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RESUMO

Toxoplasma gondii constitui o agente etiolégico da toxoplasmose, doenca de
abrangéncia global e que afeta principalmente pacientes imunocomprometidos e
bebés durante o desenvolvimento gestacional, desencadeando severas
manifestagcdes clinicas que incluem encefalite, alteracbes oculares e até mesmo
transtornos psiquiatricos. Os farmacos atuais apresentam diversos efeitos adversos
aos pacientes e sao efetivos apenas sobre a fase proliferativa dos parasitos. Uma das
possiveis vias a serem exploradas para novos tratamentos pode estar relacionada ao
metabolismo energético de Toxoplasma, que diferente dos demais organismos,
privilegia as vias glicoliticas como principal fonte de ATP. Na literatura é apontado que
na auséncia do complexo piruvato desidrogenase (PDH) mitocondrial em Toxoplasma
e demais apicomplexas, ocorreu uma reconversdao bioquimica do complexo
desidrogenase de alfa-cetoacidos de cadeia ramificada (BCKDH), o qual assumiu uma
funcdo enzimatica do tipo PDH, ou seja, voltada a conversao do piruvato, diferente do
seu papel “canbnico” voltado ao metabolismo de aminoacidos ramificados, como
ocorre nos demais organismos. O complexo BCKDH geralmente é regulado pela
quinase BCKDK, enquanto o complexo PDH tem como enzima regulatéria a quinase
PDK. Essas quinases fosforilam residuos de serina presentes na subunidade E1-alfa
dos seus respectivos complexos desidrogenases. Entretanto, em Toxoplasma sao
reportadas as quinases PDK e BCKDK na mitocdndria dos parasitos, mantendo-se
como uma questao em aberto qual dessas enzimas estaria participando da regulagao
do complexo BCKDH, e, indiretamente, promovendo a predominancia das vias
glicoliticas. Dados anteriores do nosso grupo de pesquisa apontaram que o acido
dicloroacético (DCA), droga voltada a inibicao da quinase PDK em modelos tumorais,
reduz a proliferacdo dos parasitos in vitro. Dessa forma, esse trabalho busca
compreender se as quinases TgPDK e/ou TgBCKDK atuam regulando o complexo
BCKDH de Toxoplasma e se essas enzimas seriam os alvos bioldgicos de DCA. Para
elucidar essa questdo metabdlica, utilizamos diferentes abordagens, envolvendo
analises filogenéticas, ensaios enzimaticos, analises por docking molecular e técnicas
de imunoprecipitagdo. Até o momento a literatura aponta a existéncia de somente uma
subunidade E1-alfa (E1-alfa-01) para o complexo BCKDH dos parasitos, entretanto,
nossas analises filogenéticas apontaram a existéncia de uma nova subunidade, que
denominamos como E1-alfa-02, ainda nao reportada na literatura. Nossos testes
enzimaticos apontaram que a quinase recombinante BCKDK aumenta a sua atividade
catalitica in vitro na presenca de peptideos sintéticos relacionados tanto a E1-alfa-01
quanto E1-alfa-02, sugerindo que a nova subunidade identificada também & um alvo
biolégico dessa quinase. Abordagens de imunoprecipitagdo, seguidas de analises
protedmicas, identificaram que o componente E2 do complexo BCKDH esta associado
a ambas as quinases (TgPDK e TgBCKDK), reforgando a hip6tese de que ambas as
enzimas poderiam atuar sobre a regulagdo de ambas as subunidades E1-alfa de
BCKDH. Além disso, analises de docking molecular indicaram a ligacédo de DCA em
BCKDK e PDK, e ensaios enzimaticos confirmaram o efeito inibidor de DCA sobre a
atividade de BCKDK, o que amplia o entendimento sobre a atuacéo desse farmaco no
metabolismo de Toxoplasma.

Palavras-chave: PDK; BCKDK; DCA; ensaios de cinética enzimatica.



ABSTRACT

Toxoplasma gondii is the etiological agent of toxoplasmosis, a globally widespread
disease that primarily affects immunocompromised individuals and fetuses during
gestational development, triggering severe clinical manifestations such as
encephalitis, ocular alterations, and even psychiatric disorders. Current drugs have
various adverse effects on patients and are only effective against the proliferative stage
of the parasites. One potential pathway for the development of new treatments involves
the energy metabolism of Toxoplasma, which, unlike many other organisms, relies
predominantly on glycolytic pathways as its main source of ATP. According to the
literature, in the absence of mitochondrial pyruvate dehydrogenase (PDH) complex
in Toxoplasma and other apicomplexans, the branched-chain a-keto acid
dehydrogenase (BCKDH) complex has undergone biochemical repurposing, acquiring
a PDH-like enzymatic function directed toward pyruvate conversion. This function
diverges from its canonical role in branched-chain amino acid metabolism, as seen in
other organisms. The BCKDH complex is typically regulated by the BCKDH kinase
(BCKDK), while the PDH complex is regulated by pyruvate dehydrogenase kinase
(PDK). These kinases phosphorylate serine residues on the E1-alpha subunits of their
respective dehydrogenase complexes. However, in Toxoplasma, both PDK and
BCKDK have been reported in the mitochondria, raising the question of which enzyme
is responsible for regulating the BCKDH complex and thereby contributing to the
parasite’s glycolytic predominance. Previous data from our research group indicated
that dichloroacetic acid (DCA), a drug known to inhibit PDK in tumor models, reduces
parasite proliferation in vitro. This study aims to determine whether TgPDK and/or
TgBCKDK regulate the BCKDH complex in Toxoplasma and whether these kinases
are biological targets of DCA. To explore this metabolic question, we employed several
approaches, including phylogenetic analyses, enzymatic assays, molecular docking,
and immunoprecipitation techniques. While the literature describes only one E1-alpha
subunit (E1-alpha-01) for the BCKDH complex in Toxoplasma, our phylogenetic
analyses identified a previously unreported subunit, which we named E1-alpha-02.
Enzymatic assays demonstrated that recombinant BCKDK exhibits increased catalytic
activity in the presence of synthetic peptides corresponding to both E1-alpha-01 and
E1-alpha-02, suggesting that the newly identified subunit is also a target of this kinase.
Immunoprecipitation followed by proteomic analysis revealed that the E2 component
of the BCKDH complex interacts with both TgPDK and TgBCKDK, supporting the
hypothesis that both kinases may regulate the E1-alpha subunits. Furthermore,
molecular docking analyses showed that DCA binds to both BCKDK and PDK, and
enzymatic assays confirmed DCA's inhibitory effect on BCKDK activity. These findings
expand our understanding of DCA’s action on Toxoplasma metabolism.

Keywords: PDK; BCKDK; DCA; enzymatic kinetics assays.
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1. INTRODUGAO

A toxoplasmose se caracteriza como uma infecgao de abrangéncia global com
severos impactos sobre a saude dos animais (silvestres, domésticos e de producgao),
atingindo também as populagdes humanas em todos os continentes (STELZER et al.,
2019). Essa patologia tem como agente causador o organismo Toxoplasma gondii,
patdgeno intracelular obrigatorio, pertencente ao filo Apicomplexa, capaz de infectar
virtualmente qualquer célula nucleada de hospedeiros endotérmicos (MARINO;
BOOTHROYD, 2017). A ocorréncia desses parasitas tem sido reportada em mais de
300 espécies de mamiferos e 30 espécies de aves, tornando essencial o
monitoramento adequado da saude dos rebanhos, uma vez que o consumo de carnes
contaminadas € uma via importante de transmissdo da toxoplasmose aos humanos
(FLEGR et al., 2014; VANWORMER et al., 2014).

Diferentes indices de soroprevaléncia sdo reportados conforme a regiao
geografica, podendo superar os 60% da populacdo em determinadas localidades do
Brasil, assim como em alguns paises da Africa e do sudeste asiatico (PAPPAS;
ROUSSOS; FALAGAS, 2009). Regides com menores niveis socioecondmicos, como
areas rurais e populag¢des com baixa escolaridade, geralmente apresentam taxas mais
elevadas de infecgdo, constituindo um grave problema de saude publica (CABRAL
MONICA et al., 2022).

Individuos imunocompetentes geralmente sdo assintomaticos frente a infecgéo
por T. gondii, entretanto, a circulagcdo de cepas atipicas e mais virulentas,
especialmente nas Américas, tem sido associada a ocorréncia de quadros clinicos
mais severos (BRITO et al., 2023). Pacientes imunocomprometidos, ou sob condigbes
medicamentosas que induzem a imunossupressdo, também podem apresentar
formas graves da toxoplasmose devido a rapida multiplicagdo dos parasitos bem como
reativagao de cistos latentes. Nesses casos, a doenga pode desencadear quadros
sistémicos, afetando diferentes 6rgdos, com a ocorréncia de convulsdes, danos
oculares, encefalite e problemas respiratérios, o que pode resultar na morte dos
pacientes (WANG, ZE DONG et al., 2017).

As gestantes s&o consideradas um grupo de risco para a toxoplasmose, devido
a transmissao vertical dos parasitos através da placenta, o que leva a alteracdes
graves nos embrides, com quadros associados a danos oculares e neuroldgicos, além

da ocorréncia de abortos, implicando na necessidade de diagndsticos mais precoces
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e tratamento adequado tanto das gestantes quanto dos recém-nascidos infectados
(MCAULEY, 2014).

As vias de transmissao ocorrem principalmente através do consumo de carnes
cruas ou malcozidas, contendo cistos teciduais, ou ainda devido a contaminagao de
alimentos ou fontes de agua por oocistos (ATTIAS et al., 2020). Um dos maiores surtos
de contaminacgao por toxoplasmose no Brasil ocorreu na cidade de Santa Maria/RS,
em 2018, e foi associado a contaminagdo de agua tratada e distribuida para o
abastecimento urbano, gerando mais de 900 casos confirmados através de exames
sorologicos (MINUZZI et al., 2021).

Atualmente nao existem terapias farmacoldgicas totalmente efetivas contra a
essa infeccdo. O protocolo de tratamento mais utilizado consiste no uso combinado
dos farmacos sulfadiazina e pirimetamina, que agem somente contra a fase
proliferativa do ciclo de vida dos parasitos, constituida pelos taquizoitas, mas sem
efeitos sobre a forma latente, que se apresenta na forma de cistos teciduais (contendo
bradizoitas), que podem reiniciar a infecgdo (BEN-HARARI; GOODWIN; CASOQY,
2017).

Essa combinacdo de drogas atua reprimindo a multiplicacdo dos parasitos
através da inibigao da via metabdlica do folato. Entretanto, essa mesma via metabdlica
€ importante para o metabolismo adequado das células normais do paciente, o que
desencadeia severos efeitos colaterais (DUNAY et al., 2018). Em alguns casos, 0 uso
de suplementos a base acido folico pode ser recomendado como forma de reduzir os
efeitos adversos dessas terapias (NZILA; OKOMBO; MOLLOY, 2014). Pacientes
intolerantes a medicagao podem apresentar quadros severos de hipersensibilidade,
incluindo alteragbes hematoldgicas e de medula éssea (AZAMI et al., 2021).

Devido aos graves efeitos colaterais e a necessidade de tratamentos
prolongados, estima-se que 30% dos pacientes abandonem as terapias (ALDAY;
DOGGETT, 2017), o que representa um grande risco a saude considerando a possivel
recidiva da doenca. Dessa forma, estudos que ajudam a distinguir especificidades do
metabolismo parasitario em relacdo ao metabolismo das células do hospedeiro,
podem contribuir para terapias mais eficientes, de menor duracido e menores efeitos
adversos, 0 que permitiria também a eliminacao das formas latentes.

Entre as caracteristicas marcantes presentes em Toxoplasma, e que poderiam
constituir alvos importantes para novas terapias estao as proteinas quinases ligadas

ao metabolismo do carbono (SANTOS et al., 2023), a grande dependéncia da glicolise



22

para o metabolismo energético dos parasitos (SHUKLA et al., 2018), bem como as
caracteristicas bioquimicas unicas que levaram a adaptacdo de um complexo
desidrogenase mitocondrial para uma fun¢ao n&o-tradicional voltada ao metabolismo
do piruvato (OPPENHEIM et al., 2014).

Em células normais de mamiferos, o ATP é produzido majoritariamente através
das vias mitocondriais, onde o complexo piruvato desidrogenase (PDH) promove a
conversdo do piruvato (originado da glicolise) em acetil-CoA, o qual é entéo
metabolizado pelo ciclo de Krebs, gerando cofatores que ativam a fosforilagdo
oxidativa (BULTHUIS et al., 2019). Entretanto, em Toxoplasma, ocorre um predominio
da glicdlise sobre o metabolismo mitocondrial (SHUKLA et al., 2018), fenétipo também
verificado nas fases eritrociticas de Plasmodium, sendo um mecanismo metabdlico
essencial para sustentar a rapida proliferagcdo e os processos de invasdo de novas
células (VAN NIEKERK et al., 2016).

Nos parasitos, a intensa producgao de piruvato pela glicdlise, juntamente a sua
limitada degradagédo pelas vias mitocondriais, acarreta a acumulagdo desse
metabdlito no citoplasma. Dessa forma, o piruvato € entdo convertido a lactato,
fornecendo tanto energia para o metabolismo parasitario quanto biomassa suficiente
para sustentar a continua proliferacao celular (SALCEDO-SORA et al., 2014). Além
disso, a excrecao de lactato para o meio extracelular promove a acidificagdo do
vacuolo parasitéforo, contribuindo para o egresso dos parasitos (HUYNH;
CARRUTHERS, 2022). Aformacgao de cistos teciduais, essenciais para a forma latente
da doencga, também é fortemente dependente da glicdlise (SHUKLA et al., 2018).

Esse perfil metabdlico, apresentado pelos apicomplexas, € fenotipicamente
similar ao apresentado pelas células tumorais, e conhecido como Efeito Warburg, no
qual, mesmo sob condi¢cbes ricas em oxigénio, ocorre supressdao do metabolismo
mitocondrial, com a produ¢ao de ATP sendo conduzida majoritariamente pela glicdlise
(MARTINS PINTO et al., 2023). Essa estratégia metabdlica garante a manutencéo de
uma alta concentragéo intracelular de compostos de carbono, o que sustenta uma
continua proliferacéo celular, além da represséo das vias apoptoticas ligadas ao
metabolismo mitocondrial (MATHUPALA; KO; PEDERSEN, 2010). Nos tumores, esse
fendtipo ocorre através da superexpressao da quinase PDK (piruvato desidrogenase
quinase), que atua na fosforilagdo de residuos de serina presentes na subunidade E1-
alfa do complexo PDH (piruvato desidrogenase), reduzindo a sua atividade, e

promovendo de forma indireta as vias glicoliticas (HE et al., 2017). A superexpressao
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da quinase PDK3 também esta associada a maior agressividade dos tumores, além
de piores prognosticos (KUO et al., 2021).

O &cido dicloroacético (DCA) é capaz de inativar a quinase PDK em células
tumorais, e, indiretamente, reestabelecer a atividade do complexo PDH, o que leva os
tumores a morte celular (TIERSMA et al., 2022). Dessa forma, o reposicionamento de
farmacos antitumorais, e que sao capazes de reverter esse fenoétipo glicolitico em
tumores, também poderia constituir a base de novas estratégias terapéuticas contra
T. gondii.

Nesse sentido, dados obtidos anteriormente em nosso grupo de pesquisa
demonstraram que o DCA também é capaz de reduzir a proliferacao de taquizoitas in
vitro, com aumento da atividade mitocondrial e da conversdo do piruvato em acetil-
CoA (FERRARINI et al., 2021), entretanto ainda se desconhecem os alvos
moleculares dessa droga nos parasitos.

Entre os fatores que dificultam a atribuicdo precisa do alvo molecular de DCA
em Toxoplasma, destaca-se as especificidades metabodlicas desses parasitos em
relagdo a maior parte dos demais organismos, além da auséncia de um complexo
PDH na mitocéndria. Neste caso, o complexo PDH encontra-se restrito ao apicoplasto
(organela similar aos plastidios de algas) (FLEIGE et al., 2007).

Apesar da auséncia de um complexo PDH mitocondrial, os parasitos ainda
apresentam o complexo BCKDH (complexo desidrogenase de alfa-cetoacidos de
cadeia ramificada) que é normalmente envolvido no metabolismo de aminoacidos
ramificados (derivados de valina, leucina e isoleucina, BCAAs) (WHITE et al., 2018).
Nos apicomplexas € proposto que esse complexo apresentou uma adaptacao
evolutiva, tornando-se um complexo PDH-like, com sua atividade enzimatica
majoritaria voltada a conversao do piruvato em acetil-CoA, o que permitiu a
continuidade das vias energéticas mitocondriais, mesmo na auséncia de um complexo
PDH “candnico”. Entretanto, a literatura também pontua que esse complexo
desidrogenase manteve uma atividade catalitica basal frente aos BCAAs
(OPPENHEIM et al., 2014). Dessa forma, o complexo BCKDH de Toxoplasma teria a
capacidade tedrica de metabolizar 04 substratos diferentes, com atuacado enzimatica
em vias metabdlicas distintas, algo muito diferente do que € normalmente observado
nos demais organismos.

Essa situagao metabdlica de Toxoplasma é contrastante com a verificada em

Plasmodium, que evolutivamente perdeu a capacidade de metabolizar os BCAAs. Em
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contrapartida, Toxoplasma manteve a enzima BCAT (aminotransferase de
aminoacidos de cadeia ramificada) (MATHUR; WAKEMAN; KEELING, 2021), que
realiza o pré-processamento dos aminoacidos valina, leucina e isoleucina, fornecendo
0s substratos adequados para uma funcdo catalitica canbnica associada a um
complexo BCKDH (NONG et al., 2022).

Os complexos PDH e BCKDH séao estruturalmente semelhantes e regulados
por proteinas quinases. Trabalhos anteriores do nosso grupo de pesquisa, reportaram
a ocorréncia de duas proteinas quinases na mitocéndria desses parasitas (TgPDK e
TgBCKDK), sem a ocorréncia de proteinas relacionadas a essas enzimas no
apicoplasto (FERRARINI et al., 2021). Ainda se desconhece o papel dessas quinases
na regulacdo do complexo BCKDH, e se essas enzimas poderiam ser o alvo
metabdlico de DCA. Portanto, investigagbes mais detalhadas, focadas em avaliar os
aspectos funcionais in vitro, bem como a avaliagao das redes de interagao metabdlica
dessas enzimas, podem trazer dados relevantes para o desenvolvimento de terapias
mais eficazes contra a toxoplasmose.

Além disso, a atividade catalitica do complexo BCKDH esta diretamente
associada a sua subunidade E1-alfa, e a literatura descreve apenas uma enzima E1-
alfa em T. gondii, mesmo sendo postulada uma funcdo metabdlica dupla para esse
complexo desidrogenase (OPPENHEIM et al., 2014). Por isso, tivemos a iniciativa de
realizar analises evolutivas dessa subunidade, visando comparar os dados obtidos
com as analises filogenéticas que realizamos para as quinases TgBCKDK e TgPDK,
e esclarecer, a partir de dados evolutivos, o panorama metabdlico encontrado nos

parasitos.

1.1 JUSTIFICATIVA

Novas estratégias farmacoldgicas s&o de extrema urgéncia para o tratamento
da toxoplasmose, dado a sua abrangéncia global (PAPPAS; ROUSSOS; FALAGAS,
2009), as severas consequéncias verificadas sobre gestantes e bebés ainda na fase
gestacional (FLORES et al., 2021), assim como a ocorréncia de alteragdes oculares
(CONCEICAO et al., 2021) e comportamentais que sdo verificadas nos casos mais
graves (DESMETTRE, 2020). Além disso, as drogas atuais sdo incapazes de eliminar
as fases latentes da doencga, bem como acarretam severos efeitos adversos aos
pacientes, levando ao abandono das terapias (ALDAY; DOGGETT, 2017).
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E reportado na literatura que o acido dicloroacético (DCA) inibe a proliferacao
de T. gondii em estudos in vitro (FERRARINI et al., 2021), porém os alvos moleculares
desse farmaco, no metabolismo dos parasitos, ainda sdo desconhecidos. Nesse
sentido, os potenciais alvos biolégicos de DCA podem estar relacionados as quinases
PDK e/ou BCKDK, cuja localizagao mitocondrial as tornam candidatas a regulagao do
complexo BCKDH de T. gondii (FERRARINI et al., 2021), porém, ainda ha uma
caréncia na literatura dos dados funcionais de ambas as quinases, bem como de
estudos visando a expressao e caracterizacdao de formas recombinantes dessas
enzimas.

Além disso, a literatura postula que o complexo BCKDH, apesar de sua
atividade maijoritaria voltada ao piruvato, ainda mantém uma atividade basal voltada
aos aminoacidos (OPPENHEIM et al., 2014), o que caracterizaria esse complexo com
uma atividade “dupla”, participando de duas vias metabdlicas diferentes. Nesse
sentido, também se justifica que analises filogenéticas sejam realizadas a fim de se
verificar a possibilidade de existir alguma subunidade E1-alfa de BCKDH ainda
desconhecida, possivelmente voltada ao metabolismo dos aminoacidos, e que
também se constituiria em um possivel alvo biolégico para as quinases PDK e/ou
BCKDK.

