de L. major. Dentre estas
proteinas as mais similares a ASA de T. cruzi sdo as de T. brucei brucei (64%) e a de
L. major (61%).

Utilizando a ferramenta BLAST, para comparacdo da ASA de T. cruzi com
outras proteinas depositadas no GenBank foi possivel encontrar 73% de similaridade
com AS de Yersinia pestis e 70% de similaridade com AS de Escherichia coli. Em
contrapartida a ASA de T. cruzi é bastante divergente da AS encontrada em humanos
(similaridade de 21%).
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Uma busca de motivos importantes presentes na enzima codificada pelo gene
ASA foi feita utilizando o programa PROTOGIM, desenvolvido pelo nosso grupo
(Cestari IS e col 2006). De acordo com esta analise a ASA de T. cruzi apresenta sitios
de ligacédo de Ferro, o que poderia estar relacionado com sua fungao, e sitios de
adicdo de N-meristoil, que poderia ser uma importante modificacdo pdés-traducional

para a correta fungcdo da enzima, que poderia ser posteriormente explorada.

4.2.2. O gene de L- Asparaginase (L-Asp)

De acordo com o GeneDB, em T. cruzi, existem 3 genes que codificam para
putativas L-Asparaginases, e mais 2 genes que codificam para proteinas hipotéticas
que apresentam dominios e assinaturas de L-Asparaginases, sendo um deles um
pseudogene. Os genes e 0s seus respectivos ID estao listados na tabela 4.1.

O alinhamento multiplo das sequéncias (Tabela 4.2) permitiu observar que ha
uma diferenga bastante significativa entre os genes. A duas proteinas hipotéticas (PhA
e PhB) apresentam similaridade de 96% entre elas, porém PhB é um pseudogene. A
proteina citoplasmatica T.c.AspA apresenta apresenta aproximadamente metade do
tamanho da T.c.AspB e nao apresenta os motivos e assinaturas comuns de L-
Asparaginases, podendo ser um gene erradamente sequenciado ou anotado, sendo
por isso removido das analises posteriores. A T.c.AspC apresenta similaridade muito
baixa com as outras proteinas (2 a 27%), porém apresenta dominios e assinaturas da
familia de L-Asparaginases. Para estudos moleculares e posterior caracterizagéo

funcional do gene selecionamos a T.c.AspB.

Tabela 4.2. Alinhamento multiplo de putativas L-Asparaginase de Trypanosoma cruzi. O alinhamento foi
feito utilizando o Clsutal-W.

Seqliéncia A Sequéncia B % Similaridade
1 T.c.AspB 2 T.c.AspC 27
1 T.c.AspB 3 T.c.PhA 6
1 T.c.AspB 4 T.c.PhB 11
1 T.c.AspB 5 T.c.AspA 94
2 T.c.AspC 3 T.c.PhA 7
2 T.c.AspC 4 T.c.PhB 2
2 T.c.AspC 5 T.c.AspA 18
3 T.c.PhA 4 T.c.PhB 96
3 T.c.PhB 5 T.c.AspA 6
4 T.c.PhB 5 T.c.AspA
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Uma busca de motivos e expressdes regulares em T.c.AspB foi realizada
utilizando o PROTOGIM. De acordo com essa ferramenta T.c.AspB apresenta o motivo
de Asparaginase/Glutaminase, sinais de direcionamento para organelas da via
secretora, sitios de N-glicosilacdo e sitios de N-miristilagdo. Utilizando a ferramenta
signalP 3.0 foi observado que o gene apresenta um peptideo sinal na regido N-terminal
(Figura 4.10).
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Figura 4.10. Predicdo de peptideo sinal utilizando o SignaP, demonstrando um possivel sitio de clivagem entre a
posicéo 34 e 35 da proteina T.c.AspB de Trypanosoma cruzi.

Utilizando o TMHMM foi observado que existem duas possiveis hélices
transmembranares na proteina T.c.AspB, uma na posi¢ao 15 — 37 e outra na posi¢ao
89 — 108 (Figura 4.11).
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Figura 4.11. Previséo de regides transmembranares de T.c.AspB de Trypanosoma cruzi utilizando o TMHMM.
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Foram encontrados 6 outros genes que codificam para L-Asparaginases em
tripanossomatideos, 2 de Leishmania major (chamados de L.mj.AspA e L.mj.AspB), 2
de Leishmania infantum (chamados de L.inf.AspA e L.inf AspB) e 2 de Leishmania
brasilienses (chamados de L.b.AspA e L.b.AspB). E interessante observar ndo ha
genes para L-Asparaginase no genoma de parasitas do complexo T. brucei. As
sequéncias de aminoacidos encontradas em tripanossomatideos foram alinhadas e o

resultado esta representado na figura 4.12.
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Figura 4.12. Alinhamento da proteina L-Asparaginase de tripanossomatideos. As seqiiéncias sdo dos seguintes
organismos Leishmania infantum (L.in.AspA e L.in.AspB), de Leishmania major (L.mj.AspA e L.mj.AspB),
Leishmania brasiliensis (L.b.AspA e L.b.AspB) e Trypanosoma cruzi (T.c.AspB e T.c.AspC). As seqliéncias foram
alinhadas utilizando o Clustal-W, os aminoacidos conservados foram marcados em preto e os aminoacidos similares
em cinza, de acordo com o BoxShade 3.2.
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De acordo com o Clustal-W foi observado que L.in.AspA é mais similar a
L.mj.AspA (94%), assim como a L.in.AspB é mais similar a L.mj.AspB(92%). A
L.b.AspA apresenta 84% de similaridade com a L.mj.AspA e L.in.AspA. Porém quando
se compara a AspA com a AspB de uma mesma espécie observa-se nao mais do que
25% de similaridade. A T.c.AspB apresenta 54% de similaridade com L.b.AspB e 51%
com L.mj.AspB.

A L-Asparaginase foi encontrada em diversos outros organismos. Utlizando as
sequéncias de aminoacidos encontradas uma arvore filogenética foi gerada e esta

representada na figura 4.13.

91 E.coli.Aspl
96 H.sapiens.Asp
50 T.c.AspC
E.coli.Aspll
99 S.cerev.Aspl
99 S.cerev.Aspll
T.c. AspB
A.thal.Asp
—
0.2

Figura 4.13. Filogenia da sequiéncia de aminoacidos da proteina L-Asparaginase de diferentes organismos. A arvore
filogenética foi gerada utilizando o método de Neighbor-joining usando o programa MEGA 3.1. O tamanho dos
bragos é proporcional a distancia entre as seqiiéncias de amininoacidos. O valor de bootstrap de 1000 réplicas esta
indicado.

