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RESUMO

A doenca de Chagas apresenta o Trypanosoma cruzi como seu agente etioldgico. Ao
longo de seu ciclo de vida complexo, o parasita possui quatro formas principais de
desenvolvimento: epimastigota, tripomastigota metaciclico, tripomastigota sanguineo
e amastigota. As manifestacdes clinicas da doenca podem ser divididas em trés fases:
aguda, fase crbnica indeterminada e fase crbnica digestiva e/ou cardiaca. As formas
de transmissao podem ser vetorial, por transfusdo sanguinea, doacao de 6rgaos
sélidos, por alimentos e bebidas contaminados e outros. Atualmente o tratamento
baseia-se nos medicamentos Benzonidazol e Nifurtimox. Existem diversas classes de
proteinas implicadas na diferenciacdo celular e dentre elas podemos destacar as
fosfatases. Para este trabalho foram propostas a clonagem, a expressao heteréloga,
a purificacdo em coluna de Agarose/Niquel?*, a citolocalizacdo em diferentes formas
evolutivas e a caracterizacdo bioquimica da proteina Serina/Treonina fosfatase-
PP2C. A proteina TcPP2C foi expressa, na sua forma recombinante, na fragéo soluvel
(3h a 20°C). Purificamos a proteina recombinante, sendo a TcPP2C eluida em uma
concentracdo de 20-30mM de Imidazol. Testes de atividade enzimatica para a
TcPP2C com o substrato p-nitrofenilfosfato mostraram a proteina ativa somente na
presenca de ions divalentes, em maior grau na presenca de manganés em
comparagao com magnésio. A enzima apresenta maior atividade na presenca de DTT
e a pH 7,5. Os ensaios de imunofluorescéncia indicam uma localizacdo pontual da
TcPP2C na forma epimastigota, difusa em amastigota e nao identificada em
tripomastigota. Esses dados experimentais mostraram que a enzima recombinante
possui as caracteristicas bioquimicas da subfamilia PP2C importante para a
sinalizacao celular, e que a nativa esta presente nas formas de vida replicativas do T.
cruzi. TcPP2C poderia estar principalmente envolvida nas vias de sinalizacdo da

divisdo celular e da amastigogénese.

Palavras-chave: Doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, Amastigogénese, Proteina

Serina/Treonina Fosfatase- PP2C, Caracterizacao de proteinas recombinantes



ABSTRACT

Chagas disease presents Trypanosoma cruzi as its etiological agent. During its
complex life cycle, the parasite has four main forms of development: epimastigote,
metacyclic trypomastigote, blood trypomastigote and amastigote. The clinical
manifestations of the disease can be divided into three phases: acute, indeterminate
chronic phase and digestive and / or cardiac chronic phase. The forms of parasite
transmissions can be by vector feces, blood transfusion, solid organ donation,
contaminated food and drinks and others. Currently, the disease’s treatment is based
on the drugs Benznidazole and Nifurtimox. There are several classes of proteins
implicated in cell differentiation and among them we can highlight the phosphatases.
For this work, we proposed the initial study of a serine / threonine protein phosphatase-
PP2C from T. cruzi — TcPP2C. The enzyme was cloned, expressed in a heterologous
system and purified on a column of Agarose / + Niquel2 for further tests. Its
citolocalization was determined at different developmental forms of the parasite and
some biochemical features of the enzyme was proposed. The TcPP2C protein was
expressed active in the soluble fraction of the bacteria (3h at 20 ° C). TcPP2C
enzymatic activity tests with the substrate p-nitrophenyl phosphate was carried out in
the presence of divalent ions, to a greater extent in the presence of manganese
compared with magnesium. TcPP2C enzymatic activity is dependent of DDT and is
optimal at pH 7.5. Immunofluorescence assays indicate a specific location of TcPP2C
in the epimastigote form, diffuse location in the amastigote and it was not identified in
trypomastigote forms. These experimental data showed that the recombinant enzyme
has the biochemical characteristics of the subfamily PP2C. In a general way, this
protein is important for cell signaling, and since it is present in native forms of
replicative life of T. cruzi, TcPP2C could be primarily involved in signaling pathways

and amastigogenesis.

Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, amastigogenesis, Protein Serine/

Threonine Phosphatase- PP2C, Characterization of recombinant proteins.
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l.Introducéo

A doenca de Chagas é causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. O
primeiro caso a ser estudado pelo pesquisador Carlos Chagas quando estava em
missdo designada por Osvaldo Cruz a Lassance, norte de Minas Gerais - Brasil, para
combater casos de malaria em habitantes desta populagdo. Em 1909, a doenca de
Chagas foi descrita a Academia Nacional de Medicina (ICC-Fiocruz, 2014) e, desde
entdo, muitos outros casos foram descobertos e estudados chegando atualmente a
uma incidéncia anual de 28.000 casos nas Américas, com aproximadamente 6 a 8
milhdes de pessoas infectadas, 12.000 mortes por ano e 65 milhdes de pessoas vivem
em areas de risco nas Américas. (PAHO/WHO, 2014).

1.1 Ciclo de vida

Ao longo do ciclo de vida do parasito, o T. cruzi se diferencia em quatro estagios
principais, assim, possui variagbes morfolégicas e funcionais, alternando entre
estagios que sofrem diviséo binaria e as formas néo replicativas e infectante. Entre as
formas replicativas estédo incluidos os epimastigotas presentes no tubo digestivo do
inseto vetor e amastigotas no interior das células de mamiferos. Enquanto as formas
infectantes, os tripomastigotas metaciclicos sdo encontrados nas fezes e urina do
inseto vetor e o0s tripomastigotas circulantes estdo localizados no sangue de
mamiferos (Souza, 1984).

Apés a eliminacdo de fezes e urina pelo inseto vetor, contendo a forma
tripomastigota metaciclica, estes parasitos podem interagir com as células de seu
hospedeiro vertebrado e iniciar a infec¢do. Dentro das células do hospedeiro, os
tripomastigotas transformam-se em amastigotas, sendo capazes de se multiplicar por
divisdo binaria e diferenciar-se entdo em tripomastigota circulante (tripomastigota
sanguineo). Ao processo de diferenciacdo de tripomastigota em amastigota,
denomina-se amastigogénese. Ela ocorre na natureza preferencialmente no interior
das células hospedeiras, embora na fase aguda da infeccdo ocorram formas
amastigotas extracelulares (Souza, 1984; Souza, Carvalho & Barrias, 2010).