Esses dados em conjunto podem fornecer subsidios tanto para uma melhor
compreensao de questdes ligadas ao metabolismo de Toxoplasma, quanto para o
desenvolvimento de terapias mais efetivas voltadas a eliminagdo dos parasitos em

diferentes fases do seu ciclo de vida.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Caracteristicas gerais do protozoario Toxoplasma gondii

As primeiras evidéncias cientificas sobre a biologia do organismo Toxoplasma
gondii remontam ao ano de 1908 e sao atribuidas aos estudos conduzidos de forma
independente por Nicolle e Manceaux, ligados ao Instituto Pasteur da Tunisia, e por
Splendore, no Brasil (DUBEY, 2020). Nicolle e Manceaux observaram o novo
patdgeno a partir da analise histologica de tecidos infectados do roedor Ctenodactylus
gundi, que ocorre no norte da Africa. Inicialmente esse novo microrganismo foi
classificado junto ao género Leishmania (NICOLLE, CHARLES; MANCEAUX, 1908).
Enquanto isso, Splendore relatou a presenca do mesmo parasita ocorrendo em
coelhos (SPLENDORE, 1908).

No ano seguinte, em 1909, Nicolle e Manceaux repropdéem a classificagao
desse parasita, o qual nao estaria adequadamente relacionado ao género Leishmania,
mas que se tratava efetivamente de uma nova espécie (posicionando-a também em
um novo género), a qual denominaram de Toxoplasma gondii (NICOLLE, C;
MANCEAUX, 1909). Os radicais que compdéem o nome do género (foxon: arco e
plasma: forma), estdo relacionados ao formato curvado do parasita, e o epiteto
especifico gondii seria uma referéncia ao roedor onde esse organismo foi
originalmente encontrado (DUBEY, 2020).

T. gondii pertence ao filo Apicomplexa, grupo que abriga mais de 6.000
especies de parasitas intracelulares obrigatérios, com a maior parte de seus
representantes sendo classificados como de importadncia médica, dado os impactos
negativos que proporcionam tanto sobre a saude dos animais silvestres e
domesticados quanto a saude humana (VOTYPKA et al., 2016).

Dentro do filo Apicomplexa, podemos elencar outros géneros importantes,
como Plasmodium (ligado a organismos causadores da malaria), Cryptosporidium
(vinculado a criptosporidiase, doenga relacionada a problemas intestinais) e Babesia
(causador da babesiose, enfermidade transmitida por carrapatos e que desencadeia
quadros de anemia) (ARISUE; HASHIMOTO, 2015).

Além desses, outros géneros de importancia veterinaria também podem ser
citados como Besnoitia (causador da besnoitiose, doenga que acomete bovinos,

causando prejuizos na pecuaria) (DELOOZ et al., 2021), Neospora (causador da
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neosporose em bovinos e animais de produgao, e que apresenta como hospedeiro
definitivo os caes) (SOKOL-BORRELLI; COOMBS; BOYLE, 2020) e o género
Hammondia, que afeta os enterdcitos de diferentes hospedeiros, mas que se
apresenta menos patogénico que Toxoplasma (WALZER et al., 2013).

Os apicomplexas possuem algumas caracteristicas exclusivas que o0s
distinguem dos demais grupos, entre elas a presenca do complexo apical que é um
conjunto de organelas envolvidas no parasitismo de novas células hospedeiras, sendo
composto pelas réptrias, micronemas e conoide (Figura 1) (KATRIS et al., 2014).

As roptrias sdo organelas secretérias que ocupam de 10 a 30% do volume total
da célula e atuam na liberagao de proteinas que participam dos processos de invasao
da célula hospedeira, formacao do vacuolo parasitéforo, além de auxiliarem na troca
de nutrientes e sinais entre o parasita e a célula hospedeira (DONGCHAO; NING;
QIJUN, 2020; SHEINER et al., 2010).

Os micronemas atuam na liberagao de complexos proteicos que favorecem as
interagbes entre o parasito e os receptores das células hospedeiras. Organismos
contendo delecdo génica para proteinas secretadas pelos micronemas apresentam
seus processos de invasao fortemente comprometidos (SHEINER et al., 2010).

Os conoides sao estruturas compostas por longos filamentos de tubulina, com
disposicao helicoidal, que formam uma estrutura em formato de funil e atuam na etapa
de invasdao da membrana plasmatica da célula hospedeira (MORRISSETTE;
GUBBELS, 2013).

Além do complexo apical, os apicomplexas apresentam os granulos densos,
organela secretéria que atua na liberagdo de proteinas que interagem com a
membrana do vacuolo parasitéforo, promovendo a formacéo de poros e aumentando
a permeabilidade em relagdo a nutrientes originados da célula hospedeira, o que
favorece a proliferagéo dos parasitos (GRIFFITH; PEARCE; HEASLIP, 2022).

Além do complexo apical, outra organela especifica e importante na biologia
desse grupo de organismos é o apicoplasto, que se caracteriza como um plastidio
nao-fotossintetizante, originado evolutivamente a partir de processos de
endossimbiose secundaria, contendo quatro membranas e que apresenta genoma
proprio (ELAAGIP; ABSALON; FLORENTIN, 2022). Em termos metabdlicos, o
apicoplasto participa da sintese de acidos graxos, isoprenoides e heme, os quais
estdo interligados a vias bioquimicas importantes para a sobrevivéncia dos parasitos
(ARISUE; HASHIMOTO, 2015; SATO, 2011). Em relagcdo aos acidos graxos, no
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apicoplasto esta presente a via de producédo de acidos graxos do tipo Il (FAS Il
pathway) que também ocorre em outros organismos que contém plastidios (como
algas, outros cromalveolatas, e até vegetais superiores) (RYALL; HARPER; KEELING,
2003). Entretanto, apesar da grande participagdo metabdlica atribuida ao apicoplasto,
alguns representantes desse filo, como as gregarinas e os representantes do género
Cryptosporidium, perderam essa organela durante o processo evolutivo (VOTYPKA et
al., 2016).

Granulo denso

Reticulo endoplasmatico Golgi

FUgosOn

Apicoplasto

Micronema

Extremidade
Roptria apical

Mitocondria

Figura 1. Esquema da ultraestrutura da forma taquizoita de Toxoplasma gondii. Préximo a
extremidade apical encontram-se o conoide, os micronemas e as réptrias. Proteinas derivadas dos
micronemas e das roptrias sao liberadas nos processos de invasao das células hospedeiras. Adaptado
de AJIOKA,; FITZPATRICK; REITTER, 2001.

Os dados relacionados ao genoma do apicoplasto tém sido utilizados para
tracar a historia evolutiva dos Apicomplexas, auxiliando na compreensao de questoes
relacionadas a epidemiologia e fisiologia de todo o grupo. O DNA do apicoplasto foi
isolado pela primeira vez de Plasmodium lophurae como um extracromossomo
circular com tamanho de 35 kb. Analises genéticas indicaram que as sequéncias
nucleotidicas dessa organela estdo organizadas de forma similar a encontrada nos
plastidios de algas vermelhas, o que confirma a sua origem evolutiva através de
eventos de endossimbiose secundaria (ARISUE; HASHIMOTO, 2015).

Genomas de plastidios apresentam em média de 150 a 250 kb de
comprimento. Em contrapartida, plastidios de vegetais n&o-fotossintetizantes
apresentam genoma reduzido a 70 kb, e o mesmo ocorre em T. gondii, cujo genoma
do apicoplasto contém tamanho aproximado de apenas 35 kb. A redugéo do genoma

dessa organela esta diretamente ligada as adaptacdes aos ciclos de vida voltados ao
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parasitismo obrigatério, onde a capacidade fotossintética passou a ndao ser mais
necessaria, ocorrendo a perda seletiva desses genes (SEEBER et al., 2020).

Dados filogenéticos apontam que o apicoplasto teve origem em um processo
de endossimbiose secundaria, explicando a presenca das quatro membranas
observadas nessa organela. Em um periodo inicial, uma cianobactéria
fotossintetizante foi endocitada por um ancestral eucarioto ligado as algas, permitindo
a aquisicdo da capacidade fotossintética, similar ao encontrado nos cloroplastos dos
demais vegetais. Em uma segunda etapa evolutiva, ocorreu um processo de
endocitose dessa alga ancestral em um hospedeiro secundario, resultando assim na
obtencdo de um plastidio em um organismo ancestral ligado ao supergrupo dos
Chromalveolatas, ramo ao qual pertence os Apicomplexas (Figura 2) (STRIEPEN,
2011).

A B
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Figura 2. Origem do apicoplasto nos apicomplexas. A. Representacdo esquematica da origem do
apicoplasto através de sucessivas etapas de endossimbiose. B. Caminho mais provavel da evolugéo,
envolvendo o endocitose que uma alga vermelha por um ancestral ligado ao Chromalveotas. Adaptado
de STRIEPEN, 2011.

A sobrevivéncia de T. gondii é totalmente dependente das vias metabdlicas do
apicoplasto. Em parasitas duplo-nocautes para as quinases PYK1 e PYK2, que atuam
na conversao do fosfoenolpiruvato em piruvato, e que ocorrem no citoplasma e
apicoplasto, respectivamente, se observa que o bloqueio na conversédo do piruvato
acarreta a paralisagao das vias metabdlicas ligadas ao apicoplasto, sendo que esse

substrato € essencial para a via metabdlica dos acidos graxos e para a sintese de



30

isoprenoides. Como consequéncia, os parasitos perdem os apicoplastos, ocorre
reducao da expressao génica do complexo PDH dessa organela, e, por consequéncia,
os parasitos sédo incapazes de realizar a proliferagao celular (XIA et al., 2019).
Abordagens farmacolégicas voltadas ao bloqueio de vias bioquimicas do
apicoplasto também tém sido sugeridas, como o uso da azitromicina, que bloqueia a
maquinaria de tradugdo dessa organela (AMANZOUGAGHENE et al., 2024). As
drogas relacionadas a fluoroquinolonas e rifampicina também tem perfil de agdo sobre
a enzima DNA girase e sobre a transcricdo de RNA do apicoplasto, bloqueando de

forma indireta a proliferagcao dos parasitos (LOW et al., 2018).

2.2 Ciclo de vida

T. gondii apresenta ciclo de vida complexo, envolvendo diferentes estagios de
desenvolvimento. Os felinos (tanto domésticos quanto selvagens) sdo considerados
os hospedeiros definitivos, pois no sistema digestivo destes animais ocorre a fase
sexuada do ciclo de vida, com a formacao de oocistos que sio liberados no ambiente
através das fezes (DJURKOVIC-DJAKOVIC et al., 2019).

Os oocistos podem contaminar fontes de agua e vegetais usados na
alimentagdo humana e animal. Apds a ingestdo, a membrana dos oocistos é
degradada e ocorre a liberagdo dos esporozoitas, que invadem o epitélio intestinal
dos hospedeiros. Dentro das células, os esporozoitas se diferenciam em taquizoitas,
forma caracterizada pela grande capacidade de infecgao, pois podem invadir novas
células e se multiplicar rapidamente (ROBERT-GANGNEUX; DARDE, 2012).

Durante o processo de invasao da forma taquizoita, que dura aproximadamente
de 20 a 30 segundos, proteinas liberadas pelo complexo apical do parasito promovem
interagbes com os receptores da célula hospedeira, promovendo a sua invaginagao e
a interiorizagdo do parasita, com a consequente formacédo do vacuolo parasitéforo
(SIBLEY; DAVID SIBLEY, 2011). Dentro do vacuolo parasitéforo, ocorrem sucessivas
etapas de multiplicagado do parasita que levam ao rompimento da célula hospedeira.
ApOs a lise celular, os parasitas sao liberados, reiniciando as etapas de infeccéo e
multiplicagédo celular (PORTES et al., 2023). Todo esse processo leva a ativagao do
sistema imunolégico do hospedeiro e, por consequéncia, a queda na multiplicagao

dos taquizoitas. Em contrapartida, para conseguir evadir do sistema imune, alguns
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taquizoitas passam a se diferenciar em bradizoitas, forma de crescimento lento e
caracterizada pela formacdo de cistos teciduais que afetam principalmente a
musculatura e o sistema nervoso dos pacientes (CERUTTI; BLANCHARD;
BESTEIRO, 2020).

Os cistos teciduais presentes na carne de animais contaminados também sao
fontes de contagio aos animais carnivoros (como os felinos) e aos seres humanos.
Casos de contaminagdo através de procedimentos de transfusdo de sangue e
transplante de 6rgados também ja foram relatados. Além disso, a transmissao vertical
dos parasitos durante a gravidez também ocorre, acarretando severos danos

neuroldgicos e oculares nos fetos (Figura 3) (MAREZE et al., 2019).
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Figura 3. Etapas do ciclo de vida de Toxoplasma gondii, mostrando as rotas de transmissao do
parasita entre diferentes hospedeiros. A. Felinos sdo os hospedeiros definitivos e neles ocorre a
fase sexual do ciclo de vida de T. gondii. B e C. Os oocistos esporulam e contaminam o solo, alimentos
e corpos de agua. D. Herbivoros podem se contaminar através desses oocistos espalhados pelo
ambiente, constituido os hospedeiros intermediarios. E. Apds a ingestdo dos oocistos, ocorre a
infeccdo dos hospedeiros intermediarios, dando origem aos cistos teciduais. F e G. Contaminacgéao
dos seres humanos ou de outros animais carnivoros através da ingestao de carne crua ou malcozida.
H. Transmissao vertical do parasita durante a gestagcéo, causando graves problemas de saude aos
bebés. | e J. Infeccdo em humanos por T. gondii em transfusdes de sangue e transplante de 6rgéos.
Adaptado de ATTIAS et al., 2020.
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2.3 Distribuicdo geografica e Diversidade Genética

Os primeiros estudos sobre a diversidade genética de T. gondii foram
realizados por Howe e Sibley em 1995 a partir da analise de 106 isolados originados
da América do Norte e Europa. Utilizando técnicas de PCR/RFLP, os autores
observaram a existéncia de trés linhagens clonais diferentes, as quais foram
nomeadas de Tipos I, Il e lll. Nessa época foi proposto uma maior prevaléncia do Tipo
| em infecgdes congénitas, o Tipo [l em pacientes com AIDS acometidos por encefalite,
e o Tipo Il presente em animais (HOWE; SIBLEY, 1995).

Em 2011, uma 42 linhagem clonal (Tipo 1V) foi identificada na América do Norte
(também conhecida como halogrupo 12), possivelmente endémica para esse
continente e ocorrendo majoritariamente junto a fauna silvestre (KHAN et al., 2011).

Entretanto, diferente do originalmente proposto, T. gondii € altamente diverso
em outras regides geograficas. Dados moleculares envolvendo a analise conjunta de
marcadores de polimorfismos em 950 isolados, abrangendo mais de 30 regides
génicas indicou uma alta taxa de recombinacao e diversidade génica para a América
do Sul, o que contrasta com os perfis génicos mais conservados da América do Norte,
permitindo ent&do a classificacéo os isolados em 06 clados distintos (SU et al., 2012).

Outro estudo, utilizando abordagens de genotipagem de cepas por PCR-RFLP
identificou a presencga de mais de 156 gendtipos ocorrendo conjuntamente na América
do Sul e Central, sem a presenca de genoétipos dominantes, diferente do que ocorre
no hemisfério norte e em outros continentes (Figura 4) (SHWAB et al., 2014).

No Brasil, somente no estado do Mato Grosso foram identificados 22 gendtipos
de T. gondii junto a fauna (caes, gatos, animais de produgao e silvestres), com 05
genotipos ainda desconhecidos, o que também traz preocupagdes sérias em relagao
as questodes de saude publica dado o consumo de carnes ser uma das principais vias
de infecgdo em humanos (BRITO et al., 2023).

As cepas atipicas tém sido associadas a um perfil de viruléncia maior, assim
como quadros patologicos mais graves. Na América do Sul os casos de toxoplasmose
ocular tendem a gerar lesGes mais graves, maiores e mais numerosas do que as
encontradas na Europa (DE-LA-TORRE et al., 2013). Dados experimentais in vivo,
com o uso de murinos, tém demostrado que a cepa atipica CK2 (isolada a partir de
aviarios do Rio Grande do Norte), leva a um maior numero de cistos cerebrais e de

infiltrados inflamatdérios, bem como quadros de ansiedade e depressao, em
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comparagao com a linhagem ME49 (Tipo 1), além de alteragdes na relacao fisiolégica
entre neurdnios e microglia.

Quadros infecciosos de cepas atipicas da Amazénia (também conhecida como
toxoplasmose amazénica) tém sido associados com febre persistente, aparecimento
de sinais cutaneos, além de hepatomegalia, esplenomegalia e linfadenopatia
(BLAIZOT et al., 2019).
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Figura 4. Distribuicdo geografica dos gendétipos de Toxoplasma gondii. Os circulos escuros
indicam os locais de amostragem dos isolados e os gréaficos coloridos indicam a quantidade de
genotipos encontrados em cada regiao. Adaptado de SHWAB et al., 2014.

Andlises de filogeografia usando 168 isolados derivados de todos os
continentes, tém indicado que o ancestral de T. gondii, emergiu na América do Sul ha
cerca de 1,5 milhdes de anos e esteve ligado a migracdo dos felideos entre as
Ameéricas, depois da formacao do Istmo do Panama (BERTRANPETIT et al., 2017,
O’BRIEN et al., 2008). De forma semelhante, roedores da familia Muridae, possiveis
hospedeiros intermediarios iniciais, também adentraram o territério sul-americano
nessa mesma época (WEBB, 2006). A expanséao dos felideos pelo continente sul-
americano, bem como dos roedores, levou o parasita para novos ambientes, bem

como permitiu a ocorréncia da infecgdo em uma gama maior de hospedeiros. Assim,
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as novas pressoes evolutivas favoreceram a selegao de novas linhagens com maior
viruléncia e infectividade (Figura 5) (BERTRANPETIT et al., 2017).

Dessa forma, as cepas da América do Sul adquiriram uma maior competéncia
no processo transmissao oral (pelo carnivorismo de presas contaminadas) do que as
cepas originais, gerando vantagem competitiva na etapa de transmissao. Devido a
migracao dos animais entre as Ameéricas, alguns dos novos genétipos de Toxoplasma
podem ter voltado a América do Norte, passando entdo pelo Estreito de Bering,
chegando a Asia, Europa e Africa (BERTRANPETIT et al., 2017). A expansdo de
poucas linhagens de T. gondii no Velho Mundo pode ser atribuida ao fato de que,
diferente da diversidade de felideos das Américas, o gato doméstico foi o principal
hospedeiro definitivo, e com isso, somente os gendtipos de parasitas mais adaptados
a esse animal foram os que puderam ser mais facilmente dispersos (Muller & Howard,
2016).

v 4
\.#;

" H ..
Correlation
0.8

0.4
0
-0.4

-0.8

Destars o the ofign (k)

Figura 5. Histérico de disperséao das linhagens de T. gondii inferida a partir de cinco marcadores
moleculares. A diversidade de haplotipos dentro das populagdes (circulos cinza) é correlacionada a
distancia geografica de varias origens, indicada pelo sombreamento de cores. O caminho mais curto
correspondente da origem até as varias populagdes € indicado pelas linhas pretas solidas. Adaptado
de BERTRANPETIT et al., 2017.
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2.4 Toxoplasmose como problema de saude publica

Estimativas indicam que 30 a 50% da populagédo mundial esta infectada com T.
gondii, porém essas taxas variam conforme o pais e as condi¢gdes socioecondmicas
(Figura 6). Altas taxas de infeccdo sao verificadas no Brasil (77,5%), Coldmbia
(63,5%), Cuba (61,8%) e Sdo Tomé e Principe (75,2%) (PAPPAS; ROUSSOS;
FALAGAS, 2009). Em paises desenvolvidos, como nos Estados Unidos, as taxas de
infecgdo verificadas sdo menores (22,5%), porém as estimativas para esse pais

apontam para mais de 1 milhdo de novos casos a cada ano (MONTAZERI et al., 2017).

Figura 6. Mapa simplificado da soroprevaléncia global para Toxoplasma gondii. Legenda de cores:
vermelhp-escuro: >60%; vermelho: 40-60%, amarelo: 20-40%, azul: 10-20%; verde: <10%; branco: sem
dados. Areas listradas apresentam diferentes conforme a localidade. Adaptado de PAPPAS et al., 2009.

Embora o sistema imune seja capaz de controlar a infec¢cdo primaria, a
presenca de cistos teciduais pode reativar a infecgdo e induzir danos irreversiveis.
Nos casos de reativagao de cistos oculares, as lesdes da retina podem evoluir para a
perda total da visdo (FABIANI et al., 2022). Pacientes imunocomprometidos ou sob
condigdes medicamentosas de imunossupressdo (como no caso de pacientes

oncolégicos sob tratamentos quimioterapicos), a toxoplasmose pode evoluir para
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quadros sistémicos, podendo desencadear miocardite, inflamacdes na musculatura e
encefalite (GHARAMTI et al., 2018).

O mesmo ocorre em pacientes portadores do virus HIV, cujo acometimento do
sistema imune permite uma maior proliferagcdo dos parasitos levando a um numero
aumentado de casos de toxoplasmose cerebral (BOKHARAEI-SALIM et al., 2020).
Além disso, a presencga de cistos no sistema nervoso central tem sido correlacionada
a mudancas no comportamento, com risco aumentado de transtornos psiquiatricos
como esquizofrenia (ROSADO et al., 2024), impulsividade e agressividade
(COCCARO et al., 2016).

