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Aninha e suas pedras

Ndo te deixes destruir...

Ajuntando novas pedras

e construindo novos poemas.

Recria tua vida, sempre, sempre.

Remove pedras planta roseiras e faz doce. Recomega.
Faz de tua vida mesquinha

um poema.

E viverds no coragdo dos jovens

e na memdria das geragoes que hdo de vir.
Esta fonte é para uso de todos os sedentos.
Toma a tua parte.

Vem a estas pdginas

e ndo entraves seu 1o

aos que tém sede.
Cora Coralina
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Resumo

A doenca de Chagas, apds 100 anos de sua des@igda, € considerada uma
enfermidade negligenciada e de grande importarogals sendo destacada como uma
das doencas mais endémicas da Ameérica Latina. @rioegpidemiolégico associado a
auséncia de quimioterapia adequada tem incentiymdgramas governamentais de
prevencdo e controle e influenciado grupos de pesdores a buscarem o
desenvolvimento de novos farmacos. A linha de psaqdo nosso grupo visa a
identificacdo e caracterizacdo molecular de prese@®mo potenciais alvos de drogas,
Nesse sentido, este trabalho descreve o estudandemetionina aminopeptidase de
T.cruzi(MAPTc). MAPTc € uma enzima putativa de 476 ressdde amino4cidos com a
massa molecular esperada de 47 kDa, sendo altanwrgervada em cinetoplastideos. O
alinhamento de sequéncias protéicas de metionimzopeptidases (MAPs) de humano e
de T. cruzidemonstrou identidade reduzida, o que contribua pjamar a MAPTC um
alvo promissor para desenvolvimento de drogas. ddepra recombinante foi expressa
solavel e inativa ent.coli BL 21(DE3) e purificada para producdo de anticerpm
camundongos. Os soros obtidos apos as imunizag@® futilizados nos experimentos
de immunoblottinge imunocitolocalizacdo na tentativa de confirmaexpressdo da
proteina. A expressao da proteina foi confirmadafoanas epimastigotas do parasita e a
mesma parece estar localizada no citoplasma. Rarcar a atividade de MAPTCc,
foram realizados ensaios enzimaticos com o subsflabrogénico MET-AMC. No
entanto, ndo foram alcancados resultados satisfatdoas condicdes testadas, indicando
que a proteina recombinante foi produzida na suadanativa. Testes com TNP470, um
inibidor conhecido de metionina aminopeptidasesf@amas epimastigotas do parasito,
nao revelaram um efeito inibitério. Por fim, foigposto um modelo para MAPTc
baseado na estrutura cristalografica da MetionimanApeptidase Humana tipo |, PDB
2B3H.
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Abstract

Chagas’ disease even after 100 years of its depidistill considered a neglected
disease of great social importance, being highéidrdas one of the endemic diseases in
Latin America. The absence of an appropriate chieemapy and its epidemiology have
motivated government programs to prevent its trassion and stimulated groups of
researchers to pursue the development of new dnitys reduced side effects. Our
research group aims the identification and molecualmaracterization of proteases as
potential drug targets. In that sense, this masténesis describes the study of a
methionine aminopeptidase dfrypanosoma cruziMAPTc). MAPTc is a putative
enzyme of 476 amino acid residues with an expeotetécular mass of 47 kDa and
highly conserved in the kinetoplastids. Proteinusggte alignment of human amdcruzi
methionine aminopeptidase (MAPs) showed reducedtiige which helps to make
MAPTc a promising target for drug development. Trecombinant protein was
expressed in its soluble and inactive formEiroli BL 21 (DE3). It was purified and
employed in the production of antibodies in micatttvere used to investigate MAPTc
expression.In experiments of immunobloting and imoaytolocalization revealed that
the protein is expressed by epimastigote forms landted in the cytoplasm of the
parasite. Assays with fluorogenic substrate MET-AM@re performed to access the
activity of MAPTc. However, no success was achieweder the conditions tested,
suggesting that the recombinant protein was pratluicats inactive form. Also, tests
were performed with TNP470, a well-known inhibitdrmethionine aminopeptidase, on
epimastigote forms of the parasite. However, thests did not show an inhibitory effect.
Finally, a model was proposed to MAPTc based onctlystal structure of the human

methionine aminopeptidase type |, PDB 2B3H.
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Introducéo

1. Trypanosoma cruz e a doenca de Chagas

A doenca de Chagas (Tripanossomiase Americanaefarita em 1909 por Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas, relatando seus etemelinicos, anatomopatologicos e
epidemioldgicos, seu agente etiologico Frgpanosoma cruzi e 0s vetores como sendo
insetos da ordem Hemiptera (Breeealii, 2000).Foi a primeira vez na historia da Medicina
que um mesmo pesquisador identificou anteriormentéescoberta da doenca o vetor,
conhecido popularmente como barbeiro, e o0 seu agetiblogico. Os vetores desta
enfermidade sédo insetos hematéfagos da subfamileomine (Hemiptera:Reduviidae)
atualmente composta por 141 espécies (Videld, 2007).

No inicio do século XX, em um curto intervalo deng®, o Dr. Carlos Chagas
descreveu o reservatorio natural do parasito, otagsiologico, a localizacdo intradomiciliar
do inseto transmissor, o0 modo de transmissao espactws clinicos do estagio agudo da
doenca e posteriormente o0 aspecto clinico da f@seca, principalmente a forma cardiaca,
(Bestettiet alii, 2009; Pittella, 2009).

A historia da doenca de Chagas tevaaimio século XX, quando o entéo diretor do
Instituto Manguinhos, Oswaldo Cruz, enviou o joveesquisador, Carlos Chagas, ao estado
de Minas Gerais para a realizacdo de trabalhosodtrote da malaria, doenca de grave
epidemia a época (Voelker, 2009). Contudo, ndonfona esforgos contra essa doenga que
revelaram ao mundo o cientista brasileiro, mas aidescoberta do que é um dos maiores
problemas de saude publica da histéria brasileita América Latina, a doenca de Chagas. A
énfase dada a originalidade cientifica da descalgertCarlos Chagas e seus colaboradores e
por geracdes sucessivas de médicos e cientistaspaisente, a tripanossomiase americana
tornou-se objeto de uma larga tradicdo de pesquisaelne grupos de especialistas de todo
0 pais, das Américas e da Europa (Kretadlii, 2000).

Constituindo um importante problema médico e spaialoenca de Chagas apresenta
uma ampla distribuicdo geogréfica, sendo frequerde Américas, principalmente na
América Latina (Nevest alii, 2000). Durante o século XX, a doenca de Chagasltada
em todos os paises da América Latina, sendo coad@ea mais importante doenca
parasitaria em termos de impacto econémico e sistgrablicos de saudloireauet alii,
2009). Naquele tempo, como nao havia medicamemtasaca doenca nem inseticidas para

controle dos vetores, a base preventiva era a meltias habitacées. Ja nas ultimas décadas
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do século XX, programas de controle tiveram inf@omaioria dos paises endémicos com o
objetivo de controlar a transmissao vetorial paeprgo de inseticidas (Dias, 2007).

As doencas infecciosas parasitérias afetdlimdes de pessoas nas diferentes regides
geograficas mais pobres do planeta e representancrescente ameaca mundial. A malaria,
doenca de Chagas, tripanossomiase africana (doelecasono), leishmanioses e
esquistossomoses sdo capazes de incapacitar antelmma fracdo significativa da
populacdo de varios paises em desenvolvimento iefpeate nos continentes africano e
americano (Dias e Desseyalii 2009).

No Brasil, os casos de infec¢cdo acentuam-se emayd@s pobres, que residem em
condi¢cdes profilaticas inadequadas (Deasalii, 2007). A estimativa € de 2 a 3 milhdes de
pessoas infectadas, com incidéncia de 100 novosscpsr ano, principalmente por
contaminacdo via oral (Pontest alii, 2010). Em decorréncia das intensas migracoes
populacionais, a doenca de Chagas classicamerg&emada uma enfermidade rural, passou
a atingir centros urbanos (Neto, 1994). O estaddoas Gerais, € considerado um dos
estados brasileiros com maior prevaléncia de eraleh@gasica tendo sido coincidentemente
o palco da descoberta da doenca (Biaadii, 2007).

As doencas negligenciadas caracterizadas de do&opasais correspondem a um
grupo de doencas infecciosas que afeta principaémmopulacdes mais pobres e vulneraveis
e contribuem para a perpetuacao dos ciclos de pmbdesigualdade e exclusao social, em
razao principalmente de seu impacto na saude ihfaatreducdo da populacéo trabalhadora
e na promocao do estigma social. Essas doencasassim denominadas porque 0s
investimentos em pesquisas geralmente nao revemterdesenvolvimento e ampliacdo de
acesso a novos medicamentos, testes diagndstiaosas e outras tecnologias para sua
prevencdo e controle. Dentre as doencas negliglascide maior interesse no cenario
brasileiro, a OMS atualmente prioriza os estudoglalenca de Chagas, esquistossomose,
dengue, leishmaniose, a hanseniase, a filarios®cercose e as helmintiases transmitidas
pelo solo (Werneckt alii, 2011).

Apesar da observada queda do namero de infectaiod pruzi a epidemiologia da
doenca apresenta obstaculos para um controle @&fatiso-existéncia dd. cruziem animais
silvestres € constante, além de que, diversosotniaeos podem se tornar vetores em
potencial desta doenca ao adaptarem-se ao ambientano, ocupando &reas cada vez

maiores, reforgcando o risco de novas infecgoes.
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A inexisténcia de um inquérito epidemiologico reeenndica a necessidade de
conhecimento da prevaléncia e incidéncia mais g@eda doenca. De qualquer modo, os
nameros ainda indicam a importancia social da dmee¢Chagas 100 anos apés a descricdo de
um primeiro caso agudo no Brasil. Apesar de umlsétrl investigacdes cientificas a respeito
da doenca, muitos pesquisadores de diversas agassduisa sentem-se motivados na busca
pela compreenséo dos processos celulares envolvidomteracdo do parasita com seus
hospedeiros e a sua patofisiologia (Epth@lii, 2010).

1.1. Ciclo de vida doTl'rypanosoma cruz

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo que alterna eonsehospedeiros
vertebrados e insetos vetores. Nos diversos estéigte ciclo, o parasita apresenta formas
classicas com diferentes caracteristicas morfoddégie metabodlicas que lhe permitem se
adaptar a cada novo ambiente (Tyler e Engman, 280&s e Colli, 2007): epimastigotas
formas proliferativas presentes no intestino médm inseto vetor e tripomastigotas
metaciclicos, formas néo proliferativas, presengegorcao final do intestino do inseto; no
hospedeiro vertebrado, o parasito se apresentformaas tripomastigotas e amastigotas, a
primeira é a forma infectiva presente no sangueiéiraa, a forma intracelular proliferativa
(Brener, 1973).

