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chegala.”
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RESUMO
A doenca de Chagas é endémica da América Latina, tem como agente

etiolégico o parasito Trypanosoma cruzi. O tratamento da doenca durante a fase
cronica gera diversos efeitos colaterais. Nesse sentido, as proteases de
tripanossomatideos tém sido investigadas na busca de novos alvos terapéuticos. A
dipeptidil peptidase 8 de Trypanosoma cruzi (DPP8Tc) € uma enzima que faz parte
das prolyloligopeptidases, essa familia possui membros com conhecida relevancia
meédica, dentre elas esta a enzima ortéloga DPPIV humana, cuja inibicdo € utilizada
como uma das formas de tratamento da diabetes tipo II. A DPP8Tc, foi investigada
neste trabalho por meio da caracteriza¢do bioquimica e por nocaute fisico dos alelos
do gene dpp8tc do parasito T. cruzi da cepa CL Brener. Os resultados obtidos
indicam que a DPP8Tc é uma enzima dimérica, solluvel, ativa em tampao tris 50mM
em pH situado entre 7,5 e 8,0 e melhora sua atividade com aditivos. A temperatura
Otima para atividade enzimatica situa-se em torno dos 28°C e substrato especifico,
Gly-Pro-AMC. Com o uso deste substrato, foram obtidos os parametros Ky, de 10,78
UM, K de 1,67x10° s? Vyax 4,6x10° pmol de AMC liberado/min e
Kcat/KM:1,55x10uM'1s'l. Os inibidores classicos de proteases exercem baixa inibicdo
enzimatica da DPP8Tc. Em contrapartida, os inibidores de DPPIV exercem maior
taxa de inibicdo entre eles o IB-7, 0 mais potente, inibe em 96,59% da DPP8Tc, com
constante de inibicdo (Ki) de 8,2 nM. Outros inibidores da DPPIV apresentaram o0s
seguintes 1Cs-50: KS (IV) com 95,47 nM, IB-4 com 484,9 nM e por ultimo, KAII-23
com 2,7uM. A inibicdo enzimatica ocorre principalmente por inibidores que possuem
0 grupo adamantil na sua composicdo quimica, semelhante a composicéo do inibidor
vidaglipitina da DPPIV humana. A atividade 6tima ocorre em torno dos 28°C,
temperatura requerida a sobrevivéncia da forma epimastigota, indicando potencial
funcdo no barbeiro. O nocaute simples do gene dpp8tc, diminuiu em 50% a atividade
enzimatica, em 20% a fluorescéncia e aumentou 2,9% a taxa de infec¢do do parasito
DPP8Tc'. As diferencas existentes nas regides UTRs 5 e 3’ dos alelos do gene
DPP8Tc, impediu o sucesso do nocaute duplo, sendo necessaria a construcao
especifica de um cassete direcionado para o nocaute do segundo alelo, visando

conhecer por completo a fungéo da DPP8Tc de Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

Chagas disease is endemic in Latin America, and has the parasite
Trypanosoma cruzi as its etiological agent. Treatment of the disease during the
chronic phase generates several side effects. In this sense, trypanosomatid
proteases have been investigated in the search for new therapeutic targets. The
dipeptidyl peptidase 8 of Trypanosoma cruzi (DPP8Tc) is an enzyme that is part of
the prolyloligopeptidases, this family has members with known medical relevance,
among them is the human orthological enzyme DPPIV, whose inhibition is used as
one of the forms of treatment of type diabetes II. DPP8Tc was investigated in this
work through the biochemical characterization and physical knockout of the dpp8tc
gene alleles of the T. cruzi parasite of the CL Brener strain. The results indicate that
DPP8Tc is a soluble dimeric enzyme active in 50mM tris buffer at pH between 7.5
and 8.0 and improves its activity with additives. The optimal temperature for
enzymatic activity is around 28°C and specific substrate, Gly-Pro-AMC. With the use
of this substrate, KM parameters of 10.78 yM, Kcat of 1.67x10-3 s-1, Vmax 4.6x10-5
pmol of released AMC / min and Kcat / KM were obtained: 1.55x10uM-1s -1.
Classical protease inhibitors exert low enzymatic inhibition of DPP8Tc. In contrast,
DPPIV inhibitors exert a greater inhibition rate among them, the more potent IB-7
inhibits in 96.59% of DPP8Tc, with inhibition constant (Ki) of 8.2 nM. Other DPPIV
inhibitors showed the following ICs-50: KS (IV) with 95.47 nM, IB-4 with 484.9 nM
and, finally, KAII-23 with 2.7 uM. Enzymatic inhibition occurs primarily by inhibitors
that possess the adamantyl group in their chemical composition, similar to the
composition of the human DPPIV vidagliptin inhibitor. The optimal activity occurs
around 28°C, temperature required to the survival of the epimastigote form, indicating
potential function in the barber. The simple knockout of the dpp8tc gene, decreased
enzyme activity by 50%, fluorescence by 20% and the infection rate of the parasite
DPP8Tc"™ increased by 2.9%. Differences in the 5 'and 3' UTRs regions of the
DPP8Tc gene alleles prevented the success of double knockout, necessitating the
specific construction of a cassette directed to the knockout of the second allele, in

order to fully understand the function of DPP8Tc from Trypanosoma cruzi.
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INTRODUCAO
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INTRODUCAO
DESCOBERTA DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas foi primeiramente estudada pelo pesquisador Carlos
Ribeiro Justiniano das Chagas em 1907 em Minas Gerais, quando o pesquisador foi
enviado por Oswaldo Cruz para prestar servicos em uma campanha contra a malaria
durante constru¢do da estrada de ferro Central do Brasil. Por conta dos relatos da
populacao, a respeito da presenca de insetos que se abrigavam e se reproduziam
nas frestas das paredes e telhados, Carlos Chagas investigou se haviam formas
flageladas presentes na porc¢éo intestinal dos insetos hematéfagos, tendo em vista
que alguns animais silvestres apresentavam formas flageladas conhecidas como
Schizotrypanum cruzi (CHAGAS, 1909).

Os insetos, conhecidos popularmente como barbeiros, estavam presentes em
regides urbanas proximas a éreas rurais e tinham habitos noturnos. Obtiveram esse
nome, pois sugavam sangue da face de habitantes de casas rdsticas, como
choupanas, pau a pique entre outras. As amostras coletadas dos insetos por Carlos
Chagas foram analisadas na Fundacdo Oswaldo Cruz, onde foi conduzido testes de
infeccédo in vivo em diversos tipos de mamiferos: macacos, caes, coelhos a fim de se
estudar a transmissdo da doenca. Os macacos (Calitrix penicilata) foram os animais
mais sensiveis aos parasitos, observados na circulagdo periférica dos animais, por
sua vez os caes foram os menos afetados pela infec¢cdo. (CHAGAS 1909, KROPFF,
2009).

Os “barbeiros”, os agentes transmissores da infec¢ao, sdo insetos hemipteros
encontrados naturalmente nas Americas, se alimentam do sangue de animais
silvestres. Os géneros mais estudados dos barbeiros aos quais transmitem a doenca
de Chagas sao: Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius, os quais pertencem a familia
Reduviidae, subfamilia Triatominae. Existem ainda outros 15 géneros conhecidos
capazes de transmitir a infeccdo. Os triatomineos infectados transmitem o
Trypanosoma cruzi, um parasito flagelado da ordem kinetoplastida da familia
Tripanosomatidae, que pode infectar animais domésticos e silvestres e ser
transmitido por cerca de 140 espécies de hemipteros (RASSI et al. 2012).

Os barbeiros se adaptaram com sucesso aos ambientes domiciliares

humanos, reproduzindo-se neles e alimentando-se do sangue de seus moradores,

15
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ocasionando transmissdo do agente etioldgico da doenca de Chagas pela via
tradicional de propagacao da infecgdo. A urbanizacdo dos ambientes de mata
transformou o habitat natural dos insetos silvestres em areas rurais (BELLO
CORASSA et al. 2016), e a doenca foi progressivamente se alastrando em
populacfes rurais pela América Latina, chegando a afetar milh6es de habitantes
causando morbidade e entdo se tornando um fator preocupante de saude publica e

social.

TRANSMISSAO E CONTROLE DA DOENCA DE CHAGAS

A tentativa de contencdo da doenca em 1940 ocorreu pelo borrifamento de
inseticidas a base de organocloroquina em grandes areas urbanas da Argentina,
Brasil, Venezuela e Chile. A cidade brasileira pioneira no combate aos vetores foi
Sé&o Paulo, sendo que os programas nacionais de combate ao vetor comecaram a
ser realizado somente apés 1970 (CUCUNUBA et al. 2016).

Em 1983, os programas de controle da doenca de Chagas foi implementado
com sucesso em todas as areas endémicas. Os municipios conseguiram reduzir as
taxas de infecgcbes no ano 2000, restando apenas alguns estados em que havia
focos do inseto, situados no Goias, sul do Tocantins, Bahia e Piaui (VINHAES &
DIAS 2000). A melhoria das moradias também representou importante papel no
controle dos vetores. Em 1989, os métodos de triagem sangiinea permitiram melhor
controle da infeccdo via transfusdo sanguinea e, em 1991, uma iniciativa do Cone
Sul foi criada para auxiliar no combate de triatomineos (BELLO CORASSA et al.
2016). Ao final do século XX as populacdes dos vetores do T. cruzi foram
substancialmente reduzidas interrompendo a transmissao da doenca aos domicilios
rurais (DIAS et al. 2002). Em 2006, houve a certificacdo brasileira da interrupcdo da
transmissao da infec¢do pelo vetor Triatoma infestans, no entanto, a transmissao
vetorial ainda persiste numa proporcéo de 6,4% (MINISTERIO DA SAUDE 2015).

A via vetorial tem representado menor propor¢cdo de infec¢cdo nos ultimos
anos (MINISTERIO DE SAUDE 2015). Em contrapartida, a transmiss&o oral tem sido
responsavel pelo surgimento de novos casos anuais. A infeccdo ocorre pela
ingestdo de sucos e/ou alimentos contaminados com T. cruzi. Em Guarapari, no

Espirito Santo, em foi reportado um caso fatal da doenca na fase aguda, adquirido
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por transmissdo oral (DARIO et al. 2016). Em Salvador, foram encontrados
triatomineos em regides de periferia entre 2007 e 2011 nos ambientes domiciliares,
de mata e peridomésticos. Os insetos estavam infectados por T. cruzi, se
alimentavam do sangue de passaros, marsupiais e ruminantes representando risco
potencial de infeccdo oral e vetorial dos moradores dessas areas (RIBEIRO et al.,
2015).

Entre 2000 e 2013, a maioria dos casos confirmados no Brasil de doenca de
Chagas ocorreu na Regido Norte representando 91% dos casos, sendo que destes
74,7 % ocorreram no estado do Para (MINISTERIO DE SAUDE, 2015). Dos 233
casos relatados no estado do Para, Maranhdo e Amapa entre 1998 e 2005, 78%
foram adquiridos pela via oral (PINTO DIAS, 2006). O tempo de incubacédo da
doenca na fase aguda adquirida via oral € de 7 a 22 dias enquanto que o tempo de
incubacdo via vetorial € de 5 a 15 dias e via transfusional é de 30 a 40 dias (SANIT
et al., 2016). Os sintomas da infeccao oral sdo semelhantes ao da infeccdo aguda
adquirida via inoculacao vetorial. Nao ha sinal externo visivel na infeccéo oral, pode
ocorrer hemorragia decorrente da entrada do parasito na mucosa digestiva
(SHIKANAI-YASUDA; CARVALHO, 2012).

A transmissao vertical pode ocorrer, pois 0 parasito atravessa a barreira
placentaria. A transmissdo congénita do T. cruzi depende do sistema imune
materno, fator ambiental, genético e placentario, que podem modular o sistema
imune fetal, podendo, em alguns casos ocorrer o aborto e em casos nao letais o
recém nascido pode nascer com baixo peso, prematuro ou com
hepatoesplenomegalia (CARLIER; TRUYENS, 2015). Nas regides endémicas,
estima-se que 5% dos recém-nascidos de mées portadoras de Chagas da fase
cronica, adquirem a doenca (CARLIER et al., 2015). Os casos de doenca de Chagas
de origem congénita totalizam 0,4% dos casos em todo Brasil (MINISTERIO DE
SAUDE, 2015).

Em camundongos fémeas imunossuprimidas que cruzaram com
camundongos machos na fase aguda da infeccédo foi visto que ha um risco potencial
de transmissdo do parasito por relagdo sexual, uma vez que formas infectivas
podem ser encontradas na maioria dos tecidos, inclusive no reprodutivo (MARTIN et

al., 2015). Outro estudo, realizado em camundongos machos e fémeas na fase
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cronica da doenca revelaram parasitos presentes nos tecidos e no sangue dos
parceiros sexuais dos animais estudados, confirmando experimentalmente que a
infecg@o por T. cruzi pode ocorrer sexualmente (RIBEIRO et al., 2016). Por fim, a
doenca de Chagas ainda pode ser transmitida por meio de acidentes laboratoriais
por meio de objetos perfuro-cortantes contaminados, ingestéo acidental, contato do
parasito com as mucosas (COURA; DE CASTRO, 2002).

EPIDEMIOLOGIA E DISTRIBUICAO GEOGRAFICA DA DOENCA DE CHAGAS

A doenca de Chagas € globalmente distribuida, a World Health Organization
(2016) estima que entre 6-7 milhGes de pessoas estejam infectadas com o T. cruzi o
gue traz grandes preocupacfes com a saude publica mundial. A doenca é endémica
na América Latina, dados paleoldgicos sugerem que a tripanossomiase surgiu na
regido Andina, e em outros pontos do globo antes da separacdo dos continentes,
chegando a América do Sul cerca de 7-10 milhdes de anos atrds (AUFDERHEIDE et
al, 2004).

Existe a hipotese de que os primeiros seres humanos adquiriram formas
ancestrais do T. cruzi por meio de morcegos infectados apdés o repasto dos
barbeiros. Esses barbeiros se alimentaram do sangue de colonizadores do Deserto
do Atacama, desde essa época aos dias atuais, 0s parasitos tém co-evoluido com
seres humanos (STEVERDING, 2014; WHO, 2016). As regiées do mundo que mais
possuem pessoas infectadas € a América Latina, e o Sul dos Estados Unidos
(Figura 1). Devido a sua localizagdo endémica, a enfermidade também é conhecida
como Tripanossomiase Americana, embora em alguns paises europeus, norte
americanos e asiaticos tenham sido recentemente registrado pela Organizacao
Mundial de Saude na lista dos paises que possuem casos da Doenca de Chagas
(RASSI; RASSI; MARCONDES DE REZENDE, 2012).
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Figura 1. Distribuicdo geografica da Doenca de Chagas. Adaptada da fonte:
RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010.

Nos Estados Unidos da América, e em paises europeus, as infeccbes
recentes por T. cruzi decorrem de intensa imigracdo de habitantes dos locais
endémicos da doenca para o0s paises ndo endémicos e de casos ndo reportados de
infeccbes autdctones (RASSI; RASSI; MARIN-NETO, 2010; HSU et al., 2016).

A ocorréncia da doenca de Chagas na América Latina pode ser agrupada em
4 grandes grupos de paises (COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014):

Grupo | - Argentina, Bolivia, Brasil,Chile, Equador, Honduras, Paraguai, Peru,
Uruguai, Venezuela. Nestes paises ocorrem ciclos domésticos e peridomésticos, a
infeccdo é predominantemente humana, com cardiomiopatias e auséncia ou raras
formas digestivas. O vetor de transmissdo nesses paises € o T. infestans. Nestes
paises houve programas para eliminacdo do T. infestans e Rhodnius prolixus
(COURA & BORGES-PEREIRA 2010; COURA; VINAS; JUNQUEIRA, 2014;
CARLIER et al. 2015).

Grupo Il — Colémbia, Costa Rica e México. Nestes paises ocorrem ciclos

domésticos e peridomésticos, ha falta de programa para eliminacdo do vetor e as

19



“ Universidade de Brasilia Graziella S.F.Figueiredo — Dipeptidil peptidase 8 de T. cruzi

manifestacbes clinicas sdo caracterizadas pela cardiomiopatia comum na fase
cronica da Doenca de Chagas.

Grupo Il —El Salvador, Guatemala, Nicaragua e Panama. Ciclo de vida
domeéstico e peridomeéstico, ha poucas informacgdes clinicas sobre casos humanos e
acOes de controles na Nicardgua e Guatemala.

Grupo IV —Antilhas, Barramas, Belize, Cuba, Estados Unidos, Guiana, Guiana
Francesa, Haiti, Jamaica e Suriname. Raros casos de humanos autdcones e poucas
informacdes clinicas, infeccOes de imigrantes dos Estados Unidos, transmissao via
transfusdo de sangue, exceto os Estados Unidos onde € bem conhecido o perfil dos
doadores de sangue.

Na Europa, a presenca da doenca de Chagas ocorre em nove paises:
Bélgica, Franca, Alemanha, Italia, Holanda, Portugal, Espanha, Suica, e Reino
Unido. Cerca de 4.290 pessoas foram diagnosticadas nesses paises, na maioria dos
casos sao de Doenca de Chagas congénita proveniente de nascimentos cujas maes
eram imigrantes da América Latina. Embora tenham sido diagnosticados 4,290,
estima-se que hajam entre 68.000 a 120.000 casos ndo documentados de
imigrantes infectados (BASILE et al.,, 2011). No Jap&o existem cerca de 4.500
pessoas infectadas todos imigrantes advindos das regides endémicas
principalmente do México (SORIANO-ARANDES et al., 2016).

A Austrdlia e Nova Zelandia tem recebido grande numero de imigrantes
advindos da América Latina, mas pelo fato de ndo haver um programa de prevencao
da doenca de Chagas congénita ndo se tem a estimativa exata de infectados,
porém, nesses paises supde-se existam 2100 pessoas infectadas (SORIANO-
ARANDES et al., 2016).