Gestantes também sdo um grupo de risco para a toxoplasmose, dado a
transferéncia materno-fetal dos parasitos. A incidéncia da toxoplasmose congénita
varia em relagao ao periodo da gestagao no qual a infec¢do materna foi adquirida. Em
mulheres nao-tratadas, a taxa de transmissao para os fetos € de aproximadamente
25% no primeiro trimestre, de 54% no segundo trimestre e de 65% no terceiro
trimestre. Estudos em animais demonstram que os taquizoitas podem infectar as
células uterinas, atingindo o embrido através da placenta (MCAULEY, 2014).

Estudos conduzidos na Frangca mostraram que durante a gravidez, tanto a
prevencao como a administracao de farmacos adequados, ajudam a diminuir os riscos
de sintomas e sequelas nos recém-nascidos (WALLON; PEYRON, 2015). As
manifestagdes clinicas da toxoplasmose congénita podem ser variadas, incluindo
micro ou macrocefalia, nascimento prematuro, alteracdes motoras, presenca de
calcificagbes cerebrais, alteragbes hematoldgicas, catarata e cegueira (BOLLANI et
al., 2022).

2.5 Tratamentos para a toxoplasmose: farmacos atuais e principais desafios

A estratégia farmacolégica normalmente utilizada contra a infeccédo por
Toxoplasma consiste na combinagdo de duas drogas: pirimetamina e sulfadiazina.
Esses farmacos agem sinergicamente, atuando sobre a proliferagao e a sobrevivéncia
dos parasitos através da inibicdo da via metabdlica do folato (DUNAY et al., 2018).

Contudo, estas drogas também podem afetar vias presentes em células
humanas, visto que efeitos adversos associados a pirimetamina estdo associados a

inibicdo da via do acido folico em tecidos com alta atividade metabdlica, como epitélio
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e medula 6ssea, e ocorrem de forma significativa e independem da manifestacao
clinica da infecgao (BEN-HARARI; GOODWIN; CASQY, 2017).

De modo geral, € consenso que os efeitos toxicos das drogas rotineiramente
usadas sao significativos. Um estudo, com a analise de 115 pacientes acometidos
pela toxoplasmose e com sintomas de encefalite, indicou que 62% sofreram efeitos
adversos devido ao uso de sulfadiazina, resultando no abandono das terapias de 1/3
dos pacientes (ALDAY; DOGGETT, 2017).

Em pacientes alérgicos a sulfadiazina esse farmaco pode ser substituido por
clindamicina, porém o tratamento se torna menos efetivo e ainda com possibilidade
de efeitos adversos (Katlama et al., 1996). O uso combinado de sulfametoxazol e
trimetoprima também tem demonstrado eficacia semelhante a pirimetamina-
sulfadiazina e pode ser usada como uma alternativa em pacientes que nao toleram
pirimetamina, ou quando a droga nao esta disponivel. Além dos efeitos colaterais,
pirimetamina e sulfadiazina estdo associadas com reagdes severas raras, como
necrolise epidermal, danos hepaticos e alteragdes hematoldgicas (ALDAY;
DOGGETT, 2017).

Outro agravante é a necessidade de terapias de longa duragao, que podem ser
de 4 a 6 semanas para os casos de infecgao ocular, e até 1 ano em pacientes com
infecgdo congénita (DE-LA-TORRE et al.,, 2011). Tratamentos ainda mais longos
podem ser necessarios dado que os medicamentos atuais sdo incapazes de afetar os
bradizoitas e por consequéncia sao ineficazes na eliminacao dos cistos teciduais, que
podem levar reiniciar os processos infecciosos (HAN et al., 2020).

Para formulacbes de novos tratamentos algumas questdes precisam ser
contempladas, como a diminuicdo dos efeitos colaterais, a redugao do tempo de
exposicao aos farmacos, bem como a busca por alvos especificos de T. gondii,
focando em atingir também os cistos teciduais em prol de terapias mais efetivas e com
menores efeitos colaterais.

Nesse contexto, explorar as caracteristicas exclusivas que distinguem os
parasitas em relacao as células de mamiferos pode se constituir em uma abordagem
promissora para o desenvolvimento de terapias mais eficientes, em especial para o
desenvolvimento de farmacos voltados a saude humana.

Uma das caracteristicas marcantes do metabolismo energético em Toxoplasma
em relacdo as células hospedeiras estd relacionada a produgdo de ATP

majoritariamente através da glicdlise, com uma menor participagcdo das vias
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mitocondriais, onde a glicolise € uma via essencial para os estagios replicativos, bem
importante nas etapas de formacgao dos cistos teciduais (SHUKLA et al., 2018).

Esse perfil glicolitico de Toxoplasma se aproxima com o perfil metabdlico
apresentado pelas células de tumores, o qual é conhecido como efeito Warburg
(Figura 7), cujo metabolismo tende a reprimir as vias mitocondriais em prol da
glicolise, o que produz um acumulo de biomassa de carbono no interior de célula,
favorecendo a proliferagdo celular (LIBERTI; LOCASALE, 2016). A producdo de
lactato, verificada tanto em tumores quanto nos apicomplexas, é relacionada a evasao
do sistema imune no caso de tumores (ZHANG, YUANYUAN et al., 2022) e a
acidificagao do vacuolo parasitéforo, no caso dos parasitos, permitindo seu egresso
da célula hospedeira (HUYNH; CARRUTHERS, 2022).
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Figura 7. Diferengcas metabodlicas entre tecidos diferenciados e tecidos proliferativos ou
tumorais. Células diferenciadas tendem a metabolizar o piruvato através das vias mitocondriais em
condicdes fisioldégicas ricas em oxigénio, porém em condicdes andxicas ocorre a reversdo do
metabolismo para um perfil fermentativo, com a converséo do piruvato (substrato final da glicélise) em
lactato. Células altamente proliferativas ou tumorais, mesmo quando o oxigénio nao é um recurso
limitante, mantem um metabolismo central na glicélise. Adaptado de BOSE et al., 2021.

Os tumores promovem a superexpressao de quinases do tipo PDKs (piruvato

desidrogenase quinases), que em humanos ocorrem em quatro variantes (PDKs 1 a
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4). Essas quinases atuam bloqueando a atividade do complexo piruvato
desidrogenase (PDH) através de fosforilagdo (Figura 8), o que impede a atividade
catalitica desse complexo na converséo do piruvato em acetil-CoA (TAO; TAO; CAl,
2024).

O acido dicloroacético (DCA) € um inibidor de quinases voltadas a inibicdo de
PDKs, e é eficiente na redugado de tumores através da reversao do perfil glicolitico
dessas células, o que também reativa as vias mitocondriais ligadas a apoptose
(KOLTAI; FLIEGEL, 2024).
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Figura 8. Mecanismo de agcdo de DCA sobre a quinase PDK. A quinase PDK atua fosforilando o
complexo PDH, desativando a sua atividade catalitica. Em contrapartida, a enzima PDP (piruvato
desidrogenase fosfatase) atua reativando o complexo PDH através da remog¢éo do grupo fosfato. A
droga DCA atua sobre a enzima PDK, impedindo a sua atividade, o que mantem o complexo PDH
constantemente ativo. Figura do autor, utilizando a ferramenta online Biorender.
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Esse mesmo farmaco demonstrou eficacia no tratamento dos sintomas de
acidose lactica verificados em pacientes com malaria (Plasmodium, Apicomplexa),
que, em casos severos, pode acarretar a morte dos pacientes (AGBENYEGA et al.,
2003). Do mesmo modo, estudos in vitro evidenciaram que DCA reprime a proliferagéo
de T. gondii, com o aumento da producdo de ATP, o que indicaria a presencga de algum
alvo molecular de DCA no metabolismo desses parasitos, possivelmente relacionado
a uma possivel quinase regulatéria, que atuaria reprimindo a agdo de um complexo
desidrogenase (FERRARINI et al., 2021).
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Entretanto, algumas caracteristicas unicas encontradas nos parasitos
dificultam a determinacdo adequada do alvo biolégico de DCA nos parasitos. Os
apicomplexas apresentam duas organelas distintas que atuam sobre o metabolismo
do piruvato, o apicoplasto e a mitocdndria, e que contém os complexos
desidrogenases PDH e BCKDH, respectivamente. Além disso, a presenca de duas
quinases na mitocondria (PDK e BCKDK) que poderiam regular o complexo
desidrogenase dessa organela, dificulta ainda mais o esclarecimento de todo esse
panorama bioquimico.

Para entendermos melhor a atuagao desses complexos desidrogenases, € a
possivel participagcado de quinases regulatorias a nivel mitocondrial, € importante um
olhar mais aprofundado em relagao aos aspectos funcionais e de atividade enzimatica
desses complexos enzimaticos e sua regulagdo. Dessa forma, é essencial a busca
por mais informacdes a partir de dados cientificos ja consolidados para outros grupos

de organismos.

2.6 Complexos desidrogenases no metabolismo celular

2.6.1 Estrutura dos complexos desidrogenases

Entre os diferentes complexos desidrogenases presentes nos organismos, a
familia dos complexos desidrogenases de alfa-cetoacidos (KDH, alfa ketoacid
dehydrogenase complexes), desempenha um papel metabdlico central, permitindo a
degradacdo de substratos derivados de monossacarideos, aminoacidos e acidos
graxos, e garantindo uma grande flexibilidade energética para as células. Na familia
dos KDHs estédo incluidos o complexo Piruvato Desidrogenase (PDH), complexo
desidrogenase de alfa-cetoacidos de cadeia ramificada (BCKDH), complexo
desidrogenase de alfa-cetoglutaratos (KGDH) e complexo desidrogenase de
oxoadipatos (KAGH) (MAILLOUX, 2024).

Esses complexos estdo estruturalmente e filogeneticamente relacionados, e
apresentam a mesma configuragdo basica desde os procariotos até os eucariotos
(SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002), e sao estruturados a partir de multiplas

copias de trés componentes fundamentais (E1, E2 e E3), sendo que o componente
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E2 estrutura uma regiao central permitindo a ligagao dos componentes E1 e E3 que

estdo posicionados na regiao periférica do complexo (SZABO et al., 2024).

Além dessa configuragcdo basica, o complexo PDH de eucariotos apresenta
algumas peculiaridades, como a estruturacdo do componente E2 na forma de
icosaedro, diferente da estrutura de octaedro observada em BCKDH e KGDH
(HEVLER et al., 2023) e a presenca de um componente adicional de denominado de
E3BP (E3-binding protein) encontrado em fungos e mamiferos (FORSBERG, 2023)
(Figura 9).
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Figura 9. Esquema representativo da organizagao estrutural dos complexos desidrogenases. A.
O complexo KGDH (reportado para quase todos os organismos) e os complexos PDH e BCKDH da
maioria das bactérias gram-negativas apresenta componente E1 estruturado na forma de homodimero.
B e C. Complexos PDH e BCKDH de bactérias gram-positivas e dos eucariotos apresentam
componente E1 na forma de heterotetramero, com a fusdo de cadeias peptidicas relacionadas as
subunidades E1-alfa e E1-beta. Ocorre também diferengas quanto a estruturagao do componente E2
nesses organismos. Figura do autor, utilizando a ferramenta online Biorender, com bases nas
informacdes de HEVLER et al., 2023.

As reagdes cataliticas basicas desses complexos envolvem a descarboxilagao
de um alfa-cetoacido pelo componente E1, seguida de transesterificagdo com uma
Coenzima A (CoA), gerando um acil-CoA com a participagao do componente E2. Esse
processo também conta com a participacédo do componente E3, que fornece energia
a partir da clivagem de FAD, formando ao final um NADH (Figura 10) (SZABO et al.,
2024).
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Figura 10. Esquema geral das reagdes catalisadas pelos complexos desidrogenases de alfa-
cetoacidos.

Dados de filogenia tém apontado para uma origem mais ancestral do complexo
BCKDH em relagdo ao complexo PDH, o qual surgiu posteriormente a partir do
aumento da disponibilidade de oxigénio na atmosfera ha cerca de 02 bilhdes de anos,
permitindo aos organismos a geragcdo de ATP a partir da respiragdo aerdbica
(STACPOOLE; MCCALL, 2023). Essa divergéncia evolutiva, que culminou no
surgimento do complexo PDH, a partir de BCKDH, é atribuido a processos de
neofuncionalizag¢ado, ou seja, quando um complexo proteico adquire uma nova fungao
com o transcorrer dos processos evolutivos (SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002).

A especificidade de cada complexo é mediada pela interagao dos substratos
com o componente E1, e em menor grau também a partir de interagcbes com o
componente E2, enquanto o componente E3, pode ser compartiihado entre os
diferentes complexos (SZABO et al., 2024).

Em eucariotos e procariotos gram-positivos o componente E1 de BCKDH e
PDH é subdividido em unidades menores, denominadas de subunidades E1-alfa e E1-
beta, sendo expressas a partir de genes distintos. A subunidade E1-alfa é
funcionalmente dependente de sua ligagdo com a subunidade E1-beta. Na auséncia
dessa ligagdo, a subunidade E1-alfa é totalmente inativa, bem como nao é
reconhecida por quinases regulatdrias (como BCKDK e PDK, respectivamente)
(JENG; HUH; SONG, 1994).

Apos a ligagao entre as subunidades E1-alfa e E1-beta, ocorre entdo uma
interligagcdo com um par de subunidades homodlogas, formando um heterotetramero,
com uma configuracdo denominada de a2B2. De forma contrastante, em bactérias
gram-negativas o componente E1 é expresso a partir de um gene unico, que quando
dimerizado é caracterizado como um homodimero (SCHREINER et al., 2005), com

excegdes reportadas para os géneros Zymomonas e Thiobacillus que s&o bactérias
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gram-negativas, mas com subunidade E1 na forma de heterotetramero (NEVELING;
BRINGER-MEYER; SAHM, 1998).

De forma interessante, o componente E1 do complexo KGDH, se manteve na
forma de homodimero em todos os organismos, permanecendo uma lacuna cientifica
quanto a origem ancestral do componente E1 desses complexos desidrogenases, se
a partir de um gene unico (que sofreu clivagem posterior), ou a partir da fusdo de
genes relacionados as subunidades E1-alfa e E1-beta (FRANK et al., 2007).

Dado ao foco do nosso estudo estar ligado a atividade e regulagdo dos
complexos PDH e BCKDH em Toxoplasma, abordaremos adiante um panorama mais

aprofundado somente sobre esses 02 complexos enzimaticos.

2.6.2 Metabolismo do complexo PDH

O complexo PDH se caracteriza como o maior complexo enzimatico dos
organismos, tanto de procariotos quanto de eucariotos, com peso molecular de cerca
de 9 milhdées de Daltons, e catalisa a conversio do piruvato em condi¢cdes aerdbicas,
resultando na producao de acetil-CoA, NADH e liberagao de CO2 (SZABO et al.,
2024).

Existem duas configuragbes de complexos PDH, os residentes nas
mitocondrias (mtPDH) e os complexos PDH de plastidios (pIPDH). Ambos os
complexos sao direcionados para a conversao de piruvato em acetil-CoA, porém
enquanto mtPDH fornece substratos para o ciclo de Krebs, o pIPDH fornece acetil-
CoA para a via de producéao de acidos graxos (LEI et al., 2022), ocorrendo tanto em
vegetais, algas e nos apicomplexas (RYALL; HARPER; KEELING, 2003) (Figura 11).
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Figura 11. Participagdo do complexo PDH no metabolismo do piruvato em mitocondrias e
plastidios. A: Na mitocdndria, o complexo PDH atua na formagéao de acetil-CoA, que entao é utilizado
no ciclo de Krebs, fornecendo energia para cadeia de transporte de elétrons (ETC) e fosforilagcao
oxidativa). B: participacdo do complexo PDH na conversédo de piruvato e acetil-CoA nos plastidios
(incluindo o apicoplasto), na produgdo de &cidos graxos. Adaptado de MARTINEZ-REYES &
CHANDEL, 2020; STORM & MULLER, 2012.

As células vegetais sdo as unicas a possuirem 02 complexos PDH
simultaneamente, porém enquanto mtPDH é regulado através da acao de quinases e
fosfatases, o pIPDH é autoregulado, através de autoinibicdo mediada tanto pelos
subprodutos relacionados ao processamento enzimatico do proprio complexo, quanto
pelo ambiente bioquimico variavel do estroma dos cloroplastos (TOVAR-MENDEZ;
MIERNYK; RANDALL, 2003). Como ja mencionado anteriormente, o apicoplasto
presente nos parasitos apicomplexas € evolutivamente derivado dos plastidios de
algas vermelhas, que foram adquiridos por meio de endossimbiose secundaria
(ARISUE & HASHIMOTO, 2015).

Até o momento ndo foram encontradas quinases da familia das PDKs nessa
(FERRARINI et al, 2021), e o Atlas do

(https://www.cellimagelibrary.org/pages/kinome_atlas) afirma que essa familia de

organela Quinoma

quinases é essencialmente mitocondrial, sem a presenga de representantes dessas

enzimas em outras organelas, o que nos indica que o complexo PDH do apicoplasto
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provavelmente segue a regra geral de autoinibicdo encontrada nos plPDHs dos

demais organismos vegetais.

A regulacdo do complexo mtPDH ocorre pela agcdo de PDKs (piruvato
desidrogenases quinases), que realizam a fosforilagdo de um sitio de serina altamente
conservado presente na subunidade E1-alfa desse complexo (MOONEY; MIERNYK;
RANDALL, 2002), permitindo rapidas adaptag¢des celulares frente a condi¢gbes de
stress, a biodisponibilidade total de glicose, e as demandas energéticas da célula que
sao altamente variaveis entre os periodos de proliferagao ou repouso e, dessa forma,
uma regulacao fina desse complexo se torna altamente necessaria (STACPOOLE;
MCCALL, 2023).

Alteragdes na dinamica do complexo PDH em humanos tém sido associadas a
diferentes patologias, como epilepsia, disfungdes motoras, cognitivas e acidose lactica
(BHANDARY; AGUAN, 2015). Sao descritos 03 sitios de fosforilagdo na subunidade
E1-alfa do complexo PDH, em residuos de serina (Ser). Esses sitios sdo associados
as posigdes Ser-293 (sitio principal), Ser-300 e Ser-232, nessa ordem de preferéncia.
A fosforilagdo de qualquer um desses sitios inativa a atuagao da subunidade E1-alfa
e por consequéncia, a atividade de todo o complexo. Em humanos ocorrem quatro
PDKs, além de duas PDPs (fosfatases) (HURD et al., 2012). A posi¢céo dos sitios de
serina, bem como dos residuos flanqueadores dessas regides podem ser observados
em detalhes a partir dos dados disponiveis na plataforma PhosphositePlus (Figura
12).
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Figura 12. Sitios de fosforilagao da subunidade E1-alfa do complexo PDH de humanos. O eixo
horizontal representa a sequéncia de aminoacidos da proteina e o eixo vertical se associa ao humero
total de dados experimentais que se utilizam de metodologias confirmatérias além de espectrometria
de massas. Adaptado de PhosphositePlus (2024) (https://www.phosphosite.org/).
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Entretanto, além da presenca de um sitio de serina principal (Ser-293), a
interacéo ente PDK e PDH ¢é altamente dependente dos residuos flanqueadores desse
residuo, onde substituicbes tanto upstream quando downstream podem levar a um
menor nivel de fosforilagdo. Além disso, mesmo alteragdes de aminoacidos “distantes”
em relagao a serina principal, bem como alterag¢des dirigidas ao residuo de prolina (P-
297), impede completamente o reconhecimento da PDK em relacdo a peptideos

sintéticos relacionados a subunidade E1-alfa desse complexo (AHSAN et al., 2012).

Quando analisamos a questdo do metabolismo dos apicomplexas, contudo
encontramos uma situacdo peculiar. Enquanto em algas e plantas coexistem 02
complexos PDHs situados em organelas diferentes (cloroplasto e mitocdndria) (Tovar-
Méndez et al., 2003), nos apicomplexas encontramos apenas um complexo PDH que

esta restrito ao apicoplasto e ausente na mitocéndria (OPPENHEIM et al., 2014).

Essa situagdo metabdlica deu origem a algumas especulagbes em relagao a
perda do complexo PDH mitocondrial, como a hipétese de sua translocacdo da
mitocdndria para o apicoplasto (OPPENHEIM et al., 2014), o que dependeria de um
evento simultaneo de translocacgao de 04 proteinas (E1-alfa e E1-beta, E2 e E3), dado
a arquitetura inerente a esse complexo. Entretanto, um estudo posterior, apesar de
voltado a questdes bioquimicas da via FAS I, trouxe alguns dados filogenéticos que
sustentam que o complexo PDH do apicoplasto tem uma origem filogenética
compartilhada com plastidios e, mais remotamente com as cianobactérias (LIANG et
al., 2020), o que contradiz a hipotese da translocagao desse complexo entre organelas

evolutivamente distintas.

Dado a auséncia de um complexo PDH na mitocdndria, € postulado que o
complexo BCKDH tenha assumido a funcéao catalitica associada a um complexo PDH,
passando entao a metabolizar majoritariamente o piruvato como substrato principal,
classificando-o como um complexo PDH-like. Apesar dessa classificacdo, € proposto
que esse complexo ainda mantém uma atividade catalitica sobre os BCAAs, embora
muito reduzida. Além disso, apesar de exercerem papéis bioquimicos similares, a
subunidade E1-alfa de PDH, do apicoplasto, foi incapaz de substituir a fungdo da
subunidade homologa de BCKDH em parasitas nocaute (OPPENHEIM et al., 2014).