O ciclo biolégico no hospedeiro vertebrado (Fig. ifhcia-se quando formas
tripomastigotas metaciclicas sédo eliminadas nassfez urina do inseto vetor durante o
repasto. Essas formas invadem o hospedeiro mamjferomeio da pele ou mucosa,
infectando qualquer tipo celular. Qcruzi desenvolveu complexos mecanismos de invasao
celular que envolvem diferentes tipos celularesieteracdo com moléculas na superficie
dessas células, eventos enzimaticos, sinalizackitarcenediada por G4 alteraces na
membrana, no citoesqueleto e nas organglas permitem a formacdo de um vacuolo
contendo o parasito no interior da célula hospadé&iptinget alii, 2010). A fase inicial do
processo de interacdo parasito-célula hospedeajieerea adesao db. cruzia superficie da
célula alvo, envolvendo reconhecimento entre mddécpresentes na superficie de ambas as
células. Em seguida a adesao, ocorrem modificatd&snembranas do parasito e da célula
hospedeira, mecanismo que também envolve liganepter e atividade proteolitica. Ao
contrario de células fagociticas, a invasao delagindo fagociticas ndo requer projecoes da

membrana plasmatica da célula hospedeira. Apesso,d parasita entra por depressdes da
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membrana formando uma vesicula parasitéfora nuicepso dependente de um mecanismo
liberador de C& da célula hospedeira pelo parasita e o recrutamsmtisossomos desta
para o local de adesdo. Esse mecanismo ¢é altag@nig#exo e envolve varias proteinas do
parasito como gp82, gp35/50, oligopeptidase B eigaina (Yoshida, 2006; Yoshida, 2008).
Apoés a fusdo de lisossomos a vesicula parasit¢fagalisossomo), uma neuraminidase do
parasito, ativada por pH acido, promove dessidiaatg glicoproteinas da superficie interna
da membrana do lisossomo (Hall alii, 1992). Em sinergia, uma proteina do parasita,
homologa ao componente C9 do complemento, formaspoet membrana do fagolisossomo
(Andrews et alii, 1990). Ainda por influéncia do ambiente acido,tegomastigotas no
citoplasma diferenciam-se em amastigotas. Apdsssivaes divisdes binarias, os amastigotas
transformam-se em tripomastigotas em um processendente de atividade enzimatica do
proteassoma. Por fim, a célula hospedeira rompe-dibera tripomastigotas no meio
extracelular. Desta forma os parasitos estéo gei@scomecar novo ciclo, infectando células

vizinhas retornando a circula¢do sanglinea (Burleigvoolsey, 2002; Yoshida, 2006).

hospedeire mamifere

tripomastigotas

- rangue

%% f—y
l-

tnpnmastlgotas metaciclicos

epimastigotas

amastigotas

presante am tecidos infectados ﬁ— w hospedeirg invertebrado

Figura 1. Ciclo de vida doTrypanosoma cruzi. Representacdo esquematica adaptada de dveir
alii, 2010.0T.cruzi apresenta variacdes morfologicas e metabdlicanaltelo entre estagios que
sofrem diviséo binéria e as formas intracelulai@s meplicativas e infectivasl)(Durante a fase no
inseto vertebrado, d.cruzi se transforma enepimastigotas (forma proliferativa), e entdo, no
intestino médio do inseto hospedeiro diferenciasetripomastigotas metaciclicos(formas néo
proliferativas e infectanteg®) os quais sdo eliminados nas fezes e urina do invetto durante o
repasto, invadindo células do hospedeiro mamiferongeio da pele e mucasg) Apds adesédo e
penetracdcformas amastigotas (proliferativas)invadem musculos e outros teciddd) Apds
sucessivas divisdes binarias, os amastigotas oramain-se enformas tripomastigotas (infectivas).
Por fim, a célula hospedeira rompe-se e liberatngstigotas no meio extracelular. Com isso, 0s

parasitos iniciam um novo ciclo, infectando célui@inhas e na circulagdo sanguinea.
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1.2. Fatores de viruléncia dd'. cruz

Desde o primeiro contato dia cruzicom a célula do hospedeiro mamifero até o
desenvolvimento e progressédo da doenca de Chagstg® ema intensa participacao de
diversas proteinas envolvidas nos mecanismos deag#o patdgeno-hospedeiro. Essas
proteinas contribuem, por exemplo, para a adesga@sito a célula hospedeira, para a
sua entrada e/ou internalizacdo, bem como paralasagdes do protozoario ao meio
extra e intracelular encontrado dentro do insetd@mhospedeiro mamifero (Buscaggia
alii, 2006; Buscaglia & Di Noia, 2003; Calet alii, 1998; Santanat alii, 2008). Essas
proteinas sdo essencias para a sobrevivéncia agepat no hospedeiro, influenciando na
patogénese, caracteristica de fatores de virulébmasa forma tais proteinas podem
representar alvos propicios para o desenvolvimdatguimioterapicos (Alcami, 2004;
Yazdaniet alii, 2006; Changet alii, 2002). As proteases sdo exemplos de fatores de

viruléncia enrl .cruzifoco desse estudo.

1.3. Manifestacgdes clinicas

A doenca de Chagas é caracterizada por uma fasi@limiguda com sinais ou
sintomas quase sempre inespecificos (Pehadi, 2005) podendo acontecer o aparecimento
de sinais como febre, mal-estar e mialgia, comuostas doencas, o que pode dificultar o
diagnostico precoce da infecgdo. Ja alguns pasigaem apresentar inflamacao no sitio de
entrada do parasito, o chamado chagoma de inocutag&inal de Romanfa, caracteristico
dessa fase. Se o individuo ndo receber tratameetuado pode entrar em uma fase latente
ou indeterminada, na qual as pessoas infectadaspr@sentam as alteracdes patoldgicas
comuns a cronicidade da doenca. A maioria dos iddds que se encontram na fase
indeterminada permanece décadas sem apresentamasmtquando entdo evolui para um
quadro clinico com problemas cardiacos ou digestiadfase crénica (Pontes alii, 2010).
Nessa fase de cronicidade observam-se principaémerdnifestacdes cardiacas, como
cardiopatias, arritmias e infarto do miocérdio, &nifestacdes gastrointestinais envolvendo a
sindrome dos megas: megaes6fago e megacolon. Ceticmmto cardiaco € a forma mais
importante de limitagcdo ao doente e a principabaale morte, manifestando-se de 5 a 30
anos apos a infeccdo primaria em cerca de 30%ndodduos infectados pelb. cruzi(Neto,
1994).
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1.4. Tratamento quimioterapico

Desde a descoberta da doenca de Chagas, muitd®esiopuseram farmacos que
apresentassem efetividade em todas as fases dmérab da doenca. Para tal finalidade
inUmeras substancias quimicas, extratos natunaistera de componentes foram avaliados,
mas sem resultados promissores.

O nifurtimox (3 metil-4(5-nitrofurfuritBne) amino-tiomorfoline-2-1-dioxide foi a
primeira droga usada no tratamento da fase agudadaenca de Chagas
(Brener,2000).Entretanto, atualmente o Unico meagrdo disponivel para o tratamento
clinico da doenca de Chagas € o benzonidazol (NH&n#roimidazol-1-acetamida).
(Urbinaet. alii, 2003).Uma vez que o nifurtimox,apresenta elevadkitos colaterais no
tratamento de pacientes.

Esses medicamentos apresentam atividatijfeaeasitaria eficaz durante a fase aguda
da doenca, mas essa atividade é bastante redur@latel a fase cronica. Além de apresentar
uma acgéao limitada na fase crénica da doenca, aciiclesses farmacos varia entre as cepas
deT. cruzj devido a sua susceptibilidade e resisténcia gedfidrbina e Docampo, 2003).

Cerca de 30% dos usuarios apresentam reacdes aglaess medicamentos (Ponges
alii, 2010). Essas reacfes adversas incluem anoreXmitos, nauseas, perda de peso,
erupgdes cutaneas, dermatites, neuropatias e atéambsturbios psiquiatricos, reduzindo ou
inviabilizando a adesao ao tratamento (Barbos&§)200

A industria farmacéutica tem realizado testes faoitagicos com derivados dos
compostos utilizados no tratamento da doenca a dembuscar novos farmacos que
provoquem a morte do parasita, que apresentem tmaidadade ao hospedeiro e que sejam
capazes de agir na fase cronica da doenca. E$eamagdes demonstram a necessidade de
se buscar novas alternativas para o tratament@eiacd de Chagas por meio da descoberta

de alvos inéditos e potenciais para a sintese idaajarapicos.
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2. Proteases como possiveis alvos de drogas Brypanosoma cruz

Proteinas do parasito que atuam no metabolismocdeages e lipidios, na
digestdo de proteinas internalizadas do hospedeirem processos vitais do parasito,
tém sido estudadas como alvos promissores paraemd@vimento de novos farmacos
(Chang e McGwire, 2002). Dentre essas proteinasnéran-se as proteases. Essa classe
especializada de enzimas é utilizada por protoasain diversas fungdes, incluindo a
invasdo de células e tecidos hospedeiros, a degradie mediadores da resposta imune
e a hidrolise de proteinas do hospedeiro paranfitrgcionais (Klemba e Goldberg, 2002;
McKerrow et alii, 1993; Rosenthal, 1999; Santaet alii, 1992). A participacdo da
atividade de proteases no mecanismo de infeccaaéaks do hospedeiro mamifero
pelo T. cruzi € bastante discutida. Por exemplo, formas tripig@as do parasito
guando tratadas com inibidores de proteases tais ¢eupeptina e aprotinina tornam-se
menos eficientes em infectar fibroblastos (Piets alii, 1985). Outros resultados
promissores foram observados com derivados dedileiizometano, os quais impedem
a metaciclogénese e a infeccdo de células hospedeamiferas (Meirellest alii, 1992).
Portanto, as proteases em geral podem ser corgadei@ores de viruléncia de cruzj

assim como os sdo em outros patégenos.

2.1. Proteases

Proteases ou peptidases sdo enzimas que hidrdigagtes peptidicas presentes
em proteinas, peptidicos e em outros substrataselAs| que clivam ligacdes peptidicas
internas sao conhecidas como endopeptidases aina®ts, enquanto as que removem
residuos de aminoacidos das extremidades dos a&taiss#i@éo chamadas de exopeptidases
(carboxi ou aminopeptidases; Fig. Essa atividade enzimatica causa modificacbes de
seus substratos com consequéncias importantes gsarsistemas bioldgicos, sendo

amplamente distribuidas na natureza (Klemba e @ojgl2002).
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Peptidases
Clivagem em liga¢des internas Clivagem em ligagOes externas
Endopeptidase Exopeptidase

Figura 2. Classificacdo das proteases de acordo c@ntocalizagdo da agdo catalitica

A atividade enzimatica das proteases € altamenfendente do pH do
microambiente em que a reagcdo acontece, 0 que tpenlassifica-las em acidas,
alcalinas ou neutras. As proteases acidas geramsé@otencontradas em compartimentos
lisossbmicos ou vesiculas associadas ao lisossomo #ato gastrointestinal, ja as
alcalinas ou neutras ndo possuem compartimentabzegpecifica (Barreét alii, 1986;
Alvarezet alii, 2008).

Em 1986, Barret e McDonald apresentaram um sistienelassificacdo para as
enzimas proteoliticas de acordo com o0 mecanismalitted da proteina e sua
susceptibilidade a determinados inibidores. Assegasapresentadas foram: aspartico-,
cisteino-, metalo- e serino-proteases. Recentemeahtas classes foram incluidas:

treonino- e glutamico-proteases (Fig. 3).

SERINO

TREONINO

Figura 3. Classes de protease® diagrama representa as seis classes de psotdasgptado de
Motta, 2010.

Aspartico-protease -0 sitio ativo € formado geralmente por um par dédreos de
acido aspartico (Asp-Asp). Sdo enzimas mais atams pHs acidos e inibidas por

pepstatina ou compostos de diazoac@ihrret e Rawling, 1991). EnPlasmodium
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falciparum enzimas dessa classe (plasmepsina) digerem agladrima do hospedeiro e
sdo reconhecidas como alvo de drogas para tratangenmaléria. A inibicdo dessas
proteases cessa 0 crescimento do parasito levar@orsorte dentro da heméacia
(Humpheryset alii, 1999; Rosenthal, 2002).

Cisteino-proteases amplamente distribuidas na natureza, possuemaooasitio
formado geralmente pela triade Cys-His-Asn. Asddives dos membros desta classe, da
qual a papaina é prot6tipo, sdo inibidas por cotogogue apresentam um grupo tiol
bastante reativo, como o L-trans-epoxisuccinillleugido (4-guanidino)-butano (E-64).
Os representantes mais importantes desta classass@atepsinas, as calpainas e as
caspases. A cruzipaina, uma cisteino-proteasendfidale catepsina L, é considerada a
protease mais abundante @mcruzisendo expressa em todos os estagios do parasito e
apresenta ampla especificidade catalitica. Inileislarreversiveis de cisteino-protease
derivados da classe vinil sulfonas inativaram aipaina e cessaram a replicacao celular
do parasito (Engedt alii, 1998a). Em modelo experimental murino da doerc&lthgas
aguda, um desses inibidores — 0 K777 - administvaoral, produziu aproximadamente
50% de cura parasitoldgica (Englalii, 1998b).

Serino-proteases -classe de peptidases caracterizadas pela presengand
residuo de serina no sitio ativo da enzima. Podemescontradas em eucariotos,
procariotos, archaeas e virus. Participam de mpitosessos fisiolégicos como digestao
(tripsina, quimotripsina), respostas imunoldgicagamres de coagulacdo sanguinea.
Essas proteases apresentam atividade maxima emnpteésneutro e levemente alcalino e
sao inibidas por compostos como diisopropilfluostéto (DFP) e fenilmetilsufonil
fluoreto (PMSF), dentre outros (Boetalii, 1987; Rawling®t alii, 2006).

Uma das linhas de estudo do nosso grupo de pesgfiésa-se a um membro da
classe de serino-protease: a prolil oligopeptidieséE. cruzi(POPTc 80). A POPTc 80
estd envolvida com o processo de invasdo na céluldospedeiro uma vez que é
secretada por formas tripomastigotas e hidroliségemos dos tipos | e IV e fibronectina
em varios sitios pos prolina (Grelliet alii, 2001; Santanat alii, 1997). Além disso, 0
envolvimento da POPTc 80 no processo de infeccasufgerido pelo uso de inibidores
seletivos. Essas moléculas inibeim,vitro, a entrada de tripomastigotas em diferentes
tipos de células nao fagociticas, de forma dosesttigmte (Bastost alii, 2005).