O TRYPANOSOMA CRUZI

O ciclo de vida do T. cruzi se inicia quando o barbeiro, ao se alimentar do
sangue de um mamifero infectado, suga as formas tripomastigotas infectivas
presentes na circulagdo. Muitas dessas formas, ao atingir estbmago do inseto,
morrem com o processo digestivo, mas ainda assim, alguns parasitos sobreviventes
sofrem metaciclogénese, a mudanca da forma tripomastigota para forma

epimastigotas. Essa ultima é a forma proliferativa e néo infectiva que, ao atingir o
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intestino médio posterior do barbeiro, diferencia-se em tripomastigota metaciclico,
forma infectiva presente das fezes do inseto (SORIANO-ARANDES et al., 2016) (Fig.
2). A alimentacdo do barbeiro € hematéfaga e, apos seu repasto, o barbeiro possui
um comportamento habitual de deposicédo de fezes proxima a regido onde inseriu a
probdscide para sugar o sangue do mamifero. O hospedeiro ao se cocar, promove a
entrada das formas metaciclicas presentes nas fezes as quais se difundem pela
corrente sanguinea do hospedeiro. Essas formas invadem os tecidos e se
transformam em amastigota, forma proliferativa, que tomam o citoplasma das células

hospedeiras e, ap6s 90 a 120 horas, sdo novamente liberadas na corrente

sanguinea na forma tripomastigota infectiva.
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Figura 2. Ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi. Fonte: BERN et al, 2011

A doenca de Chagas se desenvolve em duas fases: aguda e cronica. Ao ser
infectado pela péalpebra, o individuo desenvolve um edema conhecido como sinal de
Romafa. Ao ser infectado em outras regides do corpo, o individuo pode desenvolver

o0 chagoma de inoculacdo. A fase aguda ocorre durante as 8 primeiras semanas de
21
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infeccdo, pode apresentar sintomas inespecificos ou leves. E caracterizada pela alta
taxa de parasitas presentes na circulacdo (BRENER, 1997). Os sintomas
caracteristicos sdo: mal-estar, febre, dor no corpo, dor de cabeca, aumento dos
linfonodos, dificuldade em respirar entre outras que se confundem com outras
enfermidades. (DSHS, 2016). Entre os sintomas clinicos, pode ocorrer disfuncéo
ventricular com perda da ejecdo em 50%, desenvolvimento de arritmia, mega-
esb6fago, megacolon, hipertrofia e insuficiéncia cardiaca (ANTUNES et al., 2016;
WHO, 2016). A forma indeterminada da doenca de Chagas € caracterizada pela
auséncia de sintomas clinicos, radiolégicos, e eletrocadiogréficos, acometimentos
digestivos e cardiacos. Porém os pacientes podem desenvolver anormalidades
cardiovasculares. Apdés 10-30 anos, cerca de um terco dos pacientes podem
desenvolver a forma cardiaca da doenca (RIBEIRO; ROCHA, 1998).

Mecanismos moleculares de invaséo do hospedeiro e respostaimune
A saliva dos artropodes possui moléculas bioativas que contrariam a resposta

inflamatdria e imune do hospedeiro. O Sialoma de R. neglectus, um dos vetores
hematofagos transmissores do T. cruzi, revelou, por espectometria de massa 636
CDS de proteinas, incluindo serino proteases, lipocalinas entre outras moléculas,
demonstrando que h& uma complexa relacdo entre os vetores e o hospedeiro
vertebrado ja no inicio da interacdo (SANTIAGO et al., 2016). Nos
tripanossomatideos, as proteases atuam em diversas funcfes, como: invasdo da
célula hospedeira, progressédo do ciclo celular, catabolismo de proteinas, aderéncia
celular e modulacdo da resposta imune do hospedeiro. No curso da infeccdo as
microvesiculas e as glicoproteinas presentes na superficie dos tripomastigotas
metaciclicos, dentre elas as GP82, SAP, GP90, exercem papéis importantes. A
GP82 atua no mecanismo de invasdo celular promovendo a liberacdo de Ca*', a
familia SAP possui um dominio rico em trés residuos, serina, alanina e prolina,
envolvido na invasdo celular, e a GP90 regula negativamente a internalizacdo do
parasito (Fig.3). Nesse processo contribuem ainda as GP35/50, GP-30, mucinas e
transialidases (BAYER-SANTOS et al., 2013).
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Em formas tripomastigotas provenientes de cultura, o exoproteoma
demonstrou que a maioria das proteases identificadas s&do glicoproteinas de
superficie e transialidases envolvidas na interacdo parasito-hospedeiro. As varias
proteinas de superficies: Tc80, Tc85, POP, Oligopeptidase B, cruzipaina e Tcl

auxiliam na invasao da matrix extracelular e na invasao das células hospedeiras.
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Figura 3. Proteinas envolvidas no mecanismo de invasdo ao hospedeiro.

Adaptada da fonte: Borges et al 2016.

A POPTCc 80 é responsavel pela hidrélise do colageno, as Tc85, Tc-1 e GP83
realizam a aderéncia (BORGES et al., 2016) . A oligopeptidase B produz a molécula
precursora da sinalizacdo de Ca®". O uso de inibidores diminui a concentracdo de
Ca®" intracelular impedindo o recrutamento de lisossomos que participardo da
formacao da vesicula parasitéfora. A Tc80 possui atividade para colageno tipo | e
tipo IV, a sua funcdo esta relacionada com a invasdo da ceélula hospedeira
(KLEMBA; GOLDBERG, 2002). A cruzipaina mantém a justaposicdo do parasito
confinado dentro da célula provocando a resposta de calcio estimulada pelo
quininogénio e bradicinina, a mobilizacdo do calcio intracelular pela célula
hospedeira ocasiona a invasdo (BORGES et al., 2016).
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Durante a invaséo pelo tripomastigota metaciclico, a liberacdo de GP83 induz
a regulacdo negativa da laminina y-1 pela célula hospedeira, a galectina-3 €&
responsavel pelo reforco da adesao da laminina pelo parasito (MOODY; OCHIENG;
VILLALTA, 2002). O receptor CXCR-4 se liga a p21, que atua nas formas infectivas,
realiza justaposicdo e ativa a cascata de sinalizagdo que leva a mobilizacdo do
calcio, a fosforilacdo de polipeptideos do parasito, ativagdo da Rac 1 e formacgéo de
ondas de actina, com microdominios enriquecidos por colesterol e GM1, culminando
com a internalizacdo do parasito (BORGES et al., 2016).

Os tripomastigotas da corrente sanguinea, podem se transformar em
amastigotas extracelulares e executar a via alternativa de infecgdo. O rompimento
de células infectadas ocasiona a liberacdo dos amastigotas intracelulares. Tanto os
amastigotas extracelulares quanto os intracelulares contribuem para infeccao
através da formacdo de estruturas ricas em actinas (PROCOPIO; BARROS;
MORTARA, 1999). A proteina quinase D1 fosforila e modula a atividade da
cortactina, um regulador da dindmica de actina nas células hospedeiras. A infeccéo
por amastigostas extracelulares é influenciada pela superexpressdo ou deplecado de
cortactina e PDK1 em células ndo fagociticas (BONFIM-MELO et al., 2015). A
infeccdo por amastigotas envolve a presenca do epitopo Ssp4 que confere
aderéncia em célula hospedeira (VIEIRA DA SILVA et al., 2006).

O tripomastigota infectivo escapa da lise, pois possui moléculas regulatorias
gue atuam no sistema complemento do hospedeiro. Os parasitos internalizados
escapam pela liberacdo de varias moléculas de superficie com propriedades
antioxidantes. O progresso da infeccao ainda envolve estratégias do parasito que
sdo combatidas pela resposta imune humoral, e pela inducdo da ativacdo do
macrofgo pela IFN-y. Os padrées de reconhecimento (PRRs), dentre eles os
receptor toll-like 2, 4, 7 e 9 (CAMPOS et al.,, 2001), o receptor do dominio
oligomerizacdo de ligacdo aos nucleotideos (NOD) I, NATCH, e o receptor NLRP3,
realizam a deteccdo do parasito por células dendriticas e macrofagos (GONCALVES
et al., 2013). A sinalizacao ineficiente dos PRRs auxilia na persisténcia do parasito,
contudo, a regulacdo da negativa da resposta imune efetora ocorre pela
senesséncia do linfocito TCD4 e TCD8 que infiltram o musculo estriado. A migracao
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do parasito para esse tecido promove a sobrevivéncia, pois a resposta citotoxica no
tecido do miocarido é ineficiente (ALVAREZ et al., 2014).

No hospedeiro, ocorre o recrutamento das células do sistema imune, indugao
da IL-4 para regido da inflamacdo promovendo a resposta Th2, e diminuicdo da
formacéo de vasos sanguineos em individuos nao resistentes ao Trypanosoma cruzi
(TEIXEIRA et al., 2015). A resisténcia do hospedeiro a infeccdo por T. cruzi é
correlacionada a liberacdo de citocinas proé-inflamatorias, IL-12, IFN-y, € a produgao
local de proteina quimiotatica de macrofago (MCP-1), proteina inflamatéria de
macréfago, (MIP-1a), e (MIP-1B), proteina induzivel-10 (IFN-y) e regulacdo da
expressdo normal de célula T, (RANTES), que ativam a sintese de Oxido nitrico

responsavel pela eliminacdo dos parasitos (DOS SANTOS et al., 2014).

Classificacao e a cepa Cl Brener
O Trypanosoma cruzi € classificado em discretas unidades de tipagem

(DTUs) que partiram de duas grandes linhagens a T. cruzi | e T. cruzi Il. A
classificacdo foi baseada similaridades em isoenzimas e marcadores moleculares
24Sr DNA e mini-éxons. As duas linhagens, por sua vez foram classificadas 6 DTUS,
distintos: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI. A Tcl foi derivada da linhagem T. cruzi | e
a T. cruzi Il deu origem aos demais DTUs baseados na proximidade genética
verificada por multiplos marcadores (TIBAYRENC, 2003).

TRATAMENTO DA DOENCA DE CHAGAS
A quimioterapia da Doenca de Chagas € realizada com medicacfes

antitripanocidas. O benzonidazol, desenvolvido pela Roche em 1966, é indicado
para tratamento de criancas, para periodos de reativacdo da doenca decorrente da
imunossupressao e durante estagios iniciais da fase cronica (WHO, 2016). O
tratamento da doenca é recomendado durante a fase aguda, pois nessa fase ha
mais resultados significativos de cura e melhoria da qualidade de vida. A avaliacéo
do tratamento é feita por sorologia quantitativa, hemaglutinacéo, imunofluorescéncia,
ensaio imuno-enzimatico (ELISA), reacdo em cadeia da polimerase (PCR), exame
parasitologico de sangue periférico e xenocultura (CANCADO, 2002).

O nifurtimox, produzido pela Bayer em 1970, também é uma medicacdo

usada na quimioterapia da doenca de Chagas, no entanto, teve sua producéo
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cancelada em 1997 por falta de demanda (STEVERDING, 2014). Outro composto
que foi bastante utilizado para combater as formas infectivas de T. cruzi em bolsas
de sangue, foi o Cristal violeta em 1953, foi amplamente utilizado nos bancos de
sangue de regibes endémicas para eliminacdo de parasitos durante as transfusdes
(STEVERDING, 2014).

O tratamento da doenga de Chagas com benzonidazol mesmo em adultos
assintomaticos reduz a progressdo da doenca para fase crbnica. Os resultados
positivos do tratamento sdo dependentes da idade do paciente e da dose ministrada,
os individuos mais jovens tendem a sofrer menos os inumeros efeitos colaterais do
medicamento. As pessoas que sofrem de insuficiéncia renal ou hepéatica ndo devem
consumir o benzonidazol uma vez que 0 metabolismo do medicamento é
principalmente realizado pelo figado (PEREZ-MOLINA et al., 2009).

Em pacientes tratados com benzonidazol em regidées ndo endémicas, pouco
mais que 40% apresentaram ao menos uma reagdo adversa. A frequéncia de
ocorréncia de reacbes adversas mais severas € baixa, em torno de 8% dos
pacientes, no entanto, o acometimento do paciente ocorre de forma muito debilitante
podendo causar sequelas (CARRILERO et al., 2011). Na fase cronica, a medicacao
tem pouco efeito positivo e muitos efeitos adversos, sendo os principais: disturbios
gastro-intestinais, anorexia, toxicidade cutanea, neuropatia periferal, anormalidades
no figado que podem levar ao paciente a descontinuidade do uso da medicacao. Por
esses motivos a eficacia do tratamento durante a fase cronica € duvidosa. Em
estudo realizado com pacientes apresentando a forma aguda, que foram tratados
com benzonidazol, 76% obtiveram a cura enquanto que os tratados na fase cronica
apenas 8% foram curados. Os pacientes da fase cronica podem apresentar muitos
tecidos infectados com a forma amastigota proliferativa o que dificulta a eliminacéo
do T. cruzi pela medicacdo (CANCADO, 2002). Além disso, 0 uso prolongado dos
medicamentos pode levar a resisténcia da algumas cepas de T. cruzi (FILARDI,
BRENER, 1987).

A combinagdo de medicamentos como benzonidazol e itraconazol esta em
fase experimental e pode melhorar a eficacia do tratamento auxiliando na eliminagéo
do benzonidazol (CANCADO, 2002). A associacdo das duas medicacdes permite a

reducdo da quantidade de parasitemia por parte do bezonidazol, e em seguida, o
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itraconazol atua melhorando a farmacocinética do benzonidazol e prevenindo a
musculatura cardiaca (MARTINS et al., 2015). A medicagdo usada para tratamento
da tuberculose, o SQ109, mostrou-se eficiente na atividade antitripanocida e com
pouco efeito na hemdlise da medula 6ssea vermelha (VEIGA-SANTOS et al., 2015).

O estudo BENEFIT, foi realizado por um comité que reuniu cinco paises para
avaliar a interrupcdo da tripanossomiase durante a fase crbnica da doenca de
Chagas com o uso do benzonidazol. Os resultados obtidos demonstraram que a
guimioterapia com o medicamento ndo traz beneficios para a contencdo da
progressdo da doencga em pacientes que ja desenvolveram a cardiomiopatia (RASSI,
MARIN-NETO, RASSI, 2017).

Em decorréncia da falha da quimioterapia da doenca na fase crénica com 0s
dois principais medicamentos, nifurtimox e benzonidazol, tem se buscado por novas
alternativas terapéuticas. Dentre as moléculas estudadas na busca de novos alvos
encontram-se as proteases. Essas enzimas executam a regulacdo de Vvarios
processos biologicos pela hidrolise de ligacGes peptidicas, causando inativacdo ou
ativacdo de substratos fisiol6gicos essenciais para o metabolismo e sobrevivéncia
em eucariotos, procariotos, virus e archeas e sendo vital para sobrevivéncia e
sucesso dos seres vivos (HEDSTROM, 2002; MONOD, 2008). As proteases séo
classificadas de acordo com a molécula presente no seu sitio ativo, dessa forma

podem ser: serino, metalo, cisteino, treonino, aspartico e glutdmico proteases.

Busca por novos alvos terapéuticos

A cruzipaina é uma cisteino protease validada como alvo terapéutico no
tratamento da doenca de Chagas. Na cepa CL Brener, os inibidores dessa cisteino
protease mostraram um perfil de inibicdo na escala de 0,1uM a 1 puM e baixa
toxicidade, demonstrando um potencial alvo farmacologico (BURTULOSO et., 2017).
Outras proteases da classe das serino proteases, como a oligopeptidase B possui
funcdo importante na invaséo celular. A POPTc 80 degrada colagenos | e IV e
POPTb peptideos ativos (BASTOS, 2013), por executarem fung¢des importantes no
mecanismo de invasdo ao hospedeiro, as serino proteases representam grande

potencial para descoberta de novos alvos.
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O parasito Trypanosoma cruzi contém uma serino protease homologa a
Dipeptidyl peptidase IV humana. Essa enzima possui um grande destague na
industria farmacéutica, € uma serino-protease envolvida na regulacdo de horménios
pancreaticos glucagon-simile (GLP-1) e do peptideo insulinotrépico dependente de
glicose (GIP). A DPPIV hidrolisa estes hormdnios em dipeptideos na por¢cdo N-
terminal diminuindo a biodisponibilidade pds-prandial e durante o jejum prolongado
do organismo (MENTLEIN, 1999).

Em seres humanos, apenas 2% das proteinas presentes sdo proteases que
sao codificadas por cerca de 500 genes (HEDSTROM, 2002; MONOD, 2008). Deste
total, em menor nimero estdo as proteases que clivam o aminoacido prolina e
muitas dessas enzimas sado consideradas de importancia médica com potencial
funcdo farmacolégica. Os camundongos nocauteados para o gene DPPIV se
tornaram resistentes a obesidade e a hiper-insulinemia realizando mais gasto
energético e mantendo-se mais magros quando alimentados com dieta rica em
calorias, enquanto os camundongos selvagens demonstraram maior ganho de peso.
Os niveis plasmaticos de insulina foram cerca de quatro vezes maior do que 0s
individuos nocauteados, demonstrando que a deplecdo da DPPIV melhora a
sensibilidade a insulina, decorrente aumento dos niveis de GLP-1 e da auséncia da
funcdo da DPPIV (CONARELLO et al., 2003).

Ao apresentar relevante funcdo na homeostase da glicose, a DPPIV foi
intensamente estudada e se tornou alvo do tratamento da diabetes tipo Il por meio
do uso de inibidores especificos. A inibicdo com sitaglipitina reduziu o ganho de
peso de camundongos que consumiam dieta rica em calorias, promovendo a
significativa reducdo da massa gorda, melhoria da homeostase da glicose e reducéo
da taxa de hemoglobina glicada (LAMONT; DRUCKER, 2008), abrindo campo para
o desenvolvimento de indmeros inibidores. A DPPIV, além de estar envolvida na
glicorregulagdo hormonal, é conhecida por atuar no metabolismo de colagenos,
ativacdo das células T, patologias do sistema imunoldgico, clivagem da substancia
P, na regulacdo cardiovascular pela degradacdo do neuropeptideo Y (NPY) e
clivagem do fator estimulante de col6nias de macrofagos, entre outros substratos
(MENTLEIN, 1999; BJELKE et al., 2006).
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As recentes descobertas sobre as funcdes da DPPIV mostraram que a
protease atua inclusive como adipocina, peptideos e proteinas que séo liberados
normalmente pelo tecido adiposo. No entanto, tornam-se desreguladas com o
espessamento do tecido adiposo representando um link entre a obesidade e a
resisténcia a insulina. As DPPs s&o potenciais alvos para descoberta de novas
moléculas inibitérias bem como, a producdo de novos farmacos para terapia de
doencas cronicas (LAMERS et al., 2011).