A comparagao das sequéncias das proteinas L-Asp, incluindo outros organismos
geneticamente distantes, pemitiu observar a presenga de dois residuos conservados
de glicina (G) entre os organismos, que esta representado na figura 4.14. Estes
residuos estdo presentes na regido catalitica em organismos cuja proteina ja foi

caracterizada funcionalmente.
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T.c.AspB = ------- GGVGALNSESSLVLRELASVAKARDIVLCATVQEP----------------- F 431
T.c.AspA = -—------ GGVGALNSESSLVLRELASVAKARDIVLCATVQEP----------------~ F 165
E.coli.AspI = ------- YGVGNAPQN-KAFLQELQ-EASDRGIVVVNLTQCM----------------- S 275
H.sapiens.Asp = ------- FGSGNGPTK-PDLLQELR-VATERGLVIVNCTHCL----------------- Q 301
G.lamb.Asp = ------- YGAGNGPTDDKHFVSAIK-LLKSKNVVVIGVTQTH----------------- W 330
D.disc.AspI = ------- YGSGNAPAKKSRFLEAIT-LAVKRGVIVIVTSQCL----------------- R 367
T.c.AspC  ------- YGGGNAPTRGGYMKEIVR-KAVERDIAVCVCTONL---------~-------~ Y 320
S.cerev.Aspl = ------- MGAGSLPEE- - -VNETCM- - - -KLS-LPIVYSKRS----------------- M 324
S.cerev.AspII = = ------- SGAGSWTATGSIVNEQLY----EEYGIPIVHSRRT----------------- A 311
E.coli.AspII = ------- VGNGNLYKSVFDTLATAA- - - -KTGTAVVRSSRVP-------------—--—— T 297
D.disc.AspII = ------- TGTGEAFMRTVAAFDIAAMMEYGSLSLKDASNKVV----------------- M 292
A.thal.Asp FLVGCCVSGAGEYLMRGFAARECCTSLALSQAGPASAAMKVLRSVMHQESSKIGTADKTA 332

Figura 4.14. Ainhamento multiplo de L-asparaginases de diferentes organismos representando a regido onde foram
encontrados 2 residuos de Glicina(G) conservados. O Alinhamento foi realizado utilizando o Clustal-W. Os
organismos representados sdo: Trypanosoma cruzi (T.c.AspA, T.c.AspB e T.c.AspC), Escherichia coli (E.coli.Aspl e
E.coli.Aspll), Homo sapiens (H.sapiens.Asp), Giardia lamblia (G.lamb.Asp), Dysctiostelium discoideum (D.disc.Aspl
e D.disc.Aspll), Sacharomycea cerevisiae (S.cerev.Aspl e S.cerevAspll) e Arabidopsis thaliana (A.thal.Asp).

4.2.3. Amplificacdo dos genes ASA e AspB de Trypanosoma cruzi

Para amplificagdo da ORF do gene ASA e ORF do gene AspB de Trypanosoma
cruzi, oligonucleotideos especificos foram desenhados para as respectivas regides.
Apods obtencdo de DNA gendmico da cepa CL Brener de T. cruzi, 20 ng de DNA foram
utilizados para uma reagdo em cadeia da polimerase (PCR) nas condi¢cées descritas
em materiais e métodos. Diferentes concentragcbes de Cloreto de Magnésio foram
testadas para otimizar a reacdo de amplificagcdo. Como mostra a figura 4.15, para o
gene ASA a concentragao de 2.0 mM de MgCl, apresentou uma amplificagdo de menor
intensidade do que as concentragcdes de 1,5 mM e 2,5 mM, porém nessas duas
concentragbes nao houve diferenga significativa entre a intensidade das bandas.
Baseado nesses resultados as reac¢des de PCR subsequentes para o gene ASA foram
feitas utilizando a concentragdo de 1,5mM de MgCl,. A mudanga de concentragcédo de
MgCl, na PCR de AspB (Fig. 4.16) nao alterou a intensidade da banda, porém na
concentracdo de 2,5 mM, foi observada a amplificacdo de uma banda inespecifica.
Baseado nesses dados a concentracdo de 1,5 mM foi utilizada em amplificacdes

posteriores.
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<+— 1,04 Kb

Figura 4.15. Gel de agarose a 0.8% contendo o gene ASA amplificado por PCR a partir de DNA genbmico de
Trypanosoma cruzi CL-Brener, com diferentes concentragdes de MgCl,. MK A Hindlll; Pogo 1: 1,5mM MgCl,. Pogo 2:
2,0mM MgCly. Pogo 3: 2,5mM MgCls.

<+— 1,47Kb

Figura 4.16. Gel de agarose 0.8% representando o gene AspB de Trypanosoma cruzi CL Brener amplificado por
PCR a partir de DNA genémico variando a concentragdo de MgCl, MK XA Hindlll; Pogo 1: 1,5mM MgCl, . Pogo 2:
2,0mM MgCl,. Poco 3: 2,5mM MgCly.

4.2.4. Construcdes

a) Clonagem em pGEM-T easy

Produtos de PCR foram clonados no vetor pGEM-T aproveitando o estado
linearizado do vetor e a presenga de uma timina flanqueadora que permite a entrada
de produtos amplificados pela enzima Taq Polimerase, uma enzima incluida na reagao
de PCR, que adiciona uma adenina aos produtos de PCR ao final de cada ciclo de

amplificagéo.
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Para as construgdes pGEM-ASA e pGEM-AspB os genes foram amplificados
por PCR, purificados a partir de gel de agarose e diretamente clonados no vetor
pGEM-T easy (PROMEGA, mapa em anexo) (Fig. 4.17) através de uma reagao de
ligacdo, utilizando a enzima T4 ligase. Os produtos da ligagéo foram transformados em
células competentes E. coli DH5a preparadas de acordo como descrito em materiais e
métodos. O DNA de colbnias recombinantes foi obtido e digerido com as enzimas
Hindlll e Xhol e analisado em gel agarose através de eletroforese. As figuras 4.18 e

4.19 mostram a liberagéo dos insertos correspondentes aos genes clonados.

X < <
II Produto de PCR diretamente clonado ‘ | Gene AspB | ‘

~1,04Kb ~1,47Kb

pGEM®-T Easy
Vi

ector
(3015bp)

[1 Geneasa []

pGEM-ASA
~4,05Kb

pGEM-AspB
~4,48Kb

Figura 4.17. Esquema de clonagem do gene ASA e AspB de Trypanosoma cruzi no vetor pGEM-T easy.