Uma vez na circulacdo sanguinea, o parasito pode ser ingerido pelo vetor

durante o repasto sanguineo. Quando estas formas tripomastigotas estdo dentro do
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trato digestivo do inseto sofrem uma série de mudancas, diferenciando-se em
epimastigotas, passam por divisdo binaria e transformam-se em tripomastigotas
metaciclicos. (Souza, 1984). A figura 1 exemplifica o ciclo de vida do Trypanosoma

cruzi com suas diferentes formas de vida em seus hospedeiros.

DOENCA DE CHAGAS:
TRIPANOSSOMIASE AMERICANA

O INSETO PICA E DEFECA AO MESMO

ESTAGIONO € TEMPO.O TRIPOMASTIGOTA 0S TRIPOMASTIGOTAS
PRESENTE NAS FEZES ENTRA PELA o @) INFECTAM CELULAS ONDE
TRIATOMA FERIDA OU MUCOSAS. : SE TRANSFORMAM EM
AMASTIGOTAS

TRANSFORMAM-SE EM .

TRIPOMASTIGOTAS A i;:‘I:l"a‘-

ESTAGIO NO
SER HUMANO

(BARBEIRO) ) @@ - hal

0 05 AMASTIGOTAS
MULTIPLICAM-SE DENTRO DAS
CELULAS ASSEXUADAMENTE

OS TRIPONOSSOMAS ENTAO

INVADEM NOVAS CELULAS

DIFERENTES DO CORPO ONDE

MULTIPLICAM-SE COMO

AMASTIGOTAS

REPRODUGAO BINARIA

TRIPOMASTIGOTAS
SANGUINEOS SAOQ
AESORVIDOS POR UM
NOVO INSETO NUMA

NOVA PICADA

e TRANSFORMAM-SE EM

EPIMASTIGOTAS NO
INTESTINO DO r&?:.o.- % § ey
-—--__ J‘I

A=Estégio mfecciaso
A =Estigio disznssticn

@ o 05 AMASTIGOTAS TRANSFORMAM-

- r— SE EM TRIPOMASTIGOTASE

DESTROEM A CELULA SAINDA PARA
Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi.

O SANGUE

1.2 Insetos vetores e animais reservatorios

Dentre as espécies de insetos vetores transmissores da doenca no Brasil temos
Triatoma infestans, T. rubrofasciata, T. brasiliensis, T. pseudomaculata, T. sordida e
Panstrongylus megistus, Rhodnius neglectus, R. nasutus, Triatoma rubrovaria e T.
vitticeps (Tartarotti, Azeredo-Oliveira & Ceron, 2004).

Mudancas no ciclo selvagem dos vetores da doenca de Chagas, como do T.
infestans, devido a desmatamentos e destruicdo de seu habitat natural, levaram-no a
procurar outras regides para obtencao de alimento e reproducédo. Com isso, outros

animais passaram a serem utilizados para o repasto sanguineo, permitindo a
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possibilidade desses passarem a ser novos focos de infecgdo ou reservatério das
formas parasitarias (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Existem ao menos duas hip6tese para tentar explicar como o0s vetores
passaram a frequentar o domicilio humano e, consequentemente, terem maiores
chances de infecta-lo. A primeira diz respeito ao fato de ao se trazer as madeiras e
materiais provenientes do desmatamento para a construgédo de casas, traz-se junto
os insetos vetores de forma passiva. E a segunda hipétese seria que ao destruir o
ambiente silvestre, 0s insetos viram-se obrigados a procurar novos hichos,
aproximando-se dos domicilios humanos (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Alguns animais podem ser parasitados pelo T. cruzi, despertando um
importante papel epidemiolégico como reservatorios deste parasita. Dentre estas
espécies encontra-se Didelphis marsupialis, Philander opossum, Metachirus sp. e
Marmosa cinerea (marsupiais); Dasypus novemcinctus (tatu); Tamandua tetradactyla
(tamandua); Nectomys squamipes (roedor); Tayra barbara (mustelideo); Saimiri
sciureus (macaco), e espécies de morcego (Lainson, Miles & Draper, 1979).

1.3 Manifestacgdes clinicas da doenca de Chagas

Alguns fatores influenciam para o sucesso da infeccdo, tais como: cepa;
namero de parasitos infectantes presentes na invasao celular; interacdo entre
moléculas durante a invasao e multiplicacédo e a resposta imunoldgica do hospedeiro
vertebrado. Uma vez que a infeccdo foi bem sucedida, a resposta inflamatoria é
estimulada no local da inoculacdo levando a sinais caracteristicos como sinal de
Romafa. Apds esse processo inicial, os tripomastigotas podem se espalhar pela
circulacdo sanguinea e atingir outros 6rgéaos, infectando-os onde irdo formar ninhos
de amastigotas (Coura & Borges-Pereira, 2010).

Existe certo tropismo por parte do T. cruzi a orgdos como coracao, esdfago e
célon. A presenca de ninhos de amastigotas, bem como seus fragmentos ou material
genético, podem levar a complicacdes clinicas, como fibrose, arritmias,
cardiomiopatias crbnicas, megaesdfago e megacoélon. Isso acontece devido a
resposta imunolégica efetuada pelos linfécitos T do tipo CD4* e CD8*, e por
interleucinas (IL-2 e IL-4), levando a destruicdo de células musculares e neurdnios,

caracteristico de hipersensibilidade tardia. Porém a auto-imunidade da doenca de
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Chagas que contribui para fase cronica da doenga explica apenas em partes este
guadro. Sendo necessario destacar a migracdo de macrofagos e fatores de agregacao
qgue influenciam a miocardite chagasica crbénica e lesdes isquémicas do miocardio
(Coura & Borges-Pereira, 2010).

As manifestacdes clinicas da doenca de Chagas podem ser divididas em trés
fases: aguda, fase crbnica indeterminada e fase crénica digestiva e/ou cardiaca. A
fase aguda pode apresentar-se de forma assintomética ou com sintomas inespecificos
(febre, adenopatia generalizada, hepatoesplenomegalia e meningoencefalite em
casos mais graves). Cabe ao sistema imune inato conter o inicio da infec¢do, com
auxilio de células natural killer (NK), macréfagos e neutréfilos. Estudos demonstram
gue as moléculas de mucina-GPI estimulam a resposta das células supracitadas e a
liberacéo de citocinas (Fator de Necrose Tumoral alfa (TNFa) e Interferon gama (IFNy)
possibilitando o controle da parasitemia. A resposta adquirida vem logo em seguida,
podendo ainda na fase aguda ser detectada a presenc¢a de imunoglobulina M (IgM)
seguida de IgG (Andrade, Gollob & Dutra, 2014; Coura & Borges-Pereira, 2010).
Alguns pacientes em fase aguda tem sido submetido a eletrocardiograma mostrando
algumas alteracdes ja nesta fase (Rassi Jr, Rassi & Rezende, 2012).

