Universidade de Brasilia

Faculdade de Medicina

Programa de Pos-Graduacao em Ciéncias Médicas
Laboratorio de Interacao Parasito-Hospedeiro

Expressao heterologa e citolocalizacao da
v-Glutamilcisteina sintetase e Glutationa

sintetase de Trypanosoma cruzi

Isabel Garcia Sousa

Brasilia, 2011



Isabel Garcia Sousa

Expressao heterologa e citolocalizacao da
v-Glutamilcisteina sintetase e Glutationa

sintetase de Trypanosoma cruzi

Dissertacdo apresentada ao programa de Pos-
Graduacdo em Ciéncias Médicas da Universidade de
Brasilia como requisito parcial a obten¢ao do titulo

de Mestre em Ciéncias Médicas.

Orientador: Prof. Dr. Jaime Martins de Santana

Brasilia, 2011



Trabalho desenvolvido no Laboratério de
Interacdo  Parasito-Hospedeiro da Universidade de
Brasilia, sob a orientacdo do Prof. Dr. Jaime Martins de
Santana. Este trabalho teve apoio financeiro da CAPES,

CNPq, Finep, FAP-DF e PRONEX.



Agradecimentos

Agradeco primeiramente a Deus que me dotou de capacidade, saide e condicdes
para que chegasse até aqui, por mais essa conquista.

Aos meus queridos pais Walter e Eliana pela educagdo, carinho, amor e por muitas
vezes que sacrificaram seus sonhos para que os meus fossem realizados. Por me
proporcionarem esta oportunidade, pelo apoio incondicional e incentivo para seguir em frente
e ndo desistir no primeiro obstaculo.

A meu irmao Adriel e sua esposa Patricia que torceram muito por mim, agradeco
pela compreensao e estimulo.

A minha familia, avés, tios, primos e amigos que sempre me encorajaram € me
ajudaram em mais essa etapa da minha vida.

Ao meu orientador Dr. Jaime Martins de Santana, pela amizade, confianca,
colaboracdo, incentivo e dedicagao.

Aos queridos amigos e companheiros de bancada Brina, Bruna, Raquel, Paula,
André, Hugo e Thiago, pelo suporte integral, conversas e desabafos, e pela consideragdo.
Obrigada pela acolhida e pela amizade!

Aos colegas do laboratério Izabela, Carla, Viviane, Fldvia, Keyla, Ana Camila,
Miarcio, Isaque e aos que estdo chegando agora, pelo apoio e parceria.

Agradeco aos membros da banca examinadora por terem aceitado o convite e pela
participacao.

Também de forma especial, agradeco aos professores José Correia, Sebastien
Charneau, Anamélia Bocca e Cezar Sa pela colaboragdo boa vontade e disponibilidade ao

desenvolvimento da pesquisa.



Lista de abreviaturas

ATP

BCIP
C-terminal
DAPI
DNA
dNTP
EDTA
GSH

GCS

GS

IegG

IPTG

LB
N-terminal
NBT

OD

PBS

PCR

pH

Rpm

SDS
SDS-PAGE
uv

X-Gal

°C

ng

Adenosina tri-fosfato

5-bromo-4-cloro-3-indolil fosfato

Extremidade carboxi-terminal de cadeia polipeptidica
4’6-diamidino phenilyndole

Acido desoxirribonucleico

2'-deoxinucleosideo 5'-trifosfato

Acido etilenodiaminotetracético

Tripeptideo L-y-glutamil-L-cisteinilglicina
v-Glutamilcisteina sintetase

Glutationa sintetase

Imunoglobulina G

Isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo

Meio de cultura Luria-Bertani

Extremidade amino-terminal da cadeia polipeptidica
Nitro-azul-tetrazdlio

Densidade 6ptica

Tampao fosfato 50 mM, NaCl 150 mM pH 7,2
Reagdo em cadeia da polimerase

Potencial Hidrogénico

Rotagdes por minuto

Duodecil sulfato de s6dio

Eletroforese em gel de poliacrilamida contendo Duodecil Sulfato de Sédio

Espectro de luz ultra-violeta

5-bromo-4-cloro-3-indolil- B-D-galactopiranosideo

Graus Celsius
Grama

Nanograma
i



ng
mg

Da

pL
mL

mM

Micrograma
Miligrama
Dalton
Volts

Litro
Microlitro
Mililitro
Molar
Micromolar

Milimolar

iii



Resumo

O sistema biolégico depende de rigido controle do processo de oxidacdo proveniente do
metabolismo. A oxidagdo pode resultar em danos irrepardveis em indmeras moléculas
importantes para a manutengao da fisiologia celular. Assim, hd uma via metabdlica voltada
para manter esse sistema reduzido, que nos tripanosomatideos parece ser unica, e alguma
interrupcao causaria danos ao parasito. Nesse intuito, esse trabalho teve como objetivo estudar
duas enzimas participantes da via de 6xido-redu¢do do Trypanosoma cruzi identificadas como
v-glutamilcisteina sintetase (GCS) e glutationa sintetase (GS). A sequéncia nucleotidica dos
gene gcs e gs de T. cruzi codificam proteinas de 693 e 535 residuos de aminodcidos de massa
molecular 79,67 kDa e 58,63 kDa respectivamente. Essas proteinas ja foram estudadas em
muitos organismos, € apresentam sequéncias altamente conservadas entre 0s
tripanosomatideos patogénicos. O baixo grau de identidade com a enzima humana € bastante
interessante, pois podem representar alvos especificos para o desenvolvimento de
quimioterdpicos seletivos. As proteinas recombinantes foram expressas em sistema heter6logo
de E. coli, a partir do vetor de expressao gcs-pET28a e gs-pET28a. As proteinas foram
purificadas sob condicdes desnaturantes, pois a rGCSTc s6 estd presente na fracdo insoldvel
do lisado bacteriano, e rGSTc da fragcdo soldvel apresentou dificuldades em se ligar na coluna
de afinidade. Os anticorpos policlonais produzidos pelos camundongos imunizados foram
eficientes no reconhecimento das proteinas recombinantes e das proteinas nativas no extrato
total de epimastigotas de 7. cruzi. Anélise da imunofluorescéncia revelou que as enzimas sdao
expressas por todas as formas do 7. cruzi e localizam-se no interior de vesiculas no

citoplasma do parasito.
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Abstract

Biological systems depend on the strict control of the oxidation process derived from the
metabolism. Oxidation can result in irreparable damage to many molecules important to the
maintenance of cellular physiology. Thus, there is a pathway to keep the system reduced, that
in trypanosomatids appears to be unique, and any disruption would cause damage to the
parasite. At this purpose, this work aimed to study two enzymes participating in the redox
pathway of Trypanosoma cruzi, identified as 7y-glutamylcysteine synthetase (GCS) and
glutathione synthetase (GS). The nucleotide sequence of the 7. cruzi gcs and gs genes encode
proteins of 693 and 535 amino acid residues with molecular masses 79.67 kDa and 58.63 kDa
respectively. Their proteins have already been studied in many organisms and their sequences
are highly conserved among pathogenic kinetoplastids. The low degree of identity with the
human enzyme may represent specific targets for the development of selective
chemotherapeutic agents. The recombinant proteins were expressed in E. coli using the
expression vectors gcs-pET28a and gs-pET28a. The proteins were purified under denaturing
conditions, because the rGCSTc is only present in the insoluble fraction of bacterial lysate and
the soluble fraction of rGSTc does not bind to the affinity column under non-denaturating
conditions. Polyclonal antibodies against the purified enzymes, raised in mice, were effective
in the recognition of the recombinant proteins and their native forms in the total extract of
epimastigotes of T.cruzi. Immunofluorescence analysis revealed that the enzymes are

expressed in all forms of 7. cruzi and located within vesicles in the cytoplasm of the parasite.
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Introducao

Doencas tropicais negligenciadas

Como os seres vivos sempre estiveram sujeitos a infec¢des por patégenos, o
processo evolutivo resultou no estabelecimento de complexa relacdo patégeno-hospedeiro,
permitindo aos patégenos adaptar-se desenvolvendo estratégias para controlar a infeccao. Esta
interacdo tem sido objeto fascinante de pesquisa da biologia moderna, que trabalha no sentido
de compreender os mecanismos pelos quais a interface patdgeno-hospedeiro resulta em
doenca, na erradicagdo do agente infeccioso ou na convivéncia pacifica entre ambos. Os
custos sociais e econdmicos advindos destas infec¢des, que causam doencas cronicas com
altas taxas de mortalidade e morbidade, sdo incalculaveis.

Aproximadamente 2,7 bilhdes de pessoas no mundo estdo infectadas por alguma
das doencas parasitarias tropicais negligenciadas. Este cendrio estd diretamente vinculado as
condic¢des socioecondmicas tais como desemprego, pobreza, desnutri¢do, falta de instrucdo e
precariedade no saneamento basico (HOTEZ et alii, 2007).

As infecgOes parasitarias, virais e bacterianas conhecidas como doengas tropicais
negligenciadas (WHO, 2010) tém recebido pouca atengdo das industrias farmacé€uticas ao
longo dos anos considerando a magnitude dos seus impactos no desenvolvimento econdmico
e na qualidade de vida da populacdo menos favorecida, particularmente aquelas que vivem em
dreas remotas e rurais, favelas urbanas ou em zonas de conflito. Com pouca voz politica, as
populacdes afetadas pelas doencas tropicais negligenciadas t€m um perfil de baixo status nas
prioridades da sadde publica, particularmente no que diz respeito as responsabilidades das
industrias farmacéuticas.

Algumas dessas doencas sdo causadas por tripanosomatideos, protozodrios
pertencentes a ordem Kinetoplastidae e ao género Trypanosoma, e neste incluem espécies
como Trypanosoma brucei, responsavel por causar a tripanossomiase africana, € o
Trypanosoma cruzi, agente etiol6gico da doenca de Chagas ou tripanosomiase americana. Os
tripanosomatideos representam um dos primeiros ramos evolutivos da linhagem eucaridtica e
possuem ciclos de vida complexos em diversas fases, algumas presentes nos insetos vetores, e

outras vinculadas aos hospedeiros mamiferos. Eles compartilham muitos aspectos de sua



bioquimica bdsica, que mostra um ndmero de peculiaridades na compartimentalizacdo do

metabolismo e regulacio (HANNAERT et alii, 2003).

Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas

A doenca de Chagas foi descoberta em 1909 por Carlos Chagas (CHAGAS,
1909), seu relatdrio original sobre a doenga foi o unico na histéria a descrever o reservatorio
natural do parasito, o agente etioldgico, a localizacdo intradomiciliar do inseto transmissor, o
modo de transmissdao e os aspectos clinicos do estidgio agudo e crénico de uma parasitose
(RASSI Jr et alii, 2010). Cerca 10 milhdesde pessoasestdao infectadas no
mundo, principalmente na América Latina onde a doenca de Chagas é endémica. Estima-

se que em 2008 a doencga de Chagas matou mais de 10 mil pessoas (WHO, 2010).

Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do T. cruzi é complexo, com estigios de desenvolvimento no
inseto vetor triatomineo e no hospedeiro mamifero, onde induz um quadro clinico com
caracteristicas e consequéncias variadas. No intestino do vetor, epimastigotas replicam-se e
diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos, a forma infectante do parasito que é
transmitida para os mamiferos através das fezes do vetor infectado durante o repasto
sanguineo. Este estigio entra na corrente sanguinea e, finalmente, invade uma variedade de
tipos celulares, onde sofrem diferenciacdo em amastigotas. Os amastigotas intracelulares
diferenciam-se em tripomastigotas que sdo liberados na corrente sanguinea e invadem outras
células ou sdo ingeridos pelo vetor durante o repasto sanguineo continuando o ciclo (Fig. 1).
Durante a fase aguda, todos os tipos de células nucleadas no hospedeiro humano sao alvos em
potencial para a infec¢do. Com o desenvolvimento da resposta imune, a parasitemia reduz a
uma concentragdo subpatente e o ndmero de parasitos nos tecidos diminui substancialmente,
sinalizando o fim da fase aguda. No entanto, uma vez que o parasito ndo € eliminado
completamente, a infec¢do de tecidos especificos, como musculo cardiaco ou ganglios

entéricos, persiste indefinidamente na vida do hospedeiro (RASSI Jr et alii, 2010).
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Tripomastigotas metaciclicos infectantes de Trypanosoma cruzi
sdo transmitidos pelas fezes de insetos triatomineos vetores infectados durante o repasto sanguineo (1). Parasitos
infectam diferentes tipos de células, onde diferenciam-se em formas amastigotas (2) e se multiplicam por fissdo
bindria (3). Amastigotas intracelulares diferenciam-se em tripomastigotas que sdo liberados na corrente
sanguinea e invadem outras células (4) ou sdo ingeridos pelo vetor durante o repasto (5). Tripomastigotas se
transformam em epimastigotas (6), e multiplicam-se no intestino do triatomineo (7) e se diferenciam em

tripomastigotas infectantes (8) (Adaptado de CDC, 2010).