Com relacéo a classificacdo da enzima, as DPPs pertencem a familia S9B -
Familia Prolil Oligopeptidase, clivam ligacées X-Pro, ou seja, com preferéncia por
prolina ou alanina na pendltima posi¢céo, sempre a partir da regido N-terminal dos
peptideos (WAGNER et al., 2016). A familia POP é composta pela dipeptidil
peptidase IV, proteina de ativacao de fibroblasto (FAP), a DPP8, a DPP9, a DPP2 e
a prolilcarboxipeptidase (WAUMANS et al., 2015). A familia S9B reune proteinas
homodiméricas, sendo as DPPIV, FAP, DPP8 e DPP9 proteases que possuem
caracteristicas diméricas com atividade enzimatica. O estudo da estrutura e funcéo
da DPPIV pode auxiliar no entendimento das funcdes bioldégicas bem como ajudar a
compreender a regulacdo das suas proteinas homélogas e ortélogas (WAUMANS et
al., 2015).

A ESTRUTURA DA DIPEPTIDIL PEPTIDASE IV

A DPPIV apresenta-se em duas versdes, uma de proteina de membrana e
outra citoplasmética. A DPPIV de membrana é glicosilada e contém uma pequena
cauda citoplasmatica de 1-6 aminoacidos e um dominio denominado dominio
transmembrana (TMD), contendo 7-28 aminoacidos, ndo se liga ou cliva
aminoacidos bloqueados na posicdo P2 da porcdo do N-terminal, atuando
exclusivamente como dipeptidil peptidase (HONG; DOYLE, 1988). O dominio
catalitico encontra-se na porgao extracelular, possui 29-766 aminoacidos e contém a
triade catalitica Ser®®, Asp’®, e His’*°
dirigida (DAVID et al., 1993). O ectodominio da DPPIV é homodimérico e requer

dimerizacéo para atividade enzimatica (ENGEL et al., 2003; CHIEN et al., 2004).

(Figura 4) identificada por mutagénese sitio-
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Figura 4. Enzima Dipeptidil Peptidase IV. E formada por um dominio a/f —
hidrolase e um dominio B-proppeller com o sitio ativo localizado entre eles. A face
dimérica contém o loop C-terminal do dominio hidrolase e o loop B-proppeler.
Adaptada da fonte: CHUNG et al., 2010.

O dominio extracelular da DPPIV consiste em 12 hélices denominadas a/f —
hidrolase e um dominio B-proppeller com oito repeticdes folhas-  das quais quatro
sdo antiparalelas. O sitio ativo esta localizado entre o a/f — hidrolase e o [-
proppeller, bem préximo a interface dimérica (Figura 4). Essa organizacdo contendo
duas folhas B a mais no B-proppeler (Figura 5) contribui para fungbes importantes:
formar parte da interface dimérica e formacédo de uma pequena hélice contendo dois
residuos Glu com funcéo de reconhecimento e ligacdo ao N-terminal dos substratos
(THOMA et al.,, 2003; CHIEN et al., 2006). As interacdes ocorrem por meio do
dominio a/f — hidrolase, hélice a-E, folha (3-8 e hélice a-F, principalmente com
residuos hidrofébicos. O loop C-terminal possui 50 aminoacidos que envolvem duas
a-hélices que englobam os aminoacidos 713-725 e 745-763 e uma folha-B que vai
do aminoacido726 ao744 (ENGEL et al., 2003; THOMA et al., 2003)
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Figura 5. Organizacdo dos dominios da DPPIV. O dominio B-proppeller contém
oito repeticdes folhas- B das quais quatro sdo antiparalelas. A: Dominio B-proppeler;
B: organizagdo do B-proppeler contendo motivo Glu envolvido na formagéo da
interface dimérica. Adaptada da fonte THOMA et al. 2003.

A face dimérica contém dois loops o C-terminal do dominio hidrolase e o loop
B-proppeler que se estende da segunda até quarta folha do dominio B-proppeller. A
histidina 740 do sitio catalitico € bem proxima a hélice a-F e a folha -7 que fazem
parte da face dimérica por isso o rompimento do dimero afeta a atividade catalitica.
As mutacdes no C-terminal rompem os dimeros ocasionando a perda da atividade
enzimatica (CHIEN et al., 2004; TANG et al., 2011). Na DPPIV, 6% da area total
soluvel de cada subunidade é situada dentro da interface dimérica (THOMA et al.,
2003).

Os residuos hidrofilicos Y238, Y248 e Y256 do loop [-proppeller sdo
conservados nas DPPs e essenciais para dimerizagdo da DPPIV humana. Além
desses, os residuos hidrofobicos F713, W734 e Y735 presentes no C-terminal foram
avaliados por mutacdo sitio dirigida e demonstraram ser essenciais para
dimerizagcdo, a mutacdo desses sitios ocasionou a separacdo do dimero em

mondmeros. A DPPIV possui residuos com fungdo de ancoramento de membrana
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para a enzima adenosina deaminase (ADA) (THOMA et al., 2003; CHIEN et al.,
2004).

No dimero, o aminoacido Y547 €& altamente conservada sendo uma
caracteristica presente na familia S9B (PITMAN; MENZ; ABBOTT, 2010).
Modificacdes nesse residuo afetam a catalise enziméatica na DPP8 que é uma
enzima homéloga a DPPIV, essa homologia sugere func¢des similares entre elas
(PITMAN; MENZ; ABBOTT, 2010).

A DPP8 humana é uma dipeptidil peptidase homologa a DPP9 com 58%
identidade e 76% de similaridade entre amino&cidos, ndo apresenta atividade de
endopeptidase nem de tripeptidil peptidase. A triade catalitica € conservada na
familia S9B, contém os aminoacidos Ser, Asp, His. No entanto, DPP8 e DPP9
possuem um ativador alostérico ndo competitivo, a SUMO-1 (ABBOTT et al., 2000;
BJELKE et al., 2006)

A DPP8 é formada pelos dominios ao/f- hidrolase e pelo B-propeller que
confere a esta enzima 35% de identidade com a DPPIV, levando a preferéncia pelo
mesmo substrato (PITMAN; MENZ; ABBOTT, 2010). A especificidade pelo mesmo
substrato decorre da posi¢cdo S1 ser ocupada pelos residuos de aminoacidos Ala,
Pro ou Ser na posicao imediatamente adjacente a regido da clivagem do sitio P1
(PITMAN; MENZ; ABBOTT, 2010).

A DPP8 humana é uma proteina néao glicosilada citosdlica e ativa nas formas
monomeérica e dimérica. As muta¢do nos residuos H434 e D435 para o residuo Phe
dentro da interface do dimero da DPP8 humana alteram a catalise enzimatica
reduzindo o Ky e o pH 6timo para atividade enzimatica (PITMAN; MENZ; ABBOTT,
2010). Durante a resposta imune, a DPP8 é regulada positivamente, porém as
funcdes fisiolégicas tanto da DPP8 quanto da DPP9 foram pouco estudadas. Além
da preferéncia pelos mesmos substratos artificiais, as DPPs 8 e 9 clivam substratos
naturais de DPPIV como quimiocinas e neuropeptideo Y (BJELKE et al., 2006).

A maioria dos substratos das DPP8 e DPP9 de seres humanos possui
atividade in vitro Otima para substratos contendo prolina na posicdo P1 precedido
por uma alanina na posi¢cao P2. O pH 6timo para atividade enziméatica varia de 7,5 a
8.0. As DPP8 e DPP9 hidrolisam os substratos cromogénicos Gly-Pro-pNA, Ala-Pro-
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pPNA, e Arg-Pro- pNA em pH 7,4 e trabalham em atividade abaixo da capacidade em
pH 6,3, indicando que essa enzima nao esta presente no lisossomo ou endossomo.

A superexpressao da DPPS8 reforca a inducdo da apoptose e interrompe a
adesdo e a migracao celular (ABOTT, 2000). Os potentes inibidores da DPPIV
utilizados no tratamento da diabete tipo Il sdo pouco seletivos para DPP8 e DPP9, a
inibicdo especifica dessas enzimas em seres humanos tem atividade antileucémica
(ABOTT, 2000).

Dipeptidil peptidases de microorganismos

A DPPIV do fungo patogénico Aspergillus fumigatus executa a ligacdo e a
liberacdo de dipeptideos a partir do colageno, auxiliando o fungo no primeiro passo
de infeccdo na matriz extracelular do pulméo na espécie humana (BEAUVAIS et al.,
1997). A DPPIV do fungo A. oryzae foi estudada por superexpressao e por delecéo,
a delecao ndo afeta as caracteristicas fenotipicas do fungo, a perda da atividade de
DPPIV aumentou o numero de peptideos de maior comprimento. Devido a sua
capacidade de hidrolisar o gluten, DPPIV de A. oryzae apresenta potencial para
aplicacao industrial (DOUMAS et al., 1998).

A Dbactéria gram-negativa Porphyromonas gingivalis utiliza a matriz
extracelular como fonte de carbono, sendo responsavel por variadas formas de
periodontite que podem ocasionar a perda dentaria, e ainda € relacionada com a
doenca cardiovascular. A infeccdo de camundongos por mutantes que continham
delecdo do gene DPPIV levou a rapida recuperacao da infeccdo e ganho de peso,
ao serem comparados com individuos infectados com a linhagem selvagem, que
desenvolviam abcessos e frequentemente morriam (OHARA-NEMOTO et al., 2014).

A DPP5 de P. gingivalis foi caracterizada bioquimicamente e apresenta
substrato idéntico ao da DPPV de A. fumigatus, a DPP5 esta envolvida no
metabolismo por meio da producao de dipeptideos nutritivos para o fungo (OHARA-
NEMOTO et al., 2014). Na bactéria anaerobica gram-negativa, P. endodontalis, as
DPP5 e DPP7 levam a liberacdo de dipeptideos a partir do N-terminal, atividade
essencial para o crescimento da espécie, que utiliza aminoacidos como fonte de
sobrevivéncia, como decorréncia deste processo causam lesdes periféricas que
podem causar a perda da raiz dental (NISHIMATA et al., 2014).
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Em Streptococcus mutans, o principal agente etiologico da carie dental,
possui uma abundancia de peptidases, sendo que essas parecem facilitar 0 uso da
saliva como reserva nutritiva (DE et al., 2016). A X-Pro (XPDAP) cliva oligopeptideos
com residuo Pro na penultima posicdo do N-Terminal, € homéloga a DPPIV de seres
humanos, possui atividade colagenocitica e caseinolitica de substancial importancia
para como fator de viruléncia e necessidades nutricionais. Os inibidores de serino-
proteases PMSF e os inibidores especificos de DPPIV inibiram fortemente a
atividade enzimatica da XPDAP de S. mutans (DE et al., 2016).

A funcédo da DPP8 foi estudada primeiramente em T.brucei, por meio do RNA
de interferéncia, além da DPP8, cerca de outros 20 genes codificadores de
proteases da subfamilia Prolil oligopeptidase da familia S9 foram estudados e, em
todos os casos, a auséncia desses genes nao provocou a morte dos parasitos in
vitro. Além disso, a auséncia da atividade de dipeptidil peptidase em T.brucei ndo
alterou a infeccdo em camundongos (MOSS et al., 2015).

O nocaute do gene que codifica a dipeptidil aminopeptidase em Plasmodium
falciparum provoca a formacdo de trofozoitos imaturos levando-os a morte,
sugerindo um papel essencial para sobrevivéncia do parasito e possivel alvo para o
desenvolvimento de farmacos promissores para o tratamento da maléria. A DPPI
possui importante papel na degradacdo da hemoglobina e na egressao do parasito
(DEU et al., 2010).

O GENOMA DE T. CRUZI E SUA MANIPULACAO PARA O ESTUDO DA FUNCAO
GENICA

A cepa de referéncia de T. cruzi C.L Brener teve seu genoma sequenciado
em 2005 e trata-se de uma cepa hibrida composta por ndo-Esmeraldo e Esmeraldo-
like, a variedade possui 41 cromossomos e pertence ao DTU TcVI (WEATHERLY;
BOEHLKE; TARLETON, 2009). A espécie possui dois conjuntos cromossémicos,
apesar de dipléide, o cariétipo € bastante controverso, devido a baixa condensacéo
dos cromossomos durante a divisdo celular. Outro aspecto é que diferem em
comprimento devido aos genes repetidos em tandem e sequencias repetitivas nao
codantes (CLAYTON, 2002).
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A composicdo da regido centromérica foi sugerida em 2007, pois ndo havia
sido elucidada durante o sequenciamento, é rica em repeticdes GC obtidas por meio
de fragmentacdo cromossdmica associada ao telémero (OBADO et al., 2007). As
sequencias codificadoras de proteinas de tripanossomatideos raramente sao
interrompidas por introns, os genes que apresentam grandes similaridades s&o
organizados em clusters policistronicos. A RNA polimerase | realiza o
processamento de transcritos do pré-mRNA (transplicing) para producdo dos
MRNASs monocistrénicos e adicdo do miniéxon com 39 nucleotideos contendo na
extremidade 5’ o CAP e na extremidade 3’ a cauda Poli (A), o controle da expresséo
ocorre apés a transcricdo (LEBOWITZ et al., 1993; MATTHEWS; TEIXEIRA; DA
ROCHA, 2003; ARAUJO; TEIXEIRA, 2011;). A regido 3’ ndo traduzida (UTR) dos
genes de tripanossomatideos contém clusters de sequencias especificas de RNA
que se ligam a proteinas RBPs e regulam o controle pds transicional por meio da
ligacdo aos elementos cis nao codificadores de genes (DE GAUDENZI et al., 2013).

Em decorréncia da grande quantidade de informacfes obtidas com o genoma,
o estudo da funcdo biol6gica dos genes de T. cruzi tornou-se cada vez mais
necessaria. O T. cruzi possui mais de 20.000 sequéncias codantes preditas para
proteinas (CLAYTON, 2002), a genética reversa tem sido amplamente aplicada na
como parte do estudo da funcdo de genes. A técnica convencional € baseada na
recombinacdo homadloga, no qual o gene de interesse € substituido por um cassete
contendo uma marca de selecédo flanqueada por UTRs de aproximadamente 500pb.
A transfeccdo é realizada por meio da eletroporacdo em formas epimastigotas
cultivadas sob condicBes axénicas. Apesar de ser uma estratégia viavel, a técnica
possui baixa eficiéncia e consome bastante tempo. A obtencédo de clones partindo
de um Unico parasito é crucial e dura cerca de 6-8 semanas para ser obtida e cada
marcador de selecdo se restringe a um Unico alelo, sendo necessaria uma nova
transfeccdo para obtencdo do nocaute do segundo alelo, e consequentemente,
novas etapas de selecdo e clonagem séo requeridas (XU et al., 2009).

A dificuldade na obtencé&o de clones nocauteados pela técnica convencional e
a crescente evolucao das ferramentas em gendmica tem levado ao aprimoramento
das estratégias do nocaute de genes. O uso de vetores epissomais tem reduzido o

tempo de obtencéo dos clones e tem facilitado a manipulagéo genética do T.cruzi. A
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organizagdo génica desse organismo permite a transfecgao de genes de resisténcia
a antibioticos inseridos nos vetores que se camuflam pelo genoma do parasito na
mesma orientacao das regides intergénicas e dispensam a presenca de sequencias
promotoras (KELLY et al., 1992). O plasmideo pTcINDEX é um vetor integrativo, em
regido ribossomal ndo transcrita, possui expressao indutivel pelo o promotor T7
epissomal regulado por tetraciclina. O vetor ainda contém dois marcadores: a
luciferina e a proteina vermelha fluorescente (RFP) que facilitam o reconhecimento
do parasito transfectado em cultura. A ferramenta € utilizada tanto para o nocaute
como para expressao de genes (TAYLOR; KELLY, 2006).

A construgéo de blocos baseados na transferéncia de marcadores de selegao
para vetores ja construidos e a producédo de plasmideos de expressao fusionados a
proteina verde fluorescente (GFP) permitiram o uso de varios antibiéticos de selecao
e a localizacdo da proteina alvo no parasito. Além da diminuicdo do tempo gasto
com a selecdo, a vantagem estd na visualizacdo da fluorescéncia nas células
transfectadas facilitando o trabalho com clones de T. cruzi. No entanto, essa
ferramenta demanda varios passos em biologia molecular para obtencdo dessas
construcdes (BOUVIER et al., 2013).

O plasmideo PTcGW possui diferentes opgdes de N-terminal baseados na
tecnologia gateway, é recomendado em estudos de superexpressao, interacao
proteina-proteina e localizacdo de proteinas. O vetor € flanqueado por sitios de
restricdo que permitem a troca dos elementos do vetor em um Unico passo de
clonagem com a vantagem de escolher a posi¢cao do tag para purificacdo no C- ou
N-terminal da proteina (KUGERATSKI et al., 2015).

Na familia dos tripanossomatideos, o RNA de interferéncia (RNAI) tem sido
utlilizado para estudar a funcéo e regulacédo de genes em protozoarios. Em T. brucei
foi descoberto primeiramente e se tornou uma potente ferramenta para o estudo da
funcdo génica nessa espécie. No entanto, ndo € disponivel para T. cruzi ja que esta
espécie ndo possui a maquinaria apropriada, em especifico a proteina argonauta
necessaria para o0 silenciamento de genes por RNAi (ULLU; TSCHUDI,
CHAKRABORTY, 2004).

O sistema CRISPR-CAS-9 € uma ferramenta que revolucionou o estudo de

genes em genomas de varias espécies. A técnica confronta a metodologia de RNAI,
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por ser rapida e eficiente, permitindo o nocaute de véarios genes e familias de genes
relacionadas. Em apenas dois dias da transfeccao, os niveis de proteina diminuem
demasiadamente tornando o estudo de genes em T. cruzi menos laborioso. Devido a
essas caracteristicas, a técnica € bastante promissora, baseia-se em um RNA guia
que dirige a proteina Cas-9 para regido do genoma de interesse introduzindo uma
dupla ruptura no RNA ou DNA (DSB). As inser¢des ou delegdes ocorrem via reparo
da ruptura pela rota ndo homoéloga e unido das extremidades geradas (BURTON et
al., 2007). Em kinetoplastideos, a DSB ocorre por micro homologia e unido das
extremidades e ndo por extremidades ndo-homoélogas (GLOVER ET AL. 2011). O
fator limitante da técnica é obter o niumero suficiente de parasitos para confirmacgéo
do fendtipo e do nocaute (PENG et al. 2015).
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JUSTIFICATIVA
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JUSTIFICATIVA

O estudo da biologia do parasito, por meio do conhecimento da funcéo de
suas proteases, a forma como interagem com a célula hospedeira, como atuam na
infeccdo e morte dessas células tém sido extensivamente investigada por grupos de
pesquisa, no Brasil e no mundo. A descoberta desses mecanismos em sua
totalidade contribuird para o desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas para
a doenca de Chagas, uma doenca classificada como negligenciada, além de
contribuir significativamente para pesquisa basica.