O complexo BCKDH dos demais organismos exerce um papel majoritario sobre

aminoacidos, diferente do que é encontrado nos apicomplexas, além de ser postulado
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a sua ocorréncia como um complexo unico nos parasitos, mas com dupla funcéo
catalitica (metabolizando piruvato e aminoacidos). Dessa forma, é valido que analises
mais aprofundadas em relacéo a evolugédo desse complexo sejam realizadas, a fim de
se esclarecer melhor essas questdes bioquimicas encontradas em Toxoplasma, em

busca de informagdes possivelmente ainda ndo exploradas pela literatura.

2.6.3 Metabolismo do complexo BCKDH

O complexo BCKDH tem por fungao “canbnica” a conversdo de substratos
derivados de aminoacidos de cadeia ramificada (BCAAs). Em uma primeira etapa os
aminoacidos leucina, isoleucina e valina, sdo previamente desaminados pela enzima
aminotransferase de aminoacidos de cadeia ramificada, (BCAT, Branched-chain
amino acid aminotransferase). Essa reacdo promove a formacdo de a-
cetoisocaproico, a-ceto-B-metilvalerato, e a-cetoisovalerato, respectivamente, que

podem entdo ser metabolizados pelo complexo BCKDH (DU et al., 2022) (Figura 13).
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Figura 13. Metabolismo BCAAs mediado pela agao do complexo BCKDH. Os aminoacidos valina,
isoleucina e leucina sdo metabolizados incialmente pela enzima BCAT, gerando a-cetoacidos que
podem ser metabolizados pelo complexo BCKDH. Apdés o processamento pelo complexo
desidrogenase, os produtos dessa reagdo sdao encaminhados para o metabolismo do ciclo de Krebs,
gerando de ATP. Adaptado de DE MEEUS D’ARGENTEUIL et al., 2021.
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Os BCAAs desempenham papéis importantes no metabolismo celular, atuando
em diferentes vias fisioldgicas desde a sintese de proteinas, regulagdo de vias de
sinalizacdo, além de participagdo no metabolismo energético. Diferentes patologias
humanas estdo associadas a disfungdes no complexo BCKDH, como resisténcia a
insulina e diabetes (VANWEERT, SCHRAUWEN; PHIELIX, 2022).

Enquanto bactérias, fungos e plantas podem realizar a biossintese desse grupo
de aminoacidos, essa via € considerada essencial na maioria dos eucariotos, o que
inclui os protistas, podendo constituir um alvo terapéutico em potencial para o
desenvolvimento de novos farmacos contra parasitos de importancia médica
(SANTOS SOUZA et al., 2023).

Diferente do que ocorre em relagdo ao complexo PDH, a subunidade E1-alfa
de BCKDH de humanos apresenta somente 02 sitios de fosforilagdo (Figura 14),
posicionados nos residuos Ser-337 (sitio principal) e Ser-347 (PhosphositePlus,
2024). Dado a similaridade em nivel de sequéncias com relagéo a subunidade E1-alfa
de PDH, a Ser-337 também é denominada como Ser-293 na literatura (HAWES et al.,
2000).
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Figura 14. Dados do site PhosphoSitePlus, evidenciando os sitios de fosforilagdo da subunidade
E1-alfa do complexo BCKDH de humanos. O eixo horizontal representa a sequéncia de aminoacidos
da proteina e o eixo vertical se associa ao numero total de dados experimentais que se utilizam de
metodologias confirmatérias além de espectrometria de massas. Adaptado de PhosphoSitePlus
(https://www.phosphosite.org/).
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Nos apicomplexas, ha algumas especificidades em relagdo ao metabolismo de
aminoacidos e do complexo BCKDH. Em Plasmodium, o metabolismo de BCAAs esta
totalmente ausente, o que também inclui a auséncia da enzima BCAT (SEEBER;
LIMENITAKIS; SOLDATI-FAVRE, 2008).

Em contrapartida, em T. gondii encontramos uma situagao peculiar, a presenca
da enzima BCAT, porém o complexo BCKDH esta majoritariamente voltado para a
conversao do piruvato (em uma reacao catalitica favoravel ao piruvato na ordem de
até 10.000:1 em relacdo aos BCAAs) mantendo ainda uma atividade residual
vinculada a sua fungado desidrogenase “candnica” (Figura 15). Dessa forma, esse
complexo desidrogenase foi classificado como um complexo PDH-like, e pode ter
evoluido para essa atividade dado a auséncia de um complexo PDH mitocondrial
(OPPENHEIM et al., 2014), ou seja, constituindo pela literatura, como um complexo
unico com fungdo dupla, diferente do que normalmente ocorre nos demais

organismos.
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Figura 15. Rotas metabdlicas de BCAAs e do piruvato em T. gondii. O complexo BCKDH tem como
papel principal a conversao do piruvato, mas mantendo uma atividade residual no metabolismo de
BCAAs. Adaptado de OPPENHEIM et al., 2014.
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2.6.4 Regulacao dos complexos PDH e BCKDH através de quinases

Os complexos PDH e BCKDH de localizagdo mitocondrial sdo normalmente
regulados através de fosforilagdo mediada por atuacdo de proteinas quinases. Nesse
sentido, buscas filogenéticas tém apontado a existéncia de duas potenciais quinases
regulatorias, classificadas como TgPDK e TgBCKDK, de localizagao mitocondrial para
Toxoplasma, e que potencialmente poderiam atuar na regulagédo do complexo BCKDH
(FERRARINI et al., 2021) (Figura 16).
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Figura 16. Localizagdao celular das quinases PDK e BCKDK em Toxoplasma gondii. A. Co-
localizagéo das enzimas PDK e BCKDK (em verde, tag HA), em relagao a proteina mitocondrial HSP60-
RFP (em vermelho). B. Nao ocorre sobreposi¢cédo na localizagcéo celular dessas enzimas em relagao
quando a proteina CPN60 (presente no apicoplasto) estd imunolocalizada. Adaptado de FERRARINI
et al., 2021.

Esse grupo de quinases é classificado no grupo das proteinas quinases atipicas
(aPKs), cujas caracteristicas intrinsecas as distinguem do grupo composto pelas
proteinas quinases eucaridticas (ePKs), com maior participagdo no metabolismo

celular na maioria dos organismos (Figura 17) (KANEV et al., 2019).
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Figura 17. Classificagdo e localizagcdo celular das proteinas quinases atipicas e eucarioéticas.
Adaptado de Atlas do Quinoma, 2024.

As quinases sao enzimas que catalisam as reacdes de fosforilagao,
promovendo a transferéncia de grupos fosfato originados a partir de moléculas de ATP
para sitios especificos localizados em diferentes substratos que podem ser
carboidratos, lipidios e proteinas (incluindo também outras proteinas quinases) (NAIK;
SHAKYA, 2023).

As reacodes de fosforilagdo sao reversiveis, e ocorrem em escalas de tempo
muito reduzidas, e quando dirigidas a outras proteinas constituem uma das mais
importantes modificagbes pos-traducionais (PTM, post-translational modification),
onde a adi¢ao do grupo fosfato promove importantes altera¢gées na conformagéo e na
atividade bioquimica dessas macromoléculas (STRUMILLO et al., 2019). Alteragdes
nos padrées normais de fosforilagdo também sao associadas a diferentes patologias
nos organismos, como o desenvolvimento de cancer (COHEN; CROSS; JANNE,
2021).
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Apesar da alta similaridade dos sitios de fosforilagdo dos complexos
desidrogenases, as quinases PDK e BCKDK normalmente agem de forma especifica
sobre PDH ou BCKDH, o que impede a interagao cruzada entre as quinases e os alvos
(HAWES et al., 1995). Além disso, € postulado na literatura que o reconhecimento
entre a quinase PDK e a regido-alvo de PDH é dependente de um sitio de prolina,
localizado proximo ao sitio de serina, para que a reagao de fosforilagdo ocorra
(AHSAN et al., 2012).

Estudos mais recentes, utilizando camundongos nocaute para as proteinas
PDK, verificaram que BCKDK poderia assumir a funcéo de regulagcdo do complexo
PDH, porém isso se restringia a fase embrionaria, levando a diferentes anormalidades
de desenvolvimento e letalidade poucos dias apds o nascimento (HEINEMANN-
YERUSHALMI et al., 2021), o que indica que a presenca de ambas as quinases sao

diretamente necessarias para o desenvolvimento dos organismos superiores.

As quinases da familia PDK (tanto PDK quanto BCKDK) sdo enzimaticamente
ativas na forma de dimeros, com cada monémero contendo 02 regides cataliticas,
dominio N-terminal (regulatério, também conhecido como dominio BCKDH Adom) e
C-terminal (regido ATPase). A dimerizagao além de aumentar a atividade catalitica das
enzimas, permite uma maior interacdo com os seus respectivos alvos nos complexos
desidrogenases (ANWAR et al., 2021). O mecanismo de agédo das PDKs é baseado
na autofosforilagdo em sitios de histidina e posterior transferéncia do grupamento
fosfato para o sitio de serina da regido-alvo (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000)
(Figura 18).
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Figura 18. Estrutura de dominios e mecanismo de agao das quinases PDKs. A. As quinases PDK
e BCKDK possuem organizagédo de dominios caracteristicas, envolvendo a presenca de 02 dominios
cataliticos. B. Os asteriscos (*) indicam os residuos de histidina que sao incialmente autofosforilados
na enzima, com a posterior fosforilagdo dos sitios de serina nas regides-alvo da subunidade E1-alfa do
complexo desidrogenase. Adaptado de ANWAR et al., 2021; THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000.

Estudos in vitro, com o uso do inibidor DCA, conhecido pela sua atuacao
inibitéria sobre quinases do tipo PDK, levaram os parasitos de T. gondii a menor
proliferacao celular e alta citotoxicidade. Essa droga eleva a atividade mitocondrial nos
parasitos, com aumento da producéo de ATP, porém sem efeitos sobre o metabolismo
de BCAAs (FERRARINI et al., 2021).

Dessa forma, permanece a questao sobre qual a quinase regulatéria que atua
sobre o complexo BCKDH de T. gondii, bem como, qual o alvo molecular de DCA, e

se essa droga esta relacionada a alguma das quinases previamente reportadas.

Além disso, dado que o complexo BCKDH de Toxoplasma apresenta atividade
catalitica majoritaria voltada ao piruvato, mas mantendo atividade residual sobre
BCAAs, o que é bastante incomum em relagdo aos outros organismos, pois
normalmente apresentam complexos distintos para cada funcdo. Dessa forma, é
valido que buscas filogenéticas se voltem para verificar a possibilidade da existéncia

de alguma subunidade E1-alfa de BCKDH no metabolismo desses parasitos, ainda
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nao reportada na literatura, cuja fungao possa estar relacionada ao seu metabolismo
‘canbnico”, ou seja, voltada a degradacdo de aminoacidos. Um estudo mais
aprofundado dessa questao pode auxiliar em um maior entendimento do metabolismo
energético desses parasitos, assim como pode indicar a existéncia de vias alternativas
de producgao de energia nas fases latentes da doenca, o que também pode indicar

possiveis alvos terapéuticos contra a toxoplasmose.



55

3. OBJETIVOS

3.1 Objetivos Gerais

Avaliar as proteinas quinases TgPDK e TgBCKDK como potenciais reguladoras
das atividades do complexo BCKDH no metabolismo de Toxoplasma gondii e como

alvo bioldgico do farmaco DCA.

3.2 Objetivos especificos

- Realizar analises filogenéticas em relagdo a subunidade E1-alfa do complexo
BCKDH, juntamente com modelagens in silico, buscando por regidées conservadas e
possiveis candidatos a paralogos presentes em Toxoplasma gondii, assim como

possiveis ortdlogos presentes em outros apicomplexas;

- Utilizar abordagens de filogenia para as quinases TgPDK e TgBCKDK, a fim de
buscar possiveis pontos de divergéncia evolutiva, que também poderiam se associar

a sua fungéao regulatdria junto ao complexo BCKDH de T. gondii,

- Identificar qual das quinases (TgPDK e/ou TgBCKDK) seria o alvo de DCA no
metabolismo de T. gondii, a partir de testes bioquimicos in vitro utilizando-se proteinas
recombinantes e peptideos-alvo sintéticos, além de métodos in silico para a avaliar

possiveis sitios de interacdo de DCA nessas enzimas.

- Identificar proteinas que interagem com as quinases TgPDK e TgBCKDK a partir de

ensaios de imunoprecipitagao e espectrometria de massas.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Analises de filogenia para a subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH e
das quinases BCKDK e PDK

Toxoplasma gondii pertence ao supergrupo SAR, que contém organismos
filogeneticamente relacionados apesar de altamente diversos, incluindo
dinoflagelados, ciliados, radiolarios, algas e apicomplexas, os quais s&o agrupados
nos clados Stramenopiles, Alveolata e Rhizaria (TIKHONENKOQV et al., 2022).

Dessa forma, para se compreender melhor a histéria evolutiva da subunidade
E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH, e das quinases BCKDK e PDK de Toxoplasma
gondii, em relagdo a outros organismos filogeneticamente relacionados, foram
utilizadas como referéncia as sequéncias de aminoacidos dessas proteinas e que
estado identificadas como TGME49 239490, TGME49 245670, TGME49 318560 e
TGME49 219682, respectivamente, conforme dados da literatura (FERRARINI et al.,
2021; OPPENHEIM et al., 2014) e do banco de dados do ToxoDB (https://toxodb.org/).

Para aumentar a confiabilidade das analises também utilizamos como
referéncia as sequéncias de aminoacidos da subunidade E1-alfa do complexo PDH e
BCKDH de humanos, depositadas no banco de dados do NCBI
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/) e com IDs: NP_000275.1 e NP_000700.1,

respectivamente.

Em contraste ao que se observa nos apicomplexas, cujo complexo PDH esta
restrito ao apicoplasto (FOTH et al., 2005), nas espécies vegetais os complexos PDH
ocorrem tanto no cloroplasto quanto na mitocéndria (TOVAR-MENDEZ; MIERNYK;
RANDALL, 2003). Dessa forma, também utilizamos como referéncia os dados
depositados para a espécie Arabidopsis thaliana referentes as subunidades E1-alfa
do complexo PDH do cloroplasto (NP_171617.1), PDH mitocondrial (NP_176198.1 e
NP_173828.1) e complexo BCKDH (NP_173562.1 e NP_568209.1), reportados na
base de dados NCBI.

As sequéncias de referéncia, reportadas acima, foram utilizadas como dado de

entrada na plataforma online Blast (https://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi), com o uso

da ferramenta protein-protein blast, mantendo-se os parametros em default (padrao),

com numero de sequéncias maximo em 100, e erro padrdo de 0,05, em relacéo a
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préopria cepa de referéncia de T. gondii (ME49), e demais representantes dos grupos
Alveolata (Apicomplexa, Ciliophora, Dinoflagelllata e Perkinsozoa), Stramenopiles
(Bigyra, Bacillariophyta, Ochrophyta e Oomycota) e Rhizaria (Endomyxa, Retaria e
Cercozoa), efetuando-se buscas individuais dentro de cada grupo e espécie. Foram

consideradas validas as sequéncias que apresentaram com E-value < 1E-05.

Dado que é postulado na literatura que o apicoplasto teve origem a partir da
uma endossimbiose secundaria de uma alga vermelha (STRIEPEN, 2011),
estendemos as buscas na plataforma Blast incluindo também os representantes do
clado Archaeplastida (Chlorophyta e Rhodophyta). Além disso, mitocdndrias e
cloroplastos sao derivados de procariotos ancestrais ligados as alfaproteobactérias e
cianobactérias, respectivamente, (MCFADDEN, 2014; ROGER; MUNOZ-GOMEZ;
KAMIKAWA, 2017) dessa forma, também incluimos nas analises filogenéticas
representantes do clado Eubacteria (Alphaproteobacteria, Cyanophyceae,

Flavobacteriia e Actinomycetes).

A partir disso, procedemos verificacdo de cada sequéncia obtida com o uso da

Plataforma Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), e foram avaliadas quanto a

presenca de no minimo um dominio caracteristico dos complexos BCKDH e PDH (E1
desidrogenase) e das quinases BCKDK e PDK (dominios BCKDH_Adom e HATPase).
Sequéncias truncadas, parciais, com E-value >1E-05 ou sem a identificacdo de no

minimo um dominio conservado, foram descartadas.

Além da plataforma Blast, outros bancos de dados também foram consultados
para o levantamento de sequéncias referentes aos complexos PDH e BCKDH, como
os bancos de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/), PlasmoDB
(https://plasmodb.org) e OrthoDB (https://www.orthodb.org/). A plataforma OrthoDB

também foi utilizada para inferir possiveis divergéncias evolutivas das proteinas de

interesse em Toxoplasma gondii, com o uso do cdédigo Uniprot de cada proteina de
interesse como dado de entrada e utilizando-se os parametros sugeridos pela

plataforma (default).

O alinhamento das sequéncias obtidas (216 sequéncias para BCKDH e PDH,
e 102 sequéncias para BCKDK e PDK) foi realizado através da ferramenta online
MAFFT (KATOH; ROZEWICKI; YAMADA, 2018), e ferramenta Align do banco de

dados Uniprot (https://www.uniprot.org/align). Regides mal alinhadas foram removidas
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automaticamente com o uso da ferramenta TrimAl, utilizando-se os parametros
sugeridos pela plataforma (default) (CAPELLA-GUTIERREZ; SILLA-MARTINEZ;
GABALDON, 2009).

Para a determinacao da arvore filogenética, foi utilizado a ferramenta online
W-1Q-Tree (http://igtree.cibiv.univie.ac.at.), (TRIFINOPOULOS et al.,, 2016;

http://igtree.cibiv.univie.ac.at.), e foi construida a partir de 1000 pseudoreplicatas de

bootstrap e analisada através do método de maxima verossimilhanga, com
enraizamento pelo ponto médio, utilizando os parametros padréo (default) da
plataforma, e editada usando os programas FigTree v1.4.4 (disponivel em

https://tree.bio.ed.ac.uk/software/figtree) e Adobe lllustrator.

4.2 Modelagem tridimensional e analise do padrdo de expressdo de proteinas
relacionadas a estruturagao e regulagado do complexo BCKDH de Toxoplasma gondii

Para a modelagem tridimensional das quinases TgPDK (TGME49 219682) e
TgBCKDK (TGME49_318560), e da subunidade E1-alfa (TGME49 239490) e
possivel E1-alfa-02 (TGME49_292100) do complexo BCKDH de Toxoplasma gondii,
foram utilizadas as ferramentas online Rosetta-Fold (https://robetta.bakerlab.org/),

Swiss-Model (https://swissmodel.expasy.org/) e AlphaFold Colab

(https://colab.research.google.com/github/deepmind/Alphafold/blob/main/notebooks/

Alphafold.ipynb), com o uso da sequéncia de aminoacidos referentes a cada proteina

como dado de entrada, conforme reportado na plataforma ToxoDB

(https://toxodb.org/). Os arquivos obtidos com o uso de cada plataforma foram

visualizados com o uso dos softwares Chimera (versdo 1.17.3) e ChimeraX (verséo
1.8).

Os dados relacionados aos padrées de expressdo (RNA-Seq) para as
proteinas de interesse (subunidades E1-alfa-01, E1-alfa-02 e E1-beta, componentes
E2 e E3, quinases TgPDK e TgBCKDK, e enzima BCAT), e que estdo anotadas com
os seguintes coédigos: TGME49 239490, TGME49 292100, TGME49 314400,
TGME49_ 319920, TGME49 206470, TGME49 219682, TGME49 318560,
respectivamente, também foram adquiridos através da plataforma ToxoDB
(https://toxodb.org/).
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4.3 Sintese de plasmideos pet28a(+) contendo os genes TgPDK e TgBCKDK

Plasmideos foram sintetizados pela empresa Biomatik, tomando como base a
sequéncia completa das enzimas TgPDK (TGME49 219682) e TgBCKDK
(TGME49_318560) que constam no banco de dados ToxoDB (https://toxodb.org/).

Os genes foram sintetizados, incluindo os sitios de clonagem para Ndel e
BamHI e inseridos em vetor pet28a(+). Esse vetor contém gene de resisténcia para o
antibiotico canamicina e codons para a expressdo de uma etiqueta de seis histidinas
(6x-His) na porcdo N-terminal da proteina de interesse (Figura 19). Os cddons de
ambas as constru¢gdes foram otimizados para a expressdo recombinante em
Escherichia coli. Os plasmideos liofilizados (4 ug) foram diluidos em 40 uL de tampao
TE (solugdo de Tris-HCI 10 mM, EDTA 1 mM, pH 8,0), obtendo-se solugdo com
concentracgdo final de 100 ng/pL.
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Figura 19. Vetores pet28a(+), contendo as sequéncias para a expressao recombinante de
TgBCKDK e TgPDK.