N

O processo de adesdo do parasito a célula hospedeira envolve interagcoes
fundamentais entre a superficie da célula hospedeira e a do parasito, onde diferentes
moléculas parecem estar envolvidas no reconhecimento e na invasdo. Apds a adesdo, ocorrem
modificagcdes nas membranas do parasito e do hospedeiro, mecanismo este que envolve
ligante-receptor e atividade proteolitica. Estudos demonstraram que a invasdo das células
pelo T. cruzi € realizada por um mecanismo distinto de fagocitose, a invasao das células ndo
fagociticas ndo requer projecdes da membrana plasmética da célula hospedeira. Assim, o
parasito entra por depressdes da membrana, o que pode ser evidenciado com a utilizacdo de
anticorpos monoclonais anti-vimentina e anti-actina, observando a disrup¢ao do citoesqueleto

nestes filamentos em células de fibroblasto infectadas por 7. cruzi (LOW et alii, 1992).
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Durante a infeccdo, lisossomos sdo recrutados para o local de adesdo onde forma-se uma
vesicula parasitéfora. A formacgdo dessa vesicula dependente de um mecanismo liberador de
Ca”* da célula induzido pelo parasito, sugerindo que o Ca®* pode ser o agente mediador na
disrupg¢ao dos filamentos do citoesqueleto durante a infecg¢ao das células pelo T. cruzi (LOW
et alii, 1992; PEREIRA et alii, 1993; YOSHIDA, 2006).

Esse mecanismo de invasdo € altamente complexo e envolve vdrias proteinas do
parasito, como a prolil-oligopeptidase, as glicoproteinas de 90 kDa (GP90), de 82 kDa
(GP82), GP35/50, a oligopeptidase B, a cruzipaina e a penetrina que promovem a adesdo do
parasito as células (ORTEGA-BARRIA & PEREIRA, 1991; RAMIREZ et alii, 1993;
SANTANA et alii, 1992; SANTANA et alii, 1997; YOSHIDA et alii, 1993; YOSHIDA,
2006; YOSHIDA, 2008). A elevacdo dos niveis intracelulares de célcio na célula e o
recrutamento de lisossomos causa a acidificacdo do pH. O meio acido parece, também, ter
papel importante no inicio da diferenciacio de tripomastigotas em amastigotas, forma
intracelular proliferativa. Esse processo se inicia no vactolo e termina no citoplasma. Apds
sucessivas divisdes bindrias, os amastigotas transformam-se em tripomastigotas em um
processo igualmente dependente de atividade enzimaética. Por fim, a célula hospedeira rompe-
se e libera tripomastigotas no meio extracelular. Desta forma os parasitos estdo aptos a
comegar novo ciclo, infectando células vizinhas (ANDREWS & COLLI, 1982; BURLEIGH
& WOOLSEY, 2002; TANOWITZ et alii, 1992; YOSHIDA, 2006).

Desenvolvimento da infeccao e tratamento

A doenca de Chagas pode se desenvolver em trés fases: aguda, indeterminada
(latente) e cronica. A fase aguda da doenga normalmente € assintomdtica, mas pode apresentar
algumas manifestacdes como febre, mal-estar e dor de cabeca (CASTRO et alii, 2006). Os
individuos que resistem a fase aguda evoluem para a fase indeterminada (CASTRO et alii, 2006),
que pode ser assintomdtica ou sintomdtica, podendo manter a infeccdo de forma latente e sem
sintomas por varios anos (LANA & TAFURI, 2005). A infec¢do pode levar ao desenvolvimento
de complicacdes cardiacas e digestivas, sobretudo na fase cronica, que muitas vezes culmina
com a morte do individuo. Caracteriza-se por apresentar baixa parasitemia e auséncia de febre
(LANA & TAFURI, 2005).

Os quimioterdpicos utilizados para tratar a infec¢do atualmente sdo Benzonidazol
e Nifurtimox. Entretanto nenhum destes compostos € ideal porque sdo ineficientes durante a

fase cronica da doenga e apresentam sérios efeitos colaterais, requerem administracdo por
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longos periodos de tempo sob supervisdo médica, ha grande variacdo na susceptibilidade de
isolados do parasito além de apresentarem alto custo. Uma andlise protedmica revelou que os
parasitos desenvolvem resisténcia multigénica ao Benzonidazol. Ambos os compostos devem
ser prescritos para pacientes que estdo na fase agudada da doenca, independentemente do
meio de transmissdo (AMATO NETO, 1999; ANDRADE et alii, 2008; FAUNDEZ et alii,
2005; LEVI et alii, 1996; TEIXEIRA, 1990). Portanto, permanece a necessidade da busca por
medicamentos com efeitos colaterais reduzidos e eficicia comprovada, uma vez que a doenca
foi e continua a ser um problema econdmico e social de muitos paises da America Latina
(MATHERS et alii, 2007; MONCAYO & SILVEIRA, 2009).

Uma estratégia promissora para o desenvolvimento de novas drogas € a concepgdo
de compostos que interfiram nos mecanismos pelos quais os tripanosomatideos mantém os
niveis de glutationa (GSH) reduzida, necessdria para a defesa contra estresse oxidativo. A
importancia das atividades funcionais das enzimas metabdlicas no mecanismo de infec¢do do
hospedeiro mamifero pelo 7. cruzi tem sido demonstrada em varias pesquisas. A importancia
dessas atividades as tornam fatores de viruléncia face a potencialidade de inibidores das
enzimas relacionadas a glutationa como alvo para o desenvolvimento de substincias
candidatas a farmacos, portanto, potenciais alvos terapéuticos (KRAUTH-SIEGEL &
COOMBS, 1999).

Sistema 6xido redutor nos tripanosomatideos

O sistema redox tem uma variedade de funcdes importantes para os protozodarios
parasitos, sugerindo que as enzimas envolvidas sdo fundamentais para as suas
sobrevivéncias. Tal como outros organismos que vivem em um ambiente aerdbio, os
tripanosomatideos também estdo expostos a espécies reativas de nitrogénio (NOS) e oxigénio
(ROS), tais como anion superéxido (O2), o peréxido de hidrogénio (H,O,) e radicais hidroxila
(OH), gerados por seu metabolismo. No entanto, os protozodrios parasitos ndo lidam s6 com
os seus proprios metabdlitos téxicos enddgenos mas também com o estresse oxidativo (ou
respiratério) do sistema imunitdrio do hospedeiro. Nos ultimos anos, vdrios sistemas de
antioxidantes e de desintoxicac¢do dos protozodrios parasitos foram identificados e o seu papel
na sobrevivéncia dos parasitos investigados (FAIRLAMB & CERAMI, 1992; MULLER et
alii, 2003; FILOMENI et alii, 2005; FAUNDEZ et alii, 2008).
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Ao contrario do que ocorre em mamiferos e na maioria dos outros organismos, o
metabolismo redox de tripanosomatideos depende de uma espermidina conjugada a glutationa
chamada tripanotiona (N', N®- bis glutationilespermidina). A tripanotiona é sintetizada por
uma reacdo dependente de ATP catalisada pela tripanotiona sintetase usando o tripeptideo
glutationa (GSH) e a poliamina espermidina como substratos. Os tripanosomatideos
apresentam verdadeiros estoques celulares da tripanotiona para evitar o estresse oxidativo e
manter o equilibrio celular redox, contribuindo para sua sobrevivéncia no hospedeiro. A
tripanotiona, juntamente com a sua enzima associada, a tripanotiona redutase (TriR), parece
ter substituido muitas fungdes metabdlicas antioxidantes da glutationa/glutationa redutase e
tiorredoxina/tiorredoxina redutase em sistemas de outros organismos (FAIRLAMB et alii,
1987; BREKKEN E PHILLIPS, 1998; ABBOTT et alii, 2002; OZA et alii, 2002; FAUNDEZ
et alii, 2008).

A protecdo do parasito contra o estresse oxidativo € conseguida através da
oxidagdo da tripanotiona da forma de ditiol (T(SH);) para a forma de dissulfeto (T(S),),
seguida por regeneracdo da T(SH), pela tripanotiona redutase, enzimaticamente dependente
de NADPH (FAIRLAMB & CERAMI, 1992). Estes compostos foram encontrados em todos
os tripanosomatideos, mas em nenhum outro organismo (FAIRLAMB et alii, 1985).

A biossintese da tripanotiona envolve duas vias metabdlicas distintas nos
tripanosomatideos. No 7. brucei, a espermidina € sintetizada a partir da ornitina via putrescina
e, posteriormente, conjugada com GSH para produzir glutationilespermidina e tripanotiona
(FAIRLAMB et alii, 1987). Em contraste, no 7. cruzi (Fig. 2), poliaminas ndo podem ser
sintetizadas de novo a partir de seus aminoécidos precursores (ornitina, arginina e lisina). Em
vez disso, putrescina e cadaverina exdgenas sdo absorvidas e convertidas em espermidina ou
aminopropilcadaverina e apds, em tripanotiona ou homotripanotiona, respectivamente
(HUNTER et alii, 1994). A biossintese de homotripanotiona parece ser exclusiva para T.
cruzi, um parasita que possui um nimero de transportadores de alta afinidade para putrescina,
cadaverina e espermidina e que ndo sdo encontrados em 7. brucei (LE QUESNE &

FAIRLAMB, 1996).
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Figura 2. Vias biossintéticas de tripanotiona e homotripanotiona em 7. cruzi. Vias de transporte sio

mostradas em linhas tracejadas. Putrescina e cadaverina exdgenas podem ser prontamente absorvidas e

N

convertidas em espermidina ou aminopropilcadaverina dando origem a tripanotiona ou homotripanotiona,

respectivamente (Adaptado de OZA et alii, 2002).

O sistema tiol-redox baseado no tiol de baixa massa molecular Nl, NE-bis
glutationilespermidina e tripanotiona redutase (TriR) é tdnico nos tripanosomatideos. E
importante notar que os tripanosomatideos nao possuem a glutationa redutase (GR),
encontrada em outras células, e embora GR do hospedeiro e TriR do parasito pertencam a
mesma familia de flavoproteinas oxidoredutases de dissulfeto, a especificidade mutuamente
exclusiva para o seu substrato dissulfureto indica que a inibi¢do seletiva da TriR € possivel
(ARIYANAYAGAM & FAIRLAMB, 2001; HUNTER et alii, 1994). Vérias estratégias
genéticas tém sido utilizadas com sucesso para validar TriR como um alvo de droga em
Leishmania spp. (DUMAS et alii, 1997; TOVAR et alii, 1998A; TOVAR et alii, 1998B) e em
T. brucei (KRIEGER et alii, 2000).

Sem excecdo, todos os organismos contém altas concentracdes de pelo menos um

tiol de baixa massa molecular para a manutengdo de um ambiente intracelular
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reduzido. Embora esta seja geralmente obtida por meio de GSH, alguns organismos utilizam
andlogos de GSH, como homoglutationa nos feijoes (CARNEGIE, 1963), NI-
glutationilspermidina na fase estaciondria de Escherichia coli (TABOR & TABOR, 1975) e
Crithidia fasciculata (SHIM & FAIRLAM, 1988), tripanotiona nos Tripanosomatideos (OZA
et alii, 2002) e L-y-glutamil-L-cisteina em halobacteria (NEWTON & JAVOR, 1985).

A Glutationa (L-p-glutamil-L-cisteinilglicina, GSH) € o mais abundante tiol
celular de baixa massa molecular. Estd presente em elevados niveis, amplamente distribuida
nos tecidos de animais, plantas e microrganismos (MEISTER, 1988; JANOWIAK et alii,
2006). A homeostase da GSH € criticamente importante para o organismo, possui um papel
fundamental no metabolismo da biotransformacao e elimina¢cdo de xenobidticos mantendo o
equilibrio redox intracelular e protegendo a célula contra danos oxidativos e quimicos
(BIRAGO et alii, 2001; HIBI et alii, 2004). O sistema antioxidante da GSH protege
primordialmente as mitocondrias de danos oxidativos, muitas evidéncias suportam
esta hipotese, como Entamoeba histolytica e Trichomonas vaginalis, que ndao possuem
mitocondrias, sdo completamente desprovidos de glutationa (FAHEY et alii, 1984). As
mitocOndrias possuem um sistema de transporte de alta afinidade para a captacdo de GSH
sintetizada no citossol (GRIFFITH & MEISTER, 1985; KUROSAWA et alii, 1990;
MARTENSSON et alii, 1990). A deficiencia de GSH induzida pela administracdo de L-
butionina sulfoximina (L-BSO) causa dano mitocondrial no cérebro de ratos recém-nascidos
(JAIN et alii, 1991). No entanto, se a funcdo antioxidante da GSH ¢ essencial para o
desempenho do papel mitocondrial em todos os eucariotos, entdo seria de se esperar que o
sistema mostrasse um padrdo de distribuicao similar de tripanotiona. Isso ndo foi encontrado,
uma vez que a tripanotiona € exclusivamente localizada no compartimento citossolico de 7.
brucei em duas fases diferentes de seu ciclo de vida (SMITH et alii, 1991). A GSH também
tem sido proposta a desempenhar um papel importante na prote¢cio do DNA contra danos
causados pelos radicais induzidos por radiacao ionizante (REVESZ, 1985).