MK 1 2 3

<+— 3,0Kb

<+— 1,04 Kb

Figura 4.18. Clonagem do gene ASA de Trypanosoma cruzi em pGEM-T easy. MK A Hindlll; Pogo 1: Vetor pGEM-T
easy nao digerido; Pogo 2 e 3: pGEM-ASA digerido com Hindlll e Xhol Clones 1 e 2, respectivamente
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Figura 4.19. Clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi no vetor pGEM-T easy. MK A Hindlll; Pogo 1: Vetor
pGEM-T easy nao digerido; Pogo 2: pGEMAspB digerido com BamHI e Hindlll Cone 1.

b) Clonagens em Pet28a(+)

Para expressao de proteina recombinante em bactérias o plasmideo pET28a(+)
foi utilizado (ver mapa em anexo) o qual permite a clonagem do gene desejado em
fase com uma cauda de 6 histidinas C-terminal, facilitando a purificacdo posterior da
proteina em coluna de niquel.

A construcao pGEM-ASA e o plasmideo Pet28a(+) foram digeridos com as
enzimas Hindlll e Xhol, o que permitem a clonagem direcionada do gene ASA no
vetor Pet28a(+) (Figura 4.20).

S
-§$
[

(I ,\770/

Gene ASA

Clonagem direcionada
Pet28ASA
Hindlll Xhol ~6.4Kb

-28a(+
P'E('gjggfs( )

Figura 4.20. Esquema da estratégia de clonagem do gene ASA no vetor de expressao em bactéria pET28a(+).

Os produtos das clivagens com as enzimas de restrigdes foram submetidas a

eletroforese para recuperagédo do inserto e do plasmideo Pet28a(+) linearizado. Apds
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recuperacdo com o kit Gene Clean (Promega®) os produtos foram submetidos a

eletroforese e quantificados (Fig. 4.21).

MK 1 2

<+— 53Kb

<+— 1,04 Kb

Figura 4.21. Analise de produtos de clivagem purificados em gel de agarose 0.8%. MK A Hindlll; Pogo 1: Pet28a(+)
digerido com Hindlll e Xhol; Pogo 2: Produto de PCR ASA digerido com Hindlll e Xhol.

A quantificacdo do DNA plamidial e do inserto foi feita através da comparacéo
de intensidade das bandas com o marcador de peso molecular utilizado. Os calculos
foram feitos para que a reacado da ligacdo mantenha uma relagdo molar de 1:5 - 10
(vetor:inserto). Apos a ligagdo e transformagdo em bactérias competentes, colonias
recombinantes foram analisadas através de digestdo com Hindlll e Xhol. Varios clones
positivos foram encontrados, sendo um deles selecionado para obtencdo de DNA
plasmidial em grande escala pelo método de lise alcalina descrita em materiais e

métodos. Este clone esta representado na figura 4.22.

| «<— 53Kb

<+— 1,04 Kb

Figura 4.22. Clonagem do gene ASA de Trypanosoma cruzi em pET28a(+). Clone pET28ASA. Um gel de agarose a
0.8% foi corrido com as amostras de DNA plasmidial obtido a partir de 200mL de cultura de bactéria contendo o
clone. MK A Hindlll; Pogo 1: pET28a(+) nao digerido; Pogo 2: pET28ASA digerido com Hindlll e Xhol.

Utilizando a mesma metodologia o gene AspB foi clonado em Pet28a(+), porém
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os sitios utilizados para clonagem foram BamHI e Hindlll (Fig. 4.23). O plasmideo
digerido e o produto amplificado e digerido, ambos com as enzimas BamHI e Hindlll
foram recuperados e estédo representados na figura 4.24 e o clone na figura 4.25. Apos
ligacdo e transformagdo, alguns clones foram obtidos e submetidos ao
sequenciamento, na plataforma do Instituto Oswaldo Cruz, para confirmacdo da

sequéncia do gene.

Figura 4.23. Esquema representativo da estratégia de clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi no vetor de
expressao em bactéria pET28a(+).

<+— 53Kb

<+— 147Kb

Figura 4.24. Clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi em pET28a(+). Um gel de agarose a 0.8% foi corrido
com as amostras de DNA digeridas e recuperadas a partir de gel de agarose. MK A Hindlll; Pogo 1: pET28a(+)
digerido com BamHI e Hindlll; Pogo 2: Produto de PCR AspB digerido com BamHI e Hindlll.

MK 1 2
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Figura 4.25. Clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi em pET28a(+). Clone Pet28AspB. Um gel de agarose
a 0.8% foi corrido com as amostras de DNA plasmidial obtido a partir de 200mL de cultura de bactéria contendo o
clone. MK A Hindlll; Pogo 1: pET28a(+) n&o digerido; Pogo 2: Pet28AspB digerido com BamHI e Hindlll

c) Clonagem em pTEX

O plasmideo de expressdo utilizado para gerar epimastigotas de T. cruzi
transgénicos foi o vetor pTEX (Kelly e col, 1992) que apresenta um gene de resisténcia
ao antibidético Neomicina, permitindo que os parasitas transfectados sejam
selecionados com a adicdo de concentragdes crescentes do analogo de Neomicina, a
Geneticina (G418). Além disso o vetor contém regides regulatorias 5’UTR e 3'UTR do
gene de GADPH que garante a estabilidade de RNAs exdgenos expressos no
parasitas. A construgao pTEXASA foi gerada através da clonagem direcionada de ASA
retirado de pET28ASA utilizando as enzimas de restricdes Hindlll e Xhol, no vetor
pTEX, digerido com as mesmas enzimas (Fig. 4.26). A mesma estratégia foi utilizada
para obter a construgao pTEXAspB, porém utilizando os sitios BamHI e Hindlll, e o
gene AspB retirado da construcdo pET28AspB, utilizando as mesmas enzimas (Fig.

4.27). A figura 4.28 mostra os clones referentes as duas construcoes.
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Figura 4.26. Esquema representativo da estratégia de clonagem do gene ASA de Trypanosoma cruzi no vetor de
expressao em parasitas pTEX.
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Gene ASA | |
Pet28ASA ' st\ QS
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I Gene ASA I
Clonagem direcional
PTEXASA
Hindlll  Xhol ~664kb

pPTEX
~5,6kb

Figura 4.27. Esquema representativo da estratégia de clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi no vetor de
expressao em parasitas pTEX.
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Figura 4.28. Clonagem dos genes AspB e ASA de Trypanosoma cruzi no vetor de expressdo em parasitas pTEX.
Um gel de agarose 0.8% foi corrido com o DNA plasmidial obtido a partir de 200mL de bactérias recombinantes.
Clones pTEXAspB e pTEXASA. MK A Hindlll; Pogo 1: pTEXAspB nao digerido; Pogo 2: pTEXAspB digerido com
BamHI e Hindlll; Pogo 3: pTEXASA néo digerido; Pogo 4: pTEXASA digerido com Hindlll e Xhol.

d) Clonagem em pCDNA3

Além das construgdes para posterior geragdo da proteina recombinante em
sistema heterélogo, uma outra estratégia para produzir soro policlonal monoespecifico
anti AspB foi realizada, sendo baseada na clonagem do gene AspB no plasmideo
pCDNAS, o qual pode ser usado para imunizagdes de DNA em camundongo.