Treonino-proteases possuem apenas seis familias descritas e paresti# aria
participacdo nucleofilica do residuo de treoningeifiinal, mas os inibidores precisam

ser melhores caracterizados (Logtalii, 1995).

11
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Glutamico-proteases -foram descritas recentemente e apresentam uma unica
familia cuja atividade catalitica parece iniciaresen a ativacdo do residuo de &cido
aspartico. O composto 1,2-epoxi{3+(itrofenoxi) propano (EPNP) é potente inibidor
desta classe de proteases (Fujiretgaii, 2004; Arricket alii, 1981).

Metaloprotease —esta classe de enzimas € dependente de ions oetalic
divalentes (zinco, célcio, cobalto ou niquel) nacamsmo catalitico e parece direcionar a
ligacdo peptidica a ser clivada e estabilizar pr@droteina (Barret e Rawlings, 1991).
Sdo inibidas por agentes quelantes de ions bieslentais como acido
etilenodiaminotetracético (EDTA), fenantrolina al@un fosfaramidon (Bond e Buller,
1987). Essas peptidases sdo encontradas amplamenteactérias e eucariotos. A
maioria delas localiza-se no meio extracelular, n@ambém podem ser encontradas
associadas a membranas e no citoplasma. As cotagefezem parte dessa classe, mas a
representante mais importante € a termolisinBaiollus thermoproteolyticudnouyeet
alii, 2007). Um exemplo de metalo-protease em tripamoss € a glicoproteina de
superficie gp63. Enf. cruzi essa protease mostrou ter uma variacao consalefdsua
expressdo nos diferentes estagios do parasito diferentes cepas (Lowndext alii,

1996), porém seu papel no ciclo de vida do parasitda nao foi elucidado.

2.2. Aminopeptidases

As aminopeptidases sdo enzimas do tipo exopepsidpseclivam ligacdes peptidicas
de regibes aminoterminais de cadeias polipeptididasek et alii, 2007). Essas enzimas
participam de diversas fungfes celulares como mediore renovagdo protéica, hidrolise de
peptideos reguladores, transformacao de antigemudillacdo da expressdo génica, dentre
outras funcbes essenciais. Elas sdo encontradaanemais, plantas e microorganismos,
podendo ser localizadas intracelularmente no @tph, em organelas multicelulares, como
componentes de membrana ou secretadas no meioatutaa (Bertinet alii, 2005).

Podem ser encontradas nas formas monomeéricas gomaricas. Em eucariotos
essas enzimas sdo expressas em muitos tecidasindwclo intestino, o cérebro, pulméo,
vasos sanguineos e principalmente fibroblastos diat alii, 2007). Entretanto, em
bactérias, as atividades aminopeptidoliticas podestar localizadas no citoplasma, na
membrana e podem também estar associadas ao eneelopar. Muitas aminopeptidases
apresentam residuos conservados em sua estrutirBrgquam sitios ativos capazes de se

ligar em um ou dois ions metalicos que auxiliancadlise enzimatica. Os ions mais comuns
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encontrados nos sitios cataliticos sdo o, Zb e Mrf (Nocek et alii, 2007). As
aminopeptidases sao classificadas conforme o ngnargatalitico: cisteino, serino e metalo
aminopeptidases. As cisteino e serino aminope@idapierem residuos de cisteina ou serina
e ndo possuem co-fatores associados as suas esyaieém de serem encontradas em menor
freqiéncia quando comparadas as metalo aminopsgsid@Gonzalegt alii, 1996).Essas
clivam ligacBes peptidicas utilizando ions met&ljco qual posiciona a molécula de agua
para efetuar a catalise.

Muitos estudos demonstram a importancia da atieiddd aminopeptidases de
Lactococcus lactisendo consideradas de grande interesse paraiadiptoia na fabricacao
de produtos lacteos (Gonzales alii, 1996). Além disso, aminopeptidases de bactérias
patogénicas tém sido caracterizadas e apontadas ebm para o desenvolvimento de
antibioticos de amplo espectro (Zé-Qiang #aalii, 2007). Atualmente, as aminopeptidases
sdo consideradas como importantes alvos para onddgignento de novas drogas, como
evidenciado pela importancia de suas atividade<iole de vida dePlasmodiumspp.
(Howarth e Lloyd, 2000; Gavigeet alii, 2001; Linet alii, 2001) eL.eishmaniaspp (Morty e
Morehead, 2002). As aminopeptidases sdo usadas framentas moleculares no auxilio
da determinacdo de sequéncias de proteinas, sejamaditivos para ensaios de dois passos

de endopeptidase, ou como agentes atuantes neganeento de proteinas recombinantes.

2.3. Metionina aminopeptidase

O processo de traducdo de mRNAs ¢é iniciado quand@adon de iniciagcdo AUG
“start codon” é encontrado, no qual a maquinaria de traduca@pigta como o residuo
metionina (Met). Em eucariotos todas as proteirdas sntetizadas no citoplasma sendo
iniciadas por um residuo de metionina.No reticuldoplasmatico rugoso séo sintetizadas
proteinas destinadas ao reticulo, membrana plasanaomplexo de Golgi, lisossomos e
secrecdo celular.Os ribossomos associam-se as am@asbrdo reticulo na forma de
polirribossomos, e portanto, encontram-se em p¢nalade de sintese protéica.O complexo
de Golgi, recebe as proteinas sintetizadas naiteténdoplasmatico rugoso no qual sofrem
diversas modificacdes pods-traducionais, tais conioogilacdo (adicdo de acucares),
metilacdo (adicdo de um grupo metil), fosforilag¢adicdo de grupos fosfatos) entre outros.
Apés essas modificagcdes as proteinas serdo endaseqgmra a membrana e/ou para

organelas especificas. Para (Bradshaw et alli,12838ps modificacfes pos -traducionais sdo
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reconhecidas como etapas essenciais para a tragéto@tivacéo,regulacéo e ultimamente a
degradacédo de proteinas, particularmente em etm@srio

A biossintese em procariotos ocorre simultaneagnaot nicleo e no citoplasma,
iniciando quando um grupo formil é adicionado a residuo de metionina formando a
formilmetionina. Esse grupo formil € hidrolisadorpama deformilase. A traducdo em
procariotos ocorre Apds esse processo 0 residumeat®nina deve ser removido para
prosseguimento da maturacdo de cadeias polipeggidiecentemente formadas e assim,
seguirem para o enderecamento (Addlagataii, 2005). Esse processamento de remocao é
catalisado por uma familia de proteinas da classaeatalo-aminopeptidases denominada de
metionina aminopeptidase (MAPS) (Giglioaeealii, 2004). Essas metalo-proteases possuem
metais divalentes que participam da catélise ctaiso: C32%, Mn*? e Fé? (Lu et alii, 2010).

As MAPs podem ser encontradas em procariotos erietasae diferem quanto ao
namero de residuos de aminoacidos na regido aminoral que compdem o dominio
catalitico. Enquanto a MAP | e MAP Il de procar®tapresentam pequenos peptideos
conservados no dominio catalitico; em eucariotosunda regido polipeptidica conservada.
Essa catalise € importante para o processamentuiii@s proteinas, influenciando em seus
destinos e atividades fisiolégicas. A atividade imdtica da metionina aminopeptidase
precede modificagcbes poOs traducionais como ac@tilag miristilacdo, processos que sao
importantes para o enderecamento e estabilidadendgrande e diverso numero de proteins
(Nonatoet alii, 2006).

As MAPs séo divididas em duas classes: metioninaapaptidase tipo | (MAP I) e
tipo Il (MAP 11) e diferem quanto a organizacdo dimninios cataliticos. O tipo | é dividido
em la, Ib e Ic. OFipos la e Ic estdo presentes em procariotos cporagexemplo, enk. coli
cuja MAP é do tipo | apresentando apenas um dongiatalitico em sua estrutura. Em
eucariotos, existem as duas classes, sendo MAqoltgo Ib. Esse tipo de MAp apresenta
um motivo dedo de zinco em sua estrutura o qudl estolvido com a associacdo desta
enzima aos ribossomos (Fig. 4). Em procariotosdmadtogos de ambas as classes. As MAPs
Il ja foram descritas e bem caracterizadas em grdpoArchaeas (Olaley alii, 2010).Um
aspecto que diferencia os tipos de MAPSs tipo | € H inser¢cdo de um subdominio de 60
residuos de aminoacidos na regido C-terminal. Adésso, elas podem diferenciar-se em
aspectos chaves como especificidade de substratoatemle da expressdo génica (Wang
et.al 2008).Essas diferencas sugerem que as MAPs saocioredldas evolutivamente
(Lowther et alii.,, 1999).A diversidade de funcionamento dessasm@&widepende de sua

localidade e do tipo de tecido (Nocekalii, 2007). A diferenca fisioldgica entre esses tipos
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de MAPs ainda nao € claramente entendidas (Waalj, 2008). Contudo, sua importancia é
destacada uma vez que sua auséncia pode serdetablguns organismos, corio coli,
Salmonella typhimurium e Saccharomyspp.

r 1
a I | cubacteria
!
:

Eukaryotes

1 Residuos -
inseridos

a . B N | Aocoses

Figura 4. Organizagcdo dos dominios dos tipos de metionina antpeptidases O esquema
demonstra a organizagdo dos dominios nas classd4A#ks (adaptado de Bradshast.alii,
1998). MAPs do tipo la sao encontradas em eubacted Il a em Archaea; em eucariotos séo
encontrados os dois tipos de MAPs | e Il que exilemdominio polipeptidico na regido N-
terminal; tipo | b possui um dominio protéico defozinco (azul) e a tipo |l Bpresenta regido
polipeptidica com residuos &cidos e basicos (véimheDominios cataliticos das MAPs (roxo) e

residuos inseridos nos dominios (verde) caradtaréstia MAPs tipo Il

Andlises cristalograficas de metionina ampepiidase deE. coli demonstraram uma
forma monomérica da enzima contendo dois fons th@o?) com duas folhas
antiparalelas onde se encontram residuos dos afties H79, D97, D108, H171, E204, e
E235. Além disso, foi possivel demonstrar homologien outras enzimas proteoliticas
(Gonzales et alii., 1996). Essas analises ainda permitiram ideatifique essas
metaloproteases pertencem a uma familia que apaesentipo comum de enovelamento
conhecido como fita-bread, também conhecidos como clan MG M24. Essa esautu
apresenta dominios com uma pseudo-simetria reladamcom as regides N-terminal e C-
terminal sendo formadas por folhgsantiparalelas: hélices. Ambos os dominios possuem
residuos conservados nos quais ions metalicos lesi@iizados. (Lowtheet alii., 1999), a
interface entre os dominios estdo envolvidos ralisate ligacdo de ions metalicos (Giglione

et.al 2003; Fig. 5). Apesar da aparéncia simétrica déécnla, € possivel observar uma
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assimetria no sitio ativo. Nessa regido assimeé#&iescontrado um residuo de metionina é
exposto na regido N-terminal (Lowthet alii., 1999). Essa estrutura assemelha-se a de
creatinase, que se diferencia das MAPs de outga@®mos por ndo possuir ions metalicos.

Figura 5. Estruturas cristalograficas de MAPs.As estruturas cristalograficas apresentam um
padrédo de enovelamentpita-bread caracteristico de metaloenzimas, adaptado de hevet

alii, 2000. A pseudo-simetria esta relacionada condareinios na regido N-terminal e C-
terminal e sdo ilustrados perhélices (vermelho) e fitgs (azul) com os pares de ions metalicos
na estrutura; insercdo de um unico subdominio tratesa (verde); a extensdo de residuos na
regido N-terminal (amarelo); fons metalicos noosittivo sdo CG (roxo) e Mr? (azul)A.
Estrutura cristalografica de MAp deéscherechia coliPDB, acesso: 2MATB MAp Il de
Pyrococcus furiosu$?DB, acesso:1XGE-MAp Il de Humanos, 1BN5.