4.4 Transformagao em bactéria competente

Para o processo de transformagéo bacteriana seguiu-se o procedimento de
choque térmico conforme descrito por Sambrook & Russel (2001). Tubos contendo
100 pL de bactérias competentes foram incubados com 0,5 pL da solugéo de
plasmideos (100 ng/uL) e mantidos em gelo por 30 minutos. Apds, as bactérias foram
submetidas a choque térmico (42°C por 90 segundos), retornando-se as amostras ao
gelo por 5 minutos. Em capela de fluxo laminar, 1 mL de meio LB (triptona 1%, NaCl



60

0,5% e extrato de levedura 1%) foi adicionado a cada amostra bacteriana, mantendo-
se as culturas a 37°C sob agitacdo constante (200 rpm), por 1 hora. Apds o periodo
de recuperacao, 100 yL de bactérias foram semeadas em placas contendo meio LB
suplementado com 100 pg/mL de canamicina, para a selegao dos clones contendo os
plasmideos pet28a(+) para TgPDK ou TgBCKDK (conforme item 4.3). As placas foram
mantidas em estufa a 37 °C, por 16 horas. Foram utilizadas diferentes cepas de E.
coli (DE3) pertencentes as linhagens Nico21, BL21-Star e A-SlyD.

4.5 Expressao das proteinas TgPDK e TgBCKDK (proteinas na sequéncia completa)

Para os testes de expressdo em pequena escala, foi preparado pré-inéculo a
partir de uma colénia E. coli de cada linhagem bacteriana em 5 mL de meio LB
suplementado com 5 pL do antibiético canamicina (25 mg/mL). As culturas foram
mantidas em agitagdo constante (200 rpm), a 37°C, por 16 horas. Apds, foram
coletados 150 pL de cada cultura bacteriana e adicionados em 5 mL de meio LB,
mantendo-se o0 antibidtico de selegdo na mesma concentragao inicial. As culturas
foram crescidas a 37 °C, em agitacao constante (200 rpm) até atingirem densidade
optica (DO) de 0,4, aferida a 600 nm em equipamento NanoDrop 1000
Spectrophotometer (Thermo Fisher Scientific). Ao atingirem a DO 0,4, as culturas
foram transferidas para diferentes temperaturas de expressao. A DO das culturas foi
aferida continuamente a cada 30 minutos. Ao atingirem DO entre 0,6 € 0,8, as culturas
foram induzidas com adigdo de isopropil B-D-1-tiogalactopiranosideo (IPTG), na
concentracao final de 1 mM. Culturas nao induzidas, sem IPTG, foram utilizadas como

controle negativo.

ApoOs a etapa de expressao, as culturas foram centrifugadas a 3000 x g, por
10 minutos, a 4 °C. O sobrenadante (meio de cultura) foi descartado, e o precipitado
(células bacterianas) foi diluido em 1 mL de tampao de lise (0,3 M NaCl, 50 mM Tris
HCI pH 8,0) e entao transferido para tubos de 2 mL. Para o rompimento das células
bacterianas, os tubos foram colocados em equipamento de sonicagao (QSonica),
mantendo-se as amostras em gelo, e com o uso de 02 pulsos de 15 segundos
(amplitude de 10%), com intervalo de 30 segundos entre cada pulso. A partir do lisado,
foram coletados 45 L de amostra para um tubo contendo 15 pL de tampé&o de amostra
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(TA) 4X (40 mM de Tris-HCI pH 6,8, 1% de SDS 10%, 2,5% de B-mercaptoetanol (14,7
M), 6% de glicerol e 0,005% de azul de bromofenol), essas amostras constituiram a
fragcdo extrato total. Os lisados foram entdo centrifugados a 14.000 x g, por 15 minutos,
a 4 °C. Foram coletados 45 pL de cada amostra e diluidos em 15 uL de tampao de
amostra 4X, denominando-se essas amostras de fracdo soluvel. Amostras dos
precipitados, resultantes do processo de centrifugagcao, também foram recolhidos para

analise em gel de eletroforese, caracterizando as fragdes insoluveis.

Em relagao a proteina TgPDK, em sua sequéncia completa, mesmo realizando-
se diferentes condi¢cdes de expressao, em diferentes cepas bacterianas, a expressao
nao foi possivel. Em relagdo a proteina TgBCKDK (em sua construgdo completa), a
melhor condigéo verificada foi com o uso de E. coli Nico 21 (DE3), na temperatura de
20 °C, por 16 horas.

Para o escalonamento da expressdo de TgBCKDK foram utilizados 02 litros de meio
LB, contendo 2 mL de canamicina (25 mg/mL), juntamente com 3 mL de cultivo
bacteriano (pré-indculo). Foram utilizados frascos do tipo erlenmeyer com capacidade

total de 1 litro e volume utilizado de 250 mL (para manter a aeragao adequada).

4.6 Eletroforese de proteinas

Para as etapas de eletroforese, amostras de cada fragdo (15 pL), foram
submetidas a corrida em gel desnaturante composto por SDS-PAGE (10%) para a
separacao de proteinas. Como tampao de corrida foi utilizado solugéo de 25 mM Tris-
base, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS, pH 8.4. Os géis entdo foram submetidos a
100 V, por 90 minutos. Como marcadores foram utilizados 2 uL do marcador pré-

corado Page Ruler Protein Ladder (Thermo).

4.7 Coloracgdo por Azul de Comassie

Apés a eletroforese, os géis foram corados com solugédo de Comassie (0,1%
de azul de comassie R-250, 45% de Metanol, 45% de agua ultrapura 18,2 MQ.cm e
10% de acido aceético), por 5 minutos. Para a descoloragéo, os géis foram imersos em
agua ultrapurificada mantendo-se agitacdo constante em aparelho orbital, até a

remocao do excesso de corante.
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4.8 Coloragao por prata

Para a coloracado de prata, os géis foram submersos em solucao de fixacao
(50% de etanol, 12% acido acético e 0,1% de formaldeido) por 30 minutos. Apds,
procedemos 03 lavagens com solugao de etanol 50%, sob agitacdo em orbital. Apos
o descarte da solugédo de etanol 50%, da ultima lavagem, foi adicionado 50 mL de
solugcao de permeabilizagcado (contendo 10 mg de tiossulfato de sédio) por 01 minuto
em cada gel. Os géis foram entdo submetidos a 03 lavagens com agua destilada.
Apds, 50 mL de solugdo de prata (contendo 100 mg de nitrato de prata e 0,05% de
formaldeido) foi adicionado por 01 hora. Os géis foram entdo lavados com agua
destilada e revelados com 50 mL solugao de revelacao (contendo 1,5 g de carbonato
de sddio, 0,05% de formaldeido e 1 mL de solugédo de permeabilizagdo). Apds a

revelacao, utilizamos solucéo de fixacao sem formaldeido para o bloqueio da reacgao.

4.9 Transferéncia e Western Blot

Ap0s a corrida de eletroforese (conforme item 4.6), os géis foram utilizados na
etapa de transferéncia em equipamento Trans-Blot SD Semi-Dry (Biorad), utilizando-
se membrana de nitrocelulose (Optitran BA-S 85 Nitrocellulose Membrane 0,45 um,
GE Healthcare), e voltagem de 20 V, por 1 hora. Para a etapa de bloqueio, a
membrana foi incubada com solucéo de leite em p6 desnatado a 5%, diluido em PBS-
Tween (PBS 1X contendo 0,05% de Tween-20), por 01 hora, a temperatura ambiente,
e sob agitagao constante em equipamento orbital. Decorrido esse tempo, a membrana
de nitrocelulose foi lavada 03 vezes com PBS-Tween, mantendo-se agitagao por 5
minutos em cada lavagem. As membranas foram incubadas com solugao de anticorpo
primario monoclonal anti-HIS (GE HealthCare 27071401) na diluicdo de 1:2000 em
PBS-Tween, por 1 hora em agitagao constante. Apos, realizamos novas lavagens com
PBS-Tween, por 3 vezes, com 05 minutos de agitagdo em cada lavagem. As
membranas foram entao incubadas, por 01 hora, em agitagao constante e protegidas
da luz, com anticorpo secundario monoclonal anti-lgG de mouse conjugado com
fluoréforo IRDye 680 RD Donkey. Apés, procedeu-se lavagem das membranas com
PBS 1X e analise em equipamento Odissey Image Systems a 700 nm e 800 nm.
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4.10 Purificagéo por cromatografia de afinidade em cromatografo modelo Akta

Os precipitados bacterianos referentes a expressdo de TgBCKDK, (como
mencionado no item 4.5), foram ressuspendidos em 40 mL de tampao A (solugao de
20 mM de fosfato de sdédio monobasico, 300 mM de cloreto de sédio e 20 mM imidazol,
em pH final 7,5), contendo inibidor de protease (COMPLETE Mini Protease Inhibitor
Cocktail Tablet, Roche), seguido por lise em equipamento microfluidificador por 06
vezes, em gelo. Apos a lise, as amostras foram centrifugadas a 20.000 x g, por 15
minutos, 4°C, e o sobrenadante foi utilizado para a purificacdo em cromatografo ATKA
Pure 25 M (Cytiva), em coluna HisTRAP HP 5 mL (Histidine-tagged Protein
Purification, GE Healthcare), que contém ions Ni?* imobilizados. Para o gradiente de
imidazol foi utilizado tampéo B (solugdo de 20 mM de fosfato de sédio monobasico,
300 mM de cloreto de sddio e 500 mM Imidazol, em pH final 7,5). As fragdes foram
coletadas em tubos de 1,5 mL, e mantidas em gelo. De cada fragao foi separada uma
aliquota de 45 uL e diluida em 15 pL de tampao TA 4X, procedendo-se aquecimento
por 95°C, por 03 minutos. As amostras foram entdo utilizadas em eletroforese de

proteinas e coloracao por Azul de Comassie (conforme itens 4.6 e 4.7)

4.11 Cromatografia de exclusdo por tamanho e troca ibnica

Para otimizar a purificacao obtida inicialmente pela cromatografia de afinidade
em cromatografo Akta (conforme item 4.10), uma amostra de 500 L da fragdo B27
(uma das amostras de pico, obtida na purificagcdo por afinidade) foi submetida a
cromatografia de exclusdo por tamanho, utilizando coluna Superdex Increase 75
10/300 GL, previamente equilibrada com tampao contendo 20 mM de fosfato de sédio
e 150 mM de NaCl, em pH 7,5, e cromatografo ATKA Pure 25 M (Cytiva). O progresso
da cromatografia foi monitorado pela medida da absorbancia em comprimento de
onda de 280 nm. As fragbes foram coletadas em tubos de 1,5 mL, e mantidas em gelo.
De cada fragao foi separada uma aliquota de 45 pL e diluidas em 15 pL de tampéo
TA 4X, procedendo-se aquecimento por 95 °C, por 03 minutos. As amostras foram
entdo utilizadas em eletroforese de proteinas e coloracdo por Azul de Comassie
(conforme itens 4.6 € 4.7)

Cromatografia de troca idbnica também foi realizada para fins de se obter fragdes

com uma menor quantidade de contaminantes ou degradacgdes. As fragoes
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denominadas B32 a B40, também correspondentes ao pico da corrida e obtidas a
partir da purificagdo por cromatografia de afinidade por cromatégrafo Akta, foram
reunidas e diluidas em um volume total de 24 mL de tampao A (composto por 20 mM
de fosfato de s6dio monobasico e 50 mM de NaCl, em pH 7,5). Utilizamos a coluna
Hitrap Q (GE Healthcare Life Sciences), em cromatégrafo ATKA Pure 25 M (Cytiva).
A eluicdo das proteinas de interesse foi realizada através da aplicagcdo de um
gradiente de cloreto de sddio, obtido pela mistura continua de tampéo A e tampéo B
(composto por 20 mM de fosfato de sédio monobasico e 1 M de NaCl, em pH 7,5) de
5% a 100% (V/V). As fragdes foram coletadas em tubos de 1,5 mL, em gelo. De cada
fracdo foi separada uma aliquota de 45 uL e diluida 15 yL em tampao TA 4X,
procedendo-se aquecimento por 95°C, por 03 minutos. As amostras foram entéo
utilizadas em eletroforese de proteinas e coloragédo por Azul de Comassie (conforme
itens 4.6 € 4.7).

4.12 Dialise de proteinas através de membrana semipermeavel

Dado que as fragbes obtidas a partir de cromatografia por afinidade contém
altas concentragbes imidazol, o que pode interferir em testes enzimaticos,
procedemos ensaios de dialise. As fragdes B27, B28 e B29 (presentes no pico da
purificacdo de afinidade, conforme item 4.10) foram coletadas (1 mL de cada) e
utilizadas nesse teste. As amostras foram entdo acondicionadas em membrana de
dialise SnakeSkin Dialysis Tubing (Thermo Scientific) (10.000 MWCO), e submersas
em 3 litros de tampéao de didlise (solugdo de 20 mM de fosfato de s6dio monobasico

e 50 mM NaCl, em pH 7,5), em camara fria e sob agitacéo.

4.13 Abordagens in silico para predicdo da estrutura das proteinas TgBCKDK e
TgPDK e para docking molecular

A busca das regides funcionais e conservadas de TgBCKDK e TgPDK foi
realizada através da plataforma online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/Interprol/). As
informacgdes obtidas serviram como subsidio para as novas construgdes que foram
realizadas em sequéncia, voltadas a expressdo de proteinas truncadas, contendo

somente as regides de dominios. Os experimentos computacionais de docking
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molecular foram realizados no software UCSF Chimera verséao 1.17.3 (PETTERSEN
et al., 2004) com o plug-in AutoDock Vina versédo 1.1.2 (TROTT; OLSON, 2010). As
imagens foram geradas no ChimeraX versao 1.8 (MENG et al., 2023). Também
utilizamos o servidor online Phyre2 para a geragdo de modelos tridimensionais das
quinases (KELLEY et al., 2015). Os ligantes e substratos (piruvato e DCA) foram
modelados e conformados nas formas de energia minimizada usando o pacote
ChemOffice 21.0.0.28.

4.14 Amplificagdo das regides de dominios de TgBCKDK e TgPDK, para clonagem
em sistema Gateway (Invitrogen)

A partir dos dados obtidos pelas modelagens in silico, procedemos a clonagem
por PCR das regides mais estruturadas e conservadas de ambas as proteinas
quinases, com oligonucleotideos para o sistema Gateway, contendo as regides
apropriadas de recombinacao (Tabela 1). Dessa forma, optamos pela clonagem da
regido compreendida entre os codons (451 — 2226), relacionada aos aminoacidos
150-742 para TgPDK e da regido compreendida entre os cdédons (215-1380),
relacionada aos aminoacidos 72-460 para TgBCKDK, utilizando como molde os

plasmideos sintetizados pela empresa Biomatik (item 4.3).

Oligonucleotideo Sequéncia
Forward_ 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
TgBCKDK_GW GGCTTCATGCATACCCCGTTAAGCGTTCC-3’
Reverse_ 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGG
TgBCKDK_GW TCTTACAGTTCCGGACGTTCTTCAT-3
Forward_ 5-GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCA
TgPDK_GW GGCTTCATGCTGAGCAAAGAACGCCATGATC-3
Reverse_ 5-GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTG
TgPDK_GW GGTCTTAGCCACGAATCATCTGGGTCAC-3

Tabela 1. Oligonucleotideos para clonagem das regides alvo de TgBCKDK e TgPDK. Sequéncias
em negrito correspondem as sequéncias attB necessarias para recombinagdo com vetor pDONR221
da plataforma Gateway (Invitrogen). Sequéncias em vermelho correspondem cédons de parada.

Para a amplificacdo das regides-alvo foi utilizada a enzima
Platinum™ Taqg DNA Polymerase High Fidelity (11304011, Invitrogen), em reagao de
volume final com 50 pL, contendo High Fidelity PCR Buffer 1X, 2,0 mM de MgS0O4,

0,2 mM de dNTP, 0,2 pmol dos primers forward e reverse, apropriados para cada
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construcéo, 1 ng de plasmideo (TgBCKDK ou TgPDK) e 1 U da enzima Taq DNA
Polymerase, juntamente com agua ultrapura 18,2 MQ.cm. Em termociclador foram
utilizadas as seguintes condigdes, para verificagdo da melhor condicdo de
amplificagdo: desnaturagao inicial a 95 °C, por 2 minutos, seguida por 35 ciclos de
desnaturacao a 95 °C por 30 segundos, anelamento a 56°C por 30 segundos e
extensdo a 68 °C (90 segundos para TgBCKDK e 2 minutos para TgPDK), e
temperatura final de 4 °C. Os produtos de PCR, foram diluidos em ficol e aplicados
em gel de agarose 1%, em tampao TBE (Trisbase 89 mM, Acido bérico 89 mM, EDTA
2 mM pH 8.0) e corrente de 100 V, por 01 hora. Apds, os géis foram corados em
solucao de brometo de etidio 0,5 pg/ml e visualizado em transluminador acoplado com
luz UV.

4.15 Recombinagado Gateway

A base da recombinacdo Gateway se da através do sistema de recombinacgao
do fago lambda (Ptashne, 1992) que permite a transferéncia de sequéncias
heterdlogas de DNA entre vetores de uma forma facilitada (Hartley et al., 2000). Na
primeira etapa das reagdes, catalisada pela enzima BP Clonase (Invitrogen), ocorre a
recombinacao entre os sitios attB1/attB2, inseridos por PCR junto aos sitios alvo de
clonagem, e os sitios attP1/attP2, presentes no vetor de entrada (pDNOR221),
gerando um clone de entrada. Na segunda etapa do processo, catalisada pela enzima
LR Clonase, ocorre a recombinacao entre os sitios attL1/attL2 do clone de entrada, e
os sitios attR1/attR2, presente no vetor de destino, que no caso foi o vetor pDEST17.
Para a primeira etapa, realizamos a purificagao dos produtos de PCR (obtidos no item
4.14), 150 uL de tampéo TE (10 mM Tris-HCI pH 8,0, 1 mM EDTA) e 100 pL de solugéo
contendo 30% de PEG 8000 e 30 mM MgClz. Foi procedido vértex e centrifugagéo por
10.000 x g por 15 minutos. Apds centrifugacédo, sobrenadante foi descartado e o
precipitado (contendo os amplicons purificados) foi diluido 50 pyL de tampéao TE, e a
solucgao final foi quantificada em NanoDROP. Para a recombinagao foram utilizados
50 fmol dos produtos de PCR e do vetor de entrada pDNOR221, em reacao de volume
final de 8 L, juntamente com tamp&do TE e enzima BP Clonase Il. Realizou-se
incubacao a 25 °C por 1 hora. E entao, foi utilizado 1 uL da enzima Proteinase K, e

incubacgao por 10 minutos a 37 °C. No final do processo foi realizado transformacéao
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de bactérias E. coli, Top10, calcio competentes, através de metodologia de choque
térmico, conforme protocolo do item 4.4, e selegao em placa LB contendo canamicina.
Os clones foram confirmados por PCR, sendo realizado pré-inéculo a partir de uma
colénia em 5 mL de meio LB contendo canamicina (37 °C, 200 rpm, 16 horas), e
purificacdo dos plasmideos através de MiniPrep com uso de kit da Qiagen (Plasmid
Plus Midi Kit). Na segunda etapa, foi realizada recombinagao entre os plasmideos
pDNOR221 (vetor de entrada) e vetor pDEST17 (vetor de destino) usando enzima LR
Clonase |l e Proteinase K, nas mesmas condi¢cdes descritas na primeira etapa da
recombinacdo (Figura 20). Os plasmideos obtidos foram utilizados para a
transformacao de E. coli Top10, calcio competente, e foi realizada selegcdo em placas
LB contendo ampicilina (25 pg/mL). Com a confirmagéo dos clones por PCR, foi
realizado pré-inéculo e purificacdo dos plasmideos por miniprep, para a transformagao

das bactérias de expressao por choque térmico (conforme item 4.4).

E ReS,
origin, Primer2 (255 .. 275) 08 T2 terminator ‘
[ = —
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DNOR 221 TgPDK
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Figura 20. Esquemas de recombinacao Gateway utilizados no projeto. A e B, amplificacdo das
regides-alvo por PCR (TgPDK e TgBCKDK, respectivamente), a partir dos vetores-molde, e entdo
recombinagdo em vetores pPDONR221 e pDEST17.
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4.16 Expressdo recombinante da regido de dominios das proteinas TgPDK e
TgBCKDK

Para a expressao das sequencias parciais, sem as regides desestruturadas,
obtidas através de clonagem em vetores do sistema Gateway, foi utilizada a cepa E.
coli plysS (DE3), calcio competente, e metodologia de choque térmico (item 4.4),
juntamente com 50 ng de plasmideos previamente purificados. Apos a sele¢cdo dos
clones em placa LB contendo ampicilina (25 mg/mL), os clones foram confirmados por
PCR e procedeu-se os testes de expressao, utilizando-se 20 mL de meio LB (com 100
Mg/ml de ampicilina).