O gene AspB foi retirado da construgao pET28AspB, como mostra a figura 4.29,
através da digestdo com BamHI e Notl e subclonado em pCDNAS3 digerido com as

mesmas enzimas. O clone esta representado na figura 4.30.

| cenenss |

Pet28AspB

Gene AspB

Clonagem direcional
pcDNA3AspB

~6.87Kb

BamHl Notl

PepiAS

Figura 4.29. Esquema representativo da estratégia de clonagem do gene AspB de Trypanosoma cruzi no vetor
pCDNA3.
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Figura 4.30. Clonagem dos genes AspB de Trypanosoma cruzi no vetor parasitas pCDNA3. Um gel de agarose
0.8% foi corrido com o DNA plasmidial obtido a partir de 200mL de bactérias recombinantes. Clone pCDNA3. MK A
Hindlll; Pogo 1: pPCDNA3AspB nao digerido; Pogo 2: pPCDNA3AspB digerido com BamHI e Notl.

4.2.5. Imunizagdo de Camundongos BALB/C com pCDNA3AspB

Uma colénia recombinante de pCDNA3AspB foi crescida durante 16 horas em
400mL de LB contendo o antibiético de selegdo (Ampicilina 100ug/mL). Posteriormente
um gradiente de Cloreto de Césio foi gerado, permitindo a separacdo de bandas que
correspondem ao DNA plasmidial circular de acordo com descrito em Materiais e
Métodos. Ao final da purificagcdo o DNA plasmidial foi aplicado em um gel de agarose
(Fig. 4.31) e quantificado em um espectofotdmetro. Um total de 6 mg de pCDNA3AspB

foi obtido na concentracao de 3ug/uL.

Figura 4.31. DNA plasmidial de pCDNA3AspB purificado a partir de 400mL de bactérias recombinantes através de
Gradiente de CsCl,. MK A Hindlll; Pogo 1: pCDNA3AspB purificado.
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As imunizagdes de camundongos BalB/C, de 6 a 8 semanas, foi realizada de acordo

com a Tabela 4.3.

Tabela 4.3. Imunizacao de BalB/C de 6 a 8 semanas com pCDNA3AspB.

Camundongo 12 Imunizagao(Dia 1) 22 Imunizagao(Dia 15) 3?2 Imunizagéo(Dia 30)
Controle (pCDNA3) 100ug pata 100ug pata 100ug pata
Experimental 1 (pCDNA3AspB) 100ug pata 100ug pata 100ug pata
Experimental 2 () CDNA3AspB) 100ug pata 100ug pata 100ug pata
Experimental 3 (P CDNA3AspB) 100ug pata 100ug pata 100pg pata

Foi realizada pungéo cardiaca apos 45 dias da imunizagdo dos camundongos,
retirando-se em torno de 1mL de sangue, correspondente a mais ou menos 200uL de

soro policlonal anti-AspB.

4.2.6. Presenca dos genes ASA e AspB em Trypanosoma cruzi Tcle Tcll

O nosso grupo esta interessado na busca de padrdes e diferengas nas cepas do
grupo Tcl e Tcll, de acordo com classificagdo de Zingales, 2000. Para avaliar se ha
alguma diferenga em relagdo a presenga do gene de ASA e AspB e os seus
respectivos tamanhos, realizamos uma PCR utilizando DNA genbmico de
representantes de Tcl e de Tcll, gentimente cedidos pela Dr. Ana Jansen
(Departamento de Parasitologia/FIOCRUZ). Foi observado que o gene esta presente
nos dois grupos, apresentando bandas no mesmo tamanho do gene da cepa de
referéncia T. cruzi CL Brener (Figs 4.32 e 4.33).

64



il b — 1,04 Kb

Figura 4.32. Amplificagdo do gene ASA em diferentes grupos de T. cruzi. MK: A Hindlll; Pogo 1: controle sem DNA;
Pogo 2: controle negativo pTEX; Pogo 3: controle positivo pTEXASA; Pogo 4: T.c. CL-Brener (Tcll); Pogo 5: T.c.
MLCD88 (Tcll); Pogo 6: T.c. JCT1 (Tcll); Pogo 7: T.c. Colombiana (Tcl); Pogo 8: T.c. 4264 (Tcl).

MK1 2 3 45 6

<+— 1,47Kb

Figura 4.33. Amplificagdo do gene AspB em diferentes grupos de Trypanosoama cruzi. MK: A Hindlll; Pogo 1:
controle sem DNA; Pogo 2: controle negativo pTEX; Pogo 3: controle positivo pTEXAspB; Poco 4: T.c. CL-Brener
(Tcll); Pogo 5: T.c. MLCDB88 (Tcll); Pogo 6: T.c. 4264 (Tcl).

4.2.7. Presenca do gene de Asparaginase no genoma de T. cruzi Cl Brener

Para comprovar a existéncia do gene de L-Asparaginase no genoma de T. cruzi
CL-Brener e posteriormente averiguar o numero de coépias, um Southern Blot foi
realizado utilizando como sonda o gene AspB amplificado por PCR a partir da
construcdo pGEM-AspB e posteriormente recuperado a partir de gel de agarose. A
sonda foi marcada radioativamente de acordo com descrito em materiais € métodos e
incubada com a membrana de nylon contendo o DNA genémico de T. cruzi CL-Brener
(25ug) néo digerido e digerido com EcoRI. Foi observada (Fig. 4.34) a presenca de
pelo menos uma copia do gene no genoma desse parasita. A digestdo com BamHI

também foi realizada apresentando o0 mesmo padrao (dado nao mostrado), sugerindo
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que é um gene de cdpia unica.

Figura 4.34. Southern Blot de DNA genémico de T. cruzi Cl-Brener, utilizando sonda radioativa baseada no gene
AspB de Trypanosoma cruzi CL-Brener. Pogo 1: DNA gendmico de T. cruzi CL-Brener ndo digerido; Pogo 2: DNA

gendmico de CL-Brener digerido com EcoRI.
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5. DISCUSSAO



Uma vez que o0s aminodacidos participam em uma variedade de rotas
metabdlicas, que dao origem a diversos compostos essenciais para a sobrevivéncia
dos parasitas nas diversas fases do crescimento, os transportadores e enzimas
relacionadas ao metabolismo de aminoacidos podem ser eficazes alvos para o
desenho de farmacos.