No que se tem proposto, as investigacbes a respeito das proteases de
Trypanosoma cruzi tem trazidos resultados relevantes, como por exemplo, as
cisteino proteases cruzipaina e catepsina B, e as serino proteases prolil
oligopeptidase 80 (POPTC80) e oligopeptidase B (BASTOS et al., 2005; CERNY et
al., 2016; MOTTA et al.,, 2012; SERVEAU et al.,1999). Essas duas Uultimas
juntamente com as dipeptidil peptidases IV, 8 e 9 compbem a familia da S9 de prolil
oligopeptidases. As DPPs da familia S9 sdo amplamente estudadas, principalmente
em mamiferos, devido a sua grande importancia na resposta imune e no
metabolismo de hormoénios da incretina atuando na homeostase da glicose em
humanos. Essa descoberta representa um grande avanco para a medicina uma vez
que inibidores da DPPIV séo altamente empregados para controle glicémico em
pacientes portadores da diabetes tipo Il.

Em relacdo as dipeptidil peptidases de microorganismos, a DPPIV do fungo
Aspergillus fumigatus hidrolisa componentes da matriz extracelular (MEC) no pulméo
(BEAUVAIS et al., 1997) e a hidrdlise da MEC pela DPPIV de Porphyromonas
gingivalis fornece carbono para o metabolismo do fungo causando vérias formas da
periodontite, a perda dentéria, e ainda pode estar relacionada com a doenca
cardiovascular (KUMAGAI et al., 2000). Um processo similar é observado para as
DPP5 e DPP7 | de Porphyromonas endodontalis, resultando em lesbes periféricas
gue podem levar a perda da raiz dental (NISHIMATA et al., 2014).

O estudo da DPP8Tc € bastante promissor visto que as funcdes relatadas por
seus genes ortdlogos em outros organismos oferecem vantagens ao patdogeno na
interacdo com o hospedeiro. O nocaute génico utilizado nesse trabalho, € uma

técnica crucial para a avaliagdo funcional e vem sendo cada vez mais aplicada em
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cepas de T. cruzi. Ela se mostra mais apropriada, uma vez que os inibidores
comercialmente disponiveis da DPPIV ndo sédo capazes de inibir especificamente a
DPP8Tc, podendo agir indiretamente na inibicdo de outras proteases. E por ultimo,
as técnicas de RNA interferente ndo sdo aplicdveis ao T. cruzi devido a biologia do

parasito ndo permitir a viabilizagdo da técnica.
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OBJETIVO

O objetivo geral deste trabalho foi estudar as caracteristicas bioquimicas da
serino protease dipeptidil peptidase 8 de Trypanosoma cruzi, bem como avaliar o seu
papel no parasito por meio de nocaute génico. Para alcancar esse objetivo foram

realizadas as seguintes etapas:

1- Producdo da DPP8Tc recombinante em E. coli e purificacdo da enzima ativa por
cromatografia de afinidade;

2- Realizag&o de ensaios enzimaticos com diferentes substratos e determinagéo dos
parametros cinéticos;

3- Caracterizacao enzimatica por determinacdo do pH e do efeito de aditivos;

4- Inibicdo da enzima com inibidores classicos de proteases e especificos de DPPs;
5- Determinacgao de oligomerizacdo da enzima;

6- Citolocalizacado da DPP8Tc nas formas epimastigotas;

7- Delecéo do gene DPP8Tc por meio de nocaute fisico;

8- Andlise dos mutantes in vitro, quanto a sua viabilidade, taxa de crescimento e
infectividade in vitro dos parasitos mutantes para o gene proposto;

9- Andlise dos parasitos selvagens incubados com inibidor IB-7 especifico da DPPIV;
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METODOLOGIA
OBTENCAO DA SEQUENCIA TCCLB 510183.20

A sequéncia da dipeptidil peptidase 8 (DPP8Tc) de Trypanosoma cruzi TcCLB
510183.20 foi obtida no banco de dados GeneDB (www.genedb.orq) e NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov).

EXPRESSAO HETEROLOGA DA DPP8Tc RECOMBINANTE

O gene DPP8Tc  foi clonado pela  empresa GenScript®
(http://'www.genscript.com/) no vetor de expressdo pET-19b. Para producdo da
proteina recombinante, o plasmideo contendo o inserto DPP8Tc foi transformado em
Escherichia coli BL21-Al competente (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989).

A inducdo, com 1 mM de isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) e 0,2%
de arabinose, ocorreu quando a ODggy alcancou de 0,5. O meio de cultura foi
deixado a 18°C por 18h na rotacdo de 150 rpm. Apés a inducdo, a cultura de
bactéria foi centrifugada a 2.000 g por 20 min. O sobrenadante foi descartado e
pellet foi ressuspendido em tampé&o de lise (BugBuster® Protein Extraction Reagent -
Novagen®), mantido sob agitacdo durante 20 min a 4°C. O produto de lise celular
obtido foi centrifugado por 15 min a 12000 g e as fracdes sollveis e insolaveis
separadas e analisadas em 10% SDS-PAGE.

Para a lise por sonicacdo, o pellet contendo a cultura induzida era
ressupendido em 50 mM Tris pH 7,5 e processado 25% amplitude, 40 seg, 23 ciclos
2 on 10 off. O material obtido apés a sonicacéo foi centrifugado por 15 min a 12000

g. O sobrenadante foi reservado para purificacao.

PURIFICACAO DA DPP8Tc RECOMBINANTE

A resina contendo matriz de agarose-niquel (Sigma®) foi preparada conforme
as instrucbes do fabricante para a purificacdo da proteina contendo His-Tag. O
extrato solavel foi depositado na coluna e, apés lavagem extensiva da resina com
tampéo (20 mM Tris-HCI pH 7,9, 500 mM NacCl e imidazol variando de 5 a 40 mM), a
enzima foi eluida com o tampé&o citado a cima com 80mM imidazol. O resultado da
purificacéo foi analisado por SDS-PAGE. 10%. As fracdes nas quais foram obtidas a

proteina purificada foram dialisadas em tamp&o 50 mM Tris pH 8,0. Apds 0 processo
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de didlise, a quantificacdo foi realizada por método de espectrofotometria
guantitativa. A enzima foi estocada em igual volume de glicerol e mantida a -20°C.

ENSAIOS DE ATIVIDADE ENZIMATICA DA DPP8Tc

A atividade enzimética da DPP8Tc foi medida por meio da liberacdo do 7-
amido-4-metilcoumarin (AMC) ap0s hidrélise do substrato Gly-Pro-AMC conforme os
testes de atividade enzimatica descritos por GRELLIER (2001). A atividade
enzimatica foi realizada em 50 mM Tris pH 7,5 na presenca de 20 uM do substrato e
16,55 ng da DPP8Tc, concentracdo Otima enzimatica obtida por meio de diluicdo
seriada. Todos os ensaios foram conduzidos em placas transparentes de 96 pocos
de fundo chato. As leituras da liberacdo de fluorescéncia foram realizadas no
espectrometro SpectraMax M5 microplate reader (Molecular Devices). A atividade
enzimatica da DPP8Tc também foi realizada com outros substratos fluorogénicos: G-
P-AMC, P-AMC, N-CBZ-R-R-AMC, N-SUC-G-P-L, A-A-F-AMC, N-SUC-A-A-P-F-
AMC, todos provenientes da Sigma-Aldrich®. Diferentes concentracdes de DTT (0 a
40 mM), NaCl (0 a 300 mM), além de EDTA (0 a 10 mM) foram usadas como
aditivos com intuito de verificar a influéncia dos mesmos na atividade enzimética da
proteina. Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos trés
vezes em placas de forma independente, e em dias diferentes.

INFLUENCIA DO PH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE ENZIMATICA DA DPP8Tc

O pH 6timo para atividade enzimatica da DPP8tc foi avaliado em tampéo de
forca idnica constante na presenca de 20 pM do substrato Gly-Pro-AMC. Os
tampdes selecionados foram: o MES-Tris-Acetato (AMT) na faixa de pH entre 5,0 e
11. Os tampbes 50 mM MES pH 5,5 - 6,5, 50 mM Tris pH 7,0 - 9,0 e 50 mM CAPS
pH 10,0 e 11,0 também foram utilizados. A leitura do AMC liberado foi realizada
conforme descrita anteriormente e as velocidades das reagbes comparadas entre si
para obtencéo do pH 6timo de funcionamento da enzima.

O teste de temperatura 6tima da enzima foi realizado nas temperaturas 24,
26, 28, 32, 37, 40, 42, 45, 50, 55 e 60°C. A quantidade de 16,55 ng de enzima foram
incubados durante 10 min em cada uma das temperaturas citadas, apos este

intervalo, 20 uM do substrato Gly-Pro-AMC foram adicionados a rea¢do e a mesma
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foi incubada em temperatura ambiente por 15 min. Os testes foram realizados em
triplicata e as temperaturas foram reguladas em termociclador. Para interromper a
reacao, foram adicionados 100uL de etanol absoluto e, posteriormente, a emissao

de fluorescéncia acumulado foi captada no modo endpoint no SpectraMax M5.

PERFIL DE INIBIQAO DA DPP8Tc
Os inibidores classicos de proteases TPCK (100 uM), AEBSF (100 uM), E-64

(1 mM), TLCK (100 uM), EDTA (1 mM), Leupeptina (100 uM) e pepstatina (100uM)
foram utilizados para investigar o perfil de inibicdo da DPP8Tc. Os mesmos foram
incubados com 16,55 ng de enzima em 50 mM Tris pH 7,5 contendo 1,25 mM DTT,
150mM NaCl durante 20 min e, posteriormente, 20 uM do substrato Gly-Pro-AMC
foram adicionados. A leitura da liberacdo do AMC foi realizada conforme descrita
anteriormente. Os inibidores especificos de DPPs utilizados neste trabalho foram
obtidos por colaboracdo com a Universidade da Antuérpia, um grupo de pesquisa da
Bélgica, por meio do Dr. Koen Augustyns. Os inibidores especificos da DPP8Tc IB-7
(100 uM), 1B-4 (100 pM), KAII-23 (100 uM) e KS IV (S) (100 uM) foram incubados
com 16,55ng de enzima e tampéo durante 20 min em 50 mM Tris pH 7,5 contendo
1,25 mM DTT e 150 mM NaCl conforme o protocolo anterior de inibicdo. O ICso dos
inibidores IB-7, IB-4, KA 1I-23 e KSIV foi realizado com concentracao inicial de 200
MM em tampéo 50 mM Tris 1,25 mM DTT, 150mM NacCl pH 7,5 contendo 16,55ng de
enzima. Para avaliar a especificidade do inibidor pelo sitio ativo os inibidores 1B-4 e
IB-7 foram testados em concentracdes proximas a ICsy, 484,90 e 29,36 nM
respectivamente, na auséncia e presenca de Triton X-100 com liberacdo de AMC
como mencionado acima. Para obtencéo do K, foi realizado um ensaio enzimatico
variando a concentracdo de substrato e inibidor. Por meio do software GraphPad
Prism 6 foi gerado um gréafico Lineweaver-Burk para determinacdo do tipo de
inibicdo. O calculo foi obtido por regressdo nao-linear e o software calculou o valor
do K,.Todos os experimentos de inibicdo enzimatica foram conduzidos conforme o
protocolo de Grellier (2001)
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CONSTANTE DE MICHAELIS-MENTEN (Ky), VELOCIDADE MAXIMA (Vuax),
CONSTANTE CATALITICA (Kcat) E EFICIENCIA CATALITICA (Kcat/Kw)

Para caracterizar o Ky da DPP8Tc o substrato Gly-Pro-AMC foi testado em
concentracfes que variaram de 80mM a 2,5mM em tampao 50mM Tris pH 7,5 com
16,55 ng de enzima. A cinética da DPP8Tc durou 15 min e a taxa de fluorescéncia
liberada foi quantificada no intervalo de 1 min. Os dados obtidos foram analisados e
calculados pelo software Graph Pad Prism por regressdo néo linear e cinética

enzimatica Michaelis-Menten.

GEL FILTRACAO

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada em equipamento AKTA
Purifier UPC-10 com software Unicorn Manager. Para iniciar a Gel filtracdo, 2L de
cultura foram centrifugadas a 2000 g durante 20 min o pellet foi ressuspendido em
tampao 50mM Tris-HCI pH 8,0 e lisado por sonicagdo conforme parametros
mencionados anteriormente. A fracdo sollvel do lisado foi depositada em com
coluna de gel filtracdo Superdex® 200 10/300GL capacidade para 24mL a
cromatografia foi realizada com tampédo 50mM Tris-HCI pH 8,0 200mM de NaCl. O
fluxo do equipamento foi primeiramente ajustado em 0,4 mL/min, apds o encaixe da
coluna, foi reajustado para 0,5mL/min, em seguida outros parametros regulados:
fracdo isocratica de 0.3, fracdo de eluicdo 1.0, eluicdo isocratica com comprimento
de fracdo de 1.2 e pressdo maxima em 1.2. As fracdes obtidas pela purificacédo

foram coletadas e analisadas em gel SDS-PAGE 10%.

TESTES PARA AVALIAR A DIMERIZACAO

A proteina purificada foi analisada em SDS-PAGE 8% em 02 condi¢des: 01 -
condicao desnaturante classica e 02 - condicao ndo-desnaturante, ou seja, a enzima
nao foi submetida a fervura prévia a aplicacdo no gel poliacrilamida e o tampé&o de
amostra ndo continha DTT e/ou 3-mercaptoetanol e ndo continha SDS. Na tentativa
de verificar o coeficiente de dissociacdao da DPP8Tc, 375 ng da enzima foram
incubados, por 15 min, com formaldeido variando de 2 a 0,03% em 25 mM HEPES

pH 7,5. Este tampé&o foi escolhido, pois o tampdo 50mM Tris interfere no teste de
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cross-link com formaldeido. A reacéo foi interrompida acrescentando 50 mM tris pH
8,0 e as amostras foram analisadas em gel SDS-PAGE 8%.

ULTRACENTRIFUGACAO

Os experimentos de velocidade de sedimentacao foram realizados utilizando
uma ultracentrifuga analitica Beckman XL-I e um rotor TI AN-60 (Beckman Coulter).
Os experimentos foram realizados a 20°C com 5,2 uM de DPP8Tc em tampéo 25
mM Tris-HCI 200 mM NaCl pH 8,0. Um volume de 400 pL foi carregado em células
de percurso de 1,2 cm e centrifugado a 130 000 g (42 000 rpm). As varreduras foram
registadas a cada 3 min, durante a noite, a 280 nm. Para para estimar o volume
especifico parcial da cadeia polipeptidica = 0,733 mL/g, a densidade do solvente, p =
1,00720 g / mL, e a viscosidade do solvente, n = 1,027 mPa.s, a 20 ° C, foi utilizado
o software Sednterp (disponivel em: http://www.jphilo.mailway.com/). Os perfis de

sedimentacdo foram analisados por analise de distribuicdo de tamanho de Sedfit

(disponivel em: http://www.analyticalultracentrifigation.com). Em Sedfit, as solucbes

de elementos finitos da equacdo de Lamm para um grande numero de espécies
discretas e independentes, para as quais é assumida uma relacdo entre coeficientes
de massa, sedimentacao e difusdo, s e D, sdo combinadas com uma regularizacao
de entropia méaxima para representar uma distribuicdo continua de tamanho. Para
isso, 100 conjuntos de dados usando a relacao de friccdo ajustada para coeficientes

de sedimentacdo compreendidos entre 0 e 26S em um nivel de confianca de 0,68.

PRODUCAO DE ANTICORPOS

Para obtenc&o de anticorpos contra DPP8Tc, foram utilizados 4 camundongos
isogénicos machos Mus musculus da linhagem BALB/c. O soro pré-imune foi
retirado por puncdo ocular de acordo com o0 projeto n° 27764/2016. Os
camundongos foram imunizados, na regiao inguinal, por 4 vezes com intervalos de
15 dias. Cada imunizacédo continha 5 pg da proteina recombinante homogeneizados
em adjuvante completo (na 12 imunizagéo) e incompleto (ha 22 e 32 imunizagéo) de
Freund na proporcdo de 1:1 com PBS estéril 1x (137mM de NaCl, 2,7mM KClI,
4,3mM de Na2HPO4 pH 7,4). Na quarta e ultima imunizacdo, 5 ug de proteina

recombinante foram diluidos apenas em PBS estéril e injetados nos animais. Apos 7
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dias da udltima imunizacdo, o sangue dos animais foi coletado, o soro separado,

diluido em glicerol (v/v) e estocado a -20°C.

CONDICOES DE CULTURA DA FORMA EPIMASTIGOTA
As formas epimastigotas da cepa CL-Brener de T. cruzi foram cultivadas a
28°C em meio Liver Infusion Tryptone (LIT) suplementado com 5% (v/v) de soro fetal

bovino inativado e 100 pg/mL de gentamicina.

TRANSFEC(;AO DOS CASSETES PARA O NOCAUTE SIMPLES DO GENE DA
DPP8Tc

Para transfeccdo do cassete contendo o gene de resisténcia ao antibidtico
neomicina, preparado por FIGUEIREDO, (2013), 1x10® epimastigotas da cepa CL-
Brener de T. cruzi foram lavados e ressuspendidos em 1mL de citomix gelado
(120mM de KCI, 0,15mM de CaCl, 10mM de K2PO,4, 25mM de Hepes, 2mM de
EDTA, 5mM de MgCl, pH 7,4). Apés as lavagens, 5x10’ parasitos foram colocados
em cubetas de 0,4 cm de espessura e a esta foram adicionados 50 pg do cassete
contendo o gene de resisténcia ao antibidtico neomicina (ressuspendido em 50 pL
de citomix). Para o controle, foram adicionados 50 pL de citomix. O eletroporador foi
ajustado para 500 pF, 1,5 kV e resisténcia ao infinito e foram aplicados dois pulsos
conforme (FIGUEIREDO, 2013). Na cubeta, apds a eletroporacéo, 1 mL de LIT 50%
condicionado e suplementado com 20% de soro fetal bovino e 100ug/mL de
gentamicina foi adicionado para ressuspender os parasitos. Apés a eletroporacao,os
parasitos foram transferidos para garrafas de 60mL contendo meio LIT nas mesmas
condicbes anteriormente mencionadas. Ao atingir 48h de transfeccdo, foram
adicionados nessas culturas 150 pg/mL do antibiético geneticina (G418), nas duas
condi¢bes: cultura transfectada com o cassete contendo o gene de resisténcia ao

antibiético neomicina e cultura transfectada apenas na presenca de citomix.