Além da indugao tradicional utilizando-se IPTG (1 mM), realizamos testes com
condigdes de glicose (como agente repressor) e lactose (como agente indutor), em
diferentes condig¢des, para verificar se o nivel de expressao das proteinas de interesse
poderia ser aumentado, bem como a expressao basal diminuida, como reportado nos
estudos de Studier (2005). Foram preparadas culturas contendo 20 mL de meio LB
(com 100 pg/mL de ampicilina), 1% de pré-inéculo, nas condi¢gdes controle (nao-
induzido), inducao por IPTG (1 mM), diferentes condi¢des de repressao (glicose 0,1,
0,3, 0,5 e 1%), e meio autoinduzido contendo como agente repressor glicose 0,1% e
agente indutor lactose nas concentragbes de 0,2%, 0,4% e 0,6%. As bactérias foram
crescidas a 37°C (200 rpm) até a DO 0,4 (aferida a 600 nm), a temperatura foi reduzida
a 16 °C e a indugéo por IPTG (1 mM) ou lactose foi realizada na DO 0.6-0.8. Apds a
expressao, as culturas foram centrifugadas a 4 °C, 3000 x g, por 10 minutos € 0 meio
de cultura foi descartado. Procedeu-se entdo a diluicao dos precipitados bacterianos
em 5 mL de tampao de lise (50 mM Tris-HCI, 300 mM NacCl, pH 8,0 e PMSF 1 mM).
As bactérias foram entéo lisadas por sonicagéo, em equipamento QSonica (amplitude
10, 06 pulsos de 15 segundos, com intervalos de repouso de 30 segundos, em gelo).
Os lisados foram entao centrifugados a 14.000 x g por 15 minutos, a 4°C, e as fragoes
soluveis foram recolhidas. Amostras de 45 uL das fragcdes soluveis foram diluidas em
15 uL de tampao TA 4X e aquecidas a 95°C por 03 minutos. Nos géis SDS-PAGE
10% foram entdo aplicadas 15 pL de cada amostra, seguindo-se por eletroforese de
proteinas e Western Blot (conforme itens 4.6 e 4.9). Apds a padronizagao, também
foram realizados ensaios de expressdao com 100 mL de meio LB, para cada
construgdo, mantendo-se as condi¢cdes ja descritas de expressao, lise, coleta e
analise da fragcao soluvel.
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4.17 Estratégias de purificagao das proteinas recombinantes

Para a purificagdo manual (de bancada, em pequena escala), foram utilizadas
colunas plasticas (Biorad) com capacidade de 15 mL, e 100 pL de solugao de resina
de niquel-NTA (Sepharose Fast Flow). A resina foi lavada 03 vezes com tampé&o de
lise (1 mL em cada etapa), e entdo o extrato soluvel foi adicionado a coluna. Apés
essa etapa, foi adicionado 1 mL de tampéo A (0,3 M NaCl, 0,05 M TrisHCI, pH 8,0)
contendo 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 400 mM de imidazol, pH 8,0. Os tampdes
foram adicionados consecutivamente e as fracoes eluidas foram coletadas em tubos

de 1,5 mL e mantidas em gelo.

Para a etapa de eletroforese, foi utilizado 45 uL de cada fragao juntamente com
15 L de tampdo de amostra, as amostras foram entdo aquecidas a 95 °C, por 03
minutos e submetidas a eletroforese (conforme item 4.6). Os géis entdo foram

submetidos a coloracao por solugao de prata (item 4.8).

Além da purificagdo de bancada, também realizamos tentativas em relagéo a
purificacdo de ambas as proteinas por sistema de cromatografia por afinidade em
cromatografo Akta, utilizando-se 750 mL de cultura bacteriana. Para a expresséo da
proteina TgPDK foi utilizado meio LB, suplementado IPTG 1 mM. Enquanto isso, para
a proteina TgBCKDK foi utilizado meio autoinduzido composto por meio LB,
suplementado com glicose 0,1% e lactose 0,2%. Apds a expressao, as culturas foram
centrifugadas a 3000 x g, por 10 minutos, 4°C. Os pellets foram diluidos em 40 mL de
tampao de lise (50 mM Tris-HCl e 300 mM NaCl, pH 8,0 e PMSF 1 mM) e submetidos
a microfluidificacdo. No cromatografo Akta foi utilizada a coluna HisTrap FastFlow
(GE), de 1 mL de capacidade, as eluigbes foram realizadas em steps, tentando replicar

as condicoes realizadas nos testes de purificagdo em bancada.

4.18 Concentracgao e dialise das fragdes com utilizagao de filtro amicon

ApOs a etapa de purificagdo em bancada da proteina TgBCKDK, as fragdes
foram concentradas por ultrafiltragdo com o uso de filtros (modelo amicon) com poro
de tamanho nominal de 30.000 Da (500 pL de capacidade), e centrifugacéo a 14.000

x g, 15 minutos, a 4°C. Apds a concentragao, as fragdes foram submetidas a dialise,
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com a utilizagcado de 500 pyL de tampao A (300 mM NaCl, 50 mM TrisHCI, pH 8,0) e
mesmas condi¢des de centrifugagao, procedendo lavagem por 04 vezes. As fragdes
foram submetidas a eletroforese e coloracdo de prata para verificar a pureza das

fragbes (itens 4.6 € 4.8).

4 .19 Ensaios enzimaticos

Para os ensaios de atividade enzimatica foram utilizados 0,4 pM de enzima
recombinante purificada (TgBCKDK), tamp&o de reagéo na concentragao final de 25
mM TrisHCI pH 7,4, 1 mM EDTA, 1 mM DTT, 5 mM MgClz, 30 mM KCI, peptideos
sintéticos relacionados a subunidade E1-alfa de BCKDH (Tabela 2) na concentragao
de 50 uM e ATP em concentragdes variaveis (75, 150 e 300 uM). O volume final de
reacdo em cada poco foi de 50 pyL. Os ensaios foram realizados em 05 réplicas, em
placas de 95 pocgos (Biofil), com temperatura de 37°C, 150 rpm, por 06 horas,
protegidas da luz. Apds esse tempo, as placas foram acondicionadas em temperatura
ambiente por 10 minutos, e entio foi adicionado 50 uL de solucdo do kit Kinase-Glo
(Promega). Apds a adigao do reagente, as placas foram mantidas sob agitagéo leve
(100 rpm) por 05 minutos, e a leitura da luminescéncia foi realizada em equipamento
Synergy HIM2F. Os dados foram tabulados e analisados em software Prism 8.0, com

uso de Analise de Variancia (Anova), seguida de teste de Tukey.

Identificagao Sequéncia dos peptideos
E1-alfa-01 TYRVGHHSTSDDSFQYR
E1-alfa-01 (mutado) TYRVGHHATSDDSFQYR
E1-alfa-02 TYRIGHHSTSDESGAYR

Tabela 2. Peptideos sintéticos relacionados a subunidade E1-alfa de BCKDH. E1-alfa-01 se
relacionada a regiao de fosforilagdo da subunidade E1-alfa j& descrita na literatura. E1-alfa-02 se
relacionada a regiao de fosforilagdo da nova subunidade E1-alfa, encontrada a partir das analises de
filogenia. Residuo em vermelho indica mutagéo no sitio de serina, regido principal de fosforilagéo.
Residuos sublinhados mostram as diferengas de residuos entre os peptideos E1-alfa-01 e E1-alfa-02.

Em uma primeira etapa do projeto, peptideos sintéticos referentes a regidao de
fosforilagcdo de E1-alfa-01 e do peptideo mutado foram sintetizados pela empresa
Biomatik. Posteriormente, novos peptideos sintéticos, referentes a regido de

fosforilagao de E1-alfa-01 e E1-alfa-02, foram obtidos em colaboracdo com a UNESC
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(Universidade do Extremo Sul Catarinense) e foram sintetizados manualmente por
FMOC Solid phase Peptide Synthesis, seguindo-se metodologia reportada na
literatura (MACHADO et al., 2014; SCUSSEL et al., 2022). Os peptideos sintéticos
obtidos foram entao caracterizados por espectrometria de massa por eletrospray (ESI-
MS). As analises foram realizadas em espectémetro de massa Xevo TQ-S micro Triplo
Quadrupolo, com fonte de ionizagdo de geometria Z-Spray, acoplado a um sistema
UPLC (Waters Corporation, Framingham, MA, USA). As amostras dos peptideos
foram diluidas em acetonitrila (LC/MS) e foram introduzidas no equipamento por
infusdo em modo de ionizagdo positiva. Os ions precursores também foram
submetidos a fragmentacdo. Os espectros obtidos foram analisados pelo software
MassLynx, versao V4.2 SCN1001 (2019, Waters Inc.).

4.20 Imunoprecipitagéo (IP) dos complexos proteicos associados a TgPDK e BCKDK

Para os ensaios de imunoprecipitagdo foram utilizados parasitos T. gondi
AhxgprtAku80 (controle, sem etiqueta) e parasitos da mesma linhagem previamente
etiquetados (tag 3x.HA) na porgao C-terminal das proteinas (TgPDK e TgBCKDK).

Os parasitos foram cultivados em garrafas de 175 cm? em células NHDF
utilizando-se meio de cultivo DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium),
suplementado com 10% de soro fetal, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL penicilina e
100 pg/mL de estreptomicina, mantendo-se as células a 37 °C em estufa com
atmosfera umidificada e enriquecida com 5% de CO2. Quando as células atingiram
confluéncia adequada, foram inoculadas com taquizoitas de T. gondii na proporgéo
de 3 a 5 parasitas por célula. Apés a lise das células hospedeiras, os parasitas foram
contados, e utilizamos 1 x 108 parasitas para os passos seguintes.

Os parasitos foram centrifugados a 700 x g, por 10 minutos, a 4°C, e o meio de
cultura foi descartado. O precipitado de parasitas foi entdo ressuspendido em 1mL de
PBS 1X, seguindo-se por nova rodada de centrifugagcdo, nas mesmas condigdes.
ApoOs a centrifugagdo, foi realizada nova lavagem dos parasitos com PBS 1X,
seguindo-se as mesmas condi¢des. Apds nova centrifugagao, o pellet de parasitas foi
suspendido em 1 mL de tampé&o de lise (60 mM TrisHCI pH 8,0, 150 mM NaCl, 1 mM
EDTA, 1 mM PMSF e 1% NP40), e mantidos sob refrigeracéo por 01 hora. Apds esse

tempo, os parasitas foram sonicados por 06 vezes, em pulsos de 15 segundos,
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intercalados com periodos de repouso de 30 segundos (amostras mantidas em gelo),
utilizando amplitude de 10% no equipamento Qsonica. Apds a sonicagao, os parasitas
foram centrifugados a 14.000 x g, 15 minutos, 4 °C e o sobrenadante foi recolhido
para os passos posteriores. Previamente, microesferas magnéticas foram lavadas 2x
com 500 uL de tampao de lise (e com uso de estante magnética), e incubadas com 5
ML de anticorpo anti.HA (RAT) (Roche, REF 11867423001), sendo incubadas por 18
horas, sob agitagdo, em camara fria. Apds esse periodo, o tampéao foi removido das
microesferas magnéticas através do uso de estante magnética, e entdo o
sobrenadante resultante da centrifugacdo dos parasitas lisados foi adicionado.
Procedeu-se entao incubacao a 4 °C, por 02 horas, sob agitagcao. Apds esse periodo,
as microesferas foram separadas através do uso de estante magnética e procedeu-
se lavagem por 6 vezes com tampao de lavagem (50 mM TrisHCI pH 8,0, 150, 300 ou
400 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM PMSF e 1% NP40). Apos isso, o tampao de
lavagem foi removido e as microesferas foram incubadas com 50 yL de tampéo de
eluicédo (1% SDS, 50 mM TrisHCI pH 8.0, 10 mM EDTA), por 10 minutos, em gelo. As
microesferas foram removidas através da estante magnética, e o tampao de eluigédo,
contendo as proteinas foi misturado ao tampao TA 4x e utilizado para eletroforese
vertical em gel de poliacrilamida (item 4.6). Os géis foram utilizados para Western Blot
e coloragéo de prata (conforme itens 4.8 e 4.9). Triplicatas de cada condigdo foram
enviadas ao Laboratério de Espectrometria de Massas do Instituto Carlos Chagas
para o processamento das amostras.

Os arquivos brutos (.raw) gerados pelo Espectdmetro de Massas (LC-MS/MS
Orbitrap Exploris 120 e Cromatoégrafo liquido Ultimate 3000 RSLCnano - Thermo)
foram processados pelo software MaxQuant (versdo 2.6.7.0), com os parametros
ajustados para permitir identificagdo por correspondéncia de espectros a partir do
banco de dados de T. gondii ME49 (Uniprot). Apés o processamento, 0s arquivos
gerados foram analisados através do software Perseus, e as diferengas estatisticas
foram calculadas através de Andlise Variancia (Anova) e teste de Tukey. Também
utilizamos o teste nao-paramétrico Kruskal-Wallis para avaliagdo dos dados quando
os resultados ndo atingiram os critérios de normalidade ou continham réplicas com
valores nulos ou zerados, impossibilitando a analise adequada pelo teste t, conforme
preconizado na literatura (CLEOPHAS; ZWINDERMAN, 2016).
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5. RESULTADOS

5.1 Busca de proteinas candidatas as subunidades E1-alfa do complexo BCKDH e
PDH em Toxoplasma gondii

O complexo BCKDH de Toxoplasma gondii é reportado como um complexo
enzimatico com dupla-funcédo, atuando majoritariamente sobre a conversdo do
piruvato, porém com atividade residual sobre o metabolismo de aminoacidos (BCAASs)
(OPPENHEIM et al., 2014). Essa € uma caracteristica incomum, e nao reportada para
outros grupos de organismos, dado que geralmente ocorrem complexos
desidrogenases voltados a conversao do piruvato (PDH) ou de aminoacidos (BCKDH),
sem a sobreposi¢ao de atividades bioquimicas. Dado que o complexo PDH esta
ausente na mitocdndria dos apicomplexas, realizamos buscas para tentar elucidar a
possibilidade de existir uma outra subunidade E1-alfa para o complexo BCKDH, ainda
nao reportada na literatura, e que poderia estar relacionada a funcado “canénica”
voltada aos BCAAs (conforme metodologia reportada no item 4.1). As buscas no
BLAST revelaram uma proteina com E-value: 1E-119 (Figura 21, A), sendo uma forte
candidata a ser uma nova proteina relacionada a subunidade E1-alfa de BCKDH. Essa
proteina esta identificada com cédigo de acesso UNIPROT (XP_002368552.1), e

nomeada como 2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, putative.

Descriod Seientfic Na Max Total Query E Per  Acc
escription cientific Name &
'p - Score Score Cover value Ident Len Accession
v v v v v v
dehydrogenase E1 component family protein [Toxoplasma gondii ME49] Toxoplasma gondii ME49 1191 1191 100% 00 100.00% 571 XP_0023665882
2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha, putative [Toxoplasma gondii ME49] Toxoplasma gondii ME49 362 362 66% 1e-119 47.23% 516 XP_002368552.1
Max Total Query E Per.  Acc
Description Scientific Name
,D & Score Score Cover value Ident Len Accession
- - v v - v
pyruvate dehydrogenase complex subunit PDH-E 1Alpha [Toxoplasma gondii M... Toxoplasma gondii ME49 1292 1292 100% 00 100.00% 635 XP 0023669971

Figura 21. Identificagdo de proteinas relacionadas a subunidade E1-alfa de BCKDH com o uso
da ferramenta BLAST. A: Buscas utilizando a proteina TGME49_ 239490 (E1-alfa ja descrita para o
complexo BCKDH) como referéncia. B: Buscas utilizando a proteina TGME49_ 245670 (E1-alfa ja
descrita para o complexo PDH, do apicoplato) como referéncia.
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Quando realizamos essa mesma busca utilizando como referéncia a sequéncia
de residuos da subunidade E1-alfa do complexo PDH (TGME49 245670), nenhuma
outra possivel proteina candidata foi encontrada (Figura 21, B).

A partir do coédigo XP_002368552.1 (Uniprot), identificamos na plataforma
ToxoDB uma proteina identificada com o cédigo TGME49 292100, e, apesar de
existirem dados relacionados a sequéncia e ao perfil de expressao dessa proteina
depositados nesse banco de dados, nos chamou a atencdo de que ndo ha mencgodes
em outros artigos cientificos sobre essa proteina, nem sobre a sua possivel fungao
biolégica no metabolismo dos parasitos.

A auséncia de dados sobre essa proteina nos motivou a entender melhor esse
panorama, dado que nunca foi reportado uma possivel nova subunidade E1-alfa para
o complexo BCKDH no grupo dos apicomplexas, e que também poderia constituir um
alvo biolégico para a atuagao das quinases TgBCKDK e/ou TgPDK.

Para investigar as regides conservadas, presentes pela nova proteina
candidata, utilizamos as sequéncias reportadas no ToxoDB (https://toxodb.org/), para
as proteinas TGME49 239490 (E1-alfa-01) e TGME49 292100 (possivel E1-alfa-02),
e realizamos alinhamento com o uso da ferramenta Align da plataforma Uniprot
(Figura 22).
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TGME49 292100 MASSACRVRLVTCGLIRTS I SCEAGEALTKREBPLFYCVPPTKA 43
TGME49_ 239490 F RELQRAGASR APVVGQHPVS SSVEMAQKS RLF 50
TGME49_292100 § s PSSTVESEBSS-------- SP YPLEPVSC LF1 77
TGME49_239490 VRTFESAAAGEBREEBRYH - - - - - - - - e c ccccccacaa IL 73
TGME4® 292100 PSLLETVGMCH - -K WSEALISRSMQNVRYASSLPQFR 118

TGME49 239490 | HTQF TEEDMN I SNETPV I IFII DYDEQ I ADBW-QCEBMTNBE 115
TGME49 292100 FPAKSVIIEVYFARPEEGLELLEBCEBSMSEBALLEGPSSLEFPLEL 161

TGME4923949%0 V LEAYQFMVKLS | NM SV IQNQ LQTAV 158
TGME49 292100 GVRMLRVM I QSQVYBST DI MTSF SLVGS 204
TGME49 239490 G L DEKBHEFC GV LHEBF A RRG E S 201
TGME49 292100 A A HEDEBLELL SA WRES L A TKN 247
TGME49 239490 | SSKHS LHT i TTQVEBHA A FKBAGDDR 244
TGME49_292100 VHEIGATN MMP S AVKIEQG \'/ YTEQKKNA 29
TGME49_239490 | AF FHAAM K v 287
TGME49_292100 \/ VY ASVGF G L 333
TGME49_239490 KD A IAIRGIS MHE | N FRASLLATEK I 330
TGME49 292100 GE K VGARAVA | DRV T VAVYAAVEKA L 37
TGME49 239490 | Q VLI V D FQ PSG GQ G I 373
TGME49 292100 \/ A AFV M GA SAE V Q QA 419

TGME49 239490 ARVRRYBDNLNL DKQDEEBRKDARATMERMMKMYV D 416
TCMEA9 292100 FATFETHEQGR AEEESABVVETERKEVEAKIR 462

TGME49 239490 R S Al 1 GllIDI.D K EIWNII.. SII.M EKNKQHYP - QIK 458
TGME49 292100 HP PMIL S S STVERQF M LSRPGRAVQYNBEBE 505
TGME49239490 EYEBISL = =« = = = = 463
TGME49 292100 G FIERDSDDSCK 516

B TGME49_239490 D p Q
TGME49 292100
C TGME49 239490 ELANEA 44.03%

TGME49 292100 44.03% plueXiy s

Figura 22. Alinhamento entre a subunidade E1-alfa (TGME49_239490) do complexo de BCKDH
de T. gondii e a proteina TGME49_292100. A: Alinhamento entre as sequéncias de residuos para
ambas as proteinas. B: Alinhamento entre as regides que contém o sitio de Serina (asterisco), e que
constitui o alvo principal de fosforilagdo. C: indice de similaridade entre as proteinas.
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Os dados de alinhamento revelaram diversas regides conservadas em ambas
as proteinas, além de um indice de similaridade de 44,03%, o que fortalece a hipétese
de serem proteinas relacionadas. Além disso, ocorre conservagdao da regiao
associada ao sitio de serina (indicada pelo asterisco) descrito como alvo principal de

fosforilacao (Figura 22, B), (PhosphositePlus, https://www.phosphosite.org/). Além

disso, ocorre conservacao dos residuos flanqueadores dessa regido, em ambas as
proteinas, o que é importante para o reconhecimento e interacdo adequada com
proteinas quinases (AHSAN et al., 2012).

A partir dessas informagdes, realizamos buscas na plataforma OrthoDB
(https://www.orthodb.org/). Essa plataforma conta com dados genémicos de mais de
18.000 procariotos e aproximadamente 2.000 eucariotos, e pode encontrar proteinas
ortdlogas em diferentes organismos, inferindo possiveis rotas evolutivas associadas a
divergéncia de sequéncias-alvo (KUZNETSOV et al., 2023). A submissao do codigo
TGME49 292100 a essa plataforma resultou da identificacdo da presenca de duas
proteinas junto a familia Sarcocystidae (filo Apicomplexa) (Figura 23), o que corrobora
com os dados ja encontrados no BLAST e com o alinhamento das sequéncias de
residuos de ambas as proteinas. Além disso, os dados apontaram para uma
ramificacdo evolutiva, formando dois grupos distintos, ou seja, a divergéncia entre as

proteinas poderia ser ancestral a origem da propria familia Sarcocystidae.