A compreensao do transporte de aminoacidos pode ser baseado em parametros
cinéticos. A analise dos mecanismos de transporte € feita principalmente por ensaios
de competicdo com o substrato e por analise do efeito de ions e ATP na atividade do
transportador (Kandpal M e col 1996).

No presente trabalho nosso grupo descreveu os mecanismos de transporte de
glutamato em formas promastigotas de Leishmania amazonensis. Esse sistema é
saturavel e utiliza a forca préton motriz gerado pelo gradiente de H* na membrana
celular, sugerindo que ocorra um co-transporte de glutamato e prétons, assim como
encontrado por Vieira LL e Cabantchik ZI (1995) em promastigotas de Leishmania
major. Para demonstrar a dependéncia de H' no transporte de L-glutamato, a
incorporagdo desse aminoacido radioativamente marcado foi realizada em diferentes
pH, demonstrando a atividade do transportador varia de acordo com o pH do meio
extracelular e apresenta atividade 6tima de incorporagao de L-glutamto entre os pH 5.5
e 6.5. No sistema de transporte de glutamato de T. cruzi o pH é 5.0, estando préximo
ao valor encontrado no sistema em Leishmania amazonensis (Silber AM e col 2006).
Essa semelhanca pode estar relacionada a fase de vida em que a atividade do
transportador € mais necessaria, podendo ser na forma amastigota no hospedeiro
vertebrado, uma vez que o parasita sobrevive em ambientes com pH acido.

A incorporagdo de L-glutamato em L. amazonensis é dependente do ion K", pois
na presencga da valinomicina, o transporte de L-glutamato foi inibido em mais do que
50%. Além disso, em ensaios de substituicdo de ions, houve um aumento na
incorporacdo de L-glutamato em PBS modificado contendo apenas o ion K. Essa
dependéncia ndo ocorre no sistema de transporte de L-glutamato em T. cruzi (Silber
AM e col 2006), sendo uma diferenga no mecanismo de transporte de glutamato entre
esses organismos que pode ser posteriormente explorada, podendo estar relacionada
com as pressdes seletivas que um ou outro organismo sofre, levando ao
estabelecimento de caracteristicas diferenciais para um sistema que utiliza o mesmo

substrato.
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Além disso, mostramos que o transporte de L-glutamato em L. amazonensis n&o
€ dependente de ATP, assim como mostrado em T. cruzi (Silber AM e col 2006). Os
parametros cinéticos estudados demonstram que o transporte de L-glutamato em L.
amazonensis é saturavel, e apresentando um platé apds 15 minutos de incubagao com
aminoacido marcado. O sistema apresenta Vmax ¢e 123 + 0.003 pmoles x min™ por 20 x
10° células e Ky de 0.59 + 0.04 mM. A Ky estd na mesma ordem de grandeza da
descrita para os sistemas combinados A e B de transporte de prolina em promastigotas
de Leishmania donovani (0.65mM) (Mazareb e col S 1999) e o sistema de transporte
de L-glutamato de Trypanosoma cruzi (0.3mM) (Silber AM e col 2006). A Vmax
encontrada por nosso grupo similar ao valor encontrado no sistema de transporte de L-
glutamato de T. cruzi (Vmas= 98.34 pmoles min ™' por 20 x 10° células) (Silber AM e col
2006). Porém a energia de ativagao calculada para o transportador de L. amazonensis
evidencia que é um diferente do sistema encontrado em T. cruzi, porém com algumas
caracteristicas conservadas como a dependéncia de um gradiente de protons, e
parametros cinéticos como Vmax € K.

Outro parametro cinético demonstrado foi a dependéncia de temperatura para a
atividade do transportador de L-glutamato em L. amazonensis, como encontrado em
diversos outros sistemas (Mazareb e col S 1999, Kandpal M e col 1995, Silber AM e col
2002, Canepa GE e col 2004). A atividade € basal a 15° C e aumenta em torno de 2,5
vezes, a 30° C, ponto em que atinge a atividade maxima. Em contrapartida, o
transporte em T. cruzi apresenta uma temperatura 6tima a 40° C (Silber AM e col
2006).

Para averiguar a proporgao de L-glutamato que € direcionada pelo parasita para
a sintese protéica o nosso grupo analisou a quantidade de L-glutamato radioativo em
fragbes protéicas. Foi demonstrado que 39% do aminoacido é utilizado para sintese
protéica, evidenciando o fato que esse aminoacido ndo é importante apenas para a
sintese de proteinas, pois 0s 61% dos aminoacidos permanecem na fragao soluvel e
podem desempenhar outras fungdes celulares importantes, como sintese de
poliaminas e osmorregulagcdo. Porém experimentos posteriores devem ser feitos para o
entendimento da utilizagcdo do glutamato nesses parasitas. A quantidade de L-
glutamato que é incorporada em proteinas € exatamente igual a encontrada em
Trypanosoma cruzi (Silber AM e col). Em T. cruzi ja existem evidéncias de que o L-
glutamato, junto com aspartato e glicose sdo esséncias para a diferenciacéo celular
(Contreras VT e col 1985). E possivel que o L-glutamato seja importante na

diferenciagdo em Leishmania sp., porém nenhum estudo comprovou esse papel até o
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momento.

De forma geral, as caracteristicas bioquimicas do transportador de glutamato
descritas sugerem que ele seja pertencente a familia de aminoacidos/auxinas
permeases (AAAP), da qual fazem parte os transportadores que se utilizam do
potencial eletroquimico para seu funcionamento (Bouvier LA e col 2004). A presenca
de mais de 60 diferentes genes que codificam para essa familia foi encontrada em
T.cruzi através de estratégias de bioinformatica (Bouvier LA e col 2004), mostrando
que ha possibilidade de redundancia de transportadores, que por fim garantiriam o
suprimento de aminoacidos para a célula.

O controle do transporte de nutrientes e ions para dentro e fora das células é
importante para a manutencdo da homeostase intracelular e para garantir os
requerimentos metabdlicos e fisioldgicos para a adaptagédo do parasita ao ambiente do
seu vetor e hospedeiro (Zilberstein D 1993).