As MAPs podem ser inibidas por fumagilina, um ptodoatural, e seus derivados
como ovalicina e TNP 470. Esses inibidores se ligaraversivelmente as MAPs
alcalinizando um residuo de histidina no sitio@{iwanget.alii, 2003). Estudos com MAPs
de humanos (HMAPs) demonstram que essas enzimasidesham func¢des importantes no
ciclo celular. A HMAp | parece estar envolvida mmtrole da fase G1 (interfase) para fase
M, ja a HMap Il participa do controle de G2 parsgfd. Nesse sentido, esses inibidores tém
sido testados a fim de regular o ciclo celularfovigue uma atividade descontrolada desse
ciclo poderia causar proliferacdo exarcebada deulas®l endoteliais ocasionando
vascularizacdo e metastase em tumores (Wanglii, 2008). A acdo de TNP 470, um
analogo sintético de fumagilina, sobre metioninanapeptidases de humanos (HMAPS)
apresentam um efeito inibitorio. Esses inibidomgsna diretamente na proliferagédo de células
endoteliais prevenindo a vascularizacao e metdstagemores. (Ze-Qiang Mt alii, 2007).
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A ovacilina é outro analogo sintético de fumagiliqgae age na inibicio de HMAPs
impedindo a angiogénese. Dessa forma, as MAPs mamportante alvo na construcao de
farmacos no tratamento do cancer. Recentemente4V7NR fumagilina foram utilizados em
estudos inibicdo no crescimento de Leishmapip. eP. falciparum(Zhanget.alii, 2002).
Esses compostos também apresentam ampla eficdigiarasitaria em testes realizados com
Trypanosoma bruce em cepas de amebas (Mueretedlii, 2009). MAPs tem sido alvo de
muito estudos para o desenvolvimento de drogasacbattérias e demais patogénos devido
ao seu papel importante no crescimento e viab#ideglular (Penget alii, 2010). Ainda,
estudos utilizando nocautes revelaram que a deldea®APs emE. coli, Salmonella
typhimurium e Saccharomyces cerevisig@wde ser letal a esses microorganismos, 0 que
indica que essas enzimas podem ser alvos de diatilsi® antifingicos (Addlagatt alii,
2005).

A doenca de Chagas é ainda considerada de grarmetonsécio-econémico em
varios paises e tem sido alvo de interesse de gieppesquisadores que se propdem a
compreender os mecanismos moleculares na inteptaesito-célula-hospedeira, no intuito
de investigar novos farmacos que sejam eficazesratamento da doenca, eliminando
completamente o parasita do hospedeiro. Nessedgemidsso grupo de pesquisa tem se
dedicado a caracterizagdo molecular e funciongrdeeases como possiveis alvos de drogas

emT. cruzj pois essas enzimas sao fatores de virulénciaaeims\patdgenos.
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Objetivos

Este trabalho faz parte da linha de pesquisa agpopta € o entendimento de
mecanismos moleculares da interacdo patdégeno-haispetisando a identificacdo de
possiveis alvos de drogas. Nosso trabalho tem stehado a estudos de caracterizagdo
molecular e funcional de proteases pelas quaisrgodger exploradas como possiveis
alvos no desenvolvimento de drogas para o tratamdatdoenca de Chagas. Essa
dissertacdo teve como objetivo clonar, expressarrealizar experimentos de
citolocalizagdo da metionina aminopeptidase Tderuzi (MAPTc), uma enzima que
desempenha um papel importante no funcionamentolacetle diversos sistemas

biolégicos.

Atividades desenvolvidas

1. Clonagem e expressao do gene metionina amindpasetdel. cruzi(MAPTC) em sistema

heterélogcE.coli;

2. Purificac@o da proteina recombinante;

3. Producéo anticorpos especificos contra a enpmé#icada e determinacdo de sua
antigenicidade;

4. Verificagcao da expressédo de MAPTc por imunoBsoéncia;

5. Realizacdo de ensaios enzimaticos e estudoniliiedb in vitro a fim de caracterizar

bioquimicamente a MAPTCc.
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Materiais e Métodos
1. Andlises de bioinformatica

As analises de bioinformatica foram realizadasvasale buscas nos bancos de
dados GeneDB _(www.genedb.prg (http://blast.ncbi.nlm.nih.ggy MEROPS

(http://merops.sanger.ac)upara obtencdo das sequéncias génica e protéivetiznina

aminopeptidase (Tc00.1047053507031.120). Paraicaarée a metionina aminopetidase
de outros organismos apresenta similaridade stgiifia com a mesma sequéncia desta
enzima deT.cruzi, os dados obtidos foram alinhados utilizando o @ogr Bioedit e

Clustalw.

2. Amplificacdo do gene Tcmap
Inicialmente foram desenhados oligonucleotideosiadores a partir da sequéncia

génica de MAPTc depositada em banco de dados. Fadaionados sitios de restricdo nos
iniciadores. No oligonucleotideo senso inseriuie para a enzimhol (sublinhado) (5'-
CTCG AGATGCCATGTGAGGGCTGC3’) e no oligonucleotideo as#inso inseriu-se o
sitio para a enzimBamHI (sublinhado) (5-GGATCTCTAATGCGCCACACCATT 3").

A amplificacao foi realizada por meio de reacbepaéenerizacédo em cadeia (PCR),
contendo o DNA gendmico molde 2 ng/uL, tampao denesa 1X, dNTP 0,2 mM, 1,5 mM
de MgSQe 1 U de DNA polimerasel &g DNA polimeraseu 1Upfx DNA polimerase high
fidelity).

O ciclo de PCR constituiu de desnaturacdo por 94p8C 3 min, seguida por
anelamento dos oligonucleotideos por 30 s a 6Z M seguida foram realizadas etapas de
polimerizacéo e extensdo a 72 °C por 2 min, cordgrrotocolo da enzima. Foram realizados
30 ciclos na reacdao, finalizando com uma ultimgpatde extensdo. Os produtos de PCR
foram analisados por meio de eletroforese em galdeose e os tamanhos confirmados por

meio de comparagdo com marcadores moleculares.

3. Eletroforese em gel de agarose
As reacfes de PCR e ensaios de restricao foransaated por meio de eletroforese

em gel de agarose 0,7 % ou 0,8 % corados com boaeettidio 1 pg/mL. Foi utilizado um
sistema de eletroforese horizontal com tampdao deetato 1X (TAE 1; TRIS 17,8 mM,
NaoEDTA 1 mM pH 8,0 e acido acético 0,1 %) sob voltagentre 60 V e 100 V.

Inicialmente as amostras foram preparadas em taag&orrida 1X (azul de bromofenol 25
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%, xileno Cianol 2%%, Tris 50 mM pH 7,6 e glicerol 6 %). Para config@a das bandas de
DNA foi utilizado um marcador moleculdr Kb plus DNA laddef500 pb até 12 Kb) da

Invitrogen.

4. Clonagem e subclonagem do gene Tcmap.

4.1. Ligacgao do inserto no vetor de clonagem pCR12.
Com a confirmacao do inserto amplificado no tamaebperado, iniciou-se as

etapas de clonagem no vetor pCR 2.1 para obterg@ondvetor recombinante. Para as
reacoes de ligacao utilizouraram-se as seguintegigfies: 80-100 ng do inserto, 25 ng
do vetor pCR2.1(Invitrogen), 4U de T4 DNA ligasaitrogen) e o tampé&o da enzima
1X. Ap6s montagem da reacéao, incubou-se a 14 °Q.¢drem um termociclador.Apés
incubacao, realizou-se a transformacdo da cepaoaDi¢ZE. coli, na qual metade do
volume da reacgéo de ligacdo foi adicionada a bactAguardou-se um intervalo de 30
min no gelo e o material foi incubado em banho-amm@i42 °C por 1 min a fim de
permitir o choque térmico e introducao do inseddactéria. Posteriormente, adicionou-
se meio Luria-Bertani (LB) por 1 h no agitador a°®7 Apds transcorrido o tempo, o
material foi plaqueado em meio LB com Agar (LBaggcom ampicilina 100 pg/mL
para meio seletivo, X-Gal 80 pg/mL e IPTG 0,5 mM.#acas foram incubadas em uma
estufa ajustada a 37 °C por 16 h. Posteriormenteokmias brancas obtidas foram
selecionadas para a realizacdo de extracdo de Daslial para andlise de restricdo

enzimatica

4.2. Subclonagem no vetor de expresséo pET19b
ApoOs a confirmacao da clonagem no pCR 2.1 foratizeetns testes de digestéao

enzimatica a fim de isolar o inserto para subclenago vetor de expressdo pET19b
(Novagen). Esse vetor também foi digerido com asneas Xhol e BamHI para sua
linearizacdo e consequente utilizacdo na ligagéo emenetcmap permitindo entéo a

formacdo do vetor recombinante pET1Bbiap Apds a reacdo de ligacdo, a
subclonagem foi confirmada por analise de restreg@matica e sequenciamento. Com
essa confirmacdo, foram realizados subsequentdss tele expressdo da proteina

recombinante.
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5. Andlise de restricdo enzimatica e extracao de M\plasmidial
As etapas de clonagem nos vetores pCR 2.1 e pHoi#&in seguidas de testes de

digestdo enzimatica. Para rastrear as etapas dagelm, as colbnias obtidas foram
adicionadas ao meio LB com ampicilina. Esse in6déaissubmetido agitacdo por 16 h

com rotacao de 200 rpm a 37 °C. ApOs verificacaordscimento bacteriano, realizou-se
uma extracdo de DNA plasmidial, utilizando o kit mdiprep Hipure Plasmid DNA

purification (Invitrogen). Posteriormente o material foi utiido para ensaios de restricao
enzimatica parcial e total utilizando enzimas egpas por aproximadamente 3 h a 37
°C. Os produtos de digestao foram analisados ptmo&drese em gel de agarose 0,8 %

seguida de coloracdo com brometo de etidio.

6. Expresséao heteréloga da proteina recombinante (MATc)
Apés confirmacdo da clonagem do gene, o vetor geeszdo recombinante

pPET19btcmap foi introduzido emE. coli BL21-(DE3) por meio de transformacéo. Foi
preparado um inéculo com o material em meio LB campilicinae o crescimento
bacteriano foi monitorado por meio de um espectbofietro até alcancar uma densidade
Optica no intervalo de 0,4 a 0,6 que correspondasa exponencial de crescimento
bacteriano. A expressao da proteina recombinamiteinfluzida utilizando véarias
concentracdes de IPTG (isopropiD-tiogalactopiranosideo) em temperaturas e rotacao
controladas. As condi¢cdes do teste de inducédo f@asameguintes: IPTG variando nas
concentracdes 1,0, 0,1, 0,05 e 0,01 mM; tempeattagando entre 20 e 30 °C por 16 h
e 25 °C por 3 h com rotagbes de 200 rpm. Paraepap do extrato, as amostras
induzidas foram lisadas por Bug Buster (Novagenpausonicacdo e centrifugadas por
15 min a 1600 rpm. Posteriormente as fracdes sisl@esoliveis do lisado bacteriano
foram separadas e analisadas por meio de eletsef@m gel de poliacrilamida em
condicOes redutoras.

7. Purificacdo da MAPTc
Inicialmente o extrato bacteriano contendo a pnaté@iduzida foi lisado corBug

Busterou sonicacdo e as fragdes soluveis e insoluvedsnfeeparadas. Adicionou-se a
fracdo solivel um inibidor de cisteino-protease6{t-e DNase. As amostras foram
centrifugadas por 15 min a 16.000 g. A protein@mdgnante adquire uma cauda de 9

residuos de histidina (His) na extremidade N-teamifornecida pelo plasmideo de
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expressao. Essa cauda de His é utilizada como iamgerferramenta para a purificacéo
da proteina recombinante. Dessa forma a MAPTc doifipada por cromatografia de
afinidade em uma coluna com resina de niquel dod&ipurificacdo (His Bind Kits-
Novagen). Primeiramente foi adicionada a colunacomendo niquel (Charge Buffer)
1X) e posteriormente foram coletados o extrato gixot ndo ligado na coluna, as
lavagens inicial e final, bem como as elui¢cdes dalstiem véarias concentracbes de
imidazol e tampéo de ligacdo (Bind Buffer 1X), ntuito de monitorar a purificacdo da
proteina e de padronizar o protocolo.
ApoOs a purificacdo da proteina, foram realizadstegedemmunoblottinga fim

de confirmar a expressao de MAPTc. Para isso,tfi@mado um anti-His tag (Novagen)
como o primeiro anticorpo, na diluicdo de 1: 1000 segundo anticorpo, anti IgG de
camundongo (GAMPA) (Novagen). Apos incubacéo consfite 5%, as membranas
foram incubadas com o primeiro anticorpo ou imuaealituicdo e mantidas por 16 h sob
agitacdo a -20 °C. ApOGs essa incubacdo, a memiivamovamente incubada com o
segundo anticorpo por 2 h sob agitagdo em temparatmbiente. Para revelagdo das
bandas utilizaram-se os substratos 5-Bromo-4ct8ar@olyl-phosphate (BCIP) e (5-

Bromo-4chloro-3indoly-phosphate nitro/blue tetraaal (NBT) para a fosfatase alcalina.

8. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)
A eletroforese em gel de poliacrilamida foi utitizapara analise das amostras

induzidas e da proteina purificada. Apos lise bauta, utilizaram-se 20 uL de cada
fracdo acrescidos de 5 pL de tampao de amostrad i< CL 250 mM pH 6,8, SDS 10
% (p/v), glicerol 30 % (v/v) e azul de bromofengd® % (p/v) . Em seguida, as amostras
foram fervidas por 10 min e submetidas a eletre®rem gel de poliacrilamida
(acrilamida 29,2 % e N"N"-bis-metileno-acrilamid& @6) sob condi¢cdes desnaturantes e
redutoras na presenca de SDfBraercaptoetanol. Utilizou-se um sistema de eletesi®
vertical contendo um gel concentrador e outro sEfmarem concentragéo de 12 %. Para
confirmacdo do tamanho predito da proteina, utiige um marcador molecular
denominadaBenchMarker(Invitrogen). As bandas de proteinas foram visadis por

coloracdo com azul de Coomassie
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9. Producéo e obtencéo de anticorpos para imunodetggo

Para as imunizacdes com a proteina recombinantamfartilizados quatro
camundongos fémeas da linhagem Balb/C com dois sndseidade mantidos no
alojamento de animais da Faculdade de Medicina d@vetsidade de Brasilia.
Inicialmente foi retirado sangue dos camundongas dtencdo do soro pré-imune
utilizados como controle. Posteriormente, os calongos foram imunizados com a
proteina recombinante purificada. As imunizacdeanorealizadas em trés etapas: Na
primeira imunizagcdo os camundongos receberam ursa dontendo 5 pg de proteina
com adjuvante completo de Freud na proporcdo dg).(JApO0s quinze dias o0s
camundongos foram imunizados novamente com 5 pgrdeina com adjuvante
incompleto na proporgéao (1:1). Aguardou-se quinas @ os camundongos receberam
uma dose de 5 pg da proteina dissolvidas em PBfthakzando as imunizacdes. Apos
cinco dias, foi retirado o sangue dos camundongsseros separados e estocados a -20
°C.

Para caracterizar os anticorpos foram preparadostex de formas epimastigotas
deT.cruzi O extrato dél.cruzifoi preparado por lise através de etapas de camggito
e descongelamento.Os extratos totais foram apkcadayel de poliacrilamida 12% (10
parasitos por poco) e transferidos para uma meralamitrocelulose. Apds incubacgéo
com PBS-leite 5%, as membranas foram incubadasososoros pré-imune ou imune na
diluicdo de 1:100 e 1:200 mantidas por 16 h sotag@d a -20 °C. Apés esse periodo, as
membranas foram lavadas e incubadas com o segumtidorpo Goat Anti-mouse 1gG
Alkaline phosphatase conjugatlovagen). Para revelacdo das bandas utilizaraosse
substratos 5-Bromo-4chloro-3-indolyl-phosphate ([BCk (5-Bromo-4chloro-3indoly-

phosphate nitro/blue tetrazolium (NBT) para a ftaffa alcalina.

10. Atividade enzimética
Os ensaios enzimaticos foram realizados com 25doMubstrato metionina-7-

amido-4-metilcumarina (Met-AMC) em tampao Tris-HQE mM, pH 8,0 em triplicata
com fons metélicos C§ Mn*?, Fe€? Ni*?, Zn'* e Cu . A liberagdo de AMC foi
monitorada por 30 min (Santana &, 1997). Foram testadas as condicOes descritas

acima variando a temperatura entre 25 °C e 37 °C.
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11. Imunofluorescéncia e citolocalizagdo de MAPTc
As laminas foram previamente lavadas copd® MIlliQ e posteriormente com

alcool 70%. Apos secagem, as laminas foram tratadas com poli-lisina 0,1% para
permitir aderéncia futura dos parasitos. Utilizeuesltura de epimastigota contend$ 10
parasitos/lamina por contagem em camara de NeubApés contagem, a cultura de
células foi submetida a centrifugacéo por 4000 glfomin, seguida de trés lavagens
com PBS 1X filtrado em membrana de 0,22 um. A se@si parasitos ja fixados nas
laminas foram permeabilizados com Triton-100X eadiepavados com PBS 1X. Apds
incubacdo com PBS-leite 5 %, as laminas contendo pagasitos fixados e
permeabilizados foram incubadas com o soro préenmnimune diluidos em PBS 1X
filtrado (1:50, 1:100 ou 1:200) por 16 h a -4 °C edmara umida. As laminas foram
lavadas com PBS 1X e entdo Iincubadas com anti-lg@xaA Fluor 488
(Invitrogen)(1:400) a temperatura ambiente em camarida por 3 hs. Apés lavagem, as
laminas foram incubadas com 4,6-diamidino-2-fedbin(DAPI) diluido em PBS 1X por
20 min (1:200) a fim de marcar o DNA dos paras#&as azul. Por Uultimo, as laminas
foram montadas com Gold Antifade (Invitrogen) eemultados obtidos foram analisados

por microscopia de fluorescéncia.

12. Testes de inibicdo do crescimento de parasitos
Para testes do efeito de inibicdo da proteina MARTilizou-se o inibidor

TNP470. Os testes foram preparados em placas s &lntendo nos pocos ¥6rmas
epimastigotas/mL em meio de cultura LIT (Liver Isifun Triptose) e inibidor TNP470
diluido na concentracdo desejada. Como controleufitizado o mesmo sistema de
reacao, na auséncia do inibidor TNP470. Os téstam realizados em triplicatas com
um volume final de 200 pL/poco, utilizando as satgs concentracdes de inibidores: 10,
1,0 ou 0,1 uM através de diluicdo seriada. A pfacancubada em uma estufa a 37 °C.
Foi analisada a taxa de crescimento e sobrevivélosigparasitos em relacdo ao tempo de
incubacdo com o inibidor, realizando a contagempiwasitos em camara de Neubauer
nos tempos 0, 24, 36 e 48 h.

13. Modelagem molecular da MAPTc
O modelo da MAPTc foi construido com base na estutristalografica da

Metionina Aminopeptidase Humana tipo |, PDB 2B3kdmco auxilio do programa
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Discovery Studio 2.5 (Accelrys). Com esse apliaatforam feitas as etapas da
modelagem (MODELER) e da minimizagdo de energianiAimizagdo de energia foi
realizada em campo de forca CHARMM, com carga alamiomany-Rome, pelo
protocolo ‘SmartMinimizer (1000 etapas de minimizacdo do tipstéepest descént
seguida de 200 etapas de minimizacao de gradienjegado) em um solvente implicito
do tipo GBSW (Generalized Born with a simple SWitgj).

14. Andlise Filogenética de MAPTc

A analise filogenética foi realizada a partir dmlahmento de 22 sequéncias de
referéncia depositadas em bancos de dados (Refgel, 2002), sob os seguintes
nameros de acesshBscherichia coliMetAP, AP_000828.1Mycobacteriuntuberculosis
MetAP, ZP_03414699. HomosapiensMetAP1, NP_055958.2iomosapiensMetAP2,
NP_006829.1; Mus musculus MetAP1, NP_780433.1;Mus musculus MetAP2,
NP_062622.1; Saccharomycescerevisae MetAP1, NP_013345.1;Saccharomyces
cerevisadVletAP2, NP_009462.10ryzasativaMetAP1, NP_001048199.0Qryzasativa
MetAP2, NP _001067330.1;Leishmania braziliensis MetAP1, XP_001564182.1;
Leishmania braziliensis MetAP2, XP_001564800.1f eishmania infantum MetAP1,
XP_001465017.1} eishmaniainfantum MetAP2, XP_001465516.1;eishmaniamajor
MetAP1, XP_001682631.1; Leishmania major MetAP2, XP_001683023.1;
Trypanosoma brucei MetAP1, XP_828000.1; Trypanosoma brucei MetAP2,
XP_822400.1; Trypanosoma cruzi MetAPla, XP_817257.1;Trypanosoma cruzi
MetAP1b, XP_808458.1Trypanosomacruzi MetAP2a, XP_816914.1Trypanosoma
cruzi MetAP2b, XP_813394.1. O alinhamento das sequ&nassim como, as analises
evolutivas filogenéticas e moleculares foram real&s com o programa MEGA 4
(Tamura, Dudley, Nei, e Kumar 2007). A arvore fdogtica foi construida pelo método
estatisticoNeighbor-Joining (Saitou e Nei, 1987), com 1000 réplicas de baastr
(Felsenstein, 1985) e um modelo de substituicatpdoJTT (Jones, Taylor e Thornton,
1992).
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Resultados

1. Alinhamento das sequéncias de metionina aminop@gases (MAPS) de diferentes
organismos

Andlises do genoma dib cruzino banco de dados www.genedb.org revelaram
a existéncia do gene codificador para metioninanap@ptidase (MAPTC) que parece
estar presente em copia Unica por genoma hapléigamsito. A fim de investigar sobre
a existéncia de homélogos e o grau de identidatte es mesmos, fez-se uma analise
genéticain silico a partir de informacfes presentes em bancos desdAd sequéncias
descritas no alinhamento foram comparadas por nde® programas BLAST e
CLUSTAL W. Os resultados do alinhamento mostram alto grau de identidade em
relacdo a todas as MAPs dos cinetoplastideos adafissendo eldgypanosoma brucei
gambiens€Tb. gambienge Leishmania braziliensid.. braziliensi$ e Leishmania major

(L. major) e Leishmania infantunfFig.6).

> gzmbirneie
bxazilicnels
Zofaotcm
majox

cxuzi

SPINYYNEFFKSV
SPINYYNEPKST
SPINYYNFFPKSVCTY
SPINYYNFPEST

bxarilicneie
Zofaotoos
majox

ormrs:

gzllb:gn' ia
bxarilienais
anrentom
majox

cxmr:

ganbiens2s
brariliensls
infrantom

ﬂﬂ: ox

crnrs:

ganbiensis
bxaxiliensis
Infantos
msjox

cxarl

L Balalsl Hbph Hbb HPbD Hbbhk NPk Hbb b
NEBBN NERBN NEEBN NBEBRN NEREN NBENN MBN

Figura 6. Alinhamento de sequéncias de residuos deninoacidos de metionina
aminopeptidases de patdgenosT.brucei-Trypanosoma brucei gambiengXP_82800.1);
L.braziliensis -Leishmania braziliensi¢XP_001564182.1)t..infantum - Leishmania infantum
(XP_001465516.1]..cruzi -Trypanosoma cruz{Tc00.001047053507031.120).Negrito, residuos

de aminoacidos idénticos; cinza claro, residucsnd@oacidos similares.
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Tabela 1

Metionina aminopeptidase de cruzi(MApTc) compartilha alta percentagem de identideai®
aquelas de outros cinetoplastideos.

Numero de acesso Cinetoplastide Identidade (%)
XP_82800.1 Trypanosoma brucei 79,4
gambiense
XP_001564182.1 Leishmania braziliensis 70
XP_001465516.1 Leishmania infantum 69,5

As sequéncias utilizadas na analise foram obtiddd@BI (www.ncbi.nIm.nih.goy
O alinhamento foi realizado com o CLU&W, utilizando as sequéncias completas.

Em seguida foi realizado um alinhamento com aséegas protéicas da MAPTc,
das MAPs | e Il de humandcsse alinhamento foi realizado no intuito de veaif a
homologia entre as sequéncias de residuos de ardnea das metionina
aminopeptidases de humano com a MAPTc. Nesse seat@halise permitiu inferir que
MApTc apresenta 4 % de identidade e 13 % de siailde com a metionina
aminopeptidase de procarioth. (coli). J& em relacdo as metionina aminopeptidases de
humano, map | e map Il verificou-se uma similiadieae 12 % e 3 % respectivamente e
uma identidade inferior a 3,5 % nas MAPs | e Il ldemano quando comparadas a
TcMAp (map | —3 % e map Il — 2,4 %).

Além disso, observou-se a presenca dodueside aminoacidos que provavelmente
compdem o sitio ativo da MApTc (H 194, D 211, D 222 285, E 318, e E 349), como
descrito no banco de dados. Os residuos do sitio d¢ histidina, acido aspartico e o
primeiro de acido glutamico, estdo conservadossegsiéncias protéicas de MAPs dos
cinetoplastideos analisados (Fig. 6).