Group hierarchy

W B Sarcocystidae

) A wboccidia dehydrogenase e1 component family protein
axmsnvaleratedehydrog!nasesubunnl hg—exoiswaberatedehyduogenasesuhunita\pha e " 4

& Eimeria 3
2-ovoisovalerate dehydrogenase subunit alpha

Fukaryota Alveolata "
blan%ed chain keto acid dehydrogenase 1 sBlnwitsaiplerate dehydrogenase subunit étpltomplexa

. Sarcocystidae )
2-ovoisovalerate dehydrogenase subunit alpha

Figura 23. Diagrama evolutivo da subunidade E1-alfa do complexo BCKDH para Toxoplasma. E
possivel observar que junto ao clado Coccidia (apicomplexa) é reportado um ponto de divergéncia
evolutiva, que deu origem a duas proteinas relacionadas a subunidade E1-alfa do complexo BCKDH.
Dados OrthoDB (https://www.orthodb.org/).
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5.2 Analises in silico para as regides de dominios da subunidade E1-alfa de BCKDH

A partir das sequéncias reportadas para as proteinas TGME49_ 239490 (E1-alfa-01) e
TGME49 292100 (possivel E1-alfa-02), realizamos buscas junto a plataforma Interpro

(https://lwww.ebi.ac.uk/interpro/) para verificar se os dominios conservados estariam

presentes em ambas as proteinas (Figura 24).
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Figura 24. Regidoes de dominios preditas para as proteinas relacionadas a subunidade E1-alfa
para o complexo BCKDH de Toxoplasma gondii. A. Proteina TGME49 239490 (E1-alfa-01), ja
reportada na literatura. B. Proteina TGME49 292100 (E1-alfa-02). Dados Interpro
(https://www.ebi.ac.uk/interpro/).
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Os resultados indicam que ambas as proteinas apresentam as mesmas regioes
de dominios, nas mesmas posigdes, além da identificagcado de um dominio identificado
como “2-oxoisovalerate dehydrogenase subunit alpha”, que € um dominio conservado
presente na subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH de diferentes organismos
(AEvarsson et al., 1999).

Como forma complementar, realizamos buscas em relacdo ao perfil
transcriptomico dessas proteinas, com analise dos dados ja depositados na
plataforma ToxoDB (https://toxodb.org/); além do perfil de expressao das proteinas
quinases TgBCKDK e TgPDK, proteina TgBCAT (transaminase que atua na
desaminagao de BCAAs) (Du et al., 2022), da subunidade E1-beta, proteina que esta
diretamente associada a fungéo da subunidade E1-alfa nos complexos BCKDH/PDH
(JENG; HUH; SONG, 1994); bem como dos componentes E2 e E3, que participam da

estruturacao desses complexos desidrogenases (HEVLER et al., 2023) (Figura 25).
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transcriptoma (RNA-Seq) de cultivos de taquizoitas in vitro em diferentes tempos (grafico laranjas a
direita), e perfis de infec¢ao in vivo (enterdcitos, graficos em azul). EES1: estagio muito inicial de
infecgdo, isolado a partir de um gato. EES2: estagio inicial de infecgdo em células entéricas, isolados a
partir de dois gatos. EES3 e 4: estagio misto e tardio de infeccdo em células entéricas, respectivamente,
isolados a partir de dois gatos. EES5: estagio tardio de infecg¢ao, isolado de um gato. TPM = transcritos
por milhdo. Adaptado de ToxoDB (https://toxodb.org/) e Ramakrishnan et al., 2019.
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Os perfis de expressao mostram antagonismo entre as proteinas E1-alfa-01 e
E1-alfa-02. E1-alfa-01 apresenta uma tendéncia constante de aumento ao longo das
fases de replicacdo em enterdcitos de felinos, porém com uma reducgao tanto apos 44
horas de replicacao intracelular in vitro quanto nas fases de esporulacdo. Enquanto
isso, E1-alfa-02 apresenta-se aumentada durante a esporulagao e reduzida durante a
fase proliferativa em enterdcitos, porém com um aumento apdés 44 horas de
proliferagdo in vitro, 0 que nos sugere um comportamento de alternancia metabdlica
entre essas proteinas, o0 que poderia ser um mecanismo de adaptacao a

disponibilidade de nutrientes ao longo do ciclo de vida dos parasitos.

Quando analisamos o perfil de expresséo da enzima BCAT (relacionada ao preé-
processamento de aminoacidos) encontramos um perfil similar ao relacionada a
subunidade E1-alfa-02, tanto com um aumento durante a fase de esporulacéo, quanto
na faixa de 36 a 44 horas de proliferagao in vitro, porém com uma menor expressao

durante as fases proliferativas em enterocitos.

A literatura aponta que Toxoplasma apresenta um alto consumo de glicose
durante as fases replicativas (BLUME et al., 2015), porém na fase de oocistos ocorre
um aumento na conversao de BCAAs como fonte de energia (POSSENTI et al., 2013).
Dessa forma, analisando-se em conjunto os dados de expresséo para E1-alfa-02 e
BCAT, quanto o que a literatura ja propde, é possivel especular que a enzima E1-alfa-
02 esteja diretamente associada a conversdao de BCAAs, diferente da atividade da
enzima E1-alfa-01 que ja foi descrita como voltada a degradagdo do piruvato
(OPPENHEIM et al., 2014), com uma possivel alternancia entre essas subunidades,
0 que capacitaria o complexo BCKDH na degradacao do piruvato ou de BCAAs
conforme a etapa do ciclo de vida dos parasitos.

A subunidade E1-alfa dos complexos desidrogenases apresenta atividade
catalitica dependente de sua associacdo com a subunidade E1-beta (JENG; HUH;
SONG, 1994); o que justifica a necessidade de se analisar também os dados de
expressdo dessa subunidade, em conjunto com o perfil de expressao das
subunidades E1-alfa-01 e E1-alfa-02 de Toxoplasma. O perfil de expressao de E1-
beta revela uma forte similaridade ao perfil ja verificado em E1-alfa-01, tanto com uma
reducdo durante as fases de esporulacdo quanto apos 44 horas de proliferagao in

vitro.
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Entretanto, para a subunidade E1-alfa-02 os dados de expressao indicam uma
faixa de 400 transcritos por milhdo (TPM) na fase de esporulagao dos parasitos, o que
nao ocorre para a subunidade E1-beta, que esta muito reduzida nessa etapa do ciclo
de vida. Dado que a atividade de E1-alfa é dependente de sua associagdo com uma
subunidade E1-beta correspondente para a sua atividade catalitica, isso também
poderia nos indicar a existéncia de outra subunidade E1-beta, também nao reportada
na literatura. Dessa forma, realizamos buscas nas plataformas Blast, Uniprot e
OrthoDB buscando encontrar evidéncias de proteinas homodlogas relacionadas a
subunidade E1-beta, entretanto encontramos apenas a subunidade ja reportada na

literatura.

Analisando-se os dados de expressdo das quinases TgBCKDK e TgPDK é
possivel observar que ambas as quinases estao presentes em todas as fases do ciclo
de vida dos parasitos. TgBCKDK apresenta uma reducao apos 44 horas de cultivo in
vitro, semelhante a reducgao verificada na subunidade E1-alfa-01, enquanto a
expressao de TgPDK aumenta entre os periodos de 36 e 44 horas de cultivo, similar
ao aumento de expressao verificada para a subunidade E1-alfa-02 apds 44 horas de
cultivo. Dado que ambas as quinases aumentam ao longo da fase proliferativa, quanto
durante a fase de esporulagdo dos parasitos, ndo € possivel sugerir uma possivel
associacao preferencial entre cada quinase em relagao a cada uma das subunidades
E1-alfa do complexo BCKDH.

O perfil de expressao dos componentes E2 e E3 também se assemelha ao perfil
ja verificado para as subunidades E1-alfa-01 e E1-beta, com maior expressao
principalmente durante a replicacdo dos parasitos. Os bancos de dados Uniprot, Blast
e OrthoDB também néo indicam outras possiveis proteinas homologas para E2 e E3,
relacionadas ao complexo BCKDH de Toxoplasma, sugerindo que essas proteinas
possivelmente podem existir como proteinas Unicas, sendo sintetizadas

principalmente durante a fase taquizoita.
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5.3 Modelagens in silico para as subunidades E1-alfa do complexo BCKDH de T.
gondii

A partir das sequéncias reportadas para E1-alfa-01 e possivel E1-alfa-02,
realizamos modelagens in silico através da ferramenta Rosetta-Fold, e posterior
sobreposicao estrutural com o uso da ferramenta MatchMaker do software Chimera
versao 1.17.3 (conforme metodologia do item 4.1), para verificar possiveis diferencas

estruturais entre essas proteinas (Figura 26).
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Figura 26. Modelagens in silico para as proteinas E1-alfa-01 e E1-alfa-02. A: Subunidade E1-
alfa-01 de BCKDH. B: Possivel subunidade E1-alfa-02 de BCKDH. C: Sobreposi¢ao estrutural entre
as subunidades E1-alfa-01 (em azul) e E1-alfa-02 (em vermelho); regido tracejada com asterisco:
regido proxima a regido N-terminal de cada proteina, sem sobreposi¢ao estrutural.

A sobreposicado estrutural entre as proteinas resultou em um indice RMSD
(desvio quadratico médio) de 0.838 angstroms, e é possivel observar sobreposigao
estrutural em diversas regides de alfa-hélices e folhas-beta, com exceg¢ao de uma
regidao N-terminal, conforme destacado na figura 26C (asterisco). Essa diferenca esta
diretamente relacionada as diferengas de residuos ja observados no alinhamento
entre as duas proteinas (Figura 22), onde E1-alfa-02 possui uma regido N-terminal

com um numero maior residuos em comparagao com a proteina E1-alfa-01.
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5.4 Analises filogenéticas para as subunidades E1-alfa do complexo BCKDH de
apicomplexas

Para predizer as relagdes filogenéticas das proteinas TGME49 239490 (E1-
alfa-01) e TGME49 292100 (possivel E1-alfa-02), realizamos buscas em relagéo as
sequéncias das proteinas relacionadas a subunidade E1-alfa dos complexos
desidrogenases BCKDH/PDH, junto aos organismos do supergrupo SAR, clado
Archaeplastida, e Eubacteria (conforme metodologia descrita no item 4.1) (Figura 27

e dados presentes no Anexo Il).
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legenda.
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A literatura aponta que os complexos desidrogenases BCKDH e PDH surgiram
muito cedo na evolugédo dos organismos, ainda nos procariotos, a partir de um ponto
de divergéncia em comum dos genes codificantes das proteinas desses complexos.
Além disso, a partir de uma divergéncia evolutiva mais recente, ocorreu o surgimento
do complexo PDH presente nas cianobactérias (SCHNARRENBERGER; MARTIN,
2002).

Nesse sentido, os dados que obtivemos com a arvore filogenética estédo de
acordo com a literatura, com a presenca de um ponto central que liga os complexos
BCKDH e PDH entre si, bem como um ponto de divergéncia posterior, que originou 0s
complexos PDH presentes nas bactérias e nas mitocdndrias dos eucariotos, em
relacdo ao complexo PDH presente em cianobactérias e plastidios. E possivel
observar também, que apesar das sequéncias referentes aos complexos
desidrogenases das bactérias terem resultado em ramos divergentes dos observados
nos eucariotos, € possivel observar um ponto evolutivo em comum entre as
alfaproteobactérias (géneros Rickettisiales, Blastomonas, Kiloniellales,
Rhodospirillales) e em um ponto mais distante com a espécie Nocarioides marinus
(filo Actinobacteria), em relagdo ao complexo PDH mitocondrial, o0 que confirma as
relacbes evolutivas ja pontuadas na literatura, que relacionam principalmente as
alfaproteobactérias com a origem da mitocondria (ROGER; MUNOZ-GOMEZ;
KAMIKAWA, 2017).

Além disso, é possivel observar que as sequéncias relacionadas ao E1-alfa ao
complexo PDH das cianobactérias Pantanalinema sp. e Caminibacter pacificus,
também estdo em um ramo evolutivo proximo ao complexo PDH dos plastidios, o que
corrobora com os dados da literatura, que relacionam a origem dos plastidios a partir
de um ancestral ligados as cianobactérias (MCFADDEN, 2014; ROGER; MUNOZ-
GOMEZ; KAMIKAWA, 2017).

A subunidade E1-alfa do complexo PDH, localizada no apicoplasto de
Toxoplasma gondii (identificada como TGME49 245670), esta junto ao grupo dos
complexos PDH de plastidios, o0 mesmo ocorre para os outros apicomplexas como
Plasmodium, Neospora, Hammondia, Cystoisospora, o que também indica que esse
complexo tem origem a partir do mesmo ramo evolutivo que deu origem aos plastidios

(cloroplastos) de vegetais e algas (Liang et al., 2020).
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Ortélogos relacionados a subunidade E1-alfa-02 do complexo BCKDH de
Toxoplasma também foram encontrados em diferentes apicomplexas, como
Neospora, e nos géneros Vitrella e Chromera (grupo Alveolata), ou seja, o evento de
duplicagcéo que levou ao surgimento das duas proteinas encontradas em T. gondii
pode ser anterior ao surgimento do proprios alveolados. Enquanto isso, em
Plasmodium, Babesia, Theileria e Haemoproteus, ocorre apenas uma proteina

relacionada a subunidade E1-alfa-01.

Durante o alinhamento das sequéncias relacionadas as subunidades E1-alfa
dos complexos BCKDH, PDH e PDH de plastidios (o que inclui o apicoplasto), de
diferentes organismos eucariotos, também encontramos um padrado conservado na
regido flanqueadora da serina-293, sitio principal de fosforilagdo das enzimas

mitocondriais desse grupo de proteinas (Tabela 3, e dados no Anexo lil).

Organela Complexo Regiao conservada
Mitocandria BCKDH TYR---HSTSDx---YR
PDH TYR---HSMSDP---YR
Plastidios PDH TYR---HS (LIVIP)ADP---R

Tabela 3. Regides conservadas observadas na subunidade E1-alfa dos complexos
desidrogenases BCKDH e PDH. Em BCKDH, o residuo x representa uma grande variedade de
residuos, mas sem a ocorréncia de prolina (P), que ocorre somente nos complexos PDH mitocondriais
e de plastidios. Na subunidade E1-alfa do complexo PDH de plastidios nao ocorre o aminoacido tirosina

(Y), antes da arginina (R). Os trechos marcados com hifen (=) indicam residuos que sao variaveis entre
as subunidades E1-alfa desses complexos.

Na subunidade E1-alfa dos complexos BCKDH ocorre uma regido central
contendo os residuos STS, onde a primeira serina dessa regido € o sitio principal de
fosforilagdo. Enquanto isso, no complexo PDH mitocondrial, essa regidao esta
composta pelos residuos SMSDP, onde ocorreu a substituicdo do aminoacido
treotinina (T), pela metionina (M) ao longo da evolugéo, além da presenca de um
residuo de prolina (P), localizado ap6s o aspartato (D), que ndo é encontrado em
BCKDH. Além disso, verificamos que nos complexos PDH do apicoplasto e de
plastidios, que a regido flanqueadora ao sitio de serina pode ser composta pelos
residuos SLA, SVA ou SPA, com a conservagao do sitio de prolina ja verificado no
complexo PDH mitocondrial, o que reforga a mesma origem evolutiva entre esses dois

complexos.
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5.5 Analises filogenéticas para as quinases BCKDK e PDK dos apicomplexas

Conforme descrito acima, nossos dados indicaram a presenca de 02 proteinas
para a subunidade E1-alfa do complexo BCKDH de T. gondii, ambas contendo regiao
de fosforilagdo composta pelo sitio STS, o que facilitaria uma atribuicao possivelmente
clara para a atuagao da quinase BCKDK. Entretanto, dado a auséncia de um complexo
PDH na mitocéndria dos parasitos, a atribuicdo de um alvo biologico para PDK sobre
o metabolismo dos parasitos permaneceria incerta. Além disso, para a atividade
catalitica de PDK ¢é necessaria a presenca dos residuos flanqueadores
correspondentes ao complexo PDH, além da presencga obrigatéria do residuo de
prolina na regido-alvo (AHSAN et al., 2012), os quais estdao ausentes em ambas as
subunidades E1-alfa encontradas para o complexo BCKDH de Toxoplasma. Dessa
forma, isso também nos motivou a investigar melhor as origens evolutivas dessa
enzima, buscando por alguma possivel origem divergente e que pudesse associar

essa enzima sobre um possivel alvo biologico “ndo-tradicional”, como o complexo

BCKDH dos parasitos (Figura 28).
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Nossos dados filogenéticos indicaram que as quinases BCKDK e PDK da
maioria dos organismos possuem uma origem filogenética em comum, podendo-se
observar uma divisdo dicotdbmica em relacdo a esses dois grupos de proteinas.
Enquanto a proteina identificada como TGME49 318560 de T. gondii esta associada
ao grupo das quinases BCKDKs de outros organismos, 0 mesmo n&o ocorre para a
quinase PDK (TGME49 219682), estando em um grupo totalmente divergente de
quinases do tipo “PDK” e que engloba varios representantes do grupo Alveolata, ou
seja, a divergéncia dessa proteina €, possivelmente anterior a prépria origem de todo

esse grupo de organismos.

A partir das buscas filogenéticas também encontramos duas proteinas
divergentes, identificadas como TGME49 293260 e TGME49 227050 em
Toxoplasma, porém néao é possivel atribuir a essas enzimas uma possivel fungao do
tipo PDK, dado que a regido N-terminal regulatéria (denominada como
BCKDHK _Adom), que é conservada e caracteristica dentro do grupo das quinases
PDHKs, nao foi identificada pela plataforma Interpro. Dessa forma, essas proteinas
podem ser totalmente divergentes, apesar de sua origem comum com a enzima
TgPDK, e podem néao estar associadas a regulagcdo do complexo BCKDH, dado que
a presenga desse sitio regulatério € importante para a atuagcdo enzimatica das
quinases do tipo PDK ou BCKDK em outros organismos (ANWAR et al., 2021),
entretanto, testes enzimaticos sdo requeridos para elucidar melhor a participagao
dessas enzimas no metabolismo de T. gondii.

Um trabalho anterior do grupo descreveu a existéncia de duas enzimas
quinases mitocondriais (TgBCKDK e TgPDK) como possiveis enzimas regulatérias
para o complexo BCKDH de Toxoplasma (FERRARINI et al., 2021), no entanto, sem
um estudo aprofundado sobre a origem evolutiva dessas quinases em relagdo ao

grupo dos alveolatas e demais organismos do supergrupo SAR.

Assim, essas informagodes filogenéticas sobre TgPDK trazem indicios de que
essa enzima pode ter se adaptado evolutivamente para uma atuacgéao regulatéria sobre
o complexo BCKDH de Toxoplasma, diferente do que normalmente ocorreria se essa

enzima estivesse associada ao grupo das enzimas PDKs dos demais organismos.
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5.6 Panorama evolutivo dos complexos desidrogenases e das quinases mitocondriais
para os Apicomplexas e demais Alveolatas

Os dados de filogenia em relagcédo a subunidade E1-alfa de BCKDH indicaram
a presengca da subunidade E1-alfa-02 para esse complexo desidrogenase em
Toxoplasma, ainda ndo reportada na literatura. Além disso, encontramos um padrao
evolutivo distinto para a quinase PDK dentro dos organismos do grupo Alveolata
(apicomplexas e dinoficeas). Dessa forma, para uma melhor analise das questdes
evolutivas referentes tanto aos complexos desidrogenases (PDH e BCKDH), quanto
em relagdo as possiveis quinases regulatorias (BCKDK e PDK), realizamos a
sobreposicao dos dados encontrados em relagdo aos principais organismos do
supergrupo SAR, visando verificar a distribuicdo dessas proteinas ao longo da

evolucao desses organismos (Figura 29).
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E um consenso na literatura que os apicomplexas perderam o complexo PDH
mitocondrial, entretanto ainda restam duvidas em relagdo a qual momento evolutivo
isso ocorreu (MOGI; KITA, 2010). Os nossos dados indicam que o ultimo ancestral
comum dos alveolados possuia o complexo PDH mitocondrial (mtPDH), o qual ainda
esta presente em Ciliophora. Apds o evento evolutivo de divergéncia evolutiva que
separou o ancestral do grupo Ciliophora, do ancestral que deu origem aos
apicomplexas, dinoflagelados e Perkinsozoa, ocorreu a perda desse complexo

desidrogenase, sendo que nesses organismos ocorre a presenga de plastidios.

Nossos dados evolutivos também indicam que de forma concomitante a perda
do mtPDH, ocorreu a divergéncia de uma quinase do tipo PDK, em um grupo
enzimatico divergente das quinases PDK encontradas nos demais organismos, algo
observado também no resultado apresentado na Figura 28, quando foi analisado a

histdria evolutiva das quinases BCKDK e PDK.

Dinoflagellata e Perkinsozoa sao grupos filogeneticamente proximos, e
derivados do mesmo ancestral comum e divergiram ainda na base da evolugao dos
alveolados (RUECKERT; PIPALIYA; DACKS, 2019), porém enquanto encontramos a
quinase PDK junto aos dinoflagelados, ndo identificamos um homaologo dessa enzima
em Perkinsozoa. Dessa forma, em Perkinsozoa ja pode ter ocorrido um evento de
perda dessa enzima, porém o ancestral comum de ambos os clados ja continha essa
enzima, o que nos permitiu pontuar a origem de PDK em um ponto anterior ao

surgimento do ancestral desses dois grupos de organismos.