Até o presente momento a evidéncia de que Leishmania sp. é capaz de
metabolizar o L-glutamato (Blum JJ 1996) e o fato de L. amazonensis eficientemene
incorporar L-glutamato é um indicativo da relevancia desse aminoacido no
metabolismo desses parasitas, tanto para sintese protéica como para outros
mecanismos celulares.

A elucidagcdo do mecanismo de transporte de L-glutamato nas formas
amastigotas de L. amazonensis seria de grande importancia para o entendimento da
necessidade de L-glutamato e seu papel nessas formas. Uma vez que se mostre que
apresenta papel vital o posterior entendimento da estrutura molecular do transportador
abriria novas perspectivas de desenvolvimento de farmacos especificos para a forma
presente no hospedeiro mamifero.

No contexto de metabolismo de aminoacidos iniciamos uma busca por genes
que pudessem ser caracterizados em Trypanosoma cruzi que pudessem ser
interessantes alvos quimioterapicos. Nosso grupo fez uma busca em bancos de dados
contendo as informag¢des do genoma recém terminado das trés espécies causadoras
de doencas em humanos, T. cruzi, T.brucei e Leishmania major (El Sayed MM e col
2005). Apds a andlise dos dados encontrados dentro do contexto do metabolismo de
tripanossomatideos selecionamos genes que codificam para enzimas chaves do
metabolismo de asparagina para serem caracterizados. O metabolismo de asparagina
estad relacionado com o metabolismo de glutamato e aspartato. O glutamato e o
aspartato sdo aminoacidos essenciais para a diferenciacdo in vitro de formas

epimastigotas para formas tripomastigotas metaciclicas em T. cruzi (Contreras VT e col
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1985).

Asparagina sintetase, ja foi isolada de organismos eucariotos e procariotos, e
cataliza a reagcdo de conversdo dependente de ATP, do aspartato a asparagina,
utilizando a glutamina como fonte de nitrogénio (Campbell HA e Mashburn LT 1969). A
asparagina sintetase encontrada em bactérias ja tem sua estrutura cristalizada, o que
permitiu diversos estudos na busca de um inibidor efetivo (Tesson AR e col 2003).
Porém no metabolismo de parasitas pouco se sabe sobre o papel dessa enzima e sua
estrutura molecular.

Para o inicio da caracterizacdo desse gene em T. cruzi, ferramentas de
bioinformatica diponiveis on-line foram utilizadas. As proteinas selecionadas
apresentam dominios cataliticos caracteristicos da familia de asparagina sintetases a
que pertencem e isso é um indicativo da fungcdo dos genes dentro do metabolismo de
aminoacido de T. cruzi.

Inicialmente uma comparacdo foi feita entre os genes encontrados em
tripanossomatideos, e foi observado que o gene da asparagina sintetase esta presente
em espécies de Leishmania, em Trypanosoma brucei e em T. brucei congolensis. A
sequéncia de aminoacidos das proteinas que sao codificadas por esses genes séo
conservadas entre as espécies de tripanossomatideos estudadas, evidenciando que
poderiam ter uma estrutura conservada e desenvolver papéis semelhantes. Pode-se
observar que a AS de T.cruzi apresenta maior similaridade com a AS de T. brucei.

A capacidade de sintetizar asparagina pode ter sido selecionada ao longo da
evolugdo dos organismos como uma etapa metabdlica essencial. Até o0 momento nao
existem evidéncias de que os parasitas sejam capazes de obter asparagina do meio, e
se essa obtengcdo € maior ou menor do que a quantidade sintetizada pelo proprio
parasita. Em células BALB3t3 de mamiferos, o nivel basal de RNAm de AS aumenta
quando as células sao cultivadas em meio privado de asparagina, porém nao se sabe
qual o mecanismo envolvido no controle da expressdao da proteina em diferentes
condigdes ambientais (Min B e col 2001). Esse € um aspecto importante de regulagéo
de expressao génica que ainda é pouco conhecido (Chiyo T e col 1995).

Seria interessante avaliar futuramente se o crescimento de T.cruzi in vitro é
afetado pela retirada de asparagina do meio, ou se ele é capaz de compensar a
auséncia do aminoacido através do aumento da express&o ou atividade da asparagina
sintetase.

Uma comparagao entre os genes de AS de outros organismos demonstrou uma

semelhanga maior com as proteinas de procariotos, de E.coli e de Y. pestis (em torno
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de 70% de similaridade) do que com proteinas de eucariotos como S. cerevisiae.
Interessantemente a asparagina sintetase de Trypanosoma cruzi € bastante diferente
da encontrada em humanos (21% de similaridade). Pelo fato da maioria das drogas e
medicamentos do combate a Doenga de Chagas serem toxicas por apresentarem
pouca seletividade, a divergéncia entre esse genes pode ser explorada como uma
estratégia promissora.

Apenas quatro vias sao universalmente conservadas em um grupo de 12
eucariotos estudados recentemente: a que produz asparagina, glutamina, glicina e
prolina (Payne SH e Loomis WF 2006). A habilidade de sintetizar asparagina e prolina
€ universalmente conservada, porém, a analise das enzimas dessas rotas sugerem
que os mecanismos de sintese ndo o sdo (Payne SH e Loomis WF 2006). Esse € um
aspecto interessante a ser estudado do ponto de vista evolutivo.

No presente trabalho, clonamos o gene de AS T. cruzi em um vetor de
expressao em bactéria para gerar a proteina recombinante e avaliar em trabalhos
futuros o nivel de expressao dessa proteina no modelo de estudo. Esses dados seriam
de importante contribuicdo para o entendimento do metabolismo intermediario do
parasita. A elucidacado da atividade enzimatica da asparagina sintetase também deve
ser estudada em experimentos futuros pelo nosso grupo.

A hipétese de que a asparagina € uitlizada como fonte de carbono e energia nos
parasitas também pode ser avaliada, determinando assim a importancia da asparagina
na formacé&o de outras moléculas e no metabolismo energético de T. cruzi.

A L-asparaginase, enzima que hidroliza a asparagina formando asparatato e
amoénio esta presente em diversos organismos desde bactérias, fungos, plantas até
mamiferos (Wriston e Yellin 1973). Essa enzima tem sido usada como tratamento para
casos de Leucemia, pois depleta a quantidade de asparagina no sangue e medula
O0ssea. As células ndo cancerigenas sao capazes de manter a sobrevivéncia e a taxa
de sintese protéica e multiplicagdo, pela atividade compensatoria da asparagina
sintetase. Em contrapartida as células cancerigenas apresentam baixa atividade da
AS, de forma a morrerem por falta de asparagina (Bussolati O e col 1995). Esse
mecanismo de morte tem sido estudado e se sabe que as células param na fase G1 do
ciclo celular e morrem por apoptose (Ando M e col 2005).