A biossintese da GSH inicia-se com a formacgdo da ligacdo peptidica entre a
carboxila y do glutamato e a amina da cisteina, com a agdo catalitica da enzima -
glutamilcisteina sintetase (GCS) formando o dipeptideo L-y-glutamil-L-cisteina, a formacao
desta ligacdo peptidica necessita da ativacdo da carboxila vy, realizada por ATP (reacdo 1). A
segunda reacdo € catalisada pela glutationa sintetase (GS), onde o ATP ativa a carboxila da
cisteina para possibilitar que ela se condense com a amina da glicina formando entdo o

tripeptideo L-y-glutamil-L-cisteinilglicina (reacdo 2) (HUANG et alii, 1988; MEISTER,



1988; TEW, 1994; LUEDER & PHILLIPS, 1996; BREKKEN & PHILLIPS, 1998;
GRIFFITH, 1999; LUERSEN et alii, 1999; BIRAGO et alii, 2001; JANOWIAK et alii, 2006)

(Fig. 3).

L-cisteina glicina
ADP + Pi ADP + Pi
ATP/ ATP
L-glutamato \ > L-y-glutamil-L-cisteina \ > -y-glutamil-L-cisteinilglicina
Reacdo1 Reacéo2 (GSH)
1 2

Figura 3. Sintese da Glutationa. Primeira etapa para a formagfo do tripeptideo glutationa, resultando na
ligacdo peptidica entre a carboxila y do glutamato e a amina da cisteina, com hidrdlise de ATP, catalisada pela y-
glutamilcisteina sintetase (1). Na segunda etapa o ATP ativa a carboxila da cisteina para possibilitar que ela se

condense com a amina da glicina formando o tripeptideo L-y-glutamil-L-cisteinilglicina (2).

A atividade enzimdtica da y-glutamilcisteina sintetase (GSC) ja foi descrita em
figado e rim de ratos, figado de suinos, em eritrocitos humanos e bovinos € em gema de ovos
(DAVIS et alii, 1973; MAJERUS et alii, 1971; VAN BUSKIRK et alii, 1978; YOUNG et
alii, 2010). Essa atividade enzimatica foi também encontrada em Plasmodium falciparum, o
principal agente etiolégico da malaria humana (ATAMNA & GINSBURG, 1997), além do T.
brucei, causador da tripanosomiase africana (LUEDER et alii, 1996; HUYNH et alii, 2003) e
em Leishmania (MUKHERIJEE et alii, 2009). O gene y-glutamilcisteina sintetase de 7. cruzi
(gesTe - Tc00.1047053507625.99) apresenta uma fase aberta de leitura de 2082 pb que
codifica uma proteina com 693 residuos de aminodcidos com massa molecular predita de
79.67 kDa. Teoricamente a proteina ndo apresenta peptideo sinal e nem dominio
transmembranico (GeneDB, 2008).

A atividade enzimdtica da glutationa sintetase (GS) ja foi descrita em varios
organismos como fungos (GRANT et alii, 1997), plantas (PASTERNAK et alii, 2008),
protozodrios (REPETTO et alii, 1996; ROMAO et alii, 1999; LUERSEN et alii, 2000;
MEIERJOHANN et alii, 2002; FYFE et alii, 2010) e eritrécitos humanos (RAFTOS et alii,
2010). O gene glutationa sintetase de 7. cruzi (gsTc - Tc00.1047053508865.10) apresenta

uma fase aberta de leitura de 1608 pb que codifica uma proteina com 535 residuos de
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aminodcidos e massa molecular predita de 58,63 kDa. Assim como a GCSTc, esta proteina
ndo apresenta peptideo sinal e nem dominio transmembranico (GeneDB, 2008).

Estudos desenvolvidos em vdrios laboratérios demonstraram que um inibidor
especifico da y-glutamilcisteina sintetase, o L-BSO, pode curar a infec¢do ou prolongar a
sobrevida de camundongos infectados por 7. brucei, uma vez que ele € capaz de interferir na
formacgdo da tripanotiona (LUEDER E PHILLIPS, 1996; BREKKEN E PHILLIPS, 1998;
ABBOTT et alii, 2002). Portanto, o estudo das enzimas metabdlicas que participam no
processo de formagao da GSH e do seu conjugado tripanotiona é de grande relevancia para o
entendimento da sua importincia no metabolismo, na sobrevivéncia e no ciclo de vida dos
parasitos. Nesse contexto, € justificdvel a caracterizacdo da y-glutamilcisteina sintetase e
glutationa sintetase presente em 7. cruzi, as quais podem representar potenciais alvos para o
desenvolvimento de quimioterdpicos. Uma vez que suas inibicdes poderiam resultar na
auséncia da GSH e consequentemente da tripanotiona, ocasionando uma maior exposi¢ao do
parasito aos processos oxidativos do sistema imunitdrio, contribuindo para sua morte € o

controle da infeccao.
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Objetivo

Tendo em vista o importante papel que as enzimas metabdlicas exercem nos
processos de viruléncia e persisténcia de microrganismos patogénicos, estudd-las ¢é
fundamental, ndo somente para conhecer os mecanismos moleculares da fisiologia das
doencas parasitirias, uma vez que o avanco do conhecimento destes mecanismos tem
revelado fatores de viruléncia, mas também para encontrar possiveis alvos de quimioterapia
para tratamento destas doengas.

Nesse contexto, o objetivo deste trabalho € a caracterizacdo molecular das
enzimas y-glutamilcisteina sintetase e glutationa sintetase de 7. cruzi. Para tanto, as atividades
desenvolvidas para que o objetivo fosse alcancado foram:

1. Clonagem dos genes em vetores de expressao heteréloga;

2. Purificac@o das enzimas recombinantes expressas em sistema heterélogo;

3. Producdo de soro anti- y-glutamilcisteina sintetase e anti-glutationa sintetase;

4. Caracterizacdo da expressdo das proteinas nativas por meio de reagdes imunes.
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Metodologia

Analise de bioinformatica

Usando os bancos de dados GeneDB (www.genedb.org), NCBI
(www.ncbi.nlm.nih.gov), UniProt (www.uniprot.org), ExPASy Proteomics Server
(http://expasy.org/cgi-bin/protparam) e PDB (www.pdb.org) foi possivel obter as sequéncias
génicas e protéicas da y-glutamilcisteina sintetase (Tc00.1047053507625.99; gcsTc) e
glutationa sintetase (Tc00.1047053506659.30; gsTc). As sequéncias peptidicas preditas da
traducdo dos genes foram obtidas usando o programa BLAST, alinhadas e visualizadas

usando os programas ClustalW e BioEdit.

Obtencao do parasito

As formas epimastigotas foram cultivadas em meio Liver Infusion Tryptone
(LIT), suplementado com 5% de Soro Fetal Bovino inativado e 100 ug/mL de gentamicina a
28 °C. As formas amastigotas e tripomastigotas foram obtidas apds infec¢ao de células L6
mantidas em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) suplementado com 10% de

soro fetal bovino inativado e 100 pg/mL de gentamicina a 37 °C com 5% de CO,.

Extracao de DNA genomico do Trypanosoma cruzi

O DNA gendmico foi extraido das formas epimastigotas do parasito segundo

protocolo de Medina-Acosta & Cross (1993).

Extrato total de Trypanosoma cruzi
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A cultura de parasitos foi centrifugada e as células lavadas em PBS 1X por trés
vezes e, entdo foram lisadas com seringa e agulha de pequeno calibre, na presenca de 2% SDS

e inibidor de protease Complete Protease Inhibitor Cocktail Tablets (Roche).

Amplificacao dos genes gcsTc e gsTc

A partir das sequéncias de nucleotideos presentes nos bancos de dados,
oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso foram desenhados para cada um dos genes.
Para a clonagem do gene gcsTc no vetor de expressao pET-28a, foram adicionados sitios das
enzimas de restricdo Xhol e Ndel nos iniciadores. No oligonucleotideo senso inseriu-se sitio
para a enzima Ndel (sequéncia sublinhada) (5'-CATATGATGGAACTCTT
GGGGGACGCTGAAC-3"), e no oligonucleotideo anti-senso inseriu-se sitio para a enzima
Xhol (sequéncia sublinhada) (5-CTCGAGTTATAAACAAGCGCCAGTGAAT-3"). Para a
clonagem do gene gsTc foram adicionadas as mesmas enzimas de restri¢ao, Ndel (sequéncia
sublinhada) no oligonucleotideo senso (5-CATATGGAACTCTTG GGGGACGCTGAAC-
37), e Xhol (sequéncia sublinhada) no oligonucleotideo anti-senso (5"-CTCGAGTTATA
AACAAGCGCCAGTGAAT-3").

As amplificacdes dos genes foram realizadas por meio de reacdo em cadeia da
polimerase (PCR) usando DNA gendmico de 7. cruzi da cepa CL Brener como molde. Em
cada reacdo adicionaram-se 50 ng de DNA gendmico; 0,2 mM de dNTP; 1,5 mM de MgCly;
1U de Tag DNA Polimerase ou High Fidelity Polimerase (Invitrogen) e 1X do tampao da
enzima. Realizada em um termociclador, a PCR programada consistiu na desnaturagdo inicial
do DNA a 94 °C por 5 min, seguida de 30 ciclos de desnaturagdo a 94 °C por 1 min,
anelamento dos iniciadores por 30 s a 62 °C, extensdao a 68 °C por 3 min e uma etapa de

extensao final a 72 °C por 5 min.

Eletroforese em gel de agarose e purificacao dos insertos

Utilizando a técnica de eletroforese horizontal em gel de agarose foi possivel
analisar o DNA gendmico, produtos da amplificacdo por PCRs e digestdes de DNA. Para tal

utilizou-se gel de agarose 0,8% corado com 1ug/mL de Brometo de etidio em tampao Tris-
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acetato (TAE), sob voltagem constante de 80 V. As amostras foram aplicadas no gel em
tampao de amostra 1X (50 mM de Tris pH 7,6; 25% de azul de bromofenol; 25% de xileno
cianol e 6% de glicerol). Para a elui¢do e purificacdo dos insertos e vetor, utilizamos um gel
de agarose extenso sem brometo, onde as bandas correspondentes aos insertos e vetor foram
excisadas do gel e em seguida purificadas utilizando-se o kit de purificacio GFX PCR DNA
and Gel Band Purification (GE Healthcare). Como padrao usou-se o marcador /Kb plus DNA
Ladder (Invitrogen).

Clonagem dos genes gcsTc e gsTc

Os produtos amplificados, de aproximadamente 2082 pares de bases (gcsTc) e
1608 pares de base (gs7Tc), foram ligados diretamente no vetor de clonagem T/A pCR2.1
(Invitrogen) a fim de se obter o plasmideo recombinante. Para a clonagem usaram-se 60 ng de
inserto, 50 ng do vetor de clonagem, 1U de enzima 74 DNA ligase (Invitrogen) e tampao da
enzima para concentracdo final de 1X. O sistema de reacdo foi incubado a 14 °C durante 16 h.
A seguir, o plasmideo recombinante foi transformado em bactéria competente Escherichia
coli linhagem DH5a. As células submetidas ao processo de transformagdo foram plaqueadas
em meio LB-4gar contendo ampicilina (50 pg/mL), IPTG (0,5 mM) e X-Gal (80 pg/mL), e
incubadas por toda a noite em estufa a 37 °C, onde cresceram colOnias azuis e brancas. As
colOnias brancas foram coletadas e crescidas em tubos individuais com 5 mL de meio LB
liquido adicionado de ampicilina, a 37 °C e 200 rpm por 16 h. O DNA plasmidial das
bactérias (coldnias brancas) foi extraido usando o kit HiPure Plasmid DNA Purification
(Invitrogen) para a realizag¢do de andlise de restricdo enzimatica e confirmacdo da clonagem.

Confirmada a clonagem no pCR2.1, e apds o resultado do sequenciamento o
plasmideo foi clonado no vetor de expressio pET28a (Novagen). O vetor de expressao
pET28a contém uma regiao que codifica uma cauda composta por seis residuos de histidina,
expressa junto com a proteina alvo na sua extremidade N-terminal. A clonagem foi realizada a
16 °C por 16 h, na razdao molar de 1:3 de vetor: inserto. Apds a incubagdo, o novo plasmideo
recombinante foi inserido em E. coli DH5a por choque térmico. As células submetidas ao
processo de transformacao foram plaqueadas em meio LB-dgar com kanamicina (100 pg/mL)
e crescidas em estufa a 37 °C durante toda a noite. Todas as colonias da placa foram crescidas

individualmente em meio LB liquido com kanamicina, e submetidas a extragcdo do DNA, e
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novamente submetidos a teste de restricdo enzimdtica para confirmacdo da clonagem. Os

vetores recombinantes obtidos foram chamados de ges-pET 28a e gs-pET-28a.