CLONAGEM DE PARASITOS
Os parasitos obtidos por transfeccdo cresceram em meio contendo antibiotico
G418 por cerca de 2 meses. A primeira repicagem da cultura foi realizada apés duas

semanas da transfeccdo. 1/10 da cultura inicial foi colocada em LIT 50%
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condicionado e suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100pug/mL de
gentamicina e 150 pg/mL de geneticina.

Para obter uma cultura advinda de um Unico parasito, procedeu-se a
clonagem em placa de 96 pocos contendo LIT 50% condicionado e suplementado
com 20% de soro fetal bovino, 100ug/mL de gentamicina e 150 pg/mL de geneticina.
No procedimento de clonagem, 40 parasitos foram ressuspendidos em 2 mL do meio
foram distribuidos em duas placas de 96 pocos. As placas foram mantidas a 28°C e
monitoradas até visualizacdo de parasitos nos pocos. Apods isso, 0s parasitos foram
transferidos para garrafas pequenas contendo 1mL de meio LIT 50% condicionado e
suplementado com 20% de soro fetal bovino, 100pg/mL de gentamicina e 150 pg/mL

de geneticina.

EXTRATO DE PARASITOS

Ap6és a contagem em camara de Neubauer, 1x10’ parasitos foram
centrifugados a 1000 g por 10 min e o sobrenadante desprezado. O pellet contendo
os parasitos foi ressuspendido em PBS e lavado 3 vezes. Ap6s a lavagem, 0s
parasitos foram ressuspendidos em tampao 50 mM Tris pH 7,5 e lisados em trés
ciclos de congelamento a - 80°C e descongelamento a temperatura ambiente. Apés
os ciclos, as amostras foram centrifugadas 16.000 g por 20 min os extratos solUveis
e insoltveis foram separados, fervidos por 5 min em tampédo de amostra Laemmli
(10% glicerol, 2% SDS, 5% 2-mercaptoetanol, 0,002% de azul de bromofenol e 125
mM Tris pH 6.8) (Laemmli, 1970) e armazenados a - 20°C.

Para o teste de atividade enzimética, 3uL do extrato solluvel proveniente de
1x10" parasitos foram utilizados. Os testes de atividade enzimatica foram

conduzidos nas condicfes anteriormente descritas.

CURVA DE CRESCIMENTO

5x10° formas epimastigotas do parasito selvagem e nocauteado foram
colocadas em placas de 24 pocos em 1 mL de meio LIT 50% condicionado e
suplementado com 20% de soro fetal bovino e 100ug/mL de gentamicina e 150
png/mL de geneticina. O antibiotico geneticina foi adicionado a cultura que recebeu o

cassete com o gene de resisténcia. O crescimento foi avaliado por 10 dias e a
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contagem foi realizada em camara de Neubauer. Os experimentos foram feitos em

triplicata.

TESTE DE INFECCAO

As formas tripomastigotas das culturas selvagem e nocauteada com o
cassete 5’ neo 3’ foram obtidos apartir da infeccdo com metaciclicos provenientes da
cultura epimastigota envelhecida por 10 dias, cerca de 1mL de cultura foi utilizada
para infeccdo. A infeccéo foi realizada em garrafas médias ou pequenas de células
L6 com baixa confluéncia, o meio de manutencéo das células L6 utilizado, foi o meio
Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM). Este meio foi suplementado com soro
fetal bovino inativado 5% (v/v) e com gentamicina (100ug/mL) durante o experimento
as células infectadas e néo infectadas foram mantidas em estufa a 37°C com CO;
(5%). As infeccdes duraram 3h no caso de parasitos incubados com inibidor IB-7, ou
24h para avaliar a taxa de infeccdo de selvagens e mutantes. Apds esse periodo o
meio contendo os epimastigotas foi descartado e as garrafas com L6 lavadas por 3x
em PBS 1x estéril ou meio DMEM (GRELLIER, 2001). Apos estes intervalos, 0 meio
de cultura foi dispensado e as placas foram fixadas e coradas com corante panoético
e analisadas por microscopia 6ptica. A taxa de infeccdo foi realizada pela contagem
do numero de células infectadas e niumero de amastigotas intracelulares. Foram
contadas por variedade 500 células obtidas por fotografias de campos obtidos

aleatoreamente.

WESTERN BLOT

Os extratos proteicos bacterianos de cultura foram induzidos e lisados
conforme descrito em expressdo heterdloga da DPP8Tc recombinante, e foram
separados por SDS-PAGE. Para a andlise por western blot, as amostras contidas no
gel de poliacrilamida 10% foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose
Hybond C+ protein (GE) em tampéao de transferéncia 1x (30g Tris, 1449 Glicina 200
mL de metanol em 1L de H,0) durante 1 h. Apés a transferéncia, a membrana foi
corada com solucdo de Ponceau (Sigma) e lavada com agua destilada.
Posteriormente, a membrana foi bloqueada com TBS (50mM Tris-HCI, 150mM NacCl

pH 7,5) leite 5% durante 30 min. A mesma foi incubada com o anticorpo anti-
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DPP8Tc (1:200) em TBS leite 1% durante 2 h sob agitacdo constante e temperatura
ambiente. ApoOs esse periodo, a membrana foi lavada por trés vezes durante 5 min
com TBS Tween 0,1% e incubada com o anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo (1:30.000) conjugado com anti-peroxidase por 45 min. A membrana foi
lavada novamente por 3 vezes durante 10 min com TBS Tween 0,1% e, em seguida,
procedeu-se a revelagao com kit EC1 e EC2, (GE HealthCare). A imagem foi obtida
no equipamento IMAGE QUANT software IMAGE 400.

IMUNOCITOLOCALIZA(}AO POR MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA

1x10"parasitos selvagens e mutantes foram foram lavados 3 vezes em PBS e
ressuspendidos em 200 pL da solucdo de PBS/formaldeido 3,7% para fixacao.
Cerca de 20 pL do material fixado que foi depositado em laminas previamente
tratadas com poli-L-lisina. Ap6s 20 min, o sobrenadante foi retirado com pipeta. Os
parasitos sedimentados foram permeabilizados com 0,1% Triton X-100 em PBS
durante 10 min e, logo em seguida, a amostra foi bloqueada com 0,1% de Triton X-
100 e 0,1% de BSA em PBS durante 30 min. Para marcacdo, o anticorpo anti-
DPP8Tc (1:200) produzido anteriormente, foi depositado na lamina e incubado
durante 1 h em camara Umida e em temperatura ambiente. Apos isso, a lamina foi
lavada 3 vezes com PBS. Em seguida, o segundo anticorpo Alexa flior 488 (1:200)
foi adicionado e a lamina foi incubada no escuro durante 1 h. Apds este tempo, a
lamina foi lavada 3 vezes com PBS e foi incubada com 5ug/mL DAPI durante 10
min. Por dltimo, a lamina foi montada com uma gota do meio de montagem
fluorescente (DAKO).

EXTRAGCAO DE DNA GENOMICO

A extracdo de DNA gendmico foi realizada com base em modificagbes do
protocolo descrito por Medina-Acosta e Cross (1993). Os parasitos selvagens e
nocauteados na quantidade de 1x10% foram lavados com PBS por 3 vezes, em
seguida foram lisados em 10V de tampédo 10mM Tris-HCI pH8,0, 100mM EDTA,
SDS 5% e 100ug/mL proteinase K durante 14-16h a 50°C. Em seguida, igual volume
de fenol:cloroformio:alcool isoamilico (25:24:1) foi adicionado e a amostra
centrifugada a 14.000 g durante 10 min. A fase aquosa foi cuidadosamente coletada
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e transferida para um tubo novo. Apos 3 repeticdes, a fase aquosa foi recuperada e
0 DNA precipitado com a adi¢ao de 2,5 volumes de etanol 100% gelado e 1/10 do
volume de acetato de amonio 3M por 20 min a -20°C. Os tubos foram centrifugados
a 14.000 g por 30 min e o sobrenadante foi descartado. Os pellets foram lavados
com 1 mL de etanol 70% e centrifugados a 14.000 g por 5 min e o sobrenadante
descartado. O pellet secou a temperatura ambiente e o DNA foi ressuspendido em
agua MilliQ.

SOUTHERN BLOT

O DNA genbmico dos parasitos selvagens ou nocauteados foi extraido e
incubado com enzima de restricdo Bam HI (Jena Bioscience) a 37 °C por 18 h, e em
seguida, procedeu-se a eletroforese do DNA fragmentado em gel de agarose 0,8%
em baixa voltagem (30 V) por 18 h. Posteriormente, O DNA foi transferido para
membrana de Nylon por capilaridade em tamp&o 20XSSC (3M de cloreto de sédio,
3M de citrato pH 7,0) por 18 h. Apds a transferéncia, a membrana foi submetida a
trés pulsos de luz ultravioleta intercalados por 1 minuto. A pré-hibridacdo da
membrana foi realizada em 20mL de solucdo contendo 5x SSC e 2mL de 100x
Denhardt's (10g de Ficoll 400, 10g de polivinilpirrolidona, 10g de soro albumina
bovina em 500mL) 0,5% SDS e 0,2 mg/mL de DNA esperma de salmao
desnaturado, em forno de hibridacdo a 65° durante 4 h. Posteriormente, foi
adicionado a solucdo 25 ng/mL de sonda de interesse e procedeu-se a incubacédo
por no minimo 18 h a 65°C. Em seguida, a membrana foi rinsada 5 min com tampao
de lavagem 0,1M de &cido maleico, 0,15M NacCl, 0,3% (v/v) Tween 20 pH 7,5,
bloqueada por 30 min e incubada 30 min com solucdo contendo o anticorpo anti-
digoxigenina AP (1:10.000) diluido em 1:10 da solucdo de bloqueio (reagente de
bloqueio 10x concentrado da Roche diluido 10% em tamp&o de &cido maleico (p/v))
ajustada em tampao de acido maleico 0,1M 0.15M de NaCl pH 7,5. A membrana foi
lavada com tampéo de lavagem durante 15 min por duas vezes e equilibrada com
tampao de detecgéo contendo a diluicdo 1:10 do CSPD (reagente de detecc¢éo) por
5 min. A membrana foi incubada por 5-15 min no escuro em estufa a 37°C e
revelada no equipamento ImageQuant. A revelacdo das hibridizagbes, foram feitas

segundo protocolo do Dig Luminescent Detection Kit (Roche) e a detecgao foi
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registrada por meio do equipamento BIO-RAD universal hood Il — S.N. 76S/04280,
100/115/230 v ~50/60 Hz - 200 VA. As sondas marcadas foram amplificadas por
PCR baseadas nas especificacées contidas no protocolo PCR Dig Probe Synthesis
Kit (Roche).

GRAFICOS E ANALISES ESTATISTICAS

Os gréficos e as analises estatisticas foram produzidas pelo software
GraphPad Prism 6. Os testes estatisticos usados nesse trabalho foram escolhidos
apos obtencdo da andlise descritiva. Os dados foram avaliados quanto sua
distribuicdo, obtida por histograma de barras em formato da curva de Gauss, para
verificar a distribuicdo normal dos dados. Os dados com distribuicdo normal e
contendo numero amostral maior que dois pontos foram analisados com ANOVA,
seguido do teste post hoc de Tukey. Os testes que apresentaram o numero amostral

n=2 foram avaliados com teste T.
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RESULTADOS

ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS TcCLB 503637.30 e TcCLB 510183.20

O gene dpp8tc possui duas sequéncias de alelos no genoma da cepa CL-
Brener, a sequéncia TcCLB 503637.30 e TcCLB 510183.20, disponiveis no banco
de dados TriTryp (http://tritrypdb.org/tritrypdb/), estéo localizadas nos cromossomos

TcCH37-S e TcCH37-P, respectivamente. Por se tratar de uma cepa hibrida, foi

realizado um alinhamento entre ambas as sequéncias a fim de identificar algum
polimorfismo. Foi observado que as duas sequéncias de aminocidos possuem a
identidade de 97,3% e similaridade de 98,2% diferindo em cinco residuos de
aminoacidos iniciais e consecutivos no N-terminal do alelo TcCLB 503637.30 e 17
residuos ao longo do alinhamento (Fig 6).
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Figura 6. Polimorfismos entre as sequéncias dos dois alelos da DPP8Tc.

56


http://tritrypdb.org/tritrypdb/

“ Universidade de Brasilia Graziella S.F.Figueiredo — Dipeptidil peptidase 8 de T. cruzi

EXPRESSAO E PURIFICACAO DA DIPEPTIDIL PEPTIDASE 8 DE T. CRUZI
(DPP8TC)

O peso molecular teérico predito para DPP8Tc, calculado no Protparam
(http://web.expasy.org/protparam/) é 93,3 kDa. A enzima contém 839 aminoacidos e
seu Pl tedrico é 5.56. Ao adicionar as histidinas provenientes do plasmideo pET-19b,
a proteina recombinante totaliza um peso molecular esperado de 96,3 kDa,
semelhante ao valor obtido na expressdo da DPP8Tc com aproximadamente 100
kDa (Fig 7A). Para expressdo da proteina recombinante, o plasmideo pET-19b,
contendo a fase aberta de leitura para DPP8Tc, foi utilizado para transformar células
E. coli competentes da linhagem BL21-Al. Ao analisar todas condicfes testadas, a
melhor para obtencéo da forma soluvel da enzima foi por meio de indugdo com 1mM
de IPTG e 0,2% de arabinose a 18°C por 14h. Nestas condi¢des, grande parte da
DPP8Tc foi expressa em corpo de inclusdo, ou seja, na fracdo insoluvel porém a
quantidade de enzima presente na fracdo soluvel foi suficiente para realizar os
testes apresentados nesta tese. Na cultura induzida contendo o pET-19b vazio como
controle, a banda de 100 kDa nao foi visualizada em SDS-PAGE (Fig 7 B).

pET-19b
A) MM ET FS FS FI B) MM DPP8rcvazio
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Figura 7. Analise da expressédo da proteina DPP8Tc recombinante em cultura
de células de E. coli da linhagem BL21-Al. A) indugéo realizada com 1mM de
IPTG, 0,2% de arabinose, induzida por 18h e visualizada em Gel SDS-PAGE 10%.
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MM: marcador de peso molecular; ET: extrato bacteriano lisado com reagente Bug
Buster; Fl:frac&o insoltvel; FS: fracdo solavel. B) MM: marcador de peso molecular;
pET DPP8Tc: DPP8Tc clonada em plasmideo pET19b; pET19b vazio: plasmideo
pPET19b sem inserto

Para confirmar se a banda observada na indugdo da linhagem BL21-Al
contendo o gene DPP8Tc inserido em pET-19b, representava a expressdo da
proteina recombinante, um teste de Western blot foi conduzido utilizando-se o
extrato celular total, a fracdo sollvel e insolavel de E. coli. No experimento, foi
utilizado como 1° anticorpo, o anti-His tag (Novagen®), uma vez que a enzima
apresenta na por¢cao amino-terminal uma cauda de histidinas, como jA mencionado
anteriormente. No Western blot, foi possivel verificar a presenca da proteina
recombinante nas trés amostras obtidas da inducéo: extrato total, fracdo soluvel e
insoluvel (Fig 8).

Figura 8. Confirmagéo por Western blot da expressao da DPP8Tc recombinante
em extrato de E. coli utilizando o anticorpo anti-His tag. FI: fracdo insolavel, FS:

fracdo solavel, MM: marcador de peso molecular.

A purificacdo da proteina recombinante foi realizada apartir preparacédo do
extrato total de proteinas utilizando cultura induzida com 1mM de IPTG e 0,2% de

arabinose a 18°C por 14h, definida como condicéo padrao de expressao da proteina
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na forma solavel. O sobrenadante (fracdo soluvel) foi adicionado a resina agarose-
niquel e, apos, lavagem extensiva da resina, a enzima foi eluida com tamp&o
contendo diferentes concentracdes de imidazol (5 — 80 mM). Para verificar a pureza
e o rendimento, as fracdes eluidas foram submetidas a analise por SDS-PAGE 8%
sob condicdes desnaturantes e redutoras seguida por coloracdo em azul de
coomassie. Na figura 9 observou-se que proteinas com diferenciados pesos
moleculares e que ndo possuiam cauda de histidina, ndo se mantiveram ligadas a
resina de afinidade foram eluidas em concentracfes reduzidas de imidazol que se
iniciaram apartir de 5mM. A DPP8Tc se desprendeu totalmente da resina de niquel

somente com tampéao contendo 80 mM de imidazol.

MM®&Da) ET NL 5 10 15 20 30 40 80 80 80 (mM)
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Figura 9. Purificacdo da DPP8Tc recombinante por cromatografia de afinidade.
O extrato protéico obtido apartir de uma cultura induzida com 1mM de IPTG e 0,2%
de arabinose 18°C por 18h. MM: marcador de peso molecular, ET: extrato total, NL:
nao ligado 5: lavagem com 5 mM 10: lavagem com 10 mM, 15: lavagem com 15mM,
20: lavagem com 20 mM, 30: lavagem com 30mM, 40: lavagem com 40mM 80:

lavagem com 80 mM de imidazol.
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ATIVIDADE ENZIMATICA DA DPP8Tc

ApOGs padronizacdo da purificacdo da DPP8Tc, a mesma foi utilizada em
diversos testes para caracterizagcdo da sua atividade enzimatica, inicialmente foi
conduzido o teste de afinidade por substrato. Conforme amplamente descrito na
literatura, o principal substrato da enzima DPP8 humana é o Gly-Pro-AMC (ABBOTT
et al., 2000), visto que a DPP8Tc hidrolisa residuos de prolina presentes na segunda
posicdo a partir do N-terminal ndo bloqueado de substratos peptidicos, a
especificidade da DPP8Tc em varios substratos foi avaliada (Tabela 1). A Unica
atividade foi observada para o substrato Gly-Pro-AMC em concordancia com a
literatura e com os pré-requisitos descritos acima. Assim pode-se concluir que o

substrato especifico da DPP8Tc, como para outras DPPs 8 é o Gly-Pro-AMC.