Baseado no GeneDB, foram encontrados 5 genes que codificam para putativas
L-asparaginases no genoma de T. cruzi. Esses 5 genes foram analisados e a partir
dessas analises um foi selecionado para caracterizagdo génica e funcional. Esse gene,

por motivos didaticos foi denominado por nosso grupo de AspB. AspB apresenta um
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peptideo sinal, indicando que pode ser direcionado para organelas da via secretéria. O
gene apresenta também motivos de N-glicosilagado e N-miristilagdo, que sugerem que a
proteina passe por processos de modificacdes pés-traducionais. E interessante notar
que foram encontrados duas regides na proteina L-AspB que possivelmente sdo
regides transmembranares. A primeira esta localizada na regido N-terminal da proteina
e possivelmente corresponde ao peptideo sinal que sera clivado, porém a outra esta
localizada em torno do aminoacido 100. A segunda regido transmembranar encontrada
pode ser um indicativo de que essa proteina seja ancorada na membrana plasmatica.

Genes que codificam para L-Asp estdo presentes nas diferentes espécies de
tripanossomatideos. E em cada espécie foi observada a presenca de pelo menos dois
genes, que foram denominados de AspA e AspB, por motivos didaticos. Em T. cruzi
além de AspA e AspB, foram encontrados mais 3 genes, que foram denominados de
AspC, PhA e PhB. Um alinhamento das AspA e AspB de Leishmania major e
Leishmania brasiliensis e AspB e AspC de T. cruzi foi realizado demonstrando que ha
uma divisdo de L-asparaginases em dois possiveis grupos, como encontrado em
outros organismos, como E. coli (Arima e col 1972) e S. cerevisiae (Kim KW e col
1988). Interessantemente, & possivel observar no alinhamento que ha uma divisao
entre esses dois grupos, no primeiro estando incluindo todas as AspB de Leishmania e
a T.c.AspB , e no segundo todas as AspA e T.c.AspC (Fig 4.11). Essas duas classes
de L-Asparaginases poderiam apresentar diferengcas estruturais e funcionais
importantes dentro do contexto do metabolismo de tripanosomatideos.

Outro fato interessante € que a L-asparaginase nao esta presente no genoma de
Trypanosoma brucei, que poderia indicar que essa rota de quebra de asparagina nao
existe nesse organismo, podendo ter sido ausente desde o surgimento da espécie, ou
ter sido perdida ao longo da evolugdo. Uma vez que parasitas da mesma familia
apresentam diferentes isoformas da enzima e T. brucei ndo, pode ser possivel que
tenha ocorrido uma perda da rota metabdlica. A perda de uma rota pode ser devido a
um acumulo de mutacdes deletérias, a perda da funcionalidade de uma enzima ou a
delecédo do gene do genoma (Payne SH e Loomis WF 2006). Isso indica que a etapa
de quebra de asparagina pode ter relagdo com a disponibilidade de asparagina ou
asparatato no ambiente em que o parasitas vive. O fato de T. brucei ndo invadir células
pode ser um indicativo de que esses parasitas apresentam uma maior disponibilidade
de aspartato livre na corrente sanguinea, e dessa forma diminuiria a necessidade de
obter aspartato a partir da quebra de asparagina. Uma outra explicagao poderia ser

uma maior necessidade de asparagina livre por parte de T.brucei que justificaria a
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auséncia de uma enzima capaz de depletar esse aminoacido. Isso se justificaria se
houvesse uma maior necessidade de asparagina por parte de T. brucei para processos
como replicacdo celular. Esses aspectos precisam ser experimentalmente
caracterizados. Uma analise das sequéncias do genoma de T.cruzi, L. major e T.
brucei aponta diversos genes que estdo presentes de forma diferencial nas espécies
(El Sayed e col 2005).

Quando comparadas as L-asparaginases de outros organismos a L-AspB se
apresenta filogeneticamente distante de L-asparaginases de outros organismos. A L-
AspC esta mais préxima filogeneticamente da L-Aspl de E. coli e da L-Asp presente em
Homo sapiens, indicando que essa nao seria um bom candidato a desenho de
farmacos. Essa diferenga entre essas duas L-Asparaginases de T. cruzi sugerem mais
uma vez a existéncia de dois grupos de enzimas nesse organismo.

Para uma andlise inicial decidimos clonar a L-asparaginase e analisar a sua
representatividade no genoma. Através de um Southern Blotting de epimastigotas da
cepa CL-Brener observamos que T.c.AspB é possivelmente um gene de cdpia unica no
genoma, condigdo essencial para a geracdo de mutantes nulos e comprovagao do
papel da enzima na vida parasitaria (Taylor MC e Kelly JM 2006). Em colaboragdo com
grupo do Dr. Martin Taylor (London School of Hygiene and Tropical Medicine, Londres,
UK) pretendemos gerar parasitas transgénicos no sitema tetraciclina induzivel para
estudar o papel desse gene no metabolismo de T. cruzi.

O gene L-AspB foi clonado em vetor de expressdo em bactéria, para posterior
purificacdo e imunizagdo de camundongos para obtengdo de anticorpos policlonais
monoespecificos, porém ao se induzir a expressdao nado observamos a banda
correspondente a proteina esperada. Apds uma analise observamos a presenca de
numerosos codons raros apos sequenciamento do clone pET28AspB (Anexo). Essa é
a possivel causa da nao expressio da proteina de interesse. Seria necessario utilizar
linhagens bacterianas modificadas que sejam capazes de expressar os tRNA raros
correspondentes. Essa sera nossa proxima estratégia para expressao da proteina
recombinante a utilizacdo dessa proteina para o estudo da expressdao da L-
Asparaginase nas diferentes fase de vida de T. cruzi.

A geracao de transgénicos estaveis permitira observar alteragdes fenotipicas
em parasitas que sobreexpressam a L-Asp. Além disso permitira a realizagdo de
ensaios que comprovem a fungdo do gene no metabolismo intermediario de
Trypanosoma cruzi.