Na fase crénica assintomatica, acredita-se haver um equilibrio entre o parasito
e seu hospedeiro. A atuacao de células do sistema imune e liberacédo de citocinas,
principalmente interleucina 10 (IL-10) contribui para que ocorra este equilibrio. Nesta
fase, os exames radioldgicos e o eletrocardiograma apresentam valores normais e
nao ha sintomas, sendo possivel encontrar anticorpos anti-T.cruzi no soro do paciente
(Andrade, Gollob & Dutra, 2014; Coura & Borges-Pereira, 2010).

Na fase cronica, sintomatica sdo observadas complicacbes como
cardiomiopatia chagasica crénica, megacoélon e megaesdfago. Os sinais e o0s
sintomas de cardiomiopatia chagasica s&o arritmias, bloqueios atrioventricular,
insuficiéncia cardiaca, morte subita e outros. Ja com a forma digestiva observamos
dificuldades peristalticas, por destruicdo dos plexos mesentéricos, presenca de
megacolon e megaesodfago (Coura & Borges-Pereira, 2010).

O dano cardiaco pode ir se acentuando a medida que a doenca se cronifica. A
cardiomiopatia dilatada, que pode aparecer em fases mais avancadas da doenca,
apresenta alta mortalidade, com agravos como insuficiéncia cardiaca, arritmias,

bloqueios e eventos trombdlicos (Nunes et al., 2013). Na forma digestiva séo
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observados problemas motores e secretores. Com a cronificagdo da doenga
observamos danos nas fibras musculares e nervosas de estruturas como esofago e
célon. Algumas das consequéncias do ocorréncia de megaeséfago séo disfagia,
regurgitacdo e dor. Ja os sinais e sintomas dos casos de megacolon podem ser dor,
constipacéo intestinal, colicas e outros (Rassi Jr, Rassi & Rezende, 2012).

A forma congénita também tem importancia clinica porque pode induzir o aborto
e a ma formacédo de 6rgaos (coracao e baco) (Coura & Borges-Pereira, 2010; Neves,
2007).

1.4 Formas de transmissao

A transmissdo vetorial foi por muito tempo uma importante fonte de
disseminacdo do T. cruzi, como por intermédio do inseto hematdéfago Triatoma
infestans. No entanto, em 2006, o Ministério da Saude recebeu da Organizagcédo Pan-
Americana da Saude a certificagdo internacional de eliminacdo da transmissdo da
doenca de Chagas pelo T. infestans. Isso ndo exime o governo de manter constante
vigilancia, pois a certificacdo apenas relata que por ora ndo estdo ocorrendo novos
casos da doenca para esse tipo exato de transmissdo. No entanto, ainda ha presenca
deste inseto em muitas casas e no peridomicilio de varias populacdes (Ferreira &
Silva, 2006).

A transfusdo sanguinea também pode ser uma forma de transmissao do T.
cruzi, tendo em vista que formas tripomastigotas sanguineas podem ser encontradas
no doador, principalmente na fase aguda, quando a parasitemia € alta. A transmissao
congénita pode ocorrer majoritariamente em gestantes que se encontram na fase
cronica da doenca. Também séo relatados casos de transmissédo do parasito atraves
de transplante de érgéos solidos (figado, medula éssea e outros) (Neves, 2007; Rassi
Jr, Rassi & Rezende, 2012; Parker & Sethi, 2011).

A via oral é considerada uma importante forma de transmissao, principalmente
no Brasil, por meio de alimentos e bebidas contaminados, como acai e caldo-de-cana.
Os alimentos podem estar contaminados, com fezes e urina, contendo formas
tripomastigotas metaciclicos, ou durante algum processamento do alimento os vetores
sdo moidos liberando as formas infectantes (Andrade, Gollob & Dutra, 2014). Outras

formas menos usuais também podem ser citadas como acidentes de laboratério e
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talvez a transmissdo sexual, que ja foi descrita para camundongos e sugeri-se esta

transmissdo em humanos. (Dias e Amato Neto, 2011; Silva, 2013).

1.5 Diagndstico

Para a realizacdo do diagndstico da doenca de Chagas deve-se escolher o
melhor método de acordo com a fase clinica em que se encontra o individuo. Na fase
aguda, devido a alta parasitemia, exames diretos como exames a fresco (sangue
periférico) ou corados com Giemsa sdo indicados para visualizagdo de formas
tripomastigotas no sangue (Rassi Jr, Rassi & Rezende, 2012). Métodos moleculares
como Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) podem ser realizados como
diagnostico na fase aguda também (Ferrer et al.,, 2013). Outras técnicas como
hemocultura, inoculacdo e xenodiagnostico também séo indicados para diagnostico
nesta fase, no entanto ja estdo em desuso (Neves, 2007).

Na fase cronica, a parasitemia diminui portanto os testes sorologicos (presenca
de Ig) passam a ser os mais indicados, como Enzyme-linked Immunosorbent Assay
(ELISA), Hemaglutinacéo indireta (HAI) e Imunofluorescéncia Indireta (IFI). Estudo
realizado por Araujo & Berne (2013), comparam estes métodos sorolégicos e
concluem que IFI e HAI podem ter interpretacéo subjetiva quando os resultados séao
“fracamente positivos”; os ensaios de ELISA mostraram-se 0s mais sensiveis;
enquanto o HAI apresentou maior especificidade em comparacéo ao ELISA. Reacdes
cruzadas devem ser levadas em consideracdo para 0s testes soroldgicos,
principalmente para paciente que tiveram contato com Leishmania sp. (Aradjo &
Berne, 2013).

Além da pesquisa do agente etioldégico, outros exames meédicos como
eletrocardiograma e radiolégicos podem contribuir para o diagnéstico, mas isso
somente na fase crénica da doenca. Realizacdo de microhematdcrito e investigacéo
microscopica do corddo umbilical ou de sangue periférico da crianca é indicado para
diagndstico da doenca em casos de suspeita de transmissdo congénita. Testes
soroldgicos ndo séo indicados neste caso, a ndo ser para presenca de IgM anti-T.
cruzi (Neves, 2007; Rassi Jr, Rassi, Rezende, 2012).
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1.6 Tratamento

Atualmente as drogas disponiveis para tratamento desta doenca sdo o
Benzonidazol e Nifurtimox, sendo indicados para fase aguda e transmissao congénita.
O tratamento da fase cronica limita-se a aliviar os sintomas e tratar as complicagbes
gue o paciente apresente. O mecanismo de agao proposto para estes medicamentos
€ a formacao de radicais livres , devido a presenca do grupo nitro em suas moléculas,
0 que permite que estes radicais possam interagir com proteinas, lipidios, material
genético e outros (Oliveira et al., 2008).