Tabela 1. Especificidade do substrato pela DPP8Tc

Substrato % de atividade
G-P-AMC 100
P-AMC 0
N-CBZ-R-R-AMC 0
N-Suc-G-P-L-G-P-AMC 0
A-A-F-AMC 0
N-Suc-A-A-P-F-AMC 0

O efeito do pH na atividade enzimética da DPP8Tc foi testado em diferentes
tampdes para estabelecer em qual deles ocorre a melhor atividade da enzima. Ao
observar a figura 10 A e B, é possivel detectar diferencas na atividade enzimatica
decorrente do tipo de tampao utilizado. Para o tampédo AMT, a atividade 6tima foi
detectada em torno do pH 8,0. Por outro lado, para a curva obtida com 50 mM MES
(pH 5,5 — 6,5), 50 mM Tris (pH 7,0 — 9,0) e 50 mM CAPS (pH 10,0 e 11,0), a melhor
atividade ocorre em pH 7,5 (Fig 10B). Contudo, em pH 7,0 e 8,0 a atividade
enzimatica ainda se mantém superior a 80%. O melhor resultado foi obtido no

segundo experimento, no teste realizado em tampéao 50 mM Tris pH 7,5.
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Figura 10. Dependéncia do pH para atividade enzimética da DPP8Tc. A) A
atividade da DPP8Tc foi verificada em um anico tampdo AMT ajustado em pHs que
abrangeram de 5,0 a 10 (diferencas significativas **** p<0,0001, ANOVA, teste
Tukey, com n=8). B) A atividade da DPP8Tc foi igualmente avaliada em trés
diferentes tampbes ajustados na faixa de pH correspondente a faixa de
tamponamento dos tampdes MES (pH 5,5; 6 e 6,5) ,TRIS (pH 7; 7,5; 8; 85 e 9), e
CAPS (pH 10 e 11), (diferencas significativas *** p<0,001 ANOVA, teste Tukey, com
n=10). Os testes com cada tampé&o foram conduzidos separadamente em placas

com substrato Gly-Pro-AMC;

Sabendo-se que as enzimas possuem Vvariacbes em sua atividade
dependendo do tipo de tampé&o em que esta condicionada e seu pH, foi realizado um
teste para determinar qual o seu melhor tampdo na faixa de pH neutro
(BISSWANGER, 2014). Para isso analisou-se os tampfes 50 mM Tris e 25 mM
HEPES, ambos em pH 7,5, observando um aumento da atividade enzimatica de
100% em tampéao 50 mM Tris (Fig 11).
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Figura 11. Atividade enziméatica da DPP8Tc conduzida em dois tampdes
diferentes. Os tampdes utilizados foram 25mM Hepes e 50mM Tris ambos em pH

7,5 com substrato Gly-Pro-AMC. (diferencas significativas *** p<0,001; teste T; n=2).

Apos a obtencdo deste resultado, este tampéo foi escolhido para testar a
eficiéncia enzimatica na presenca de aditivos. O primeiro a ser testado foi o aditivo
ditiotreitol (DTT). Neste experimento, diferentes concentracdes de DTT foram
testadas por meio de diluicdo seriada (Fig 12). O resultado obtido com a presenca
de DTT demonstrou que a atividade enzimatica aumentou cerca de 45% em relacéo
ao controle. Pode-se observar que a medida que a concentracdo de DTT aumenta, a
atividade enzimatica se mantém constante, a diminuicdo da atividade enzimatica

ocorre apenas a partir de 20mM de DTT (Fig 12).
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Figura 12. Atividade enzimatica da DPP8Tc na presenca do aditivo ditiotreitol
(DTT). A cinética enzimatica foi realizada em 50mM Tris pH 7,5 contendo aditivo
DTT em diferentes concentragdes e utilizando o substrato Gly-Pro-AMC. (diferencas
significativas p<0,01** e * p<0,05 com ANOVA, teste Tukey, n=6).

O segundo aditivo avaliado foi o NaCl (Fig 13). Os sais interferem na cinética
e na termodinamica proteica, podem inibir a atividade ou promover a mudanca de
conformacdo promovendo a exposicdo do sitio ativo da enzima melhorando a
afinidade pelo substrato (PARK; RAINES, 2001). A adicdo de NaCl ao tampao 50mM
Tris pH 7,5 aumentou a atividade enzimatica da DPP8Tc em 16,9% quando
comparado ao controle. Os resultados obtidos neste experimento demonstraram que
a melhor concentracdo de NaCl para aumento da atividade enzimatica é de 150 mM,
semelhante as concentra¢des de NaCl encontradas no citosol da célula (HURNAK;
ZACHAR, 1994).
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Figura 13. Atividade enzimatica da DPP8Tc na presenca do aditivo NaCl. A
cinética enzimatica foi realizada em 50mM Tris pH 7,5 contendo aditivo NaCl em
diferentes concentracbes com substrato Gly-Pro-AMC (diferencas significativas
**p<0,01e *p<0,05 com ANOVA teste Tukey; n=5).

O terceiro aditivo analisado foi o EDTA, um agente quelante que pode se
complexar a ions metalicos, como magnésio e calcio. A presenca de 2,5 mM EDTA
aumentou em 23,7% a atividade catalitica da DPP8Tc em relacdo ao controle e, em
25,8% na presenca de 5mM do quelante (Fig 14).
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Figura 14. Atividade enzimética da DPP8Tc na presenca do aditivo EDTA. A
cinética enzimatica foi realizada em tampdo 50mM Tris pH 7,5 contendo aditivo
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EDTA em diferentes concentracdes. O ensaio foi realizado com substrato Gly-Pro-
AMC (diferencas significativas **p<0,01e *p<0,05 com ANOVA, teste Tukey; n=5).

Os aditivos 1,25mM DTT, 150mM NaCl e 5mM EDTA foram inclusos ao
50mM Tris pH 7,5. Foi observado que a adicdo melhorou a atividade enzimética em
relacdo ao controle em 12,1% controle (Fig 15). Esse tampé&o entéo foi estabelecido
como o tampao para atividade enzimatica da DPP8Tc, sendo os demais

experimentos realizados com o mesmo.

[EnY
o
Q

80-
60-
40-
20-

Atividade Relativa (%)

o
1

Tampdes

Figura 15. Atividade enzimética da DPP8Tc em tampdo com aditivos. Tampé&o 1:
50mM Tris pH 7,5 sem aditivos e tampao 2: 50mM Tris pH 7,5 com aditivos: DTT,
1,25 mM, EDTA 5mM e NaCl 150mM. O ensaio foi realizado com substrato Gly-Pro-
AMC. (diferencas significativas *p<0,05 com Teste T; n=2).

Conhecendo o tampédo 6timo de atividade da DPP8Tc e seu substrato
especifico, foi necessario conhecer outras caracteristicas sobre a enzima, foram
entdo conduzidos, ensaios de atividade enzimatica em diferentes temperaturas,
velocidade maxima e inibicdo com inibidores classicos de proteases e especificos de
DPPIV. A sensibilidade térmica da DPP8Tc foi estudada a partir da incubacdo da
enzima em diferentes temperaturas (Fig 16). Os resultados obtidos apontam para
maior atividade da enzima em temperaturas inferiores a 28°C. Entre 30 e 35 °C, a
atividade enzimatica correspondeu a 80%. A mesma apresentou uma reducdo de

50% a 37°C e, apoés 42 °C, a enzima praticamente ndo demonstrou mais atividade.
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Figura 16. Atividade da DPP8Tc submetida a diferentes temperaturas.
(diferencas significativas **p<0,01e *p<0,05 com ANOVA, teste Tukey, n=13).
As caracteristicas bioquimicas intrinsecas da DPP8Tc foram mensuradas com

substrato Gly-Pro-AMC e encontram-se descritas na tabela 2.

Tabela 2. Valores de velocidade méaxima, inicial e constante catalitica da DPP8Tc.

DPP8 Valores Unidades
Kcat 1,67x10° gt

Ky 10,78 UM
Vmax(S) 4,612x10° umol de AMC/min
Kcat/KM 1,55x10 pMm?t st

A saturacdo da DPP8Tc obtida pela cinética Michaelis-Menten em relacédo a
concentracdo do substrato e a velocidade da reacdo podem ser visualizadas na
figura 17
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Figura 17. Atividade da DPP8Tc em diferentes concentragcfes de substrato. O
ensaio de cinética para obtencdo da curva de Michaelis-Menten foi realizado em
substrato Gly-Pro-AMC.

Nos ensaios enzimaticos foi possivel verificar baixa inibicdo enziméatica por
quatro inibidores: AESBF: fluoreto de 4-(2- aminoetil) benzenossulfonila hidratado,
inibidor de serino protease; E-64 [N-(L-3-trans-carboxixiran-2-carbonil)-L-leucil]-
amino(4-guanidino)butane], inibidor de cisteino protease; TLCK:  tosil-lisina
clorometil cetona, inibidor de serino e cisteino proteases; e Leupeptina inibidor de
treonino, serino, cisteino proteases. Destes inibidores, o TLCK inibiu ~31% da
atividade enzimatica, seguido por Leupeptina (~21%), AESBF (~18%) e, por ultimo,
0 E-64 que inibiu ~17% da atividade enzimatica da DPP8Tc. A pepstatina inibidor de
aspartico protease nao inibiu a atividade da DPP8Tc. Além dos inibidores classicos,
outros 16 inibidores especificos da DPPIV humana foram também testados na
concentracdo final de 100uM. Apenas quatro destes testados (Tabela 03) foram
capazes de inibir a atividade enzimatica da DPP8Tc, sendo que o inibidor IB-7

apresentou maior porcentagem de inibicdo, 96,59%.
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Tabela 3. Ensaio de inibicdo com inibidores de proteases e dipeptidil peptidase V.

Categoria Inibidor Concentracao % de Inibicao
Inibidores de protease AEBSF 100 uM 17.73¢%
EDTA 1 mM N.I
TPCK 100 puM N.I
E-64 1 mM 16.34°
TLCK 100 uM 30.75
Leupeptina 100 uM 20.56°
Pepstatina 100 pM N.I
Inibidores DPPIV IB-7 1uM 96.59
IB-4 1 pM 38.78°"
KA Il 23 1 pM 37.04°
KS IV (S) 1 uM 31.00°
Sitaglipitina 1uM N.I

N.I- ndo inibida. As letras iguais indicam diferencas nao significativas obtidas
por ANOVA, teste Tukey, n=12.

Através do resultado da diluicdo seriada dos inibidores IB-7 e IB-4, foi
possivel produzir dois plots Lineweaver-Burk um para cada inibidor e identificar qual
o tipo de inibicdo promovida por eles. Os resultados obtidos indicam o IB-7 e IB-4,
demonstram um perfil de inibidor competitivo, conforme pode ser observado nas
Figuras 18 e 19.
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Figura 18. Inibicdo da DPP8Tc pelo Inibidor competitivo I1B-7.
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Figura 19. Inibicdo da DPP8Tc pelo inibidor competitivo 1B-4.

A IC5o desses inibidores foi obtida por diferentes concentracdes que variaram
de 4 uM até 125 nM. O menor ICsy portanto, a melhor eficiéncia foi obtida pelo
inibidor 1B-7 com 29,36 nM, seguido por KS (IV) com 95,47 nM, I1B-4 com 484,9 nM e
por ultimo, KAII-23 de 2,7uM (Tabela 4). Continuando o estudo dos inibidores de

DPP8Tc, o K; de IB-7 e IB-4 foram obtidos, conforme visualizado na tabela 4.

Tabela 4. ICsp e K; dos inibidores da DPPIV

Inibidor ICso Ki
Ib-7 29.36 nM 8.2 nM
Ib-4 484.90 nM 391.1 nM
KSIV (S) 95.470 UM NR
KAII23 2.724 pM NR

N.R- nao realizada

Ao se avaliar a agdo de inibidores e se determinar parametros inibitorios como
ICso € K|, a utilizagcdo de detergentes em baixas concentracbes é importante para

reduzir ligacbes inespecificas e avaliar a especificidade de ligagcdo do composto ao
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sitio ativo da enzima. Por isso foi realizado um ensaio de inibicdo na presenca ou
auséncia de detergente Triton X-100. Percebe-se que, para o inibidor IB-4, a
presenca do detergente diminuiu ligeiramente sua inibicdo sobre a enzima. Porém,
para o inibidor IB-7, cujo foi obtido a melhor inibicdo enzimatica entre os compostos

testados, ndo houve diferenca indicando uma especificidade ao sitio ativo enzimético

(Fig 20).
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Figura 20. Avaliacdo da especificidade do inibidor em relagcdo ao sitio ativo.
Para os grupos testados na auséncia de detergente (preto) o controle foi medido
sem inibidor e sem detergente; e para 0s grupos testados com acao de detergente
(cinza), o controle foi realizado sem inibidor e com Triton X-100. Inibidores testados
com concentragdo proxima ao seu ICso(diferencas significativas ** p<0,01 com
ANOVA, teste Tukey; n=4).

DIMERIZACAO DA DPP8TC

Tendo em vista que a DPP8 humana é uma proteina dimérica e esta
dimerizacdo é importante para a atividade enzimatica da proteina, foram realizados
alguns testes para avaliar se a DPP8Tc também possui estrutura quaternaria. A gel
filtracdo por exclusdo molecular evidenciou a presenca de diversos picos, um deles,
obtido na fracdo A7 (157 kDa) e outro pico obtido das fracbes A4 e A5 (210 kDa) se
situam proximo da forma dimérica da enzima. Ao verificar o conteudo dessas fragdes

em gel SDS-PAGE 10% foi possivel detectar que nas fragbes A4 e A5 havia maior
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quantidade da DPP8Tc, enquanto menor quantidade de DPP8Tc foi vista na fracdo
A7 (Fig 21 A e B). Nas demais fragOes analisadas ndo foram observadas bandas

gue condiziam com o peso molecular da DPP8Tc.
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Figura 21. DPP8Tc purificada por meio da gel filtracdo. ET: extrato total, VM:
volume morto, MM: marcador de peso molecular, A1-All: fragbes obtidas por gel
filtracdo. A: Cromatografia de gel filtracdo evidenciando diversos picos, dois deles
com pesos moleculares de 210 e 157 kDa, préximos ao tamanho esperado para
forma dimérica da DPP8Tc. B: Fracdes obtidas da gel filtracéo visualizadas em SDS-
PAGE.

Como intuito de verificar qual tipo de ligacdo quimica é responsavel pela
formacdo do dimero, a proteina purificada foi analisada em SDS-PAGE 8% nas
seguintes condic¢des: 1) condicao desnaturante: fervida contendo tampé&o Laemli, 2)
condicdo ndo desnaturante: tampdo de amostra sem DTT, sem [(3-mercaptoetanol e
sem fervura (Fig 22). Na condicdo 2 foi possivel observar a presenca de duas
bandas, uma mais intensa proxima a 100 kDa, altura esperada para o0 mondémero e
outra proxima a 220 kDa, valor condizente com a estrutura quartenaria dimeérica. Na

condicao 1 nao foi possivel observar a banda na altura de 220 kDa, o que indica que
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a condicdo desnaturante provocou o possivel rompimento de ligacdes né&o-
covalentes devido ao aquecimento ou rompimento de ligagbes dissulfeto pela

exposi¢cao ao B-mercaptoetanol, resultando na visualizacdo da forma monomérica da

DPP8TC.

MM 1 2

220-

160-

120-

100- _ e
-
—

Figura 22. FracGes monomérica e dimérica da DPP8Tc. MM: marcador de peso
molecular. 1) condicdo desnaturante com fervura, DTT e [B-mercaptoetanol e 2)

condicdo ndo desnaturante, sem fervura, sem DTT e sem [3-mercaptoetanol.

O comportamento da dimerizagcdo da enzima em diferentes concentragdes de
NacCl foi analisado por SDS-PAGE 8%. Este resultado mostra que o NaCl foi capaz
de desfazer as ligacbes nado covalentes do dimero em todas as concentracdes
testadas (Fig 23).

MM 1 2 3 4 5

220-
160-
120-
100-

Figura 23. Rompimento da forma dimérica da DPP8Tc por saturagdo com NaCl.
1. marcador de peso molecular 2: 1M 3: 0,5M 4: 0,25M 5: 0,125M, 6: 0,06M de NaCl.

Os resultados da velocidade de sedimentacdo corroboram os dados obtidos

com a cromatografia de exclusdo por tamanho. O perfil da velocidade de
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sedimentacdo experimental da DPP8Tc obtido a 5,2 yM mostra uma espécie
principal, que compreende aproximadamente 68% do sinal, que sedimenta a 8,45 S
(S20, w = 8,9 S). A combinacéo dos valores de s com RS = 4,9 nm estimada a partir
da cromatografia de exclusdo de tamanho da uma estimativa para o tamanho do
dimero da DPP8Tc de M = 185 kDa préximo da massa molecular esperada para um
dimero (192 kDa). Considerando-se um dimero, o valor de RS correspondente a
uma proteina globular possui uma razédo de friccdo de 1,30, sugerindo que o dimero
DPP8Tc tem forma aglobular. As espécies que sedimentam em 5,1 S tém um peso
molecular previsto de 87 kDa, proximo de 96 kDa, calculado a partir da sequéncia
primaria, porém estas espeécies respondem por menos de 10% do sinal. Foram
observadas espécies de alto coeficiente de sedimentacdo e provavelmente se deve
a agregacao devido ao envelhecimento da amostra. Finalmente, observou-se um
pico abaixo de 2S, normalmente representa produtos de degradacéo da proteina ou
pequenos contaminantes. Estes dados indicam claramente que a DPP8Tc € um
dimero (Fig 24 A e B).
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Figura 24. Dimerizacdo da DPP8Tc avaliada por ultracentrifugacdo. A:
velocidade de sedimentacdo experimental; B:coeficiente de sedimentacdo da
DPP8Tc.

Os resultados obtidos por cromatografia de gel filtracdo permitem concluir que
a presenca de dois picos semelhantes ao monémero e ao dimero coincidem com o

tamanho esperado para DPP8Tc (Fig 21 A e B). A presenca da banda Unica de 100
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kDa em SDS-PAGE demonstra que o dimero é desfeito pela na condigédo
desnaturante em tampdo seguido por fervura (Fig 22). O dimero ainda pode ser
desfeito por concentracdes gradativas de NaCl, nas condi¢cbes salinas a banda de
220 kDa néo é bem definida no gel de SDS-PAGE 8%, esse resultado indica que as
ligacBes ndo-covalentes entre a fragdo monomérica e dimérica foram rompidas pelas
concentracbes de NaCl (Fig 22). Os resultados de ultracentrifugacdo obtidos

corroboraram os resultados obtidos anteriomente (Fig 24).