Nesse sentido, a analise permitiu infeuiz ¢ MAPTCc ndo apresenta homologia com
as MAPs | e Il de humanoBe acordo com o alinhamento, os residuos de anidusic
gue compdem o sitio catalitico, H, D e E, estdcsenrados em todos 0s organismos

analisados (em vermelho — Fig. 7
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T.cruzi MPCEGCGLSEAAMQCPTCKKLDMPPSYFCSQACFKEHWAD PTI)% INAFNFTGSL 70
H.sapiens I  ——————————-———— MGSS HHHHH GL--V)¥RGSHMLEDPYRYTGKL 32
H.sapiens II ----- MAAPCAAQCLYRTGGLRLLORISRLPHCHKDAS QF HRSJF FWRKIYJKT SHSVVRPAIVR-—-— 62
E.coli 1
T.cruzi 139
H.sapiens I 93
H.sapiens II 109
E.coli 23
T.cruzi 207
H.sapiens I 161
H.sapiens II 177
E.coli 93
T.cruzi 277
H.sapiens I 231
H.sapiens II 247
E.coli 163
T.cruzi , 347
H.sapiens I , 301
H.sapiens II , 316
E.coli , 233
T.cruzi UGIPTYQKQLEGWNIPLPSPSNGVAH 392

H.sapiens I SARPHFMS ————————————————— 329

H.sapiens II (@B TISDEVIRIRMVKLPEED - —-—————————-——————————— 338

E.coli TIPAIISHDE —————————————— 264

Figura 7. A MAPTc ndo apresenta homologia com as rtienina aminopeptidases | e Il de
humano. T. cruzi — Trypanosoma cruz{Tc00.1047053507031.120)K. sapiens |- Homo
sapiens(2B3H); H. sapiens IF Homo sapiengBx 548015.16). Negrito, residuos de aminoacidos
idénticos; cinza claro, residuos de aminoacidoslaries; Vermelho, aqueles que compdem o
sitio catalitico.

Tabela 2

Metionina aminopeptidase deT. cruzi (MApTc) compartilha percentagem de identidade
com aquelas de outros cinetoplastideos

NUmero de acesso MAp Identidade (%) Simitadade (%)
2B3H HsMAplI 4,5 9,1
Bx 548015.16 HsMAp Il 5,5 10,7

As sequéncias utilizadas na analise foram obtidasNCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov). O
alinhamento foi realizado com o Clustal W, utilidaras sequéncias completas.
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2. Analise Filogenética das sequéncias de metioniaminopeptidases de diferentes
organismos

Com base no alinhamento de 22 sequéncias de reffemdepositadas em bancos
de dados, a analise filogenética de familias déomiat aminopeptidades permitiu inferir
que a separacédo dos clados das MAPs | e das MARgéle que essas enzimas sdo mais
semelhantes entre espécies diferentes do quesgniteseja, o surgimento da familia das

MAp 2 entre os eucariotos provavelmente foi um &vancestral (Fig. 8).

gz r L.major MetAP
100 [L.infantum MetAP
a9 L.braziliensis MetAP
T.brucel MetAP
39 SEE T cruzi MetaP-a
99 L T cruzi MetAP-b
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——————————————— 5 cerevisiae MetAP1
26 H.sapiens MetAP1

] 4‘WDL M _musculus MetAP1

O sativa MetAP1

E.coli MetAP

95

M.tuberculosis MetAP
100 | H-sapiens MetAP2
i|:1— M.musculus MetAP2
5a O .sativa MetAP2
L S cerevsiae MetAP2
45 L.braziliensis MetAP2
1o0 9 || Linfantum MetaP2
L.major MetaP2
= T.brucei MetAP2
55 || T.cruzi MetAP2-a
eEl T.cruzi MetAP2-b

0.1

Figura 8. Analise filogenética de diferentes MAPSA arvore foi desenhada em escala, com o
comprimento dos ramos ha mesma unidade que asda&tdevolutivas usadas para inferir a
arvore filogenética. As distancias evolutivas foraaiculadas pelo método JTT e estdo em
unidades do numero de substituicbes de aminoapiatositio. A andlise envolveu 22 sequéncias
de aminoécidos. Analises evolutivas foram realigamsn o programa MEGA4.

A conservacdo das duas familias de enzima (clat@ndistintas) nas espécies
eucariotas também pode sugerir uma diversificac@® fdncdes das mesmas, com
consequente vantagem evolutiva, ja que ambas pstdentes em um amplo espectro de
espécies, conforme demonstrado na figura 8.

Como observado anteriormente, de acorao coalinhamento, as sequéncias de
residuos de aminoécidos de MAPs | e Il Teruzi e H.sapien:ido apresentaram
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identidade e similaridade significativas entre Fg( 7). Em razao deste resultado, €
possivel inferir que essa proteina possui caratitex$ promissoras quanto ao propésito
desse estudo cuja finalidade é a busca por alioerdgés para o desenvolvimento de
novos farmacos. Por essa razdo, iniciou- se agladi®s de clonagens do gene em

guestao.

3. Clonagem e subclonagem do gene da metionina ampeptidase de T. cruzi
(MAPTC).

Para clonar o gene codificador dBIAPTQ, iniciadores especificos foram
desenhados e sintetizados a partir da sequéncf@onivel no banco de dados
(www.genedb.org); o gen&emap tem uma fase aberta de leitura de 1179 pb que
codificaria uma proteina predita de 47 k@a.padrdo de substrato para enzimas de
restricdo a ser utilizado nos iniciadores foi a@lb a partir da sequéncia e considerado
para a escolha dos sitios de clonagem presentastaro Dessa forma, foram sintetizados
iniciadores com sitios das enzimas de restricdol X¢enso) e BamHI (anti-senso). O
material genético a ser utilizado na primeira reag@ amplificacdo foi extraido da
cultura de epimastigotas de cruzi CL Brener, conforme procedimentos adaptados de
Medina-Acosta e Cross (1993). O DNA gendmico, apdsacdo, foi quantificado e sua
pureza e integridade determinada por analises pecesfotometria e de eletroforese.
Esse material foi utilizado nas reacgfes iniciaisadwlificacdo do gene. O getmmap
amplificado foi visualizado no gel no tamanho eaderem comparagdo com o marcador
e em conformidade com as informacgbes previamentelasb A banda do produto
amplificadoapresentou tamanho de aproximadamente 1179 pb9Fig§pds essa etapa,

iniciou-se o processo de clonagem e subclonageimsdao recém-amplificado.
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Figura 9. Analise em gel de agarose da amplificacdo do getmmap utilizando DNA
gendmico deT. cruz e iniciadores especificasA PCR foi realizada utilizando os iniciadores
senso e anti-senso especificos pansap Foi aplicado 1,QuL da reacdo para visualizagao no gel.
(1) Amplificagdo do geneemap (M) Marcador 1,0 Kb plus DNA laddeD gel de Agarose 0,8 %
foi corado com brometo de etidio.

O produto de amplificacdo foi utilizado em reacdesligacdo com o vetor de
clonagem pCR2.1nvitrogen (3,9 Kb). Apés a reacad. coli DH50 foi transformada
com o pCR2.Xemap e Vvarias colbnias positivas e uma colonia negaforam
selecionadas para extragdo do DNA plasmidial eizegzlo de analises de restricao
enzimética. As analises de restricAdo enzimaticanforealizadas utilizando as enzimas
Xhol e BamH|, de acordo com os materiais e métodos, e o aesufbi analisado em gel
de agarose 0,7 %. Dessa forma foi possivel verifispos a digestdo enzimatica, a
liberacdo dos fragmentos nos tamanhos esperadagrdemadamente 1179 pb e 4000
pb referentes ao insertomap e ao vetor pCR2.1, respectivamente (Fig. 10). mAlé
disso, como ja aguardado, o fragmento correspoadmmicmapnao foi observado no
controle negativo (Fig. 10). Nesse sentido foi padsconfirmar o sucesso da clonagem
do tcmap no vetor pCR2.1. Para corroborar a clonagem, ummeclpositivo foi
sequenciado (dados ndo mostrados).
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Figura 10. Andlise de restricdo enzimética de pCR2tcmap. A clonagem do gentemapno
vetor pCR2.1 foi confirmada por digestdo com asneazle restricaXhol e BamHI. (1) — Clone
positivo; (2) Clone negativo; (M) — Marcador mol&gul kb plus DNA ladder. O gel de Agarose
0,7 % foi corado com brometo de etidio.

Com a confirmacdo da clonagem wenap seguimos para a proxima etapa de
subclonagem no vetor de expressédo pET19b (5717pia. tal fim, o inserttcmape o
vetor de expressdo pET19b, apds digestdo com amanzlescritas acimaXfol e
BamH]I), foram purificados do gel de agarose utilizandkataGel Band Purificationda
GE Healthcare (Fig. 11 A). Posteriormente, esseemadtfoi utilizado para a realizacao
da reacdo de ligacdo do inserto no vetor de exjwedssta reacao foi realizada na
presenca da T4 DNA ligase (Invitrogen) e do seypeesvo tampdo em condicdes
adequadas de acordo com orientagbes do fabricantelonagem no pET19b foi
confirmada por analise de digestdo enzimaticazatilio as mesmas enzimas de restricdo
descritas anteriormente (Fig 11 B).

A B

ph

5000
5000 pb
600D

3000 5000

1650

PET19b —>

1000

1650

temap—>
1000

Figura 11. Confirmacdo da clonagem do gené&map no vetor pET19b. (A) Andlise da
purificacdo do inserttcmap(1) e do pET19b (2) apds digestdo com as enzkhase BamHI.

(B) Digestao enzimatica do plasmideo recombinante 1pBi¥tmap com as enzimaXhol e
BamHI. (1) Plasmideo pET1%emapnao digerido; (2) Plasmideo pET 1&@rapdigerido; (M)—
Marcador molecular 1 Kb plus DNA ladder. Gel de Ag® 0,7 % corado com brometo de etidio.
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De acordo com a figura 11B, observa-se a liberdgéivagmento no tamanho de
aproximadamente 1179 pb que corresponde ao ggmap e ainda a presenca do
fragmento correspondente ao vetor de clonagem pETt®nfirmando assim, a
subclonagem do gen&map no vetor de expressdo. Essa clonagem também foi
confirmada por sequenciamento (dados ndo mostradBsytanto, apls esses
experimentos, foi possivel dar continuidade aoaliab no intuito de obter a proteina

recombinante e utiliza-la em testes futuros.

4. Expressao heteréloga e purificacdo da protein@combinante MAPTC

Apobs confirmacao da subclonagem do géhesoli BL21 (DE3) foi transformada
com o vetor de expressdo contendmap Algumas colbnias foram escolhidas para os
experimentos de indugao realizados com IPTG. Estede-se o protocolo de indugao
padrdo para a proteina recombinante de acordo cor@rias de eficiéncia e
reprodutibilidade. Para a primeira tentativa deugéb da expressao de MAPTc, colénias
diferentes contendo o pET18mape o pET19b vazio foram selecionadas para os testes
de expresséo heterdloga. Nessa inducéo iniciascapndi¢des utilizadas foram 1,0 mM
de IPTG, 37°C, por 16 h e sob agitacdo de 200 rpm, evidenaoursa banda com
massa molecular aparente préxima ao esperado kieeb@m todos os clones contendo o
vetor recombinante pET13bmap o que corresponde a provavel expressao da paotein
ja que essa banda nao foi observada no clone dmtmvetor pET19b sem o inserto
(Fig. 12). Os extratos bacterianos induzidos folesados com (tampéo de ligagao)
BugBuster 1x e separados em fracdes solUveis &luese para analise em SDS PAGE
12%.
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Figura 12. Expressdo heterdloga de MAPTc a 37 °CDois clones deE. coli BL21 (DE3)
transformada com pET13bmape pET19b foram induzidas com 1,0 mM de IPTG a 3@%0ob
agitacao de 200 rpm por 16 h. Apds lise bactenmmaBug Buster, as fracdes sollvel e insoltvel
foram resolvidas em SDS-PAGE 12% seguindo-se deagio conCoomassie blugl e 3) —
colénia 1 positiva; (2 e 4 ) — colbnia 2 positifist)- BenchMark Protein Ladde(*) — Banda de
aproximadamente 47 kDa, correspondendo provavédndeMAPTc induzida.

De acordo com as condi¢cbes descritas negsximento, a MAPTc foi expressa,
exclusivamente, como corpo de inclusdo, na suad@dnsolivel e provavelmente nao
apresentando atividade (Fig. 12). Para aperfeigoakpressdo e tentar estabelecer o
protocolo de indugéo para obtencdo da proteinavalplforam testadas outras condicdes
de IPTG e temperatura. O proximo teste de indugafeito nas seguintes condic¢des: 30
°C, por 3 h com gradiente de concentracdo de IRTGmMM; 0,05 mM; 0,01 mM e sob
agitacao de 200 rpm. Os extratos foram lisados BagBuster e as fracdes soluveis e
insolUveis foram separadas e resolvidas em SDS-PE%&

Pelo perfil eletroforético apresentado (Fig. 13pservou-se que apesar das
tentativas em obter a proteina MAPTc recombinaolavs| e ativa alterando-se as
condicOes de inducdo, a mesma, aparentemente, mEcewaapenas na fragao insoluvel.
Além disso, foi possivel observar que com 0,01 neMRITG a banda correspondente a
MAPTCc praticamente ndo foi visualizada no gel, mesma fracdo insoluvel, o que pode

indicar uma inducao pouco eficiente nessas conslifféig. 13).
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Figura 13. Expresséo heteréloga de MAPTc a 30 °E. coliBL21(DES3) foi transformada com
0s vetores pET19temape pET19b e induzida cof1, 0,05 e 0,01 mM de IPTG, 30 °C, 200
rpm por 3 h. A lise celular foi realizada pBug Bustere as fracdes soluvel e insoluvel foram
resolvidas em SDS-PAGE 12%. (MMarcador BenchMark Protein Ladder.