O Benzonidazol é considerado primeira escolha terapéutica. A administracdo
indicada € de 5-7mg/kg/dia subdivididos em duas doses diarias durante 60 dias.
Devido aos varios efeitos adversos decorrente do uso do Nifurtimox ele ndo é mais
comercializado no Brasil (INBEQMeDI, 2014). Estes medicamentos apresentam
muitos efeitos adversos, como hipersensibilidade, febre, dermatite esfoliativa,
vOmitos, nauseas, entre outros. Ambos medicamentos apresentam outros Varios
efeitos indesejaveis podendo gerar cepas resistentes o que apenas retarda a
cronificacdo da doenca, sem expectativa de cura para a fase crénica (Rassi Jr, Rassi
& Rezende, 2012). Aconselha-se a realizacdo de hemogramas, testes do perfil
hepatico e renal para monitoramento do paciente (Parker & Sethi, 2011).

O uso de antifungico também foi sugerido como alternativa, atuando na
membrana do parasito de modo a prejudicar sua sintese de esterdides (Oliveira et al.,
2008). As terapias atuais oferecem muitas desvantagens e riscos, portanto a pesquisa
de novas formas de tratamento sdo atuais e estdo sendo estudadas para essas
doencas negligenciadas. A pesquisa cientifica busca como alternativa o estudo de
extratos vegetais com atividade tripanocida, vacinas de DNA, e também o estudos de
novos alvos terapéuticos como base em pesquisas protedbmicas e biomoleculares
(Ferreira & Silva, 2006; Coura & Borges-Pereira, 2010; Andrade, Gollob & Dutra,
2014).

No caso deste trabalho, propomos o estudo de uma proteina de T. cruzi -
proteina fosfatase metalo-dependente (PP2C) - que, segundo estudos prévios do

NOSSO grupo, parece estar relacionada com a amastigogénese (Queiroz, 2013).
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1.7 Algumas moléculas para a interacdo celular

Algumas intera¢cdes moleculares sdo importantes para o desenvolvimento do
ciclo de vida do parasito ou para invasao da célula do hospedeiro, tanto do vertebrado
como invertebrado. Tem sido mostrado, por exemplo, que alguns
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) estdo envolvidos no processo de fixacao das formas
epimastigotas no intestino do hospedeiro invertebrado (Souza, Carvalho & Barrias,
2010).

Algumas etapas importantes para o processo de invasdo das células de
hospedeiro vertebrado sdo: adesédo e reconhecimento, sinalizagéo e invasdo. As
mucinas presentes na superficie do T. cruzi, por exemplo, sdo glicoproteinas
fundamentais para a interagdo com as células de mamiferos, estimulando a liberacao
de 6xido nitrico nos macrofagos e contribuindo para a liberacdo de agentes pro-
inflamatorios (Acosta-Serrano et al., 2001; Souza, Carvalho & Barrias, 2010). Outra
glicoproteina, a Tc85, esta presente no protozoario, sendo abundantemente expressa
em tripomastigotas, podendo interagir com moléculas da célula hospedeira, tal como
fibronectina. Ja algumas glicoproteinas como gp82 e gp35/50 demonstram ser
bastante imunogénicas e sédo preferencialmente, produzidas em tripomastigotas
metaciclicos (Souza, Carvalho & Barrias, 2010).

Outras moléculas de superficie importantes para processo de invasao das
células do hospedeiro vertebrado sédo as trans-sialidades, proteinas ancoradas a
glicosilfosfatidilinositol (GPI). As trans-sialidades interagem com o acido sialico das
células de mamiferos, fazendo com ele seja transferido para glicoconjugados do
parasito, como exemplo as mucinas (Schenkman & Eichinger, 1993).

As proteases também possuem um papel importante para o0 sucesso da
invasdo do parasito. Dentre elas podemos citar: Cruzipaina, Oligopeptidase B
(OPBTc) e Prolil oligopeptidase (POPTc80) (Souza, Carvalho & Barrias, 2010). A
primeira degrada albumina sérica, azocaseina e hemoglobina em pH 5 (Cazzulo et al.,
1990). Estudos mostram que a POPTc80 € capaz de degradar colageno humano (I e
IV) e também fibronectina, sugerindo que esta enzima pode facilitar a movimentacao
do parasito pela matriz extracelular do hospedeiro (Bastos et al., 2005). J4 a OPBTc
€ considerada um fator necessario para a invasao celular, por intermédio da geracao
de um agonista de Ca?' que estd envolvido com os lisossomos do hospedeiro
(Fernandes et al., 2005).
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1.8 Proteinas Serina/Treonina Fosfatase — PP2C

As proteinas Serina/Treonina fosfatases podem ser classificadas em
fosfoproteinas  fosfatases (PPPs), proteina fosfatase metalo-dependente
(PPMs/PP2C), proteina baseada em aspartato ou ainda proteinas tirosina fosfatase
(PTPs) (Sz66r, 2010). As proteinas PP2C assemelham-se estruturalmente a outras
proteinas serina/treonina, mas ndo em sequéncia ou sitio catalitico (Wilkes & Doerig,
2008). As PP2C podem ainda ser subdivididas em dois grupos: Grupo | (RXXME/QD)
e Grupo Il (KXXNED) a depender do motivo que estiver conservado (Joshi et al.,
2007).

Ha diferencas entre as sequéncias de pares de bases de PPM de parasitos
com as proteinas humanas o que reforca o interesse da pesquisa cientifica em torna-
las alvos quimioterapicos. Em humanos, as PP2C estao envolvidas com crescimento
celular, bem como a resposta ao estresse celular (Kutuzov & Andreeva, 2008).

A proteina putativa serina/treonina fosfatase de T. cruzi pertence a classe das
enzimas dependentes de ions metalicos, principalmente Mn?* e Mg?*. Estudos de
caracterizacdo com este grupo de proteinas ja foram realizados em Leishmania
chagasi (LcPP2C) e, segundo os autores, a expresséo da LcPP2C esta presente em
formas promastigotas e amastigotas (Bruns et al., 1993). Para algumas proteinas
fosfatases (PPM) acredita-se haver o sitio catalitico e outros dominios que possam
exercer outras funcées como perceber o nivel de calcio no meio, a exemplo da PP2C
de Arabidopsis thaliana (Mamoun et al., 1998).

Estudos apontam que uma PP2C de Toxoplasma gondii desfosforila o residuo
de serina na posicéo 53 da proteina toxofilina, sendo esta regulacéo essencial para o
controle da interacdo entre esta e a actina. S&o levantadas hipoteses de que a
presenca do aminoacido arginina na posicdo 50 da toxofilina e a auséncia do
aminoéacido prolina na posi¢cao 60 constituam o motivo de interacdo desta proteina
com a PP2C (Jan et al., 2007).