CARACTERIZA(}AO FUNCIONAL DO GENE POR MEIO DO NOCAUTE:

O estudo funcional da dipeptidil peptidase 8 de T. cruzi por meio de nocaute
teve inicio em 2011, o cassete contendo as regides flanqueadoras do gene DPP8Tc
intercaladas pelo gene de resisténcia ao antibiotico neomicina (cassete neo) foi
construido e sequenciado. Portanto, a construcdo do cassete se deu anterior ao
presente trabalho.

O primeiro passo para entender a importancia da proteina no parasito, foi a
amplificacdo do cassete, por meio de PCR, usando protocolo estabelecido por
FIGUEIREDO (2013). O cassete foi entdo transfectado em T. cruzi cepa CL Brener
conforme descrito na metodologia. Apds 48h da transfeccdo, os parasitos foram
selecionados com o antibiético G418. Ao final de 45 dias, os parasitos mutantes
foram clonados e, ap6s a clonagem, para confirmar o nocaute simples, por meio da
técnica de southern blot, foram construidas 3 sondas: uma para a regidao 5 UTR do
gene dpp8tc(DPP8Tc 5UTR) (Fig 25 A), outra para 0 gene neomicina
fosfotransferase (neo) (Fig 24B) e a dUltima para o gene dpp8tc (dado néo

mostrado).
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Figura 25. A: Producdo das sondas 5’UTR e neo marcadas com dUTP; A:
amplificagdo do controle e da sonda marcada 5 por dUTP (+) por pcr. B:
amplificacdo da sonda neo marcada por dUTP (+) e do controle por pcr. MM:
marcador de peso molecular.

Antes da construcdo das sondas foi realizada a analise de restricdo, in silico,
do l6cus do gene dpp8tc no cromossomo 37 da cepa CL-Brener. O comprimento da
regido de interesse apresenta 9 KB, possui dois sitios de restricdo para as enzima
Bam HI com tamanhos conhecidos dentro e fora do gene dpp8tc. A distancia entre
um sitio de restricdo para Bam HI e outro, totaliza 3044pb para um alelo selvagem e
no caso do alelo nocauteado o comprimento do l6cus deveria possuir 7,3 kB. Um
anico sitio restante de Bam HI localiza-se fora do gene apés a 3’'UTR totalizando um
fragmento de 4066 pb de tamanho correspondente a distancia do préximo sitio de
Bam HI (Fig.26 A). Além disso, o gene neo ndo contém sitios de restricdo Bam HI.
Dessa forma, para comprovar o simples nocaute sédo esperadas duas marcacgdes, na
membrana do southern blot, utilizando a sonda 5’UTR, uma com 3044pb referente
ao alelo selvagem, e outra com 4066pb referente ao alelo nocauteado. No genoma
selvagem apenas uma marcacdo com a sonda 5’UTR no tamanho 3044pb é
esperada referente aos dois alelos intactos. Na hibridagdo com a sonda neo é
esperada apenas uma marcacao referente ao cassete neo no tamanho de 4.066 pb
no genoma simples nocaute. A terceira sonda é composta pelo gene dpp8tc seu
tamanho é 2520pb, o objetivo desta sonda € evidenciar duas marcacdes no genoma
selvagem decorrentes da existéncia de dois sitios de Bam HI no lécus, essas
marcacfes serdo mais evidentes pela existéncia dos dois alelos intactos. No
genoma simples nocaute, as duas marcacgdes serdo mais suaves em decorréncia da

auséncia de um dos alelos que foi nocauteado. Apdés todo o planejamento da
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técnica, o DNA genbmico dos parasitos selvagem e nocauteados foram digeridos
pela enzima de restricdo Bam HI, a figura 20B mostra o resultado desta digestao.

O DNA digerido foi transferido para uma membrana de nylon a qual foi
hibridada primeiramente com a sonda 5’UTR, a analise das marcacdes do Southern
blot confirmou a integragcéo do cassete no parasito nocaute nos tamanhos esperados
para 0 parasito selvagem e para o parasito nocaute simples neo (Fig 26 C). A
membrana foi de-hibridada e re-hibridada com a segunda sonda, desta vez
composta pelo o gene neo para verificar se 0 cassete neo estava corretamente
inserido no maior fragmento de 4.066pb, esta segunda hibridacdo confirmou a
correta integracdo do gene em um dos locus do gene dpp8tc na orientacdo correta
(Fig 26 C). A ultima hibridagdo da membrana foi realizada, com a sonda dpp8tc,
contendo 2520pb, que permitiu identificar a presenca dos alelos dpp8tc nas

variedades selvagem e nocauteada.
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Figura 26. Delecdo do alelo dpp8tc em parasitos nocauteados com cassete
neo. A: regido de interesse do mapa de restricdo de Bam HI do I6cus de dpp8tc no
cromossomo 37; B: Eletroforese em gel de agarose do DNA gendmico selvagem e
nocaute (DPP8TC ™) digeridos por Bam Hl; C: marcacgéao por diferentes sondas das

variedades DPP8Tc”* e selvagem.
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Ap6s confirmacao do nocaute simples, a taxa de crescimento destes parasitos
foi avaliada e, conforme mostrado na figura 27, os mutantes transfectados com
cassete neo apresentaram diferengas no crescimento apartir do quarto dia, sendo
gue esta se mostrou mais acentuada a partir do sexto dia quando comparados com

0 parasito selvagem.
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Figura 27. Avaliacdo da taxa de crescimento dos parasitos DPP8Tc™ e
selvagens.

Para avaliar o nivel da atividade do nocaute simples do gene dpp8tc em
relacdo ao substrato Gly-Pro-AMC, foi utilizado como controle interno quantitativo, o
substrato especifico da protease Oligopeptidase B, o qual a enzima DPP8Tc nédo
tem afinidade. Os parasitos mutantes DPP8Tc*" demonstraram reducao significativa
da atividade em relacdo aos parasitos selvagens para o substrato Gly-Pro-AMC (Fig
28 A). O controle interno nao foi alterado pelo nocaute da dpp8tc conforme previsto
(Fig 28 B).
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Figura 28. Atividade de DPP8Tc no extrato de parasitos selvagens e DPP8Tc*"
na forma epimastigota. (A) Substrato de DPP8 Gly-Pro-AMC e (B) Controle usando
o substrato de oligopeptidase B, N-CBZ-Gly-Gly-Arg. (diferencas significativas
***p<0,001 **p<0,0le *p<0,05 com ANOVA, com teste Tukey; n=5; n.s.= nédo

significativo).

A taxa de infeccdo dos parasitos mutantes foi avaliada por meio da infeccéo
de células murinas da linhagem L6. As formas metaciclicas dos parasitos mutante e
selvagem foram obtidas por meio do envelhecimento da cultura de formas
epimastigotas, como descrito na metodologia. Os parasitos nocauteados infectaram
2,9% mais que os parasitos selvagens (29C). A figura 28 mostra a taxa de infeccao
apos 24h, a contagem foi feita a partir do nimero células infectadas da linhagem L6
e de acordo com o numero de amastigotas por célula infectada, que ndo mostrou
diferengas significativas (fig 29 A e B). O inibidor IB-7 também foi incubado com os
parasitos selvagens para verificar a taxa de entrada do parasito na célula hospedeira
e ndo houveram diferencas significativas entre o nimero de células infectadas e

amastigotas por células nos parasitos incubados com o inibidor (fig.29).
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Figura 29. Avaliacdo da taxa de infeccdo dos parasitos mutantes DPP8Tc" e
selvagens apés 24h de infeccdo. A: formas amastigotas intracelulares dos
parasitos mutantes DPP8Tc*" em células L6; B: formas amastigotas intracelulares
dos parasitos selvagens (diferenca significativa *p<0,05 com Teste T, n=2; n.s.=n&o
significativo).

Para verificar a localizacdo da dipeptidil peptidase de T. cruzi, procedeu-se
uma imunofluorescéncia das formas epimastigotas do parasito utilizando o anticorpo
anti-rDPP8Tc e segundo anticorpo para camundongo conjugado com alexa-fluor-

FITC. As laminas de foram visualizadas em microscopio de fluorescéncia e
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fotografadas em objetiva de 60x (Fig 30 A e B). A marcacéo verde decorrente do
segundo anticorpo demonstrou que a enzima é distribuida por todo citoplasma do
parasito. A intensidade da emissao de fluorescéncia entre os parasitos DPP8Tc" e
selvagens foi avaliada, os mutantes simples apresentaram 80% de fluorescéncia em

relacéo a obtida nos parasitas selvagens (Fig 30 C).
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Figura 30. Imunocitolocalizagcdo da DPP8 em formas epimastigotas DPP8Tc" e
selvagem. A: DPP8Tc localizada em parasitos selvagens; B: DPP8Tc localizada no
mutante DPP8Tc”; C: medida da intensidade de fluorescéncia dos parasitos.

(diferencas significativas *** com p<0,001, teste T, n=2).

O nocaute simples permitiu concluir que a auséncia de um dos alelos nao é
suficiente para inviabilizar a taxa de crescimento e infec¢do, pelo contrario essas
taxas sao intensificadas. No entanto, foi possivel observar que o nocaute ocasiona a

diminuicdo da atividade enzimatica pela metade para o substrato Gly-Pro-AMC.
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Outra caracteristica encontrada, foi a diminuicdo da taxa de fluorescéncia obtida nos
parasitos DPP8Tc*".
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DISCUSSAO

As Dipeptidil peptidases 8 sdo proteases membros da familia S9B das
dipeptidilpeptidases. Sdo enzimas homologas a DPPIV, que possuem preferéncia
pelos mesmos substratos sintéticos e naturais, clivam dipeptideos a partir do N-
terminal, contendo o aminoacido Pro na posicdo P1 de clivagem (BJELKE et al.,
2006). A maioria das DPPs estudadas e caracterizadas bioquimicamente foi
produzida em sistemas eucaridticos, provavelmente devido a capacidade desses
organismos em expressarem e manterem modificacdes pos-traducionais, bem como
as pontes dissulfeto das cisteinas, diferentemente dos sistemas bacterianos. Na
literatura, foram encontrados inimeros estudos de DPPs que utilizaram sistemas de
expressao eucarioticos, as DPPIV, DPP8 e DPP9 humanas ja foram expressas em
baculovirus, células hek-293 e em células sf9 de insetos (ZIMMERMANN-
KORDMANN et al., 2002; BJELKE et al., 2006; HUAN et al., 2015).

A DPP8Tc recombinante estudada neste trabalho foi produzida a partir da
clonagem da sequéncia TcCLB 510183.20 em vetor compativel com E. coli,
representando uma das Unicas DPPs solUveis e expressas em grande guantidade
por esse sistema. A DPP8Tc apresenta identidade de 55,9% e 70% de similaridade
com a ortdloga DPP8 de T.brucei, insoltuvel e inativa (dados ndo mostrados) que foi
estudada anteriormente por nosso grupo no mesmo sistema de expressdo. Para
entender as diferencas vistas com relacdo a solubilidade e atividade das duas
enzimas, a composi¢cdo quimica dos residuos de aminoacidos foi analisada pelo
alinhamento das duas cadeias polipeptidicas dos dois alelos que codificam cada
enzima (Fig 31).

A partir desse passo, foi possivel notar que para a sequéncia de T. brucei, 12
aminoacidos hidrofébicos consecutivos estdo presentes na posicdo 365-383
(VAAVAAGTTLA) e ausentes na DPP8Tc (Fig.31). Além disso, as duas sequéncias
foram analisadas estatisticamente com relagdo a composicdo quimica e carga
elétrica dos seus aminoacidos. A DPP8Tb mostrou um desequilibrio na composi¢ao
de aminoacidos, sendo 13,2 % basicos e 11,6% &acidos, enquanto a distribuicdo
desses elementos na DPP8Tc foi bastante equilibrada em 11,7% acidos e 11,8%
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bésicos (Tabela 5). Além disso, DPP8Tb possui 6% de aminoacidos apolares a
mais, que a DPP8Tc, dentre eles 10 cisteinas a mais, sendo 22 ao total. Isso pode
aumentar a probabilidade de formacdo de pontes dissulfetos necesséarias para
correta conformacdo da proteina. No entanto, em sistemas bacterianos de
expressdo heterdloga, o ambiente redutor interfere na formacdo dessas pontes
dissulfeto provocando a formacao de corpo de incluséo e insolubilidade em enzimas
recombinantes (SALINAS et al., 2011). Outra divergéncia entre as duas enzimas € a
carga elétrica, DPP8Tc possui -10 enquanto DPP8Tb -1, o que pode auxiliar a
enzima DPP8Tc suportar melhor meio intracelular bacteriano. Juntas, todas essas
caracteristicas podem favorecer a expressdo da DPP8Tc em E. coli de forma
solavel.

Tabela 5. Composicéo quimica dos aminoacidos da DPP8Tc e DPP8Tb

DPP8TcC DPP8Tb
Propriedades*
Qtd % Qtd %
Mindsculo (A+C+G+S+T) 256 30,5 283 33,3
Pequeno (A+C+D+G+N+P+S+T+V) 444 52,9 469 55,2
Alifatico (A+1+L+V) 244 29,1 259 30,5
Aromético (F+H+W+Y) 104 12,4 106 12,5
Apolar (A+C+F+G+|+L+M+P+V+W+Y) 462 50,1 476 56,0
Polar (D+E+H+K+N+Q+R+S+T) 377 44,9 374 44,0
Carregado (D+E+H+K+R) 197 23,5 211 24,8
Basico (H+K+R) 99 11,8 112 13,2
Acido (D+E) 98 11,7 99 11,6

Qtd- Niumero de aminodcidos
*Classificacdo de acordo com o site:https://www.ebi.ac.uk/Tools/segstats/emboss_pepstats/

Apesar das inferéncias, para se ter certeza exata de quais aminoacidos
exercem as funcbdes de solubilidade e atividade, a mutagénese sitio dirigida seria
mais informativa. Esse experimento realizado por Pitman (2010) para identificar os
aminoacidos importantes para DPP8 humana mostrou que os residuos hidrofilicos
nas posicoes S1 e S2 presentes no bolsdo catalitico sdo essenciais para a atividade
da enzima, entre eles os residuos H434, D435 e Y315. Ao analisar o alinhamento de
DPP8Tc e DPP8Tb (Fig 31), é possivel observar que destes anteriores, o residuo
Y315 é conservado tanto em T. cruzi quanto para T. brucei na posicao Y311.
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Figura 31. Alinhamento das sequéncias referentes aos aminoacidos da DPP8Tc
e DPP8Tb. Os residuos em vermelho mostram as regides conservadas, 0 contorno
azul retne residuos de mesma natureza quimica. O retangulo de linha verde:
residuos presentes apenas em DPP8Tb. O retangulo de linha roxa: residuo 311Y,
conservados em DPP8Tc e DPP8Tb. O retangulo de linha rosa: residuo D422

presente apenas em DPPSTCc.

O residuo D435 importante para catalise enzimatica da DPP8 humana esta
conservado na posicdo D422 apenas para DPP8Tc, sendo plausivel considerar que
este esteja também envolvido na atividade da enzima. As representantes das serino
proteases da familia DPPIV apresentam um consenso, todos possuem uma triade
catalitica organizada em dominios a/B- hidrolases contendo uma sequencia
nucleofilica de residuos de aminoacidos Gly-Trp-Ser-Tyr-Gly (ABBOTT et al., 2000).
Essa organizagéo da triade S739, H849 e D817 foi identificada no alinhamento das
sequéncias de DPP8Tc com DPP8Thb e provavelmente ocupam as posi¢cdes S707,
H815 e D783 da DPP8Tc (Fig 31). A analise do alinhamento da DPP8Tc com a
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DPP8 humana mostrou que dos residuos vistos por mutagénese da DPP8 humana,

apenas Y315 est4 conservado, ocupa a posicdo Y 311 do alinhamento (Fig 32).

Essas analises ajudam a supor quais aminoacidos sdo cogitados a estarem

envolvidos na atividade enzimatica, porém apenas experimentos mais acurados

como dicroismo circula

r e a mutagénese sitio dirigida responderdo certamente quais

sao estes aminoacidos.
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Figura 32. Alinhamen
e DPP8 humana. Os

contorno azul redne

identificam a triade catalitica da DPP8Tc: S707, H815 e D783 da DPP8Tc. O

retdngulo de linha az

to das sequéncias referentes aos aminoacidos da DPP8Tc

residuos em vermelho mostram as regides conservadas, 0

residuos de mesma natureza quimica. As linhas verdes

ul indica o residuo de aminoacido conservado na DPPS8Tc,

associado a atividade enzimatica na DPP8 humana.

A DPP8Tc é uma serino-protease de Trypanosoma cruzi, que foi pela primeira

vez caracterizada, sua atividade enzimatica é semelhante as demais DPPs relatadas

na literatura. A natur
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eza quimica dos aminoacidos é

crucial para atividade nas
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posicdes P1 e posicdo P2 do substrato. Dessa forma a DPP8 requer um residuo de
aminoacido polar na posicdo P1, jA na posicdo P2, o aminoacido deve possuir
cadeia lateral apolar e residuos carregados (BJELKE et al., 2006).

Em nossos resultados foi visto que a DPP8Tc possui afinidade pelo substrato
Gly-Pro-AMC com Ky de 10,78 pM, Kearde 1,67x10°s™, Vinay 4,6x10° umol de AMC
liberado/min e Kca/Kw:1,55x10puM s (tabela 2). A mesma preferéncia por substrato
foi observada também na DPPIV do fungo patogénico Aspergillus fumigatus, que
hidrolisa preferencialmente ligagcbes Xaa-Pro (BEAUVAIS et al.,, 1997). Outros
substratos contendo o N-terminal bloqueado foram testados, e em nenhum deles a
enzima obteve atividade, indicando que a enzima de fato é uma dipeptidyl
dipeptidase que hidrolisa ligacdes a partir do N-terminal, conforme o esperado
(tabela 1).