Elucidar o papel dessa enzima no metabolismo de parasitas também pode ser
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de importancia para o entendimento de etapas basicas do metabolismo de eucariotos
inferiores. Outra possibilidade é usar a enzima L-asparaginase de Trypanosoma cruzi
como alvo de drogas, uma vez que no presente trabalho se evidenciou que a L-AspB é
bastante divergente da asparaginase do hospedeiro vertebrado humano (4% de
similaridade). A caracterizagcdo da estrutura molecular dessa enzima de T. cruzi pode
ser realizada através de cristalografia e dessa forma abrir novos campos de desenho
racional de inibidores cataliticos. Para isso, acreditamos que a escolha de enzimas
envolvidas no metabolismo de asparagina em T. cruzi, e a caracterizacdo de sua
funcdo no contexto metabdlico seja o primeiro passo para estudos de desenho de

farmacos baseados nessas enzimas.
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6.1 - Mapas dos plasmideos

6.1.1. pGEMT-easy
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6.1.2. pCDNA3

Comments lar pcDMAS
5446 nuckeolides

ChWV promoter: bases 209-863
T7 promoter: bases 864-882
Paolylinker: basas 839-994

Sp6 promoter: bases 999-1016
BGH poly A: bases 1018-1249
SVA0 promolar: bases 1700-2115
SVa0 origin of replication: bases 1984-2065
Meomycin ORF; bases 2151-2945
SVA0 poly A° bases 3000-3372
ColE1 origin: bases 3632-4305
Ampicillin ORF: basas 4450-5310

" There is an ATG upstream A 150258

ol the Xba | site. Bsml

The sequence of pcDMNA3 has been complled from Information in sequence databases, published seguences,
and other sources. This vector has not yet been completely sequenced. If yvou suspect an emor In the sequence,
please contact Invitrogen's Technical Services Department at B00-055-6288,

U.S. Headquarters European Headquarters
Tel: 1-800-955-6288 Tel: +31(0) 594 515 175
Fax: 1-760-603-7201 Fax: +31(0)594 515312
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6.1.3. pET28a(+)

PET-28al+) sequence landmarks

TT7 promoter

TT transcription start
His+Tag coding sequence
TT7+Tag coding sequence
Multiple cloning sites
(BamH 1 - Xho I)

His+Tag coding sequence
T7 terminator

lacl coding sequence
pBER322 origin

Kan coding sequence

fl origin

370-386
369

270-287
207-239

158-203
140-157
26-72
T73-1852
3286
3995-4807
4903-5358

Xho l158)
Not lj166)
Eag lj1e8)
Hind lli(173)
Sal lj173)
Sac li130)
EcoR lj19z)
BamH lj198)
Nhe lf231)
Nde l(23g)
Nco lj296)
Xba lizzs)

Bal lli401)

SgraA ljaez)
Sph lises)

Bpu1102 Ij=0)
Dra lllfs127y

Pwu ljaazay
Sqf lja428)

Sma li2300)
The maps for pET-28b(+) and pET-28c(+)
are the same as pET-28a(+) (shown) with
the following exceptions: pET-28b(+) is a
5368bp plasmid: subtract 1bp from each site
beyond BamH I at 198, pET-28ci+) is a
5367bp plasmid: subtract 2bp from each site
beyond BamH I at 198,

Cla li4117)
Mru lpzoszy

.28a(+
PET:28a(+)

EcofT liz7ra

AlWN (2840

BssS lj2387)

BspLU11 Ii2224)

Miu Ig1123)
Bel lj1127)

BstE {1304

Apa li1324)

(2ggy-g1 1) 102

BssH llj1534)
EcoR V(1573)
Hpa li1e2)

PshA l{1o88)

Bal liz127)

ap l(3108) Fsp li2208)
Bst1107 lizoos) Psp5 ll{2230)
Tth111 lizgea)
T7 promoter primer #83348-3
pET ups.n%a?"prlner #69214-3 T7 pramaoter ac operator rhe
[ CTCACTATAGEEGAAT TGTGAGEEEATAACARTIT AGHANTAMTTTTGT TTAACT TTAAGRAGSAGA

Ndel Nhe T7+Tag
GUGRGCAGCCATATGRI TAGCATGAT IGEIGEACAGLAA
3 gl ySerhisMelAlaSertel ThrBlyBlvBIG1~
[ FTE—
thrombin
His*Tag

ABCACCACCACCACCACCACIGABATCCGRECTSCTACARARCED  pt
\rgh | af rof rofrefrofrelectrgserGlyCysknd

-Z8al-]

CTGABATCCGRT IGD TAACARAGICC =1:
L

1GAGATCCEGETRET AR
ihrGlulledrgledl ey

—Z8 (-]

—-28c(-)

TT terminator

TTGGEEECC ICTARAMCEGEETC T TBAGEERTITTITE

-—
T7 terminator primer #G8337-2

pET-28a-c(+) cloning/expression region
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6.1.4. pTEX
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6.2. Presenca de codons raros na sequéncia de pET28AspB

Aspl

GAT AGE GTT AGG CTTTGG GAC TCTTTTTTTTTCTITTIG TCTGAG TRC ACCTTG COG TITTICTCC CTCCCTTICTCT CTCTCT GTT GIT GTC Mgy GAG TAC
MR 66 766 G TG G ACC TG COG B 05 GC6 GCA AT BBA GAG GOC BTG GTG TCC BB AXC CCT ATT TTATIT GTTTOC TAC AAT GAG AGC GGT
51T AGG CT TAT [ GAC GATCTC TIC LI CET AG GAT [EF CGT 6T CTC GTC CTTTAT GTT G6C 66T ACT ATT 66T ATG 6CG T66 [ 6CA ANT66T
ST6CTT GAG COG TG AGG GGATAC TTG I CAG GTG BTG 66 ATG GAGCTG CAG CAA BB CCG GAA AT GCC CCG TIT GAC ATT BTG GAGTAC
GAC GAA CTG CTT GAC AGT AGC GAC ATG GAT GGT CGT GACTAC ATG CGTATT GCC ATG GAT GTG GCC CAT AATTAC GAT GCE TATGAC GECTICTIG ATT
TCAC 8 oac [ 476 CAC TAC ACT GCC AGT GCA CTG AGT TTC TTG I ATG AATCTTGOC Ak B 5TC CTG TG ACA GGC TCC ATG 6T5CC5
CTG GTT GAG CCG TAT AAT GAT GCC CGG CGC AAT ATT GTG ATC AGC CTC ATG CTG GCC TCA AAT 88 AGC ATC GGG GAG GTG TGT GTCTTCTTC AAC GAC
TGT CT6 CT6 C5T G6A AAC TGT TGC TGC AR5 CTG CAC CAT ACA TTT AGG GCC TTC TGC AGC CCA AAT TAC BB 5TA CTG GGA [ 76 46 706 [l 65¢
TTTCACCTT CGC GAG CAA CTG CTG CTG CCG CAA CCG AGT GAC CACTGA AGR TGC AGT CCA ACA TGC GAG GCC GCE TG TGT 6T T6C GCT CCA CGC CCA
TTGTGATCE ARG TGATGA GTA CTG CTTTGA ARG ACA AGC CGC AK
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