No trabalho de Gilbert et al., (2007) foi observado que entre as proteinas
liberadas pelas roptrias do T. gondii durante o processo de invasao celular, encontra-
se uma proteina serina/treonina fosfatase (PP2C), sendo entdo nomeada de PP2C-
hn (hospedeiro nuclear). Provavelmente a proteina é liberada no citoplasma e vai em

direcdo ao nucleo da célula hospedeira. Mais estudos precisam ser realizados para
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comprovar a localizagdo da PP2C-hn em nivel celular, bem como sua participacéo na
infeccdo. A PP2C-hn possui menor atividade de fosfatase quando comparada com
outras PP2C do parasito, levantando a hipétese de que talvez ela apenas se ligue ao
sitio de acdo das PP2C de modo a inibir sua modulacao (Gilbert et al., 2007),

Acredita-se que uma PP2C de Plasmodium falciparum esteja envolvida na
desfosforilagdo de um fator de transcricdo (PfEF1) (Kutuzov & Andreeva, 2008). A
PP2C de P. falciparum é composta por duas proteinas unidas e ativas, ou seja, para
este protozoario a PP2C € expressa e ativa quando na forma dimérica (Mamoun et
al., 1998).

Testes feitos com inibidores de fosfatase como o &cido ocadaico e caliculina A,
mostraram que a utilizagéo de 0,25 nM de caliculina A, em tripomastigotas, induziu a
transformacao dessa forma tripomastigota em amastigota em mais de 95% (Grellier e
al., 1999). Enquanto que o acido ocadaico, remove o fosfato de aminoacidos serina e
treonina, inibindo a diferenciacdo (Gonzalez et al., 2003). Isso significa que as
proteinas-alvo de fosforilacdo/desfosforilacéo estdo implicadas na diferenciacdo do T.
cruzi. A fosforilacdo de proteinas constitui um dos mais importantes tipos de
modificacdo pos-traducional e é bem conhecida como tendo um papel-chave na
regulacéo do ciclo celular e na transducao de sinal.

Os autores Joshi et al., (2007) estudaram uma PP2C mitocondrial (PTMP) de
adipdcitos. Uma de suas funcdes seria a regulacéo do catabolismo de aminoacidos e,
na mitocondria, as proteinas PP2C realizam a desfosforilacdo de outras enzimas
(exemplo: piruvato desidrogenase). Estas PP2C apresentam caracteristicas
semelhantes a proteinas fosfatases de bactérias (SpollE e SpollAA) como relatado

pelos autores Adler et al., (1997).

2. Justificativa

Devido as complicacdes clinicas e socio-econdmicas que a doenca de Chagas
pode acarretar e devido as dificuldades de tratamento e a resisténcia do T. cruzi as
terapias atuais. A busca por novos alvos terapéuticos, torna-se uma estratégia
importante para pesquisa e desenvolvimento de farmacos mais eficazes e seguros.
Sabe-se que o perfil de expresséao protéica do parasito é caracteristico do seu estagio

no ciclo de vida, portanto aprofundar o estudo sobre uma proteina diferencialmente
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expressa no processo de amastigogénese pode resultar na identificagcdo de um bom
alvo para futuro desenvolvimento de farmacos. Este trabalho esta inserido no estudo
dos processos celulares de T. cruzi desenvolvido nos laboratorios de Interagéo
Patogeno-Hospedeiro e de Bioquimica e Quimica de Proteinas do departamento de
Biologia Celular da Universidade de Brasilia.

3.0bjetivos gerais e especificos

Este trabalho tem por objetivo geral a caracterizacdo bioquimica e funcional de
uma proteina putativa Serina/Treonina PP2C de T. cruzi. Para tal, propdem-se como
objetivo especifico as seguintes etapas: clonagem, expressao heteréloga e purificacao
da proteina recombinante, caracterizac&o bioquimica e citolocalizagédo da enzima em

diferentes formas do parasito.

4.Metodologia

4.1 Cultura e obtencéo de parasitos

Todos os parasitos foram obtidos da linhagem CL Brener. As formas
epimastigotas foram obtidas por cultura em meio LIT (liver infusion tryptose)
suplementado com 5% de soro bovino fetal (SBF), incubados a 28 °C. As formas
tripomastigotas e amastigotas foram coletadas a partir da cultura celular em
fibroblastos, mantidos em meio Meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM)
(Andrews & Colli, 1982).

4.2 Clonagem do gene de interesse

O gene de interesse foi amplificado por PCR utilizando iniciadores desenhados
a partir da sequéncia de DNA disponibilizada nos bancos de dados TcruziDB
(http://tcruzidb.org/tcruzidb/) e NCBI (National Center for Biotechnology Information,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez). A saber as sequéncias dos primers sao:
primer senso (5"-CA/ITATG-GGTATACCTCTACCAAAGCCC-3") e primer anti-senso
(5"-C/ITCGAG-TTATTCCTGCGTCTGACCTGC-3"). Para a realizagdo da PCR foram
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utilizados os seguintes reagentes: DNA (10ng), dNTP (0,2mM), primers (0,5uM cada),
Taq DNA polimerase Pfx 50 (1unidade), tampé&o 10x (1x), e MgSOa4 (0,5mM) e agua
ultrapura (quantidade suficiente para completar o volume de 50pL). As etapas da PCR
foram: 1 minuto a 94°C, 30 ciclos (1 minuto a 94°C, 30 segundos a 54°C e 68°C por 1
minuto e 30 segundos), 10 minuto a 68°C e 4°C por tempo indeterminado). As PCR
de colbénias foram nas mesmas condic¢des, porém com um volume final de 25uL.

O produto de PCR foi clonado no vetor de clonagem pGEM-T Easy (Promega)
e subclonado no vetor de expressao pET-15b (Novagen) para producdo da enzima
recombinante. As enzimas de restricdo utilizadas foram Xhol (Promega) e Ndel
(Promega). Ambas clonagens foram realizadas de acordo com as instru¢cdes dos
fabricantes.

4.3 Expresséao heterdloga e purificacdo da enzima de interesse

A proteina recombinante foi produzida em Escherichia coli BL21(DE3). As bactérias
foram incubadas até que o indculo atingisse uma densidade optica (OD) a 600nm
entre 0,4-0,6, onde entdo foram induzidas com a presenca de Isopropil B-D-
tiogalactopiranosidio (IPTG), em diferentes temperaturas e tempo. Foram testados as
diferentes concentracdes de IPTG: 1mM, 0,5mM e 0,1mM; nos tempos de 4h, 3h, 2h,
Oh e durante a noite toda. Apés a inducéo, as bactérias foram lisadas com BugBuster
(Novagen), o extrato total contendo a proteina recombinante foi submetido a
cromatografia de afinidade em coluna de Agarose-niquel (Novagen), a 4 °C, eluida
com tampao contendo imidazol. Apdés padronizada da purificagdo foi utilizada a

concentracdo de 30mM para eluicdo das fracdes de interesse.