Sequenciamento

O DNA foi enviado ao Centro de Estudos do Genoma Humano na Universidade
de Sao Paulo para sequenciamento. A amplificacao foi realizada utilizando-se iniciadores para
o promotor T7 (5’-TAATACGAC TCACTATAGGG-3’) e para regido terminadora T7 (5’-
GCTAGTTAT TGCTCAGCGG-3").

Expressao heterdloga das proteinas

Apo6s a confirmacdo da clonagem dos genes, os plasmideos recombinantes gcs-
pET 28a e gs-pET28a foram introduzidos em E. coli BL21 Star (DE3) One Shot (Invitrogen)
por meio de transformacao, seguindo-se de plaqueamento em meio LB-4dgar na presenga de
kanamicina. O vetor vazio (pET28a) foi empregado como controle. Foram selecionadas trés
colonias de cada transformacdo para a inducdo e expressdo das proteinas. Cada coldnia foi
colocada em meio LB com kanamicina (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C e a 200 rpm até que
atingissem uma densidade 6ptica (ODgno) de 0,6 a 1,0. A expressdo da proteina recombinante
foi induzida por isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e as condi¢des Otimas de
expressao foram obtidas por ensaio em diferentes temperaturas (19°C, 20°C, 22°C, 25°C, 30°C
e 37°C), concentragdes de IPTG (1 mM; 0,5 mM; 0,1 mM e 0,05 mM) e tempos de inducdo
(30 min, 1h, 2 h,3 h, 5 h e por toda a noite) a 200 rpm.

Extracao das proteinas recombinantes

Reagente BugBuster®

As culturas de células BL21-DE3 em LB foram centrifugadas por 15 min a 5000
xg, € apOs o sobrenadante descartado, ressuspendidas em reagente BugBuster® (Novagen), na

15



razdo de 300 pL para cada 1,5mL de cultura. Apés 20 min de agitagdo a temperatura
ambiente, o produto de lise obtido foi centrifugado a 15000 xg por 20 min, e as fracdes

soluveis e insolaveis analisadas em SDS-PAGE.

Sonicacao

Cultura de células previamente induzidas foram ressuspendidas em 15 mL de
tampao de lise (20mM de Tris HCI pH 8,0; 500mM de NaCl e 0,2% de lisozima), ou tampao
de ligacdo (1X = 500 mM NaCl; 20 mM Tris-HCl pH 7.9; 5 mM imidazol e 0,2% de
lisozima) ou tampao 1 (25 mM HEPES pH 7,5; 500 mM NaBr; 2 mM B-mercaptoethanol;
ImM MgCl12; 0,2% de lisozima e 5 mM imidazol) e incubadas a 37 °C por 30 min. Em
seguida, foram submetidas a trés ciclos de sonicacdo em banho de gelo, sal e etanol, com um
processador ultra-sonico Vibra-CellVC130 (Sonics). Em pulsos de 7 s de duracdo, e intervalo
de 1 s entre eles, num tempo total de 3 min, o tempo minimo entre os ciclos era de 1 min para

evitar aquecimento da amostra em amplitude entre 40 e 50.

Eletroforese em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

As proteinas foram analisadas em gel de poliacrilamida (N’N’-bis-metileno-
acrilamida e acrilamida) sob condicdes desnaturantes e redutoras, na presenca de SDS e [3-
mercaptoetanol. As amostras a serem analisadas foram fervidas por 5 min em tampao de
amostra 5X (62,5 mM de Tris-HCl pH 6.,8; SDS %; B-mercaptoetanol 5%; Azul de
bromofenol 0,08% e Glicerol 30%) em seguida colocadas no gelo e depois aplicadas no gel.
Para a eletroforese, utilizou-se tampao de corrida 1X (25 mM de Tris; 191 mM de Glicina e
SDS 0,1%) sob voltagem inicial de 90 e final de 160 V. Apoés a eletroforese, o gel foi corado
com Azul de Coomassie. Como padrdo utilizou-se o marcador BenchMark Protein Ladder

(Invitrogen).

Purificacao das proteinas recombinantes
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Purificacio de corpo de inclusao

As proteinas rGCSTc e rGSTc com caudas de histidina (His) nas extremidades N-
terminais foram purificadas de corpos de inclusdao por cromatografia de afinidade em coluna
com Agarose-niquel His-Bind Purification Kif® (Novagen).

Para a purificagdo de ambas as proteinas de corpo de inclusdo, foram induzidos
100 mL de cultura com 0,1 mM de IPTG a 37°C durante 16 h a 200 rpm. Apés decorrido o
tempo de incubagdo, a cultura foi centrifugada a 5000 xg por 15 min e o precipitado
ressuspendido em tampao de lise (20mM de Tris HCI pH 8,0; 500mM de NaCl e 0,2% de
lisozima) seguido de sonicacao. A solubiliza¢do das proteinas foi realizada com uréia 6 M. Na
coluna, foi adicionado 1 mL de resina em estoque em etanol, resultando em um volume final
de 500 pL de resina assentada. Apds varias lavagens com H,O milliQ, a resina foi carregada
com cinco (5 x 500 pL) volumes de NiSOy4, 400 mM (Charge Buffer), e ativada com trés
volumes de tampao de ligagdo e s6 entdo o extrato foi adicionado. Em seguida foram
aplicados 30 volumes de tampao de ligacdo. As amostras foram eluidas com seis volumes de
tampao de elui¢do (Uréia 6 M; Tris-HCI 20 mM pH 7,9; NaCl 500 mM e imidazol de 100
mM a IM). Aliquotas foram recolhidas em cada etapa da purificacdo, para posterior andlise

em SDS-PAGE.

Purificacao da fracao solivel

Para a purificacdo da fracdo soluvel da rGSTc, as bactérias transformadas foram
induzidas (300 mL de cultura) com 0,05 mM de IPTG a 22°C durante 16 horas . A seguir, a
cultura foi centrifugada a 5000 xg por 15 min, e as células ressuspendidas em tampao de lise,
tampao de ligacao, ou tampao 1 seguido de sonicagdo. O extrato solivel contendo a enzima
recombinante foi aplicado em coluna de niquel (300 pL de resina assentada e preparada
conforme instrugdes do fabricante) com afinidade por histidina (His-Bind Purification Kif®,
Novagen). Em seguida, a coluna foi lavada com tampao de ligacdo corespondente a 30
volumes de resina. As amostras foram eluidas com quatro volumes de tampdo de elui¢cdo
(Tris-HCI 20 mM pH 7,9; NaCl 500 mM e 1,0 M de imidazol). As aliquotas foram recolhidas

em cada etapa da purificagdo para posterior andlise em SDS-PAGE. As fracdes puras foram
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dialisadas contra Tris-HCI 25 mM, a 4 °C e as enzimas foram usadas imediatamente ou

estocadas a - 20 °C.

Imunizacao

Camundongos Balb/C machos com um més de idade foram imunizados intra-
dermicamente com rGCSTc ou rGSTc purificadas. A primeira dose consistiu de 5 pug da
proteina recombinante por animal, homogeneizada com adjuvante completo de Freund na
propor¢ao de 1:1. Na segunda dose foi utilizada a mesma concentragdo de proteina, porém
homogeneizada com adjuvante incompleto de Freund nas mesmas propor¢des, 15 dias apds a
primeira imunizacdo. A terceira dose foi efetuada apenas com a mesma quantidade de
proteina por animal diluida em PBS 1X. Os animais foram sacrificados 10 dias depois, € o
soro recolhido foi armazenado em glicerol na propor¢do 1:1 a -20 °C. O soro pré-imune foi

retirado 10 dias antes da primeira imunizagao, por via do sinus orbital.

Immunoblot

Para verificar a expressdo das proteinas foram preparados extratos totais de E. coli
e de epimastigotas de 7. cruzi. Para tal, foi usado gel de poliacrilamida 10% ou 12%, onde a
concentracio final de proteinas por poco correspondeu a 1x10 células. Terminada a
eletroforese, as proteinas foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond-C
Extra, Amersham), em um sistema resfriado utilizando tampao de transferéncia 1X (25 mM
de Tris; 192 de glicina; 20% metanol e 0,1% de SDS). Para certificar que as proteinas foram
transferidas, a membrana foi corada com Ponceau S. Confirmada a transferéncia, a membrana
foi incubada em PBS 1X-5% de leite desnatado durante 1 h. Em seguida, a membrana foi
incubada com o primeiro anticorpo, pré-imune ou imune, na dilui¢do de 1:200 em PBS 1X-
1% leite por 2 h a temperatura ambiente. Depois de trés lavagens, cada uma de 5 min com
PBS 1X, a membrana foi incubada com o segundo anticorpo a-IgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcalina (Goat Anti-mouse 1gG alkaline Phosphatase Conjugate
Novagen), diluido 1:3000 durante 2 h. A membrana entdo foi incubada na presenca de tampao

da fosfatase alcalina por 10 min, e as bandas foram reveladas na presenca do substrato da
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enzima, NBT/BCIP (Promega). Como padrado utilizou-se o marcador Precision Plus Protein

Dual Color Standards (Bio Rad).

Imunofluorescéncia

Para determinar a localizac¢do das proteinas nas formas epimastigotas, amastigotas
e tripomastigotas de 7. cruzi, foi realizado o teste de imunofluorescéncia. As laminas e
laminulas utilizadas no experimento foram lavadas com etanol 70%, seguida de dgua milli-Q.
As laminas foram carregadas positivamente com uma solucido de poli-Lisina que permite a
adesdo das células (1x10’ parasitos por 1dmina). A cultura de parasitos foi centrifugada a 2000
xg durante 10 min, e em seguida os parasitos foram lavados em PBS 1X por trés vezes e
fixados em formaldeido 3,7%. Em seguida, os parasitos foram colocados sobre a lamina
carregada e permeabilizados com Triton X-100 0,1% durante 10 min e lavados com PBS 1X.
Apés a lavagem, a lamina foi incubada com ENHANCEN (Invitrogen) por 30 min e em
seguida realizou-se o bloqueio com PBS1X-5% leite durante 30 min. Em seguida as 1aminas
foram incubadas com o primeiro anticorpo de interesse, diluido em PBS 1X-1% leite na
diluicao de 1:40 e 1:80, durante 2 h. Apéds a incubac@o com anticorpo secundario conjugado
com Alexa Fluor 488 (Invitrogen), adicionou-se ProLong® Gold antifade reagent with DAPI

(Invitrogen), e observou-se em microscopio Confocal.
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Resultados

Os oligonucleotideos usados para amplificacdo dos genes gcsTc e gsTc foram
desenhados a partir das sequéncias Tc00.1047053507787.99 e Tc00.1047053508865.10
respectivamente, obtidas no banco de dados GeneDB (www.genedb.org). A sequéncia
Tc00.1047053507787.99 corresponde ao gene completo da y-glutamilcisteina sintetase de 7.
cruzi. Sua fase aberta de leitura possui 2082 pb e codifica uma proteina de 693 residuos de
aminodcidos com massa predita de 79,67 kDa. A sequéncia Tc00.1047053508865.10
corresponde ao gene completo da glutationa sintetase de 7. cruzi, sua fase aberta de leitura
possui 1608 pb e codifica uma proteina de 535 residuos de aminodcidos com massa predita de
58,63 kDa.

A amplificacdo do gene da gcsTc e gsTc por PCR foi realizada a partir do DNA
genOdmico de 7. cruzi da cepa CL Brener (Fig.4). A reacdo em cadeia da polimerase com os
iniciadores especificos descritos na metodologia resultou em produtos amplificados com
tamanhos estimados de 2082 (gcs) e 1608 pb (gs), dados coerentes com aqueles atribuidos as
sequéncias depositadas no banco de dados (GENBANK GenelD: Tc00.1047053507787.99-
gesTc; Tc00.1047053508865.10-gsTc).

2000 phe— gcs (2082 ph) 1600 Pb e gs (1608 pb)

Figura 4. Amplificacao dos genes da gcs e gs pela reacio em cadeia da polimerase (PCR) usando como
molde DNA gendmico de 7. cruzi. Foto de gel de Agarose 0,8%. M — marcador /Kb Plus DNA Ladder
(Invitrogen). (A) linha 1 — Amplificacdo do gene gcs (2082 pb). (B) linha 1 — Amplificacdo do gene gs (1608
pb). A PCR foi realizada utilizando os oligonucleotideos iniciadores senso e anti-senso e sob as condicdes

descritas na Metodologia.
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Ap06s a amplificacdo, os genes gcsTc e gsTc foram clonados no vetor T/A pCR 2.1
(Invitrogen). E. coli DH5a transformada com o produto da ligacdo foi crescida em meio
contendo ampicilina, X-Gal e IPTG com o objetivo de selecionar apenas aquelas coldnias que
apresentavam o inserto. As coldnias brancas, que possuem o cassete da beta-galactosidase
interrompido, foram submetidas a triagem por extracdo do DNA e teste de restricdo
enzimatica.