A préxima tentativa de inducéo para obtencdo déefira solavel foi realizada a
25 °C por 3 h com gradiente de concentracdo de 1RIG 0,05, e 0,01 mM e sob
agitagdo de 200 rpm. Notou-se, mais uma vez, qMARTCc permanecia na fragédo
insoltvel, na presenca de 0,1 e 0,05 mM de IPTGatécpmente ndo foi expressa na

presenca de 0,01 mM do agente indutor (Fig. 14).
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Figura 14. Expresséo heteréloga de MAPTc a 25 °E. coliBL21(DES3) foi transformada com
0s vetores pET19temape pET19b e induzida cofl, 0,05 e 0,01 mM de IPTG, 25°C, 200 rpm
por 3 h. Apos lise celular coBug Buster as fragcdes soluvel e insolavel foram resolvidas e
SDS-PAGE 12%. (M) MarcadorBenchMark Protein Ladder
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A proteina MAPTc, em sua forma solavel, foi obsdevgijuando a inducao foi
realizada a 20C por 16 h na presenca de 1 mM de IPTG (Fig 15%shle€ondicéo foi
possivel verificar, na fracdo sollvel, uma bandaapeximadamente 47 kDa, como
esperado. Dessa forma, a condicdo de expressacA@d dvifoi padronizada em 20 °C
por 16 hcom 1 mM de IPTG, sendo esta utilizada em todotesi®s posteriores. A

proteina expressa nessas condi¢des foi submepidafi@éacao.
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Figura 15. Expressao heterdloga de MAPTc a 20 °E. coli BL21 foi transformada com os
vetores pET19emape pET19b e induzida coinmM de IPTG, 200 rpm por 16 h. A lise celular
foi realizada poBugBuster Fracdes soluveis e insollveis foram resolvidaS&8-PAGE 12%.
(1 e 4) — Colbnia positiva 1; (2 e 5) — Colbniaipes 2; (3 e 6) — Coldnia positiva 3; (M)
MarcadorBenchMark Protein Ladder

Com o intuito de obter a MAPTc pura, foram realatestes de purificacdo por
cromatografia de afinidade, de acordo com o prdboaescrito anteriormente na
metodologia. As amostras foram resolvidas em SD&HPA2% (Fig 16). Pelo padrao
eletroforético de bandas das elui¢cdes da purifeagservou-se uma purificagéo parcial
da MAPTc nas condi¢Bes testadas. Na analise dé geksivel observar contaminagfes
de algumas bandas, inclusive no tamanho proximdeadAPTc (Fig. 16, eluicao 100 e
400 mM de Imidazol).
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Figura 16. Purificagdo da MAPTc E. coliBL21 foi transformada com o vetor pET18bmape
induzida na condi¢do padronizadad (nM de IPTG, 200 rpm por 16 h). As fracBes colesada
coluna de afinidade foram resolvidas em SDS-PAG®H t@rado conCoomassie BlueA seta
corresponde a possivel banda de MAPTc.{MparcadorBenchMark Protein Ladder.

Com o intuito de diminuir ou eliminar as contamideg observadas na figura 16,
foi realizado um novo teste de purificacdo utilidarum inibidor de cisteino-protease, E-
64 (2539-3-(N{(9-1-[N-(4-guanidinobutyl)carbamoyl]3-
methylbutyl}carbamoyl)oxirane-2-carboxylic acid)p momento da lise bacteriana para
producdo do extrato total. Com base no resultadoodstrado no gel (Fig. 17) foi
possivel obter a MAPTc purificada, principalmengéeetuicdo correspondente a 300 mM
de imidazol. Nesse sentido, estabeleceu-se umanmiotde purificacdo para MAPTc no
gual, a coluna de afinidade é exaustivamente lagadao tampéao contendo 10 - 60 mM
de imidazol. A partir de 80 mM de imidazol, a MAPdameca a ser eluida, mas somente
a fracdo de 300 mM de imidazol foi utilizada parmoducdo de anticorpos em

camundongos.
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Figura 17. Purificacdo de MAPTc na presenca do inibidor E64 E. coli BL219(DE?3)
transformada com o vetor pET18bwap foi induzida na condigdo padronizadas fragcdes
coletadas da coluna de afinidade foram resolvidasSBS-PAGE 12% corado co@oomassie
Blue. A seta corresponde a banda de TcMap purificada. tarcadorBenchMark Protein
Ladder.

Para confirmar a expressdo de MAPTc, realizou-sémumunoblottingutilizando
anti-His tag como primeiro anticorpo. A proteinaambinante expressa a partir de vetor
PET19b possui nove histidinas no seu N-terminatabsauda de histidina € utilizada
tanto para auxiliar na etapa de purificagdo qua@i@ analises de imunodetecgdo por
meio do anticorpo especifico, anti-His tag. As masneluicdes (80 — 400 mM de
imidazol), obtidas na purificacdo mostrada na FHgfbram resolvidas em SDS-PAGE
12% e transferidas para membrana de nitrocelufosexperimento démmunoblotting
revelou que a banda proxima a 50 kDa eluida danaok realmente a proteina
recombinante MAPTc (Fig. 18).
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Figura 18. mmunoblotting com anticorpo anti-His tag- frac6es eluidas da coluna de afinidade
durante a purificacdo da MAPTc. j}€controle positivo. (M) — marcaddual color. O anticorpo
anti-His tag foi usado da diluicdo 1: 1000 e°a@ticorpo, anti IgG de camundongo (GAMPA),
foi utilizado na diluicdo 1:5000. A membrana foreéada com o substrato NBT/BCIP.

5. Producéo de anticorpo e expressado da MAPTc
Para os testes de imunizacdo dos camundoutjimaram-se 5ug da proteina

recombinante por camundongo, conforme procedimdagzrito na metodologia. Para
verificar a eficiéncia na producdo de anticorposoafirmar a expressdo da MAPTc
nativa, o soro obtido dos camundongos imunizadodekiado porimunoblotting. O
anticorpo anti-MAPTc foi testado contra o extraitat deE. colicom o pET19ntape
pPET19binduzido (Figl19).

pet 19b-tcmap

petl9b

50kDa
47kDa

25kDa

Figura 19. Caracterizacdo do anticorpo anti-MAPTc.Immunoblottingutilizando o soro imune
contra extrato total d&. coli contendopet19b-tcmape pET19b previamente induzidos com
IPTG. O anticorpo anti-MAPTc foi usado na diluicd®00 e o 2 anticorpo, anti IgG de
camundongo(GAMPA), foi utilizado na diluicdo 1:5008 membrana foi revelada com o
substrato NBT/BCIP.
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A partir desse experimento € possivelradirque a MAPTc € imunogénica, pois
produziu anticorpos especificos, como observadgigd9. Este anticorpo também foi
testado no extrato protéico total, soltvel e ingelie formas epimastigotas d@e cruzi
(Fi20 A e B). O anticorpo anti MAPTc reconheceuaubanda na altura esperada tanto
no extrato total quanto no extrato sollvel do paragste resultado nos permite dizer

que a MAPTCc é expressa nesta formd deruzi(Fig. 20 A).

EXTRATO TOTAL
EXTRATO SOLUVEL
EXTRATO INSOLUVEL
EXTRATO TOTAL
EXTRATO SOLUVEL
EXTRATO INSOLUVEL

A B

Figura 20 Confirmag&o da expressao da MAPTc em foras epimatigotas delrypanosoma
cruz. Immunoblottingutilizando o soro imune (A) e pré-imune (B) cordsdrato total, soluvel e
insolavel de 1,0 x 10parasitos. O anticorpo anti-MAPTc foi usado naiigdo 1: 200 e 0%
anticorpo, anti IgG de camundongo (GAMPA), foiiaaldo na diluicdo 1:5000. A membrana foi
revelada com o substrato NBT/BCIP.

Uma vez que o anticorpo contra a MAPTc foi prodaozmbm sucesso, um
experimento deimunofluorescéncia (IF) foi feito camntuito de verificar a provavel
localizacdo da proteina em formas epimastigotagrgipanosoma cruziFoi possivel
verificar a marcagédo do DNA nuclear e do cinetdplg®lo DAPI (Fig. 21 Ae C) e a
proteina MAPTCc parece estar presente no citoplaknmarasito (Fig. 21 B e C).
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Figura 21. Anticorpos monoespecificos localizam a APTc em formas epimastigotas df'.
cruzi. A IF foi realizada com parasitos fixados e permigzdzos. O soro imune foi utilizado
como primeiro anticorpo (1: 50) e o segundo, Ig@xal Fluor 488, na diluicdo 1:400 (verde) . O
DNA foi corado com DAPI (azul)A — DAPI; B —soro imune élexa 488;C — sobreposi¢do das
imagens de A e H) - contraste de fase.

41



N
-‘ Universidade de Brasilia Viviane F. deuvk — Clonagem, expressédo heteréloga e citola@gdlizda metionina aminopeptidaseTderuzi

6. Cinética enzimatica

De acordo com os parametros utilizados nos testasnaticos com o substrato
flourogénico MET-AMC, constatou-se que a proteieaombinante ndo apresentou
atividade enzimatica. Foram feitas varias tentatiadim de otimizar as condicbes dos
testes, tais como: utilizacdo de aditivos, como Pidms metélicos e varios tampdes para
enzima descritos em protocolos na literatura. Novasdicdes de clonagem seréo

testadas no vetor de expressédo pET19b.

7. Teste de inibicédo

Para os testes de inibicdo com TNP470, foi obserpaths contagens na camara
de Neubauer que nos intervalos de tempo a taxaobeesvéncia dos parasitos

permaneceram constante na presenca do inibida experimentos controle.

8. Modelagem MAPTc
Foi realizado um modelo da estruturaMi&PTcconstruido com base na estrutura

cristalografica da Metionina Aminopeptidase Humépa |, PDB 2B3H, com o auxilio
do programa Discovery Studio 2.5 (Accelrys). A mladem de uma proteina (proteina-
problema) baseia-se no conceito da evolucdo mealecsto € parte-se do principio de
que a semelhanca entre as estruturas primariasotEina e de proteinas homélogas de
estruturas tridimensionais conhecidas (proteindslehdmplica em similaridade entre
elas. A modelagem demonstrou, apds minimizacdmem®, que a estrutura da MAPTc
apresenta-se bem enovelada, com poucas alcas ntiferdaquelas encontradas na
estrutura cristalografica. Essa estrutura é caiatites da familigita-bread Clan MG24,
das metaloproteases, que apresenta dominios assiméentre as regides amino e

carboxi-terminal, formados por folhfgFig. 22).
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Figura 22. Modelagem molecular por homologia de se§ncia da metionina aminopeptidase
humanos e deT. cruz. O modelo (coluna da esquerda) e o molde (PDB 2B®Hina central)
foram sobrepostos (coluna da direita) em duas sigbierentes para melhor observacédo do
posicionamento das estruturas secundarias.

Estudos de modelagem molecular ddo suporte paemdintento da estrutura da
proteina em questéo e analises de dinamica motedelleelaxamento serdo necessarias
para averiguarem-se possiveis interagfes intramales desfavoraveis possam levar a

uma perda de estrutura.
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Discussao

Apesar do alcance de grandes avancos tecnoldgicioEeativos politicos para
erradicacdo, a doenca de chagas ainda destaca-serpam grande problema de saude
publica. Os numeros ainda indicam a importancigabsdesta enfermidade, 100 anos apdés a
descricéo do primeiro caso agudo no Brasil (Satvalii, 2010) Segundo dados da OMS, no
Brasil ha cerca de 6 milhdes de habitantes inestgpeloT. cruzi, acentuando-se em
populagbes pobres, que residem em condi¢cdes picHdainadequadas associada a intensas
migracdes urbanas (Villekt alii, 2007).