4.4Teste de atividade com a proteina recombinante

O teste de atividade com a proteina recombinante (0,03 pg) foi padronizado
com o substrato fosfato ligado ao p-nitrofenil (oNPP) a 10mM (Joshi et al., 2007) a
30°C. Foram testadas condi¢des ideais para atividade enzimatica com diferentes
concentragcfes dos ions divalentes Magnésio e Maganés, de ditiotreitol (DTT) e em
diferentes pHs. Para os ensaios de cinética enzimatica, o tampéao utilizado foi Tris-HCI

20mM pH 7,5 adicionado ou alterado do que haveria de ser testado. Ja para avaliar a
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atividade em diferentes pH foi utilizado o tamp&do AMT (100mM de Acido Acético,
100mM de MES, 200mM de Tris-HCI) ajustado ao pH de interesse.

4.5 Ensaio de imunofluorescéncia (IFA) - citolocalizagao

Para determinar a citolocalizagdo da proteina PP2C de T. cruzi, formas
epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas do parasito foram fixadas com
paraformaldeido 3,7% diluido em PBS por 30 min. Posteriormente, os parasitos foram
depositados em lamina carregada com solucéo 0,1% poli-Lisina. Em seguida, a lamina
com os parasitos foi permeabilizada com solugéo de Triton 0,1%. Entdo, as células
foram incubadas com o anticorpo policlonal anti-PP2C de T. cruzi na diluigdo 1:50 por
2 h, seguida de incubacao, por 2 h, com anticorpo secundario (goat ant—mouse IgG
antibody) conjugado com Alexa Fluor 488 (Invitrogen) diluido 1:400. Apos a lavagem
com PBS 1X e posteriormente com H>O milli-Q, foi adicionada uma gota de ProLong®
Gold antifade com DAPI (Invitrogen) e as laminas observadas no microscopio de

fluorescéncia.

5.Resultados e Discussao

O gene Tcpp2C foi amplificado (Figura 2), e posteriormente clonado no vetor
pGEM T-Easy. As sequéncias do gene e da proteina estudada podem ser analisadas
na Figura 3. Observa-se que a amplificacdo do Tcpp2C néo foi tAo especifica, tendo
em vista o surgimento de duas bandas no gel (Figura 2A). O produto de amplificacéo
do tamanho esperado de 1224pb obtido a partir da temperatura de enovelamento de
54°C foi ligado ao vetor pGEM T-Easy. A digestdo dos plasmideos (pGEM T-Easy
Tcpp2C) contendo o vetor de clonagem (3000pb) e o inserto (1224pb) ocorreu
adequadamente, com base na quantidade de pares de base que cada um possui,
observado através da eletroforese de DNA em gel de agarose (Figura 2B). Apos
confirmacédo da clonagem neste vetor, o plasmideo (pGEM-Tcpp2C) foi submetido a
digestdo com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel (Figura 3), assim como o vetor de

expressao pET-15b.
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Figura 2. Analise em gel de agarose 0,8%. (A) Amplificacéo do Tcpp2C. Pogos 1, 2, 3, e 4 representam
respectivamente as temperaturas de anelamento de 58°C, 56°C, 54°C e 52°C referentes a amplificacéo
do gene que codifica a TcPP2C. (B) Digestdo com as enzimas de restricdo Xhol e Ndel para
confirmacgéo da clonagem no vetor pGEM. (M) Marcador 1kb plus DNA ladder (Invitrogen).

Gene Serina/Treonina Fosfatase de Trypanosoma cruzi. Cepa CL Brener
(¥M_816466-1224 bp)

1 RTGGGTATAC CTCTACCRRAR GCCCGTTATG ACACRAGCTGC GGGRAGCGCCAR CGGCRATGRL
61 RTATTCCGCT GIGGCICRAG CTGCGTCRAT GGATTCCGIG ARAGTATGGA ARGRTGCRCRC
121 ATCATATACC TTCAGCCIGE ATGEGGATIT TTTGEIGITIT TTIGACGGCCR TGICAACGRC
181 CAGTGCTCAC AGTACCIGGR RGGTGCATGG RAGGARATTC TTGAAARGGR GRARRATGCCG
241 ATGACGGATG ATCGCRTGRR GGRACTTGCT TTGGAGATIG ACARACRATG GATGGACTTR
301 FFCCGRAGRAG FCGGCRGCLC CGEGTACTTIIT TTTGCCGCCR TGAAGARGGR TGATAATRATT
36l CATTTGCRARAG TTGGTRARATGT TESTGATTICG CGCGTICIGG TCTGCGIGRR TGECCARAGCT
421 RGRGCARTGA CRGRGGAICR CRAGCCTRAC RRCRARTGATG AGAGACGICG RATTGARARGRT
431 IGIGECGGETIC GIGTIIGAGGG TAATCGIGIT GACGGAAGCC TAGCIGIGAG CCGEECCITT
241 GGAGRTCGIG ATTACRARRAC CRATACCACT GGIAGCCRAC TACRAGCAGAR GGIGRIIGCG
601 CTTCCGGATG TGACCCATGT GGACTTARACC TGGGGTAGCA AGGACTTIGC CGIGITGIGC
[18 TGCGRTGGCG TTITTCGAGGG TCRATTCAGT ARTGRAGAGG TIGIGGARTIT TATTRAGTITA
721 CAGCTIGAGA CATCAGRTGR TICTTGCAGIC ATIGCAGGTA GRAGIGIGCGAR AGRGGCIGIA
781 BATCGCOGGTA GICGCGRACRAR CGICTCATGT GIRATCGITC ARTICRAGAG TGHCRAGGRAC
41 TACGCGGRCE CTGACCRCCT TGAGGIAGIC CCAGGACCAT TTAGCCIGCC TARRARRTGGT
a0l GITTTCCGCL ARGTATRATGG CARTCATGGCG CAGAAGGCAG GCTGTACRRAT TCACGAGHIC
L CTAGARRRGC GTTACGRCCR GCTTGITICC ATGGACARZAG AGCTITIGCR GGAGGAGIGSE
1021 CRATGGETTCE AGGECGGACC GCCTGCCAGC TTGAAGGGGA AGGATCGCAC ACAGIGGEITI
1081 FCCGRCCTGT TGGAGCRAGE GCOGECAGRAG AGTCCATCGG ACAGCCGRTIC AGRGCAGCTG
1141 GAGCGIATTC AGTTIGCTACA GCAGCAGATA GGIGICCCAC TGCCIGICCT GCITICITIG
1201 RIGGCAGGIC AGRCGCAGGR ATRA