Confirmada a presenca do inserto, inoculou-se uma colénia em meio LB liquido
contendo ampicilina, e o plasmideo com o inserto foi extraido em larga escala. A presenga do

inserto no plasmideo pCR 2.1 pode ser confirmada por digestdo dupla do plasmideo com as

enzimas Ndel e Xhol (Fig. 5).

4000 pb PCR2.1(3900 pb)

pCR2.1(3900 pb)
gcs (2082 pb) 1600 Pb s

4000 pb

2000 pb s (1608 pb)

Figura 5. Analise de restricao enzimatica e confirmaciao da clonagem dos genes no vetor de clonagem
PCR2.1. Foto de gel de Agarose 0,8%. As clonagens dos genes foram confirmadas pela digestdo dupla com as
enzimas de restricdo Ndel e Xhol. M — marcador /Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (A) linha 1 — gesTc e
pCR2.1 (B) linha 1 — gsTc e pCR2.1.

Os fragmentos referentes aos insertos liberados da digestdo, gcsTc-pCR2.1 e
gsTc-pCR2.1, com as enzimas Ndel e Xhol, foram ligados no vetor de expressdo pET28a
(Novagen). Os fragmentos da digestdo eluidos do gel de Agarose foram corretamente ligados
ao vetor de expressdo pET28a, como indicado pela triagem dos plasmideos extraidos e
novamente digeridos com as enzimas Ndel e Xhol (Fig. 6), de todas as col6nias encontradas
na placa, havia apenas um clone positivo para gcsTc-pET28a, e dois para gsTc-pCR2.1

(dados nao mostrados).
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6000 pb pET28a(5369 pb)

5000 pb pPET28a(5369 pb)

2000 pb gcs (2082 pb)

1600 pb gs (1608 pb)

A

Figura 6. Analise de restricio enzimatica e confirmacio da clonagem dos genes no vetor de expressio
pET28a. Foto de gel de Agarose 0,8%. As clonagens dos genes foram confirmadas pela digestdo dupla com as
enzimas de restricdo Ndel e Xhol. M — marcador /Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen). (A) linha 1 — gesTc e pET
28a (B) linha 1 — gsTc e pET28a.

O sentido e a fase de insercao da ligacdo dos insertos (gcsTc e gsTc) no pET28a
foram confirmados pelo sequenciamento do vetor gesTc-pET28a e gsTc-pET28a com os
oligonucleotideos aneladores para as regides T7 promotora e terminadora. A andlise dos
resultados do sequenciamento indica que a fase aberta de leitura dos genes clonados codifica
uma proteina de fusdo com a cauda de poli-histidina cujas sequéncias sdo iguais aquelas
depositadas no banco de dados. A ligacdo in silico do fragmento sequenciado no vetor
pET28a, bem como a traducdo esperada de sua fase aberta de leitura, sao identificadas na Fig.

7A e B.
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMGLLTTGGEPMRWGTDENNRAIPYVSSHGIQQFLTMRAGTKEEKIFPFY
WGEEVEHQLVRVEGGKVKLSLNAADVIEQLTKSSQKDNAVWHQEYGSFMVESVPGVPYTLEVDSLCSVE
ENIRRRCELLDSVAGENTFSLTLVTFPLMGVGDFVTSDSKEVPYSRSLFVPDVCINQSHPRFNLTRNIR
LRRGHKVCIQVPIYIDTYTMEKTVDPRLNIDRTPYNMDIDCSSTEVTEAKGEKFTINDSVISKEENNNS
SNNNNNKESNINSKYPSAEEMTHFYTPATHYYYAQYFKKSOMELVKQRYDACPCPVPSVSHPCIYMDCM
AFGMGCNCLQVTMQLENETQARHVYDQLGVLCPLFLAMSSSTPFQKGILCDSDVRWLTIAASVDDRKRE
EVPHIIKSRYDSFSVFVSLTLPNLEEFNDEEFVINNNYLEVLKDAGVDTRLAKHVAHLFIRDPLVVYDQ
MIDIDDTTHTEHFENIQSTNWQSVRLKPPSLDGNTGWRVEFRIMDVMPTPFENAAFSVFVPLLARAIIK
YNPLFYTKMSIVDENMGYAHNRSPCROQKYVMRRDIFAKNISTDPSENSEFTVNEVEFNGKDGEYYGLIPL
VRRYMEEENMLSSTLDGYLCFLSMRAAGEIPTAAEYLRNFVMRHPDYRHDSRLTERIAYDLVLHVRKLA
SGEVKDDLFLPMNKFMPKRSRE

==> anftisense - 87 - Tm=57,3°C
Xhol -158 - C'TCGA_G

pBR322 - 5292 Ndel - 2174 - CA'TA_TG
Ndel - 2244 - CA'TA_TG
HisTag - 2276

<==sense - 2373 - Tm=52°C

GC% in 18 bp blocks

11 18 25 32 39 47 54 61 68 76 [83)
A
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MGSSHHHHHHSSGLVPRGSHMELLGDAEQLVAKCMMLGLTIQMAGHEDATTHLAVTLQPTTMRRGEFDVL
CRROQLLWNEAVNNTARNFQFLLDALRETAASDTEFTGKLVNILRDVYLGTSPYQPLMLGIFRTDYMHDGA
AAAAASTVAETMEEDAAAWKNVEINTISSSFAGLSPLVSDFHRQIAMYQRALGGGSAKNTADDHQONNEAM
PNLDNAGVLERSTAGKIVPEALAAAVAAWSSQONFEAFRDAYGKEQQHCRLLDPIVLFIIQENERNTADQ
FALIFELLESHGIPSLRRTLRELQVSMKLHPVPNGPPLAIVDGRYPVAVAYFRSTYVPADFPTKASWDTR
LAVEQSSAIKCPSIPYHLLTFKKLOQQLFCDVGNVLTPIAFCGDAVRALQLOTHFVPQYSLNPAEVGEDAV
ORVIDDALQHPARYVLKPQLEGGGNLIAGQAMQEVLRKKELTDPLLYNKVRREYILMSRIEFPVRSGAFL
VNGKVVQLEKNICSELGIYGVILSDAGGCLLONACAGYVVRSKPADVDDGGVMAGVAALDSLALV

=== antisense - 87 - Tm=57,3°C
Xhol - 158 - C'TCGA G

gs-pET28a His Tag - 1672

Ndel - 1770 - CA'TA TG
<== sense - 1899 - Tm=52°C

pBR322 - 4818

GC% in 17 bp blocks

11 19 27 34 42 50 57 65 72 80 88
B

Figura 7. Representacio da ligacio do resultado do sequenciamento no vetor gcsTc-pET28a (A) e gsTc-
pET28a (B). As tradugdes esperadas para as fases abertas de leitura obtidas da ligacdo dos fragmentos
respectivos nos sitios de clonagem do vetor pET28a encontram-se na caixa tracejada. Indicacdes em magenta
apontam para sitios de anelamento dos oligonucleotideos iniciadores e suas respectivas temperaturas de fusdo;
em azul e vermelho os sitios de restricdo utilizados para clonagem. Andlises realizadas com o programa

pDRAW32 (versao 1.1.107).
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Quando comparadas as sequéncias dos fragmentos sequenciados referente a
rGCSTc e rGSTc com as depositadas no banco de dados BLAST, verificou-se que muitos
organismos possuem sequéncias homodlogas a y-glutamilcisteina sintetase e glutationa
sintetase. Através de uma anélise peptidica in silico foi possivel calcular o grau de identidades
entre essas sequéncias. TGCSTc e rGSTc compartilham muitos residuos conservados com
seus ortdlogos em alguns organismos eucariotos e patogénicos, € uma identidade nao
significativa com seu ortélogo humano.

A GCS ¢ bastante conservada nos cinetoplastideos 7. brucei e L. major.
Entretanto a sequéncia de aminodcidos da rGCSTc possui de 36 a 45% de identidade com a
provavel subunidade catalitica da GCS de T. brucei, S. pombe e H. sapiens. Alguns residuos
invariantes entre essas sequéncias, inclusive nas ja estudas, indicam residuos conservados
provavelmente participantes do sitio ativo destas enzimas (Fig. 8). Comparando a sequéncia
completa de aminodcidos da rGCSTc com a sequéncia peptidica da GCS desses eucariotos,
obtém-se valores de identidade de 67% com a sequéncia de 7. brucei a 17% com aquela de H.

sapiens (Tabela 1).

10 20 30 40 50
B T e e T e I I e
T. cruzi MGLLTTGGEPMRWGTDENNRAIPYVSSHGIQQOFLTMRAGTKEEKIFPEYW
T. brucei MGLLTTGGQPLOWGTEENNRAKEYVSAHGIQQFLWVYNKOQKELPDEFPEFLW
L. major MGLLTTGGAPIQWGTDANSKAIPHVREHGIQQFLNVEFKSKKDLHGMPEFEW
S. pombe MGLLVLG-TPLDW——-PESKKYCDYVRENGIKQFLHMYDTYISKKQODVLLW
H. sapiens MGLLSQG-SPLSW——EETKRHADHVRRHGILOFLHIYHAVKDRHKDVLKW
Clustal Consensus **** % *. * .. ko ckk kkk . : *
60 70 80 90 100
T O L S L I e I e |
T. cruzi EEVEHQLVRVE—--GGKVKLSLNAADVIEQLTK SSOK
T. brucei DEIEHQLVRLE--SRKVKLSLNAADVIKRLSQ SSGE
L. major EELEHQLIQLH-—-DDTVTLSTEGAEVMNKLR ARPD
S. pombe DEIECIVVSMDDKSKKARVSLROEDILNALIGGNSNKDTIEITSSTKPH
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Clustal Consensus *:*:* .. | ... Lo % :
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O T S e e A I
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L. major NC—-—-AVWNPEYGSFMVESTPDHPYTLSVESLDSVODNIARRYHMLNEEA
S. pombe AQNAVPTFHPEYGRYMLESTPGAPYGSTLKDFTEFVEYNMRLRRKIIENHL
H. sapiens HP——-TLWRPEYGSYMIEGTPGQPYGGTMSEFNTVEANMRKRRKEATSIL
Clustal Consensus kkk ckok ok kk R R
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T. cruzi DDTTHTEHFENIQSTNWQSVRLKPPSLDGNTGWRVEFRIMDVMPTPFENA
T. brucei DDHTHVDHFENIQSTNWQTVRLKLPVLDSTLGWRVEFRVMDVMPTPFENA
L. major DDTTHTEHEDNIQSTNWOQTVREFKPPPLGNDIGWRVEFRVMDIQPTPEFENA
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L. major KHDSRLTDSIARDLVORMHGLASNQIHDDDYLPISVEFKATTRESVK————
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H. sapiens KQDSVITDEMNYSLILKCNQIANELCECPELLGSAFRKVKYSGSKTDSSN

Clustal Consensus

Ck%

Figura 8. Alinhamento das sequéncias peptidicas preditas da traducio do gene gcs das espécies
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, Schizosaccharomyces pombe e Homo sapiens.
O residuo de cisteina conservado (indicado no retdngulo) participa do provével sitio ativo da enzima. A
sequéncia consenso € gerada automaticamente pelo programa ClustalW: (*) os residuos na coluna sio idénticos

em todas as sequéncias; (:) substituicdo conservativa; (.) substitui¢des semiconservativas.
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Tabela 1. rGCSTc compartilha identidades variadas com ortélogos presentes em eucariotos. O grau de

identidade entre as sequéncias foi calculada pelo programa BLAST, e os valores expressos em porcentagens (%).

Numero de acesso Organismo Identidade (%)
XP_816252 Trypanosoma cruzi 100
AAC47195 Trypanosoma brucei 67

XP_001682576 Leishmania major 58
CAA59379 Schizosaccharomyces pombe 45
NP001489 Homo sapiens 17

A sequéncia de aminodcidos que codifica a proteina rGSTc possui um grau
moderado de identidade com as sequéncias de aminoécidos da GS de humanos (14%) e 57%
de identidade com a sequéncia de T. brucei (Tabela 2). Apesar do baixo grau de identidade
entre a rGSTc e GSHs ha vdrias regides na parte C-terminal da proteina que parecem ser
altamente conservadas e assim pode ter uma funcdo essencial para catdlise e estrutura da
enzima. Além disso, hd uma abundancia de residuos de cisteina (nove) presentes na rGSTc
quando comparada com a proteina de mamiferos, que sé possui trés cisteinas. Um destes
residuos de cisteina parece estar envolvido na atividade catalitica da enzima humana (GALI &
BOARD, 1997), embora a andlise estrutural da GS de mamiferos revelaram que este residuo
em particular ndo estd em contato com qualquer um dos substratos durante a reagdo
enzimatica (POLEKHINA er alii, 1999). A abundiancia de residuos de cisteina na rGSTc

pode ter uma implicac@o funcional para sua atividade catalitica (Fig. 9).
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Figura 9. Alinhamento das sequéncias peptidicas preditas da traducdo do gene gs das espécies
Trypanosoma cruzi, Trypanosoma brucei, Leishmania major, Pichia pastoris e Homo sapiens. A sequéncia
consenso é gerada automaticamente pelo programa ClustalW: (*) residuos na coluna sio idénticos em todas as
sequéncias; (:) substitui¢do conservativa; (.) substituicdes semiconservativas. A caixa indica o loop conservado

rico em glicina, as cruzes e as setasindicam os residuos responsdveis pela ligacdo do ATP e GSH,
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respectivamente, na GS de humanos que sdo conservados entre 7. cruzi, T. brucei, L. major e P. pastoris.
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Tabela 2. rGSTc compartilha identidades variadas com ortélogos eucariotos. O grau de identidade entre as

sequéncias foi dada pelo programa BLAST, e os valores expressos em porcentagens (%).