Os testes executados para caracterizacdo bioquimica da DPP8Tc mostraram
gue a enzima aumenta significativamente a sua atividade em tampao 50 mM Tris pH
7,5 (Fig 11). Este tampéao € semelhante ao utilizado na caracterizagdo bioquimica da
DPPIV de Aspergillus fumigatus (BEAUVAIS et al., 1997). No entanto, foi visto que a
DPP8Tc melhora ainda mais a sua atividade na presenca de 1,25mM de DTT,
150mM de NaCl em pH 7,5 (Fig 12).

O DTT atua nos tiois dos residuos de cisteinas formando moléculas dissulfeto
em sitios importantes para enzima ocasionando a melhoria da atividade e a
afinidade pelo substrato na presenca do aditivo (GILGE; FISHER; CHAI, 2008). Em
enzimas nas quais os residuos de cisteinas nao sédo importantes para atividade, o
DTT pode nao alterar a atividade enzimatica conforme observado por MOTTA et al.,
(2012) na Oligopeptidase B (OPBTC).

A DPP8Tc melhora a atividade com a adicdo 150mM e 300mM de NaCl em
50mM Tris pH 7,5 (Fig 13). A adicdo de sais, pode alterar a forga ibnica do tampao,
nem todas as enzimas se tornam mais ativas como a DPP8Tc, algumas sao
sensiveis as concentracfes de sal como visto por Motta (2012) no estudo de
dimerizagdo da OPBTc. As concentracbes acima de 0,5M de sal s&o menos
toleradas pelas enzimas (SCOPES, 2002). A concentracdo de NaCl obtida para
DPP8Tc se assemelha além da concentracdo fisiolégica, mas igualmente a

concentracdo vista na caracterizagcdo bioquimica da DPP5 de Porphyromonas
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gingivalis, protease localizada na face externa da membrana periplasmatica
(OHARA-NEMOTO et al., 2014), e DPPIV humana, uma proteina transmembranar
(BJELKE et al., 2006).

Por fim o aditivo EDTA foi testado para verificar mudancas na atividade
enzimatica da DPP8Tc, este reagente € um quelante de ions divalentes, essenciais
para atividades de metaloproteases, esse aditivo atua como inibidor dessas
enzimas. Na DPP8Tc, uma serino protease, a adicdo deste quelante estabilizou a
estrutura da molécula tornando-a mais ativa (Fig 14). Na DPPIV humana o EDTA
ndo altera a atividade enzimatica (MENTLEIN, 1999). O pH 6timo em tampao
50mMTris obtido para atividade da DPP8Tc situa-se em torno de 7,5 (Fig 10B)
mesmo pH obtido na caracterizacdo bioquimica da Prolil oligopeptidase (POP) de
Leishimania chagasi (SILVA, 2014) e proximo ao pH obtido na caracterizacdo
bioquimica da DPPIV do fungo Aspergillus fumigatus com pH étimo 7,4. Nos pHs 6,0
e 5,0 a DPP8Tc se mostrou pouco ativa. Ao se obter as concentragBes 6timas de
cada aditivo, os mesmos foram incluidos em conjunto no tamp&do 50mM Tris pH 7,5
(Fig 15).

Dentre as caracteristicas vistas nha DPP8Tc, um aspecto interessante foi a
temperatura 6tima com atividade de 100% em torno dos 24-28°C (Fig 16), 80% de
atividade em torno dos 30° e reducdo de 50% da atividade enzimética a 37°C
semelhante a temperatura Otima vista para enzima recombinante benzoato
digoxigenase do organismo Rhodococcus ruber (TAVAKOLI et al.,, 2016) e
semelhante a temperatura requerida para sobrevivéncia das formas epimastigotas
em insetos hematéfagos.

Um aspecto correlacionado com a atividade de algumas proteases é a
dimerizacdo, esse processo pode esconder dentro da molécula os residuos de
aminoacidos hidrofobicos provocando a exposicdo do sitio ativo da enzima. Os
membros da familia S9B normalmente possuem uma configuracdo dimérica
(revisado por BJELKE et al. 2006). Considerando que essas estruturas sejam bem
conservadas, e baseando-se nos estudos de dimerizagdo e ultracentrifugacéo
realizados neste trabalho, foi visto que a DPP8Tc é um dimero (24 A,B e 23 A,B).
Na gel filtracdo o pico encontrado de 210 kDa coincide com o valor obtido com o

dimero encontrado por Lee (2006) no estudo de dimerizacdo da DPP8 humana. A
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dimerizagdo da DPP8Tc instiga a busca pelo entendimento de sua funcao, pois nos
organismos patogénicos como T. cruzi e Porphyromonas gingivalis sdo descritas
proteases diméricas, com importantes papéis na biologia desses organismos. A
protease dimérica de T. cruzi, oligopeptidase B (MOTTA et al., 2012), exerce um
papel importante para o parasito, atua gerando moléculas de Ca®" necessarias para
o recrutamento e fuséo de lisossomos. A DPP5 do fungo patogénico Porphyromonas
gingivalis atua no metabolismo de aminoacidos. Com relacdo aos residuos que
estdo envolvidos na dimerizacdo, na DPP8 humana foi visto que os residuos
hidrofilicos D772, Y315, presentes nas posicdes S1 e S2 do bolsdo catalitico séo
fundamentais nesse processo (PITMAN; MENZ; ABBOTT, 2010), no alinhamento
realizado entre a DPP8Tc e a DPP8 humana (fig 32) verifica-se que estes residuo
sdo conservados nas posicfes D770 e Y316, representando mais uma evidéncia da
dimerizagéo da DPP8Tc.

No estudo da inibicAo enziméatica da DPP8Tc realizado com inibidores
classicos, foi visto que esses inibidores exerceram baixa inibicdo enzimatica (Tabela
3) . Entre os 16 inibidores de DPP testados, apenas Ib-7 com ICs de 29,36 nM, Ib-4
com 484.90 nM, KSIV[S] com 95.470 uM e KAII23 com 2.724 pM inibiram a atividade
da enzima (Fig 33) (Tabela 4).

O inibidor IB-7, com maior porcentagem de inibicdo contém em sua
composicdo quimica o grupo adamantil, este grupo esta presente na molécula do
inibidor vidaglipitina  (1-([(3-hydroxy-1-adamantyl) amino] acetyl)-2-cyano-[S]-
pyrrolidine), um potente farmaco utilizado na terapia da Diabetes tipo Il para inibir a
DPPIV humana, com de ICso de 4,5 nMol/L (revisado por KALRA 2011). A
vidaglipitina € um inibidor reversivel competitivo que supera a inibicdo da DPPIV por
sitaglipitina com ICso de 26 nMol/L, proximo ao valor obtido em nossos resultados
com a inibicdo da DPP8Tc pelo IB-7 de 29,36nMol/L. Embora sitaglipitina tenha um
ICs0 para DPPIV proximo a do IB-7 para DPP8Tc as moléculas desses inibidores séo
diferentes. Além disso, sitaglipitina ndo inibiu a atividade enzimatica da DPP8Tc
(dados ndo mostrado), sugerindo que de fato o grupo adamantil presente no
composto IB-7 esteja envolvido na inibicio da DPP8Tc. As DPPs IV clivam na
posicdo P1 substrato amida, o grupamento nitrilo presente nesses inibidores

fornecem estabilidade quimica e inibicdo por competicdo com o substrato. Os
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inibidores IB-7, 1B-4, KAII-23 e KSV(IV) possuem em comum 0O grupamento
cianopirrolidina (VILLHAUER et al., 2003), esse grupamento em inibidores DPPIV

fornece potente inibicdo, este fato pode explicar a obtencdo dos maiores ICso com
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vidaglipitina
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sitaglipitina

Figura 33. Formulas quimicas dos inibidores de DPP.
Adaptada de MOSS et al 2015,p1-15

Além da caracteriza¢éo bioquimica e da dimerizacéo, a funcdo da DPP8Tc foi
avaliada por meio do nocaute fisico. O estudo foi iniciado em 2011(Figueirédo, 2013)

e resultou na producdo dos cassetes 5’UTRneo3’'UTR e 5’UTRhyg3’'UTR. No atual

estudo, esses cassetes foram transfectados em formas epimastigotas selvagens.
Apo6s a transfeccéo e selecdo sobreviveram os mutantes DPP8Tc* hyg e DPP8Tc*"
neo. A confirmacao foi obtida pela revelacdo do southernblot com 3 diferentes
sondas que mostraram que ocorreu a recombinacdo homologa e a correta
integracdo do cassete contendo o gene neomicina fosfotransferase nos 4 clones
obtidos (Fig 26).

90



“ Universidade de Brasilia Graziella S.F.Figueiredo — Dipeptidil peptidase 8 de T. cruzi

A transfecgao do cassete contendo higromicina fosfotransferase falhou e nao
foi vista a integragdo por southernblot (dados ndo mostrados). A avaliacdo da taxa
de crescimento mostrou que o parasito hocauteado cresce em uma maior proporcao
que os parasitos selvagens (Fig 27) e a analise da infeccdo mostraram que 0s
parasitos nocauteados infectam numa maior porcentagem que os selvagens (Fig
28). Anteriormente, j& foi visto por Figueirédo (2013), diferengas significativas na
taxa de crescimento do parasito nocauteado para o parasito selvagem. Embora
tenham sido encontrada divergéncias na avaliacdo da atividade dos extratos
protéicos dos mutantes simples para DPP8Tc em substrato especifico Gly-Pro-AMC,
o presente trabalho demonstrou que houve diminuicdo em cerca de 50% da
atividade para o substrato Gly-Pro-AMC, o que coincidiu com a diminuicdo da
fluorescéncia obtida em parasitos nocauteados em comparacdo com 0s selvagens
40% (Fig 30).

No estudo da funcdo de outros genes, como da OPBTC embora o nocaute
apresentasse a modificacdo da morfologia de epimastigotas, ndo foram visualizadas
diferencas na motilidade, metaciclogénese ou tripomastigotas em cultura, indicando
a possivel existéncia de uma rota de invasdo da célula hospedeira levando a uma
ambiglidade da funcdo desta protease no mecanismo de infeccdo da célula
(KLEMBA; GOLDBERG, 2002). Nao foi possivel avaliar a infeccdo in vivo dos
mutantes neste trabalho, apesar de ter sido previamente realizado, porém sem
sucesso devido a dificuldade de identificar a parasitemia nos camundongos
(FIGUEIREDO, 2013). Portanto essa é uma lacuna importante a ser explorada
futuramente, uma vez que estudar a infeccédo in vivo podera auxiliar na determinacéo
da funcao génica da DPP8Tc. Em outro estudo da funcdo por nocaute simples em T.
cruzi, o gene dhfr-ts foi avaliado (BRANDAN et al., 2011) e os parasitos nocauteados
apresentaram taxa de crescimento atenuada in vitro, acompanhada da reducéo da
infeccdo in vivo. Desse modo torna-se necessario estabelecer um protocolo
otimizado que possa avaliar taxas de infec¢cdo obtidas in vivo e confirmar se as
mesmas corroboram as taxas de infec¢do obtidas in vitro.

Considerando a temperatura 6tima de 28 °C obtida nos ensaios de atividade
da proteina, e que a mesma representa a temperatura necessaria para

sobrevivéncia das formas epimastigotas no barbeiro, foram conduzidos
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experimentos para avaliar a taxa de metaciclogénese dos mutantes. Este
experimento também falhou, mas deve ser retomado pois este é um processo crucial
para a viabilidade do ciclo de vida do parasito. Ainda com o intuito de entender o
papel da DPP8Tc para o parasito, foram realizados alguns western blots para
comparar a expressdo da enzima nas diferentes formas do parasito (epimastigota,
tripomastigotas, tripomastigotas metaciclicos e amastigotas), no entanto sem um
resultado satisfatorio. Apos testar diferentes condicdes, foi observado que o fato de
ferver o extrato antes de submeté-lo a SDS-PAGE (protocolo padréo) reduzia
drasticamente a presenca da enzima no gel e assim reduzindo a deteccdo pelo
anticorpo, o que foi revertido quando se aquecia o extrato a 70 °C por 5 min. Ja
coletamos as diferentes formas dos parasitos para repetir o western blot com esta
nova condicdo. Por fim, o conjunto, esses trés esses experimentos devem fornecer
informagdes relevantes na busca da funcdo da DPP8Tc.

O nocaute do segundo alelo da DPP8Tc foi realizado, porém os parasitos ndo
sobreviveram a selecdo com os antibiéticos. As regides 5 e 3° UTRs dos alelos dois
foram alinhadas e verificou-se que existem 93% de identidade e similaridade para
regido 3’ UTR, ja para regido 5’ UTR existem 86,6% de identidade e similaridade
para essas sequéncias, € possivel que as diferencas entre nucleotideos da regiao 5’
que representa mais de 10% de diferencas tenha inviabilizado o nocaute do segundo
alelo. Dessa forma, a medida que a segunda transfeccédo era realizada, o alelo ja
nocauteado sofria recombinagdo homoéloga com o cassete contendo segunda marca
de selecdo (higromicina fosfotranferase). Dessa forma, o alelo intacto ainda
permanecia no genoma. Ao ser adicionado o antibiético, a falta do cassete anterior
contendo a marca de selecdo (neomicina fosfotransferase) provocava a morte dos
parasitos durante as etapas de selecdo do duplo nocaute. Em Trypanosoma brucei
0S sucessos em experimentos de transfeccdo por recombinacdo homologa séao
obtidos com regides 5’ e 3’ contendo 100% de identidade, nas transfec¢des com
cassetes contendo 11% de diferencas essa taxa decai cerca de 200 vezes
(BARNES; MCCULLOCH, 2007). Assim, aplicando-se esse conceito ao resultado
obtido com a transfeccdo do segundo cassete, evidencia-se a necessidade da
construcdo de um cassete que fagca recombinagdo dentro do gene dpp8Tc que

possui uma alta similaridade entre as duas sequéncias disponiveis no banco de
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dados, representando uma estratégia que pode resolver o problema de obtencéo do
nocaute do segundo alelo, dessa forma a recombinagao aconteceria dentro do gene
evitando a baixa taxa de identidade da regidao 5’UTR.

Na tentativa de verificar se ocorre inibicdo com o inibidor IB-7, o mesmo foi
incubado por 3 horas com tripomastigotas infectivos provenientes de cultura, o IB-7
nao foi capaz de impedir a infeccdo (dados ndo mostrados). Contudo, a cultura
simples nocaute ndo foi incubada com este inibidor, visando aproximar-se ao
resultado esperado com duplo nocaute. Este dado somado as outras técnicas a
serem empregadas podem oferecer resultados satisfatérios ao estudo da fungéo da
DPP8Tc.

Em Trypanosoma brucei, na qual a técnica de RNA interferente é uma
ferramenta aplicavel, o silenciamento do gene e a inibicdo da DPP8 néo alteraram a
sobrevivéncia ou a infeccdo demonstrando que a protease ndo € essencial para o
parasito (MOSS et al.,, 2015). Contudo, ndo chegamos ao experimento final de
delecdo dos dois alelos para verificar se 0 mesmo conceito € aplicavel da DPP8Tc.
Dessa forma, para entender a funcdo do gene dpp8tc, € necessaria a obtencédo do
nocaute do segundo alelo, visto que a inibicdo com o melhor inibidor de DPP8Tc nao
inibe a entrada do parasito na célula hospedeira, um novo desenho do cassete
contendo as regibes N e C terminais da DPP8Tc para a recombinacdo com o alelo
intacto da DPP8Tc se torna necessario. Outra alternativa que, jA esta sendo
incorporada em nosso laboratério € a metodologia de nocaute génico pela técnica
CRISPR-CAS-9, uma ferramenta que incrementou e acelerou o estudo de genes por
ser rapida e eficiente, permitindo o nocaute de varios genes e familias de genes
relacionadas (PENG et al., 2015) podera auxiliar no entendimento da funcdo da

DPP8Tc em Trypanosoma cruzi.
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CONCLUSAO

O simples nocaute representou um desafio que levantou ainda mais
questionamentos sobre a fungéo biolégica do gene dpp8tc, a dipeptidil peptidase 8
tem ou ndo fungéo bioldgica no parasito, se sim € envolvida é na metaciclogénese?
Sao lacunas que precisam ser investigadas. Mas ainda assim, além das
contribuicbes obtidas pelo estudo funcional e bioquimico, foi possivel tirar

conclusdes importantes:
- A DPP8Tc é dimérica, ativa com afinidade pelo subtrato Gly-Pro-AMC,;
- A DPP8Tc pode ser expressa de forma ativa e solivel em sistema bacteriano;

- O tampéo oOtimo obtido para atividade enzimatica é o 50mM Tris pH 7,5
contendo os aditivos 1,25 mM de DTT, 150mM de NaCl e 5mM de DTT;

- O pH 6timo da DPP8Tc em tampé&o 50mM Tris € 7,5;
- A DPP8Tc é citossolica;

- A temperatura Otima para atividade enzimatica da DPP8Tc & 28°C com
significativa diminuicdo apos 37°C, caracteristica peculiar a DPP8Tc nao

visualizada em outras recombinantes;

- Os inibidores da DPPIV contendo em sua composi¢cdo quimica o0 grupo

adamantil exerceram maior inibicdo da DPP8Tc;

- O nocaute simples diminui a atividade enzimatica da DPP8Tc em 50% e a

expressao da enzima verificada por imunofluorescéncia;

- O nocaute simples +/-, a taxa de infeccéo e taxa de crescimento ndo foram

suficientes para investigar a funcdo da DPP8Tc no parasito T. cruzi;
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PERSPECTIVAS

O simples nocaute apesar de diminuir a atividade da Dipeptidil peptidase 8, e
fornecer a evidéncia da diminuicdo da taxa de expressdo da enzima, ndo foi
suficiente para entender a fungcdo desta protease no parasito. O trabalho
representou um grande avanco no estudo da funcéo e entendimento da ferramenta
de manipulacédo de genes, mas, ainda ha muitos objetivos a serem alcancados para

o completo entendimento da funcdo desse gene em T. cruzi, séo eles:

- Avaliar a metaciclogénese dos parasitos DPP8Tc -/+.
- Tratar os parasitos simples nocaute com inibidor IB-7 de DPP8Tc e

vidaglipitina.

- Realizar o western Blot das formas tripomastigotas, epimastigotas e

amastigotas.

- Construir um cassete especifico para o segundo alelo da DPP8Tc visando o
nocaute duplo.

- Infectar camundongos com o simples nocaute para verificar a infeccéo in vivo.

- Realizar mutacdes sitio dirigidas para avaliar quais os residuos de
aminoacidos estdo envolvidos na dimerizacéo e atividade da DPP8Tc.
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