O fato de ainda n&o existir uma quimioterapiaagfipara o tratamento da doenca da
Chagas com os antiparasitarios tradicionais, mifit e benzonidazol, tem impulsionado
grupos de pesquisa a atuarem em busca de um trdtaefecaz da doenca (Molina et alli,
2009). Nesse sentido, muitos estudos tém sidazeelmls com proteases que agem em fases
vitais do ciclo de vida do parasito. Para variomm@as, Knowleset alii., 1993; Gavigaret
alii., 2001; Bastoet alii., 2005, as proteases em geral sdo consideradas iatportantes
para producao de drogas devido a sua importancaakeatividades enzimaticas no ciclo de
vida de diversoso patdégenos coimadbrucej Leishmaniaspp. e orI. cruzi, o que as tornam
potenciais alvos terapéuticos. Estudo também teim realizado sob a biologia do sistema
imunoldgico e a atuacdo do parasito na respostadmu que auxiliard na compreensao da
imunopatologia da doenca de Chagas e outras p&slo@ conhecimento dos aspectos
imunoldgicos leva ao desenvolvimento das diferefbesias clinicas e dos mecanismos
responsaveis pela fase grave da doenca (Neto,.1998)

Nesse contexto, nosso grupo tem se dedicado aedracdo molecular e funcional
de enzimas que possam ter fungcdes em processas pdma O parasito, exibindo
caracteristicas de fatores de viruléncia e, parfase alvos potencias para acdo de drogas.
Esse estudo teve como enfoque uma metaloprote&tmnima aminopeptidase (MAPTC),
cuja funcéo é de grande relevancia para os omgasisima vez que sua funcdo é essencial
para a fisiologia dos mesmos; caso ocorra delegamibicdo desta enzima, o organismo
alvo pode morrer.

O alinhamento de sequéncias protéicas de MAPs ragogilastideos em relacdo a
MAPTc permitiram concluir que ha um alto grau denitidade entre essas sequéncias. Por
outro lado o alinhamento realizado com as sequéndé&a MAPs de humanos E.coli
revelaram uma similaridade de até 12% e uma idmsieidnferior a 3,5%, o que demonstra

que MAPTc nédo apresenta uma homologia conside@vieé as MAPs analisadas. Essa
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s

caracteristica € bastante desejada porque podesespar alvos especificos para o
desenvolvimento de quimioterapicos bastante seketio que resultaria em uma provavel
reducdo dos efeitos colaterais que sé&o observaaldsrapia atualmente utilizada (Urbina,

2001) Os efeitos colaterais da medicacao utilizaglas pacientes, na maioria das vezes,
estdo associados com a reducdo da adesédo ao triaen@ falha terapéutica. Portanto,

medicamentos especificos com efeitos indesejaveisimimados sao extremamente

adequados (Fumat alii, 2009).

Os resultados da arvore filogenética peemmiconcluir que a separacdo do clados
evidencia que MAPs sdo mais semelhantes entre pgsies diferentes do que entre si.
Estudos filogenéticos demonstrados por (Bradshawalii, 1998) explicam que as MAPs
divergiram evolutivamente o que explicaria, porregk a divisédo de classes em classes de
MAPs em eucariotos. E que essas classes de eosaestariam intimamente relacionadas
com as de procariotos.

O gene foi amplificado no tamanho esperado, emtalzate suficiente e com relativa
pureza. Posteriormente, foi realizada as etapadot@gem no vetor pCR2.1(Invitrogen) e
subclonagem no vetor pET19b (Novagen). Os vetoESsl®b da Novagen e o pCR2.1 da
Invitrogen e foram selecionados de acordo com linasaanteriores que demonstraram
sucesso na clonagem de genes (Topcu, 2000; Ferehili, 2008). O resultado das analises
de restricObes visualizado em gel de Agarose demmnstlaramente a liberacdo de
fragmentos no tamanho proximo ao esperado tan® @arnserto quanto para os vetores
(Fig. 10 e Fig. 11B). E a partir dessa analisenforaalizadas as etapas de excisao de bandas
e purificacdo do DNA para ligacdo nos vetores deessao. Nessa fase, a selecdo do vetor
de clonagem, pET19Db, foi realizada de acordo cmultalos de outros trabalhos e com a
disponibilidade no laboratorio (Passagdtaalii, 1998; Reaet alii, 2006). Com a confirmacao
no vetor de clonagem petl9b por analise de restega sequenciamento do gene, iniciou-se
os testes de expressdo de MAPTc. Para isso, foeagssarias varias tentativas de inducgdes,
variando a quantidade de inoculo bacteriano, cdregiio do agente indutor, IPTG,
temperatura e tempo de inducdo. Outra etapa critcesiste na expressao da proteina
recombinante, que pode ser bastante dificultada gislema de expressao utilizado (Rosano
et alii, 2009) ou ainda pelas condicfes utilizadas panaucao (Joshet alii, 2005).Dentre
varios testes foi possivel obter uma MApTc express&acdo soluvel a 37 °C por 16 h com
1 mM de ITPG.

ApoOs padronizacdo do protocolo de expressdo de MARDbservou-se uma

dificuldade de purificacdo da proteina no tamantjpeado de 47 kDa, uma vez que uma
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banda contaminante proximo a de MAPTc permanecsatestes de purificacdo. Contudo,
utilizou-se um inibidor de cisteino protease, E-fdya que a purificacdo de MAPTc
apresentasse apenas a banda no tamanho espernain.t€stadas também outras condi¢des
de lise bacteriana, como lise por sonicacao. Diess®, foi possivel obter a MAPTc pura no
tamanho esperado e na fracdo soluvel. Muito prdwerge, este inibidor foi capaz de
restringir degradacdo da proteina de interesse ssiyadmente de outras que eram co-
purificadas.

Em seguida realizaram-se ensaios enzimaticos cor®TdAutilizando o substrato
fluorogénico MET-AMC. Primeiramente foram analisadwrotocolos a fim de obter uma
melhor condicao de atividade de MAPTc. Para iss@nh testados tampdes como: Tris-HClI,
NaCl, Hepes e DTT em concentracdes de 25 e 50 raNgusse também, a temperatura e o
pH o6timo da enzima de 6,5, 7,0 e 8,0. Testou-séodam tampdes com e/ou sem ions
metalicos ja que os mesmos influenciam na atividdelenuitas enzimas. Para (letalii
2009) esses ions sdo excelentes ativadores deéaalvide metaloenzimas. Apés varias
tentativas, foi possivel concluir que MAPTc nao espntava atividade enzimética nas
condicbes conduzidas no experimento. Uma das lsip®tpara essa auséncia de atividade
seria o fato de que a posicao da cauda de histlgsente na regido N-terminal no pET19b
estaria impedindo dessa forma a exposicdo do sdtialitico. Outra hipétese seria a 0
enovelamento incompleto ou errado da enzima petal..

Em paralelo foram realizadas imunizacbes em cammguiono intuito de conseguir
anticorpos com MAPTc. Para isso, a proteina recoaniée foi devidamente purificada com
confirmacdo do tamanho esperado pelo perfil eletético necessarios para imunizacgao.
Apés as etapas de imunizagfes, foi retirado o o camundongos e a produgcdo dos
anticorpos foi confirmada pommublottingutilizando extratos total, soltvel e insolavel da
forma epimastigota dé&.cruzi. Realizou-se também experimentos de imunoflouresgén
com 0s soros imune utilizando parasitas na fornmimasiigota der.cruzi. As analises por
microscopia permitiram concluir que MAPTc esté prie em vesiculas distribuidas por todo
o citoplasma dor.cruzi Isto significaria que o processamento de proseera nivel de
remocao de residuo de metiona de suas por¢cOesriNiées ocorre em todo o citoplasma do
parasito, mas de forma bem organizada ja que aaresta localizada em vesiculas.

Por fim, foram executados testes com o inibidor FRNFR utilizando parasitas nas
suas formas epimastigotas. TNP 470 é um inibiddésco derivado de fumagilina, atuando
de forma covalente, modifica um dos sitios conslsale histidina presente em metionina

aminopeptidase. MAPs de humanos foram identificadaso o primeiro alvo de fumagilina
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e ovacilina, por ter apresentado um potente initbd@angiogénese e demais tipos de cancer,
demonstra uma baixa toxicidade e um efetividad@toria (Addlagata et alii,2005). Muitos
estudos de inibicdo tém sido realizados em mecasisde angiogénese em humanos,
impedindo a vascularizacdo e a metastases de tsnedo fato de ter sido reconhecido
como um potente inibidor, TNP470 tem sido utilizado estudos de inibicdo com parasitas
como, por exemplo, em. falciparum Leihsmania donovare outros parasitas (Chenalii,
2009).

Nestes testes de inibicdo foi avaliada a taxa deeswvéncia desses parasitos na
presenca de TNP470 em um determinado intervalem@d de até 72 h por contagem na
camara de neubauer. Apos contagem dos parasitap/obsse que a 24 e 36 h houve um
decréscimo na taxa de sobrevivéncia dos para&itasontrapartida, nas demais tempos de
contagem a taxa de sobrevivéncia dos parasitosresenga do inibidor e no controle
permaneceram constantes. Varias tentativas fordas figara o sucesso no teste de inibicéo,
as hipbteses provaveis para esses resultadosasarédiciéncia inibitéria de TNP470 para
T.cruziou as condi¢cbes padronizadas no experimento. Evebssue esse inibidor n&o
possua atividade inibitéria na enzima do paradito atravesse sua complexa membrana. A
obtencdo da MATPTc ativa podera dar indicacdesesolentendimento na ineficacia deste
inibidor sobre dr. cruzi

Por fim, estudos foi proposto o estudo de modelagem®APTc que revelaram uma
estrutura protéica caracteristica das melalopreseate Pita bread.Os estudos de
modelagem molecular é uma ferramenta mais bem slacate predicdo de estruturas
tridimensionais (Filho et alli, 2003). Em andlisestalograficas essas estruturas sdo bastante
enoveladas, no qual é apresentada uma pseudoiairaairdominios conservados. Esses
dominios séo formados por duasélices e duas fitgs antiparalelas com metais divalentes
(Co™ e Mn'?) situados no sitio catalitico (Lowther et.alii,0B). A familia ‘Pita bread
incluem outras subfamilias de aminopeptidases @erslacionadas a MAPs: prolidase
(peptidase D,imidopeptidase ou aminopeptidase P.a#i) (Giglione et alii, 2004).
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Conclusoes
A partir dos experimentos realizados é possivetioimgue:

e O alinhamento de sequéncias de cinetoplastideo pTlAlemonstraram uma alta
identidade.

* A analise por alinhamento também permitiu infetieqqdo ha homologia s entre as
MAPs de humanos &. coli. Com uma similaridade significativa de 12% e uma
identidade inferior a 3,5%.

* Por meio da analise filogenética com as 22 seqagrme# MAPs sugerem que a
MAP Il surgiu a partir de um evento ancestral. & guconservacdo das duas

familias de MAPs em eucariotos, sugere a diveegjfio das funcdes das mesmas.

* O gene codificante da proteina analisada foi clor@mn sucesso, como previsto

pelas analises de informatica realizadas anteriaiene

7

« De acordo com os parametros analisados a protet@wmbinante MAPTc é

expressa em sua forma soltvel e ndo ativa;
* Os anticorpos anti-MAPTc produzidos apresentargreafcidade;
» A proteina MAPTCc € expressa dmcruziem suas formas epimastigotas;

« A andlise da modelagem molecular indica que MAPpPcesentou-se uma

estrutura protéica caracteristico das demais MAR$iversos organismos.
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Perspectivas

Com o intuito de prosseguirmos com a pesquisa ptapoesse estudo, serdo
realizados novos testes de clonagem em vetoregpdessao que possuem cauda de histidina
em uma posicado diferente do vetor utilizado na pesgrealizada, o que possivelmente
poderia estar influenciando na falta de atividadgbteina recombinante. Outra alternativa
seria uma mudanca no sistema de expressao, tendistangue muitos trabalhos descrevem
a impossibilidade de alcancar sucesso na atividaderoteina recombinante com o sistema
de expressdo testado nesse trabalho e que utiizalessa estratégia. Em seguida,
iniciaremos novas tentativas de ensaios enzimapeos obtencdo da proteina ativa. Seréo
realizados também novos experimentos de imunofgéreia com diferentes formas do
T.cruzipara que se possa ter um resultado mais amplamtassdo de MAPTc. O inibidor
TNP470 também serd analisado nesses testes a fawediguar a ocorréncia de possiveis
mudancas fenotipicas em formas do parasito.

Por fim, apds a obtencdo da proteina recombinaita, aniciaremos estudos em
relacdo a estrutura de MAPTc, como a dindmica mtdeco que permitiria uma melhor
caracterizacao funcional e molecular da proteina uex que essas analises sdo de grande

relevancia para o desenho racional de novos iniesdo
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