Numero de acesso Organismo Identidade (%)
XP_816252 Trypanosoma cruzi 100
AAC47195 Trypanosoma brucei 57

XP_001682576 Leishmania major 46
CAA59379 Pichia pastoris 31
NP001489 Homo sapiens 14

Apdés o sequenciamento e a confirmagdo de que os genes foram clonados
perfeitamente no vetor de expressdao pET28a , bactérias BL21DE3 foram transformadas com
os plasmideos gcs-pET28a e gs-pRT28a.

Foram selecionadas algumas coldnias crescidas dessa transformacao para teste de
inducdo, a fim de otimizar a concentra¢do de IPTG e determinar a temperatura 6tima para que
se obtivesse a proteina em boa quantidade na frag@o solivel. Uma vez induzidas com 0,1 mM
de IPTG, a 37 °C, culturas de bactérias BL21DE3 que carregavam o vetor gcs-pET28a
produziram significativa quantidade da proteina de aproximadamente 80 kDa na fracdo
insoluvel do extrato bacteriano, como constatado em SDS-PAGE (Fig. 10). A mesma proteina
ndo foi detectada em culturas controle transformadas com o vetor de expressdo vazio.
Fazendo uma andlise minuciosa da fracdo soldvel do extrato bacteriano induzido, observou-se
uma banda no tamanho de aproximadamente 80 kDa presente no extrato induzido das trés

coldnias, que ndo se faz presente no extrato induzido da colonia controle.
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Figura 10. Analise em SDS-PAGE 10% da expressdo heterdloga da rGCSTc a 37 °C. Trés col6nias
transformadas em BL21(DE3) foram induzidas com 0,1mM de IPTG durante 3 h. M — Marcador BenchMark
Protein Ladder (Invitrogen). Fracdo solivel: pET28a vazio (1) , coldnia 1 (2), coldnia 2 (3), colonia 3 (4).
Fracdo insolivel: pET28a (6), coldnia 1 (7), coldnia 2 (8), coldnia 3 (9).

A fim de verificar se essa banda representa a proteina esperada, realizou-se um
immunoblot com soro anti-rGSCTc produzido em camundongo, no extrato soldvel e
insolivel. O anticorpo anti-rGCSTc reconheceu a proteina no extrato insolivel e ndo
reconheceu nenhuma proteina no extrato da colonia controle. Entretanto, o anticorpo
reconheceu uma proteina ndo identificada nos extratos soldveis referente as colonias 1, 2 e 3
(Fig. 11). Essa proteina reconhecida pelo anticorpo pode ser a proteina esperada que foi
degradada ainda na bactéria usada para a expressdo. Para esse padrdao de indugdo, a rGCSTc
expressou-se exclusivamente como corpo de inclusao, no extrato insolivel, e provavelmente
ndo apresentando atividade. Para otimizar a expressdo e tentar estabelecer o protocolo de
indugdo para obtengdo da proteina solivel, outras condi¢des de IPTG, temperatura e tempo de

inducdo foram testadas.

~20kDa—> = | — o—
Figura 11. Immunoblot realizado com soro anti-rGCSTc produzido em camundongo. Fracdo solivel das

coldnias 1, 2 e 3 da rGCSTc crescidas a 37 °C. Extrato insolavel (1), Extrato total do pET28a vazio (2), Extrato

solivel da coldnia 1 (3), Extrato soldvel da coldnia 2 (4), Extrato soltivel da coldnia 3 (5).
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A expressdo da proteina recombinante de aproximadamente 80 kDa, parece estar
diretamente associada a temperatura de incubacdo das culturas, uma vez que ndo variando a
concentracdo do agente indutor, e variando a temperatura e o tempo de indugdo, nota-se um
acumulo diferenciado no extrato soluvel de células mantidas a 30 °C, com 0,1 mM de IPTG,

durante 30 min, 1 h, 2 h, 3 h, 5 h e toda a noite de inducao (Fig. 12).

kba 41 2 3 4 5 6 7 M 9 10 M 12 13 14 15
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Figura 12. Analise em SDS-PAGE 10% da expressao heterdloga da rGCSTc induzida com 0,1 mM de
IPTG a 30 °C. M - Marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Fracao soldvel: pET28a vazio (1), 30
min de inducdo (2), 1 h de inducgdo (3), 2 h de indugido (4), 3 h de inducdo (5), 5 h de indugdo (6), indugdo
durante toda a noite (7). Fragao insolivel: pET28a vazio (9), 30 min de indugdo (10), 1 h de indugdo (11), 2 h de
indugdo (12), 3 h de indugéo (13), 5 h de indugéo (14), indugio durante toda a noite (15).

Para certificar que essas bandas visualizadas em SDS-PAGE, eram realmente a
proteina esperada, realizou-se outro immunoblot com soro anti-rGSCTc produzido em
camundongo, no extrato solivel e insoldvel. O anticorpo anti-rGCSTc reconheceu a proteina
no extrato insoldvel, ndo reconheceu nenhuma proteina no extrato da col6nia controle, nem no

extrato soldvel das vdrias indugdes (Fig. 13).

1 2 3
~80 kDa—)I

Figura 13. Immunoblot realizado com soro anti-rGCSTc produzido em camundongo na expressiao
heteréloga da rGCSTc induzida com 0,1 mM de IPTG a 30 °C. Extrato insolivel da indugo durante 5 h (1).
Fracdo soldvel: pET28a vazio (2), 30 min de indug@o (3), 1 h de indu¢do (4), 2 h de inducido (5), 3 h de inducdo

(6), 5 h de inducdo (7), inducdo durante toda a noite (8).
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Novos experimentos foram realizados na tentativa de se obter a proteina tGCSTc
solivel. As colonias contendo o plasmideo foram agora induzidas a 25 e 22 °C, cada uma com
duas concentracdes do agente indutor, a mesma concentra¢do usada no experimento anterior
(0,1 mM) e outra com a concentracdo reduzida a metade (0,05 mM), durante toda a noite (Fig.
14). Analisando a fracdo insolivel observou-se perfeitamente a presenca de uma banda de
aproximadamente 80 kDa visivelmente expressa, no entanto essa banda parece ndo estar na

fracdo soldvel.
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Figura 14. Analise em SDS-PAGE 10% da expressao heterdloga da rGCSTc. M — Marcador BenchMark

Protein Ladder (Invitrogen). Fracdo solivel pET28a vazio (2) e insolivel (3), Indugéo a 22 °C: Fracdo solivel
induzido com 0,05 mM de IPTG (4) e insolivel (5), Frag¢do solivel induzido com 0,1 mM de IPTG (6) e
insoldvel (7). Indugdo a 25 °C: Frac@o solivel induzido com 0,05 mM de IPTG (8) e insolivel (9), Fracdo
soldvel induzido com 0,1 mM de IPTG (10) e insolavel (11).

Uma nova tentativa para a obtencdo da proteina solivel foi a expressdo da
proteina rGCSTc a 20 °C, uma vez que nessa temperatura as bactérias cresceriam lentamente
e as proteinas expressas teriam um tempo maior para um dobramento completo e
provavelmente apareceriam na frac@o solivel. Usando 0,05 mM, 0,1 mM e 0,25 mM de IPTG
as colonias foram induzidas durante 3 e 5 h (Fig. 15). A indugdo durante 5 h parece ter sido
satisfatdria para expressdo das proteinas nas duas concentra¢des de indutor usadas. A banda
de aproximadamente 80 kDa esperada estd presente tanto nas fragdes soldveis quanto nas
insoliveis, mas nota-se que a indu¢do com 0,05 mM impediu a super-expressao da proteina
na fracdo insoldvel e aumentou o nivel da expressdo na fragdo soldvel.

Novamente um immunoblot foi realizado no intuito de verificar a expressdo destas
proteinas. Surpresamente, em nenhum dos extratos a proteina esperada foi reconhecida com o

anticorpo anti-rGCSTc, entretanto reconheceu outra proteina de aproximadamente 20 kDa
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(Fig. 16). Essa banda reconhecida de tamanho ndo esperado pode ser possivel degradacao da
proteina de aproximadamente 80 kDa. Um immunoblot novamente foi realizado com o
mesmo extrato, agora sem condi¢Oes redutoras e desnaturantes, observou-se, entretanto, o

mesmo padrio de identificagdo (dados ndo mostrados).

kDﬂMZ 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15
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Figura 15. Analise em SDS-PAGE 10% da expressido heterdloga da rGCSTc a 20 °C. M — Marcador
BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Inducido do pET28a vazio fracdo solivel (2) e insoldvel (3), 3 h de
indugdo: Indug¢do com 0,05 mM de IPTG, fragdo solivel (4) e insolivel (5), Indugdo com 0,1 mM de IPTG,
fragdo solivel (6) e insolivel (7), Inducido com 0,25 mM de IPTG durante, fragdo soltivel (8) e insoldvel (9); 5
h de indug¢do: Indugdo com 0,05 mM de IPTG, fracdo solivel (10) e insolivel (11), Inducdo com 0,1 mM de
IPTG, fracdo soldvel (12) e insoldvel (13), Indugdo com 0,25 mM de IPTG, fracdo soldvel (14) e insolivel (15).

1 2
~80 kDa—> E
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Figura 16. Immunoblot realizado com soro anti-rGCSTc produzido em camundongo nas fracoes soliveis
das indugoes a 20 °C, 22 °C e 25 °C. Proteina purificada de corpo de inclusdo (1); pET28a vazio (2); Indugdo a
20 °C: 0,1 mM de IPTG (3); 0,05 mM de IPTG (4); Inducdo a 22 °C: 0,1 mM de IPTG (5); 0,05 mM de IPTG
(6); Indugdo a 25 °C: 0,1 mM de IPTG (7); 0,05 mM de IPTG (8).

Essas condi¢cdes foram repetidas indmeras vezes, € em todas novamente
obtivemos o mesmo resultado. Outras tentativas, no entanto, foram realizadas, como o uso de
reagente zwiteridnico durante a lise, mas o padrdo de expressdao continuou o mesmo. A outra
tentativa foi usar sorbitol durante a indu¢do no intuito de solubilizar as proteinas. Mesmo que
no immunoblot ndo foi reconhecida nenhuma proteina no extrato solivel, purificamos essas

fragcdes em cromatografia de afinidade ao niquel. Mais uma vez a banda correspondente a
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proteina esperada ndo estava presente. Realizou-se também um immunoblot usando como
anticorpo primdrio um soro anti-His-tag (Invitrogen), uma vez que a proteina recombinante €
expressa com uma cauda de histidina, desta vez o anticorpo nao reconheceu nenhuma banda
na fracdo solivel nem na fracdo insolivel, nem mesmo a banda ndo identificada vista nos
outros immunoblots (dados nao mostrados).

A partir do momento em que ndo se obteve a proteina solivel, realizou-se a
purificagdo a partir dos corpos de inclusdao da fracdo insolivel, em condicdes desnaturantes,

onde conseguimos a proteina pura e em grande quantidade (Fig. 17).
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Figura 17. Purificacdo da proteina rGCSTc em cromatografia de afinidade em coluna de niquel. As
coldnias foram induzidas com 0,1 mM de imidazol a 37 °C durante a noite. A amostra foi sonicada em tampao de
lise. M — Marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Extrato total (2), Fracdo ndo ligada (3), Tampao de
lavagem com 5 mM de imidazol (4), Elui¢do com 100 mM de imidazol (5) e (6), Eluicdo com 200 mM de
imidazol (7) e (8), Eluicdo com 300 mM (9) e (10), Elui¢do com 400 mM (11) e (12), Elui¢do com 500 mM de
imidazol (13) e (14), Eluicdo com 600 mM de imidazol (15) e (16), Eluicio com 700 mM de imidazol (17) e
(18), Elui¢do com 800 mM de imidazol (19) e (20).