Proteina Serina/Treonina Fosfatase de Trypanosoma cruzi. Cepa CL Brener
(GI|T1659677-407 aa, 45kDa)

MetGIPLPKPYVMTQLRERHGNEIFRCGSSCVNGFRESMEDAHIIY
LAPGWGFFGVFDGHVNDQCSQAYLEGAWKEILEKEKMPMTDDR
MKELALEIDKQWMDLGREGGSTGTFFAAMKKDDNIHLQVGHNVG
DSRVLVCVNGQARAMTEDHKPNNNDERRRIEDCGGRVEGNRYVY
DGSLAVSRAFGDRDYKTNTTGSQLQAKVIALPDVTHVDLTWGS
KDFAVLCCDGVFEGQFSMEEVVEFIKLQLETSDDLAVIAGRVCE
EAVNRGSRDNVSCVIVAQFKSGKDYADTDHLEVVPGPFSLPKNG
VFREVYGIMAQKAGCTIHEVLEKRYDQLVSMDKELLQEEWQWF
KGGPPASLKGKDRTQWFADLLEQHAAESPSDSRSEQLERIQLL
QAQIGYVPLPVLLSLMAGQT QE Stop

Figura 3. Sequéncia do gene Tcpp2C e da proteina.
Apés realizadas as digestbes com as enzimas de restri¢cao, tanto da construcéo

PGEM-Tcpp2C como do vetor de expressao pET15b, foi realizada a ligagao do inserto

ao vetor. O pET15b foi escolhido por permitir de obter uma proteina fusionada com
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uma cauda de 6 histidinas na extremidade N-terminal. Para confirmagao da clonagem
no vetor de expressdo foram realizadas PCR de coldnia, utilizando os primers
T7forward e T7reverse, sendo este Ultimo especifico ao pET15b (Figura 4).
Confirmou-se a clonagem de 9 em 10 colonias para pET15b-Tcpp2C, como pode ser
observado na figura 4.

3000pb

1000pb

Figura 4. Analise da PCR de col6nia em gel de agarose 0,8%. PCR de colbnia para verificar a clonagem
do gene de interesse no vetor de expressado pET-15b. Os nimeros de 1 a 10 correspondem a diferentes

colbnias.

Uma vez o inserto referente ao gene de interesse clonado no vetor de
expressao, iniciaram-se os testes de expressédo heteréloga da proteina recombinante
TcPP2Crec. Nota-se a expressado da TcPP2Crec na fracdo soluvel, com o tamanho
esperado de 48kDa (45kDa da proteina e 3kDa da calda de histidina derivada do pET
15b), com inducdo a 37°C por 3h na presenca de 1mM de IPTG (Figura 5A). No
entanto, a expressao da proteina na presenca de 0,1 mM de IPTG a 20°C por 16 h
mostrou uma melhor expressado, sendo adotada como padrao para o trabalho (Figura
5B). Em outros estudos, a proteina PP2C-hn recombinante de T. gondii foi obtida com
inducao a 25°C por 3h com 0,05mM de IPTG (Gilbert et al., 2007).
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Figura 5. Andlise em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Blue. (A) Expresséo da TcPP2Crec
a 37°C na presenca de 1mM de IPTG por 3h. As amostras 1 a 10 correspondem a diferentes col6nias.
As amostras 11 e 12 sdo a indugao feita com pET15b vazio. Os nimeros impares correspondem as
fragBes sollveis e os numeros pares as fragdes insoluveis. (B) Expressao da TcPP2Crec a 20°C na
presenca de 0,AmM de IPTG em diferentes tempos de inducdo. Nas amostras 1 e 2 estédo
respectivamente a fracédo insoltvel e solivel do pET15b vazio. As amostras 3-12 representam as
fragBes insollveis pelos nimeros impares e as fragdes sollveis pelos numeros pares, as condi¢cdes
sdo as respectivas: durante toda a noite (3 e 4), 4h (5 e 6), 3h (7 e 8), 2h (9 e 10), Oh (11 e 12).

Testes de inducdo da expressdo da proteina recombinante TcPP2C com
diferentes concentracdes de IPTG (1, 0,5, 0,1 mM) foram realizados a 37°C durante a
noite toda. O maior nivel de expresséao visualizado no gel foi com a concentracao de
0,1mM (Figura 6).

Figura 6. Analise em gel SDS-PAGE 12%, corado com Coomassie Blue. Indu¢ao do pET15b-Tcpp2C
a diferentes concentra¢des de IPTG comparado com o pET15b (vazio), todos induzidos no periodo da

noite toda a 37°C. Os nimeros pares séo a porc¢ao solavel enquanto os impares as fragdes insollveis.
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As amostras de 1-6 sdo referentes ao pET15b-Tcpp2C, amostra 7 e a ultima fileira sdo marcadores de
peso molecular e as amostras 8-13 séo o pET15b vazio. A concentracdo de IPTG nos pogos 1,2 e 8,9
sdo de 1ImM de IPTG; 3,4 e 10,11 de 0,5mM de IPTG; e 5,6 e 12,13 de 0,1mM de IPTG.

Depois de confirmada a expressdo da proteina recombinante, iniciamos o
processo de purificagdo. Como observado na Figura 7, as fracbes com maior
concentragédo de TcPP2C sé&o as correspondentes a eluicdo com tampao contendo 20
e 30 mM de imidazol. A proteina PP2C-hn de T. gondii foi eluida com 350mM de
imidazol usando o mesmo sistema de purificacdo (Agarose/Niquel?*) (Gibert et al.,
2007). Isto pode ter ocorrido pelo fato da TcPP2C se ligar mais fracamente a coluna

de purificacdo, portanto sendo eluida com menor concentracao de imidazol.
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Figura 7. Purificagdo da TcPP2Crec em coluna de Agarose/Niquel®*. Gel de SDS-PAGE 12%. As
amostras no sentido de 13 para 1 correspondem a extrato total, lavagem com 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60,
80, 100, 200, 400mM de imidazol, respectivamente.