A rGCSTc € imunogénica em camundongos, onde induziu a formagdo de
anticorpos especificos, que reconheceram uma unica banda de aproximadamente 80 kDa no
extrato induzido de E. coli e uma banda de 79,67 kDa no extrato total de epimastigotas de 7.

cruzi (Fig. 18).

Figura 18. Immunoblot realizado com soro anti-rGCSTc produzido em camundongo. Extrato total de E. coli
com o plasmideo gcs-pET28a (1), Extrato total da forma epimastigota de 7. cruzi (2) a (7). Soro imune dos

camundongos 1 (2), 2 (3),3 (4), 4 (5),5 (6), 6 (7).
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Para os primeiros ensaios de expressdo da proteina rGSTc, culturas de bactérias
BL21DE3 que carregavam o vetor gs-pET28a foram incubadas na presenca de 0,1 mM de
IPTG, a 37 °C durante 5 h. Neste ensaio, observou-se a super-expressdo de uma proteina com
um padrdo de migracdo eletroforético compativel com aquele da proteina de interesse de
aproximadamente 60 kDa, em conformidade com a massa tedrica esperada de 58,6 kDa, na
fracdo insoluvel do extrato. Todavia, ndo houve producdo da proteina na fracdo solivel do
extrato. Culturas controle transformadas com o vetor de expressdo vazio ndo apresentaram

quantidades detectdveis dessa mesma proteina (Fig. 19).
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Figura 19. Analise em SDS-PAGE 10% da expressdo heterologa da rGSTc a 37 °C. Trés colOnias
transformadas em BL21(DE3) dos clones 1 e 7 foram induzidas com 0,ImM de IPTG durante 5 h. M —
Marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Fracdo solivel do pET28a vazio (2), insolivel do pET28a
vazio (3), Fragdo solivel colonia da 1 do clone 1 (4) e insolivel (5), Fracdo solivel colonia da 2 do clone 1 (6) e
insoludvel (7), Frag¢do solivel colonia da 3 do clone 1 (8) e insoldvel (9), Fracdo solivel coldnia da 1 do clone 7
(10) e insoldvel (11), Fracdo soldvel colonia da 2 do clone 7 (12) e insolivel (13), Frag@do soldvel colonia da 3

do clone 7 (14) e insolavel (15).

Para analisar a influéncia da temperatura e aperfeicoar a expressdo da proteina
rGSTc, as coldnias agora foram induzidas a 20 °C durante a noite com 0,05 mM, 0,1 mM,
0,25 mM e 0,5 mM de IPTG. A banda de aproximadamente 60 kDa aparece visivelmente no
extrato insoldvel das indugdes dos clones positivos, e apesar de aparentemente ndo aparecer
uma banda contundente no extrato solivel (Fig. 20), o immunoblot confirmou a inducio da

proteina na fragdo solivel dos extratos induzidos com 0,05 mM e 0,1 mM de IPTG (Fig. 21).
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Figura 20. Analise em SDS-PAGE 10% da expressao heterdologa da rGSTc induzida com IPTG em
diferentes concentracoes a 20 °C durante toda a noite. M — Marcador BenchMark Protein Ladder
(Invitrogen). Fracdo solivel (2) e insolavel (3) do controle (pET28a vazio), fracdo soldvel (4) e insoldvel (5) da
indu¢do com 0,05 mM de IPTG, fragdo solivel (6) e insolivel (7) da indugdo com 0,1 mM de IPTG, fracdo
solivel (8) e insolivel (9) da indugdo com 0,25 mM de IPTG , fracdo solivel (10) e insolivel (11) da indugdo

com 0,5 mM de IPTG.
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Figura 21. Immunoblot realizado com soro anti-GSTc produzido em camundongo. Fracdo solivel da
colonia rGSTc crescidas a 20 °C . Extrato solivel de E. coli ap6s indugdo com 0,05 mM de IPTG (1), induzido
com 0,1 mM (2), Extrato insolivel (3).

Como a expressdo da protefna soldvel ainda foi pouco detectada, e para melhor
adaptarmos o protocolo de producdo da proteina recombinante, foi necessdrio ajustar a
temperatura e as concentracdes de IPTG utilizadas para induzir as colonias transformadas
com o vetor gs-pET28a. Utilizando-se 0,25, 0,1 e 0,05 mM de IPTG a 22 e 25 °C, notou-se
que a rGSTc permanecia, em maior quantidade, insolivel, mas ocorreu um pequeno aumento
na sua expressdo solivel, o que viabilizaria a purificacdo da proteina nessas condi¢des (Fig.

22).

38



kDa 8 9 10 11 12 13 14 15

<«—~60kDa

30 —

25

Figura 22. Analise em SDS-PAGE 10% da expressao heteréloga da rGSTc a 22 e 25 °C. M — Marcador
BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Inducdo do pET28a vazio fragdo soliivel (2) e insoluvel (3), inducdo a
25 °C: fragdo soldvel (4) e insolivel (5) da inducdo com 0,25 mM de IPTG, fragdo solivel (6) e insoldvel (7) da
indu¢do com 0,1 mM de IPTG, fragdo solivel (8) e insolivel (9) da indugdo com 0,05 mM de IPTG, indugio a
22 °C: fracdo soldvel (10) e insolivel (11) da indugdo com 0,25 mM de IPTG, fragdo solivel (12) e insolivel
(13) da indugdo com 0,1 mM de IPTG, fracgdo solivel (14) e insolivel (15) da inducdo com 0,05 mM de IPTG.

A variacdo nas condi¢des de inducdo da expressdo nos possibilitou refinar o
processo de obtenc@o da proteina recombinante, e, sendo assim, foram adotadas aquelas que
resultaram em maior rendimento: temperatura de 22 °C, 0,05 mM de IPTG por 16 h. A
confirmacdo deste resultado pode ser observado na Figura 23, pela realizacdo de um

immunoblot nas fragdes soliveis destas indugdes.

1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 23. Immunoblot realizado com soro anti-rGSTc produzido em camundongo nas fracées soliveis
das indugoes a 22 °C e 25 °C. Inducido a 22 °C: 0,25 mM de IPTG (1), 0,1 mM de IPTG (2), 0,05 mM de IPTG
(3), Indugdo a 25 °C: 0,25 mM de IPTG (4), 0,1 mM de IPTG (5), 0,05 mM de IPTG (6), Extrato solivel da
indu¢do do pET28a vazio (7), Extrato insolivel da inducdo a 22 °C (8).

Uma vez descoberta a expressao da proteina na fragdo solivel, prosseguimos com
a purificagdo em larga escala, para realizacdo dos proximos experimentos. A maioria do
extrato da fracdo solivel, obtida da lise celular das bactérias de culturas induzidas, ndo se
ligou ao passar pela coluna de niquel. Ao ser visualizada em SDS-PAGE, a fracdo protéica
nao ligada a coluna de afinidade nio apresentou uma diminui¢ao expressiva de proteina com

massa de 60 kDa, quando comparado com o extrato total. Contudo, o pouco de proteina que
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havia se ligado na coluna desligou com apenas 5 mM de imidazol. Um immunoblot realizado

nessas fracdes nos permitiu visualizar melhor a quantidade de proteina (Fig. 24).

E

+ «—~60kDa

Figura 24. Immunoblot da purificacio em cromatografia de afinidade em coluna de niquel, realizado com
soro anti-rGSTc produzido em camundongo A cultura foi induzida com 0,05 mM de IPTG a 22 °C durante
toda a noite. Proteina recombinante purificada do corpo de inclusdo (1), Extrato total de bactérias (2), Fracdo

ndo-ligada (3), Tampao de lavagem com 5 mM de imidazol (4), Tampao de eluicdo 1M de imidazol (5).

A tentativa de purificar a rGSTc foi repetida varias vezes, mudando o tampao de
lise, a coluna de afinidade, pH e resina, no entanto ndo obtivemos sucesso. De posse destes
resultados decidimos tentar a purificacdo a partir dos corpos de inclusao da fragdo insoluvel,
em condi¢des desnaturantes. A proteina em corpos de inclusdo apresentou boa afinidade para

a resina contendo niquel, o que possibilitou a obtencdo da enzima com alto grau de pureza
(Fig. 25).
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Figura 25. Purificacio da proteina rGSTc em cromatografia de afinidade em coluna de niquel. As col6nias
foram induzidas com 0,1 mM de imidazol a 37 °C durante a noite. A amostra foi sonicada em tampao de lise. M
— Marcador BenchMark Protein Ladder (Invitrogen). Precipitado da preparacdo dos corpos de inclusdo (2),
Extrato total (3), Fracdo ndo ligada (4), Tampao de lavagem com 5 mM de imidazol (5), Tampdo de lavagem
com 40 mM de imidazol (6), Eluicdo com 100 mM de imidazol (7) e (8), Elui¢cdo com 200 mM de imidazol (9)
e (10), Eluicdo com 300 mM (11) e (12), Elui¢do com 400 mM (13) e (14), Elui¢do com 500 mM de imidazol
(15) e (16), Eluicdo com 600 mM de imidazol (17) e (18), Eluicdo com 700 mM de imidazol (19) e (20).
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Soros anti-rGSTc produzidos em camundongos Balb/C reconheceram uma tnica
banda de aproximadamente 60 kDa no extrato total de E. coli e uma banda de 58,63 kDa no

extrato total de epimastigotas de 7. cruzi (Fig. 26).

Figura 26. Immunoblot realizado com soro anti-rGSTc produzido em camundongo. Proteinas totais de E.

coli (1) oude T. cruzi (2 e 3) foram tratadas com soro pré imune (2) ou anti-rGSTc (3).

A localizacdo da GSC e GS no T. cruzi foi avaliada por imunofluorescéncia para
corroborar os resultados ja obtidos da expressdo das proteinas utilizando-se dos anticorpos
testados por meio de Immunoblot (Figs. 18 e 26). As formas epimastigotas, tripomastigota e
amastigotas foram permeabilizadas e incubadas com o anticorpo policlonal pré-imune ou anti-
rGCSTc e anti-rGSTc seguido por um anticorpo secunddrio anti-IgG de camundongo
conjugado com Alexa 488. DAPI foi usado para marcar tanto o DNA nuclear como o
cinetoplasto.

Nas formas epimastigota, amastigotas e tripomastigotas (dados ndo mostrados) as
proteinas GCS (Figs. 27A e 28A - marcacao em verde) e GS (Figs. 27B e 28B - marcacdo em
verde) parecem estar concentrada em vesiculas, apesar de observar a sua distribui¢do por todo
o parasito. Nao foram observadas marcacdes quando o soro pré-imune foi empregado nas

mesmas condi¢des experimentais (dados ndo mostrados).
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Figura 27. Imunofluorescéncia realizada em epimastigotas de 7. cruzi. Anticorpo policlonal pré-imune ou
anti-rtGCSTc e anti-rGSTc seguido por um anticorpo secunddrio anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa

488 (verde), DAPI marca tanto o DNA nuclear como cinetoplasto. GCSTc (A), GSTc (B).
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Figura 28. Imunofluorescéncia realizada em amastigotas de 7. cruzi. Anticorpo policlonal pré-imune ou anti-
rGCSTc e anti-rGSTc seguido por um anticorpo secundério anti-IgG de camundongo conjugado com Alexa 488

(verde), DAPI marca tanto o DNA nuclear como cinetoplasto. GCSTc (A), GSTc (B).

43



Discussao

Todos os tripanosomatideos possuem um ditiol Unico, a tripanotiona, uma
espermidina conjugada a GSH, que juntamente com a sua flavoenzima, tripanotiona redutase,
substituem o cldssico glutationa/glutationa redutase dos sistemas de outras células. Como a
tripanotiona redutase € essencial para a sobrevivéncia do parasito, as enzimas envolvidas na
biossintese da glutationa e seu conjugado tripanotiona sdo também susceptiveis a representar
importantes alvos para o desenvolvimento de novas drogas anti-parasitarias. Para manter os
niveis de GSH adequadamente no organismo, ela € sintetizada por uma reagdo de duas etapas
distintas, envolvendo duas sintetases ATP-dependentes: y-Glutamilcisteina sintetase e
Glutationa sintetase. A fim de estuda-las o gene gcs e gs de T. cruzi foram clonados, os quais
codificam um polipeptideo de 693 e outro de 535 residuos de aminodcidos, respectivamente.

A atividade da vy-glutamilcisteina sintetase ja foi identificada em muitos
organismos, incluindo  bactérias,  protozodrios, fungos, plantas, insetos e
mamiferos. Clonagem e estudos mostram um moderado a alto grau de identidade de
sequéncia de aminodcidos da GCS entre os mamiferos, insetos, fungos e protozodrios, mas
ndo entre as enzimas de quaisquer plantas e bactérias. Apesar destas diferencas presume-se
que GCS catalise uma reacdo de ligase em duas fases, mecanicamente similares, em todos
eles.