Com base nos resultados anteriores, realizamos um Western Blot utilizando
como primeiro anticorpo o anti-Histag para confirmar a expressdo desta proteina
recombinante. Podemos inferir, por meio da Figura 8, que a TcPP2Crec é expressa
por ser reconhecida pelo o anticorpo primario anti-Histag, uma vez que possui uma
cauda de histidina, derivada do vetor pET 15b. A banda de tamanho inferior, que
aparece logo abaixo, é decorrente de sua degradacao, uma vez que o anticorpo anti-

Histag foi capaz de reconhecé-la.
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Figura 8. Western Blot das purificac6es da TcPP2C. A amostra 1 refere-se a fracdo sollvel do pET15b
vazio, a amostra 2 (lavado da coluna), amostra 3 (eluicdo com 20 mM de Imidazol), amostra 4 (elui¢cdo

com 30 mM de Imidazol), amostra 5 (eluicdo com 60 mM de imidazol). A amostra “+” - controle positivo.

O préximo passo do trabalho foi verificar a expressao da proteina nativa na
forma epimastigota do parasito. Como pode ser percebido na figura 9, houve o
reconhecimento do anticorpo policlonal anti-TcPP2C em ambas as fracfes sollvel e
insolUvel do extrato do parasito. No entanto, de acordo com o resultado deste western
blot, a proteina aparece em maior quantidade na fracdo sollvel desta forma de vida
analisada. Sugeri-se entdo que provavelmente seja expressa no citoplasma do
parasito, como pode ser observado em paralelo aos resultados da
imunofluorescéncia. A PP2C também é expressa nas formas promastigotas e
amastigotas de Leishmania chagasi e L. amazonensis sendo a expressao maior nas

formas promastigotas em comparacao as formas amastigotas (Burns et al., 1993).

Figura 9. Western Blot de extrato total, solivel e insolluvel de epimastigotas para teste dos anticorpos

anti-TcPP2C. Amostra 1 - extrato total, 2 - frac&do sollvel e 3 - frag&o insollvel.
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Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados com as trés formas de vida
do T. cruzi. A figura 10 mostra os resultados de citolocalizacdo referentes a este

experimento.

PHASE DAPI FITC MERGE
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Figura 10. Imunocitolocalizacdo da TcPP2C. (1 A - D) Epimastigota. (2 A - D) Tripomastigota e

Amastigota.

A localizacdo da proteina TcPP2C no parasito na forma epimastigota € pontual,
como observamos na figura 10 (1A — D). Enquanto que na forma amastigota a proteina
€ mais difusa pelo citoplasma e nas formas tripomastigotas ela parece ausente (Figura
10: 2 A-D). Mas nas duas formas replicativas epimastigota e amastigota, a TcPP2C
estd localizada préximo ao cinetoplasto, quando analisada as imagens da
imunofluorescéncia. Estes dois ultimos resultados nos levam a sugerir que esta
proteina pode estar envolvida em vias de sinalizacdo celular como a divisdo celular
para ambos e a amastigogénese para amastigota, portanto influenciando no seu ciclo
de vida e, provavelmente, na sua patogenicidade. Ademais, no trabalho de Joshi et
al., (2007) a localizacdo da PP2C em adipocitos era mitocondrial. Em T. gondii a
PP2C-hn esta localizada nas roptrias (forma vesicular) e em pontos difusos do nucleo
da célula hospedeira (Gilbert et al., 2007).

Apés padronizacdo da purificacdo da enzima TcPP2Crec (20-30mM de
Imidazol), a mesma foi utilizada em varios testes de atividades para analisar sua

capacidade de hidrolisar o fosfato ligado ao p-nitrofenil (pNPP). Foram testadas
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diferentes concentracdes da enzima, fons, DTT e pH. Para os testes com os ions Mn?*
e Mg?*, podemos observar que a proteina recombinante apresenta maior atividade
qguando na presenca do ion Mn?* (Gréafico 1A e B). Grafico 1C e D mostra que ndo
existe uma relacdo dose-dependente entre a atividade da enzima e concentracdes de
DTT. No entanto, a enzima esté inativa na auséncia total deste agente redutor. O teste
de atividade da enzima na presenca de diferentes pHs mostra que sua maior atividade
é em pH 7,5 (Gréfico 1E).
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Grafico 1. Teste de atividade da TcPP2Crec na presenca do substrato pNPP. (A) Atividade enzimética
na presenca de Mg?*. (B) Na presenca de Mn?*. (C) Atividade enzimatica em diferentes concentracdes
de DTT, com 10mM de Mn?*. (D) Atividade enzimatica na presenca ou auséncia de DTT, com 10mM

de Mn?*, (E) Atividade enziméatica em diferentes pHs, com 10mM de Mn?*.
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Os dados obtidos com os testes de atividade concordam com resultados
encontrados por outros autores. Joshi et al., (2007) demonstraram em seu estudo que
a proteina PP2C mitocondrial recombinante de adipdcitos também apresenta
atividade parcial com Mg?*, e melhor atividade com Mn?*, mas sem ions ndo apresenta
atividade. Em pH 7,5, na presenga de Mn?*, a TcPP2C teve maior atividade enzimatica
guando em comparacao com as outras faixas de pH (Grafico. 1E). Burns et al., (1993)
demonstram que a atividade da recombinante PP2C de Leishmania chagasi (LcPP2C)
apresenta atividade catalitica em pH 7, ndo tendo diferenca entre Mg?* ou Mn?*,

6.Concluséo

A proteina recombinante PP2C de Trypanosoma cruzi foi obtida a partir de
clonagem, usando os vetores pGEM T-Easy (vetor de clonagem) e o pET15b (vetor
de expressao). Sua expressao em fracéo soluvel foi possivel na temperatura de 37°C,
bem como na de 20°C na presenca de 0,1mM IPTG. A purificacdo ocorreu em coluna
de Agarose/Niquel®* sendo a proteina eluida nas fraces com 20-30mM de imidazol.

Com auxilio de imunofluorescéncia foi possivel identificar a expressao
diferencial da TcPP2C nas diferentes formas de vida do parasito. Os resultados
indicaram expressao nas formas epimastigota e amastigota.

Com os testes de atividades, podemos concluir que a TcPP2C recombinante
possui atividade de fosfatase ao conseguir clivar o substrato pNPP, tendo sua
atividade otima em pH 7,5. A presenca de ions divalentes (10mM Magnésio e
Manganés) € necessaria para sua atividade, apresentando maior atividade na
presenca Manganés. O DTT € importante para sua atividade, tendo em vista se tratar
de um sistema de expressao heterdloga, mas nao foi conclusivo qual concentracéo
necessaria. A TcPP2C nativa por estar presente nas formas de vida replicativas do T.
cruzi, localizada proximo ao cinetoplasto, ela poderia principalmente estar envolvida
nas vias de sinalizacao da divisao celular e da amastigogénese.

Com a caracterizacdo desta proteina serina/treonina espera-se abrir a
oportunidade de novos estudos sobre o0s processos celular da replicacdo e da
amastigogénese do Trypanosoma cruzi, permitindo assim ferramentas para melhor

compreensao sobre o parasito.
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