A sequéncia de aminodcidos da rGSC de T. cruzi compartilha variados graus de
identidade com homologos de outros eucariotos: 67%, Trypanosoma brucei; 58%,
Leishmania major, 45%, Schizosaccharomyces pombe; 17%, Homo sapiens. Como esperado,
hda maior grau de identidade entre os tripanosomatideos patogé€nicos. O baixo grau de
identidade com a enzima humana € bastante interessante, pois pode representar alvo
especifico para o desenvolvimento de quimioterdpicos seletivos, o que resultaria em uma
provdvel redugdo dos efeitos colaterais que sdao observados na terapia atualmente utilizada
(KRAUTH-SIEGEL et alii, 1999).

A andlise de sequéncia e de estrutura da enzima de 7. cruzi com a de outros
eucariotos ja estudados € importante, pois nos permite fazer especulacdes de como a enzima
poderia exercer sua atividade e/ou func¢do. A cisteina conservada na sequéncia da proteina na
maioria dos eucariotos parece estar dentro ou proximo ao sitio ativo, e as glicinas proximas
também conservadas, parecem funcionar como sitio de ligacio do ATP (LUEDER &

PHILLIPS, 1996). Além dessa Cys e Gly, pode-se observar vérias regides bastante
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conservadas entre essas enzimas. Uma mutagdo sitio dirigida realizada em trés residuos de
glutamato que estdo envolvidos na ligacdo de ions metdlicos na enzima de 7. brucei, que sao
conservados na rGCSTc, implicou na auséncia de atividade da enzima (ABBOTT et alii,
2001). Mutagdes no gene que codifica a y-glutamilcisteina sintetase em Leishmania e T.
brucei mostram que ele € realmente um gene essencial e um passo limitante na formacdo da
GSH (HUYNH et alii, 2003; MUKHERIJEE et alii, 2009).

A rGSTc também compartilha consideravel identidade de sequéncia com seus
ortélogos eucariotos, 57% com GSTb, 46% com GSLm, 31% com GSPp e 14% com GSHs.
A andlise estrutural comparativa in silico entre as GS destas espécies permitiu observar uma
regido altamente conservada nas protefnas eucaridticas, um loop rico em Gly sugerindo que
contém uma sequéncia que é importante para a atividade enzimatica (WANG & OLIVER,
1997). Esse loop fornece uma cobertura sobre a fissura do sitio ativo e, portanto, sao
candidatos para os movimentos durante a atividade catalitica (POLEKHINA et alii, 1999).
Fyfe e colaboradores (2010) mostraram através de um alinhamento da sequéncia peptidica da
GS que esse loop € 100% conservado entre outros 23 eucariotos.

Apesar da rGSTc compartilhar apenas 14% de identidade de sequéncia com a
GSHs, existem alguns residuos de aminodcidos importantes conservados entre elas. Mas um
resultado interessante obtido é que uma mutacao sitio dirigida nos tnicos trés residuos de Cys
existentes na GSHs que foram convertidos em alanina, (a mutacio para alanina foi escolhida,
pois esta ¢ uma mudanga mais conservadora em termos de tamanho e carga, e o resultado de
qualquer alteracao funcional, pode ser largamente atribuido a perda do grupo tiol), revelaram
que, embora os mutantes de Cys294-Ala e Cys409-Ala ndao foram afetados ou retidos a
atividade substancial, a muta¢do Cys422-Ala resultou em uma inativagdo quase completa da
enzima, e esse residuo nao é conservado na rGSTc. Esse resultado sugere fortemente que a
Cys-422 desempenha um papel importante na fun¢do da enzima, mas ndo dd qualquer
indicacdo sobre se este efeito é resultado das alteragdes estruturais ou de um papel especifico
na adrea de catdlise. Segundo Gali e Board (1997), um alinhamento das sequéncias de
aminodcidos revelou conservacdo entre os residuos Cys-294 de GSHs e GS de
Schizosaccharomyces pombe e Arabidopsis thaliana. Essa conservacao inicialmente sugeriu
que este residuo pode ser o mais significativo, entretanto, esta conclusdo nao € claramente
apoiada pelos seus resultados experimentais. Esse residuo de Cys também € conservado nas

sequéncias de T. cruzi, T. brucei, L. major e P. pastoris.
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A partir da insercao do fragmento de DNA que codifica a proteina no vetor de
expressdo pET28a, iniciou-se a expressdo e purificacdo da proteina recombinante seguindo
protocolos ja estabelecidos para este tipo de vetor. O desenvolvimento de métodos de alto
desempenho para a expressdo e purificagdo de proteinas € complicado devido as diversas
propriedades quimicas das proteinas. A expressao heter6loga de proteinas fusionadas a uma
cauda € uma estratégia bastante utilizada na produgdo de proteinas recombinantes (DREWES
E BOUWMEESTER, 2003; TERPE, 2003). A purificacao de proteinas por afinidade usando
caudas fusionadas as suas sequéncias permite purificacdes por cromatografias simples. Apesar
de apresentar muitas vantagens como facilitar a purificacdo e detec¢do de proteinas, a
presenca dessas caudas de afinidade podem afetar caracteristicas importantes, interferir nas
funcdes e alterar o comportamento das proteinas-alvo a serem estudadas (BUCHER et alii,
2002; CHANT et alii, 2005; SMYTH et alii, 2003). A escolha pelo sistema pET de expressao
no contexto deste trabalho deveu-se a facilidade de purificagdo do produto de interesse. A
independéncia da conformagdo da cauda de seis histidinas para a liga¢do na resina Ni-Agarose
permite que a proteina de interesse seja purificada. Além disso, esta cauda € bem menor do
que muitas outras, sendo pouco imunogénica e contribui pouco para a conformacido da
molécula.

A expressdo das proteinas rGCSTc e rGSTc foram bem sucedidas, porém, a
proteina rGCSTc permaneceu apenas na forma de corpos de inclusdo, provdvel consequéncia
dos altos niveis de expressdo e pelo mau dobramento da proteina. Esta falha no enovelamento
deve-se a exposicao de residuos hidrofébicos, muitas vezes regulada pela taxa metabdlica da
bactéria ou pela auséncia de processamento pds-traducional em sistemas de expressdao
procariontes e levam a formacdo de agregados insoliveis (RUDOLPH & LILIE, 1996;
VENTURA & VILLAVERDE, 2006). Este fato levou a introdugao de algumas modificac¢des
no protocolo original a fim de se obter a proteina na forma solivel. Uma modificacdo que
pode levar a produgcdo da proteina de interesse na sua forma solivel é a diminui¢do da
temperatura de crescimento e da inducdo. A temperatura é uma varidvel deste sistema que
afeta diretamente o nivel de expressao e a solubilidade da proteina, logo, uma diminui¢do na
temperatura leva a uma diminuicdo nos niveis de expressdo ao longo do tempo, o que
colabora com o enovelamento, além do que, a energia livre do sistema € menor em
temperaturas menores, possibilitando a formagdo das estruturas secunddrias e tercidrias. A
reducdo da temperatura de ativagao da cultura bacteriana é muito utilizada para expressao de

proteinas que se agregam ou que sdo de dificil expressdo (MAKRIDES, 1996; SORENSEN &
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MORTENSEN, 2005) e neste trabalho, a queda da temperatura, foi um fator determinante
para a expressdo da rGSTc na fracdo solivel. Entretanto, mesmo com essa modificacdo no
sistema de expressao nao foi possivel obter a rGCSTc solivel. Outros agentes solubilizadores
também foram testados, mas nenhuma modificacio levou a solubilizacdo da proteina (dados
nao mostrados).

Reducdo da temperatura e concentracao de IPTG e aumento do tempo de indugdo
possibilitaram boa expressdo da rGSTc recombinante solivel, mas sua purificacdo por meio
de cromatografia de afinidade ao niquel ndo foi possivel. Neste caso ha a possibilidade da
sequéncia de histidinas ndo estar exposta o suficiente para permitir ligacio ao niquel da
coluna. Dessa forma, a enzima passaria direto pela coluna, juntamente com todas as outras
moléculas. Este ¢ um dos problemas de expressao heteréloga de proteinas. Uma vez que nao
foi possivel obter a proteina recombinante na forma solivel, condi¢do necessdria para a
realizacdo dos ensaios bioquimicos e funcionais, foi empregada a lise desnaturante para a
purificacdo de ambas as proteinas, a qual utiliza a uréia como agente desnaturante, capaz de
solubilizar os corpos de inclusdao. Sob desnaturagdo, a enzima apresentaria a cauda de
histidina de forma acessivel ao niquel da coluna, facilitando sua purificagao.

Uma alternativa para solucionar este problema seria a mudanca da cauda de
histidina para a outra extremidade da sequéncia da proteina. Isso poderia favorecer o
dobramento correto da proteina, deixando sua cauda de histidina exposta. Além disso,
poderiamos utilizar outro vetor de expressdo para tentar a expressdao das enzimas. Uma
sugestdo seria a troca do sistema de expressdo pelo sistema baculovirus ou Pichia pastoris
(LOMBARDI et alii, 2010) como hospedeiro, outra saida seria o emprego do sistema de
expressdo usando tripanosomatideos. O protozodrio tripanosomatideo Crithidia fasciculata,
além de ndo ser patogénico aos humanos é facilmente cultivado em grandes quantidades e
constitui um importante modelo para a expressao de proteinas (TETAUD, 2002).

Os anticorpos policlonais produzidos pelos animais imunizados foram eficientes
no reconhecimento da proteina recombinante e da proteina no extrato total de epimastigotas
de T. cruzi por immunoblot, no entanto, neste tipo de ensaio a proteina estd na sua forma
desnaturada, logo, os anticorpos policlonais reconhecem epitopos presentes na sequéncia
priméria da proteina. Para saber se os anticorpos policlonais reconhecem a forma nativa,
foram realizados ensaios de imunofluorescéncia, os quais necessitam do reconhecimento da
forma nativa da proteina pelo anticorpo. Tanto o soro anti-rGCSTc como o anti-rGSTc,

reconheceram a proteina nativa nas formas epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas do
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parasito. Como ja descrito por Harlow e Lane (1988), nem sempre anticorpos produzidos pela
imunizacdo de antigenos expressos em sistema heter6logo de E. coli sdo eficientes no
reconhecimento da proteina nativa, pois proteinas na sua forma nativa apresentam epitopos
conformacionais ou descontinuos. Um anticorpo que reconhece a proteina na sua forma nativa
¢ de grande interesse, uma vez que pode ser utilizado em diferentes metodologias para
investigacdo da interacdo das proteinas.

Apesar das enzimas GCS e GS ja terem sido estudadas em uma gama de
organismos, a imunocitolocalizagao foi divulgada apenas em Plasmodium berghei, que
revelam a vy-glutamilcisteina sintetase localizada na regido citoplasmética do parasito
(SHARMA & BANYAL, 2009).

Hunter e colaboradores, (1994), disseram que o sistema tiol-redox baseado no tiol
de baixa massa molecular N', N®-bis glutationilespermidina e tripanotiona redutase (TriR) é
unico nos Tripanosomatideos. Como as enzimas y-glutamilcisteina sintetase e glutationa
sintetase sdo expressas em todas as formas do parasito e sdo essenciais para a formacgao da

GSH, podemos inferir deste resultado que elas sdo realmente importantes para o parasito.
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Conclusoes

O sistema bioldgico depende de rigido controle do processo de oxidacdo

proveniente do metabolismo. A oxidacdo pode resultar em danos irrepardveis em indmeras

moléculas importantes para a manutenc¢do da fisiologia celular e sistémica. Assim, hd uma via

metabdlica voltada para manter o sistema reduzido, garantindo a vida celular e sist€émica, que

nos Tripanosomatideos parece ser Unica, e alguma interrupcao causaria danos ao parasito.

Nesse intuito, esse trabalho teve como objetivo estudar duas enzimas participantes da via de

oxido-reducao do T. cruzi, e os experimentos realizados nos permitiu saber que:

1.

A sequéncia nucleotidica do gene gcs e gs de Trypanosoma cruzi codifica uma
proteina 693 e 535 residuos de aminodcidos de massa molecular 79,67 kDa e 58,63
kDa respectivamente;

As proteinas GCS e GS apresentam sequéncias altamente conservadas entre outros
eucariotos ja estudados, inclusive entre os tripanosomatideos patogénicos;

As proteinas recombinantes foram expressas em sistema heterélogo de E. coli, a partir
do vetor de expressdo gcs-pET28a e gs-pET28a;

As proteinas foram purificadas sob condi¢des desnaturantes, pois a rGCSTc s6 estd
presente na fracdo insolivel do lisado bacteriano, e rGSTc da fracdo soldvel
apresentou dificuldades em se ligar na coluna de afinidade;

As proteinas recombinantes purificadas de corpos de inclusdo sdo imunogénicas em
camundongos, o que abre espago para novas perspectivas;

Os anticorpos produzidos apresentaram especificidade;

Os genes gcs e gs sdo transcritos e as proteinas sdo expressas nas formas

epimastigotas, amastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi.
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