Além disso, de maneira interessante, nos apicomplexas, ou ambas as quinases
estdo ausentes, como em Haemosporida e Piroplasmorida, ou ambas estdo
presentes, como em Eimeriidae e Sarcocystidae. Essa caracteristica pode estar
relacionada a propria historia evolutiva dos grupos, com a perda conjunta de quinases
em organismos que se adaptaram a infec¢ao de células sanguineas, como o caso de
Haemosporida e Piroplasmorida (PACHECO; ESCALANTE, 2023; RAZAVI et al.,
2023), diferente da infeccdo de Eimeriidae e Sarcocystidae voltada a tecidos
musculares, nervosos e intestinais (BANGOURA; BHUIYA; KILPATRICK, 2022;
WOHLFERT, BLADER; WILSON, 2017).

Além disso, em todos os apicomplexas, ocorre uma subunidade E1-alfa de

BCKDH voltada a conversao do piruvato, porém somente em Sarcocystidae ocorre a
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subunidade E1-alfa-02, que em Toxoplasma identificamos como a proteina
TGME49_292100.

Talvez seja possivel que a presenca de 02 proteinas E1-alfa para o complexo
BCKDH, bem como a presenga das 02 quinases no grupo Sarcocystidae (que inclui
Toxoplasma) possa conferir uma flexibilidade metabdlica e adaptativa muito maior do
que a verificada nos grupos Haemosporida (que inclui o género Plasmodium,
causador da malaria) e Piroplasmida (com os géneros Babesia e Theileria), e talvez
poderia estar associada a capacidade de formacao de cistos teciduais e de oocistos
em Toxoplasma, que nao é verificada em Plasmodium por exemplo. Além disso, 0 uso
de inibidores de quinases, como o DCA (acido dicloroacético), pode ter uma
importancia biolégica relevante para o tratamento da toxoplasmose, como ja reportado
na literatura (FERRARINI et al., 2021), porém, em contrapartida, poderia ter efeitos
limitados para o tratamento da malaria, devido a auséncia das quinases BCKDK e

PDK nesses parasitos.

A identificacdo de uma nova proteina para a subunidade E1-alfa de BCKDH
em Toxoplasma € um avango importante para uma melhor compreensao em relagao
ao funcionamento desse complexo desidrogenase nos parasitos. Além disso, a
identificacdo da histéria evolutiva de ambas as quinases, indicando que a quinase
PDK dos parasitos pertence a um ramo evolutivo distinto das quinases PDKs de outros
organismos também pode reforcar a possibilidade dessa quinase atuar na regulagao
do complexo BCKDH dos parasitos. Dessa forma, isso motivou a realizar testes
relacionados a expressao recombinante de ambas as enzimas e ensaios enzimaticos
frente a peptideos sintéticos relacionados a ambas as subunidades E1-alfa, visando
verificar se as quinases poderiam ter uma atuagdo enzimatica preferencial sobre
algum desses possiveis alvos bioldgicos. Além disso, a partir da purificacédo das
enzimas recombinantes seria possivel identificar se essas quinases seriam os alvos
bioldgicos de DCA, que inibe o crescimento de Toxoplasma in vitro (FERRARINI et al.,
2021).
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5.7 Expressao recombinante de PDK (sequéncia completa) em sistema procarioto

Diferentes cepas de E. coli (DE3) e metodologias de expressdo foram
empregadas para a expressao recombinante da proteina TgPDK (~82 kDa). O que
incluiu as cepas A-Slyd, BL21-Star e Artic Express. Foram realizadas analises da
expressao das proteinas recombinantes usando extratos totais, fragcao soluvel e fragao

insoluvel por eletroforese em gel SDS, seguida de Western Blot.

A andlise dos perfis de eletroforese nao indicou a expressdo da proteina
TgPDK (em sua sequéncia completa) em nenhuma das condi¢des testadas para a
cepa A-SLyD (Figura 30).
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Figura 30. Ensaios de Expressdao de TgPDK (~ 82 kDa), na cepa E. coli A-SLyD. A. Expresséao a
20°C, por 16 horas. Geéis contendo extrato soltvel, contendo as condi¢des controle (ndo induzido), e
as seguintes concentragdes de IPTG (0,1, 0,5, 1,0 e 2,0 mM). B. Expressao a 37°C, por 04 horas.
Extrato soluvel, contendo as condigdes controle (ndo induzido), e as seguintes concentragbes de IPTG
(0,1, 0,5, 1,0 e 2,0 mM). Géis corados com Azul de Comassie. Marcador de peso molecular Page Ruler
Protein Ladder (Thermo).

A expressédo da proteina PDK de Arabidopsis thaliana em outros estudos
(TOVAR-MENDEZ et al., 2005) foi alcangada na cepa BL21-Star utilizando um meio
de cultura mais rico (Terrific Broth). Por isso, tentamos também nessa cepa, e
testamos diferentes temperaturas, 18° C e 25°C, para o tempo de expresséo de 16
horas, e as temperaturas de 30 e 37° para o tempo de expressado de 04 horas. A
indugao de expressao foi realizada com a adigdo de IPTG (0,5 mM e 1,0 mM) (Figuras
31 e 32).
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Figura 31. Ensaios de Expressao de TgPDK (~82 kDa), na cepa E. coli BL21 Star (Extrato
soluvel), meio de cultura Terrific Broth. A. Teste de expressao conduzido a 18 °C. 1) Controle sem
IPTG. 2) Indugédo a 0,5 mM IPTG. 3) Indugéo a 1,0 mM IPTG. Condi¢gdes 1 a 3 com tempo de
expressao de 04 horas. 4) Controle sem IPTG. 5) Indugédo a 0,5 mM IPTG. 6) Indugdo a 1,0 mM IPTG
(todas por 16 horas). B. Teste de expressao conduzido a 25 °C. 1) Controle sem IPTG. 2) Indugéo a
0,5 mM IPTG. 3) Indugéo a 1,0 mM IPTG. Condigdes 1 a 3 com tempo de expressao de 04 horas. 4)
Controle sem IPTG. 5) Indugéo a 0,5 mM IPTG. 6) Indugéo a 1,0 mM IPTG. Todas as condi¢gdes com

cultivo por 16 horas.
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Figura 32. Expressdo de TgPDK em E. coli BL21 Star, meio Terrific Broth com as temperaturas
de expressao de 30 e 37 °C. 1 a 3: temperatura de expressao a 30 °C controle ndo induzido, indugéo
com IPTG 0,5 mM e indugédo com IPTG 1,0 mM, respectivamente. 4 a 6: Temperatura de expressao a
37 °C, controle ndo induzido, indugdo com IPTG 0,5 mM e indugédo com IPTG 1,0 mM, respectivamente.
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Analisando-se os géis de eletroforese dos extratos dessas bactérias também
nao observamos a indugao da expressao da proteina-alvo. Dado que proteinas mais
complexas podem requerer chaperonas para a sua correta expressao e
enovelamento, entdo optamos por realizar testes também com a cepa Arctic Express.
Essa linhagem bacteriana apresenta maior capacidade de expressdo devido a
presenga das chaperonas Cpn10 e Cpn60, que facilitam o correto enovelamento de
proteinas recombinantes, bem como proporcionam maior rendimento de proteinas
soluveis (Agilent.com). Essa cepa bacteriana é adequada para cultivos em baixas
temperaturas, e com isso realizamos testes de expressao a 12°C, por 16 horas, com
uso de meio LB, e indugdo com IPTG na concentragao final de 1 mM (Figura 33).
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Figura 33. Expressao de TgPDK em E. coli cepa Arctic Express. Expressdo conduzida a 12°C,
por 16 horas. 1) Extrato total ndo induzido 2) Extrato total induzido. 3) Extrato Soluvel nao induzido. 4)
Extrato Soluvel induzido. 5) Extrato insolivel n&do induzido. 6) Extrato insoluvel induzido. Inducgdes
realizadas com a adi¢do de 1 mM de IPTG ao meio LB. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein

Ladder (Thermo).

Da mesma forma que nos testes anteriores, ndo obtivemos a indugcéo da
expressao da proteina TgPDK com essa linhagem bacteriana, pois ndo observamos
bandas diferenciais entre os testes de indugdo e o controle. Mesmo realizando-se
Western Blot com anticorpo anti-his, nenhum indicio da expressdo da proteina
recombinante foi detectado, confirmando o que foi observado pelos géis corados com

Azul de Comassie (dados nao mostrados).
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5.8 Expressao da proteina TgBCKDK (sequéncia completa) em sistema procarioto

Obtivemos os melhores resultados de expressao de TgBCKDK com o uso da
linhagem E. coli Nico21 (DE3), e indugdo a 20°C, por 16 horas. Nesse caso, foi
observada a expressdo de uma proteina préxima ao peso molecular esperado (~56
kDa) apés a adigédo de IPTG (fragdes induzidas), mas com intensidade semelhante ao
observado na fragdo sem IPTG, (fracdo nao induzida) (Figura 34, A), caracterizando
uma expressao basal dessa proteina mesmo na auséncia do agente indutor. As
analises por Western Blot confirmaram a presenca da proteina-alvo em todas as

fragdes analisadas (Figura 34, B).
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Figura 34. Expressao recombinante de TgBCKDK (~56kDa) em E. coli Nico21 a 20°C. A. Gel SDS-
Page 10%, corado com Azul de Comassie. 1) Extrato total, ndo induzido. 2) Extrato total, induzido. 3)
Extrato soluvel, condigdo nao induzido, purificado manualmente com resina de niquel-NTA. 4) Extrato
soluvel, condi¢do induzido, purificado manualmente com resina de niquel-NTA, 5) Extrato soluvel,
condicdo nao induzido. 6 — Extrato soluvel, condigao induzido. B. Membrana de Western Blot, com
marcagéao anti-His. 1) Extrato total ndo induzido. 2) Extrato total induzido. 3) Extrato soluvel, condi¢do
nao induzido, purificado em bancada com resina de niquel-NTA. 4) Extrato soluvel, condigédo induzido,
purificado manualmente com resina de niquel-NTA, 5) Extrato soltvel, condigdo néo induzido. 6) Extrato
soluvel, condigdo induzido. Seta indica expressao da proteina recombinante. Marcador de peso
molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo).

5.9 Cromatografia por afinidade em sistema de cromatografia Akta

A partir da confirmacgao da expressao recombinante de TgBCKDK, utilizamos
um volume maior de cultivo para as metodologias de cromatografia de afinidade por
sistema Akta (conforme metodologia reportada no item 4.5). Apds as etapas de

cromatografia verificamos a presenga de bandas adicionais nas diferentes fragdes
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coletadas (Figura 35), o que poderia ser indicativo de degradacao da proteina

recombinante.
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Figura 35. Purificagdo de TgBCKDK com o sistema de afinidade Akta. A. Dados de absorbancia
das diferentes fragoes. B. Fragbes B10 a B23. C. Fragdes B24 a B32. D. Fragcbes B33 a B41. Aprimeira
coluna dos géis de eletroforese (B, C e D), refere-se ao marcador de peso molecular Page Ruler
Prestained Protein Laddder (Thermo).

Determinadas construgcbes proteicas, quando expressas de forma
recombinante, podem apresentar baixa estabilidade, degradacado e precipitacao
(BOIVIN; KOZAK; MEIJERS, 2013). Essas condigdbes podem ser derivadas da
presenca de sitios de clivagem ou regides desestruturadas, que levam a um menor
nivel de estabilidade estrutural (TARCZEWSKA; GREB-MARKIEWICZ, 2019). Dessa
forma, a presenca das bandas adicionais verificadas a partir da cromatografia poderia
estar relacionada a algumas dessas condigbes e, para uma melhor purificagao,
selecionamos algumas fragbées para as metodologias de cromatografia de excluséo

de tamanho e cromatografia de troca iénica.
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5.10 Cromatografia por exclusao de tamanho e troca ibnica

As metodologias de cromatografia por exclusdo de tamanho podem auxiliar na
purificacdo de biomoléculas de diferentes pesos moleculares, para a obtengao de
fragdes mais purificadas, e preservando as suas fungdes biolégicas e enzimaticas
(HALL, 2018). Conforme metodologia reportada no item 4.9, utilizamos a fracdo B27
como amostra para essa técnica. Conforme observado na Figura 36, nao foi possivel
obter fragdes enriquecidas contendo somente a proteina recombinante em seu
tamanho esperado. Entretanto, observamos a presenga de bandas adicionais ainda
persistentes nas amostras analisadas, o que também pode ser relacionado a aspectos

estruturais inerentes a essa proteina recombinante.
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Figura 36. Purificagdo por Cromatografia de exclusao de tamanho de TgBCKDK. A. Dados de
absorbancia das diferentes fragdes. B. Gel de SDS-Page (10%), corado com Azul de Comassie. Coluna
1: marcador de peso molecular Page Ruler. Coluna 2: Amostra da fragao B27 utilizada no experimento
(controle). Colunas 3 a 10: Analise das fragbes coletadas a partir da cromatografia de exclusdo de
tamanho.

Com o objetivo de superar os obstaculos observados na purificacdo de
TgBCKDK (tanto na purificagdo por afinidade, quanto por exclusdo de tamanho),
selecionados algumas fragdes para metodologia de cromatografia de troca ibnica.
Essa técnica se baseia nas cargas da superficie da proteina e que podem interagir
com resinas cromatograficas de cargas complementares. A partir disso, as proteinas
podem ser separadas de possiveis contaminantes através de suas interacdes entre a
fase estacionaria (coluna cromatografica) e a fase mével (que pode ser composta por
uma solugéo salina, em gradiente, que compete com os sitios que interagdo das
proteinas e a fase estacionaria), permitindo a obtencéo de fragdes mais purificadas
(CUMMINS; ROCHFORT; O'CONNOR, 2017).
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Mesmo com o uso dessa técnica, ndo conseguimos alcangar a purificagao
dessa proteina recombinante, sendo possivel observar um sinal muito fraco da

proteina-alvo seguido de bandas adicionais em algumas fra¢des (Figura 37, B, setas).
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Figura 37. Purificagao por Troca I6nica de TgBCKDK. A. Dados de absorbancia das diferentes
fracoes. B e C. Géis SDS-Page (10%), corados com Azul de Comassie. B. 1: marcador de peso
molecular Page Ruler. 2: Amostra pré-coluna das fragdes B32 a B40 utilizadas no experimento.
Setas indicam uma presenga muito fraca de proteinas, mas ainda contendo as 02 bandas
adicionais. C. 1: Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). Demais
pocos correspondem a amostras das diferentes fragdes coletadas.

Proteinas recombinantes podem ser sensiveis as concentragdes de sais
presentes em tampdes de purificacado, afetando a sua estabilidade, conformacéo e até
mesmo levando a precipitacdo em algumas situagbes (MAITY; BAIDYA; REDDY,
2022). Possivelmente, os resultados observados estejam relacionados a essas
condic¢oes reportadas na literatura, onde o tampao inicial da corrida cromatografica é
de baixa concentragédo salina (50 mM de cloreto de sédio), podendo ter levado a
proteina a precipitacdo dentro da coluna do equipamento, impedindo a sua separacgao,
mesmo com o uso de um gradiente salino que a atingir 1 molar de cloreto de sédio ao

final da corrida cromatografica.
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5.11 Dialise das proteinas

As fracbes obtidas pela cromatografia de afinidade geralmente apresentam
altas concentragdes de imidazol, que podem chegar até 500 mM. A presenca de
imidazol em proteinas eluidas pode interferir em suas atividades bioquimicas (GORT;
MALOQY, 1998), dessa forma é recomendado o uso de metodologia de dialise para a
reducdao da concentracdo desse soluto nas amostras a serem utilizadas em testes

bioquimicos.

Para a dialise de proteinas, geralmente € utilizado uma membrana
semipermeavel capaz de permitir a difusdo de pequenos solutos, porém prevenindo
que grandes moléculas sejam carreadas, permitindo a redugéo das concentragdes de

sais ou outros solutos presentes nas amostras de interesse (SMITH, 2010).

Entretanto, do mesmo modo que o observado nos resultados anteriores, o uso
de condicdes de didlise, tanto para remover o imidazol, quanto para reduzir a
concentracdo de cloreto de sddio das fragdes, resultou na imediata precipitacdo das
proteinas, apods poucos segundos, formando um precipitado visivel dentro da
membrana de didlise. Esse resultado, juntamente com o que observamos na
metodologia de purificagado por troca ibnica, nos leva a concluir que essa proteina é
muito instavel em solucdo com baixa concentracdo de sais, requerendo sempre a
presenca constante de tampdes com alta carga salina. Ou ainda, a intrinseca
tendéncia a formagao dimeros nessa familia de proteinas quinases (ANWAR et al.,
2021), podem levar a uma agregacédo desordenada em condigdes de baixo sal,

levando a proteina a precipitagao.

5.12 Modelagens in silico de TgBCKDK e TgPDK

Devido a auséncia de expressao de TgPDK e degradagédo de TgBCKDK que
inviabilizou a purificagao das proteinas recombinantes, tentamos buscar compreender
melhor a estrutura conformacional dessas enzimas, buscando por sitios com alta
instabilidade ou sujeitos a clivagem, que poderiam estar comprometendo as etapas

de expressao e de purificagdo de ambas as enzimas.
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Atualmente diferentes ferramentas de inteligéncia artificial ja estado disponiveis
para a modelagem in silico de proteinas como o Alphafold, que realiza a predi¢cao
conformacional de proteinas de interesse a partir de dados ja validados, depositados
em outros dados de dados (GOMES; GOMES; BERNARDI, 2022). Essa ferramenta
também pode ser util para a busca de regides desestruturadas e que podem conter
sitios de clivagem ou processamento. Na estrutura tridimensional reportada pelo
Alphafold, as regides possivelmente desestruturadas séo reportadas como regides de
baixa confianga (low confidence regions), mas que podem ser sobrepostas com
sucesso usando estruturas ja conhecidas para confirmacao dessa predigcdao (RUFF;
PAPPU, 2021).

Dessa forma, submetemos a sequéncia completa de aminoacidos referentes
as proteinas TgBCKDK e TgPDK a analise pela ferramenta Alphafold, tendo como

resultados os dados reportados na Figura 38.

A

Figura 38. Modelagens in silico das proteinas TJBCKDK e TgPDK com o uso da plataforma
Alphafold. A e B: Proteinas TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. E possivel observar uma regiéo
mais estruturada na parte central da proteina (setas azuis), e a presenca de regides desestruturadas
nas regides N e C-terminal de cada proteina (setas vermelhas).

Com os dados de modelagem, foi possivel observar extensas regides
desestruturadas em ambas as proteinas, tanto das regides N- como C-terminal, porém

como uma proeminéncia maior dessas regides verificada junto a proteina TgPDK.
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Entretanto, dados de modelagem in silico ndo devem ser avaliados isoladamente,

sendo importante a busca de informagdes também em outras bases de dados.

Além dos dados fornecidos pelo Alphafold, realizamos modelagem
tridimensional com o uso da plataforma Swiss-Model, com a simulagdo tanto das
conformacdes relacionadas a monémeros, quanto na forma de dimeros (estrutura
conformacional mais caracteristica desse grupo de proteinas) (ANWAR et al., 2021) e

observagéo das estruturas pelo software Chimera (verséo 1.17.3), (Figuras 39 e 40).

Figura 39. Projecdo conformacional in silico para a enzima TgBCKDK (sequéncia completa)
pela plataforma Swiss-Model. A e B: Estrutura na forma de monémero e dimero, respectivamente.

Figura 40. Projecdo conformacional in silico para a enzima TgPDK (sequéncia completa) pela
plataforma Swiss-Model. A e B: Estrutura na forma de monémero e dimero, respectivamente.
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Os dados obtidos pela plataforma Swiss-Model também confirmaram a
presenca de regides desestruturadas em ambas as proteinas, estando em

concordancia com os dados prévios ja obtidos com a plataforma AlphaFold.

Além das analises estruturais, realizamos a busca pelas regides de dominios
de ambas as enzimas com o uso da ferramenta Interpro. Essa ferramenta online
Interpro combina informagdes de 13 bancos de dados e permite a busca em relagao
aos sitios conservados e das regides funcionais presentes em proteinas de interesse
(PAYSAN-LAFOSSE et al., 2023). Dessa forma, realizamos a submissao da sequéncia

de residuos referentes a ambas as enzimas a essa plataforma (Figuras 41 e 42).
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Figura 41. Regides de dominios da sequéncia completa de TgBCKDK. Os retangulos coloridos
representam as regides de dominios da proteina de interesse. Dados obtidos com o uso da plataforma
online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).
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Figura 42. Regides de dominios da sequéncia completa de TgPDK. Os retangulos coloridos
representam as regides de dominios da proteina de interesse. Dados obtidos com o uso da
plataforma online Interpro (https://www.ebi.ac.uk/interpro/).

A partir dos dados obtidos com o uso dessa ferramenta, foi possivel observar
a organizagdo tipica em ambas as enzimas, constituida pelos dominios
BCDHK_Adom (descrito como regiao regulatéria) e regiao ATPase (responsavel pela
clivagem do ATP), estrutura que é tipica para as quinases do grupo PDHK (THELEN;
MIERNYK; RANDALL, 2000). Dessa forma, foi possivel a elaboragdo das novas
estratégias de clonagem, para a expressdo de proteinas recombinantes contendo

apenas as regides de dominios.

5.13 PCR e clonagem das sequencias estaveis de TgBCKDK e TgPDK em vetores do
sistema Gateway

A partir dos dados obtidos com as analises a nivel de dominios e estrutura
tridimensional, procedemos entdo a clonagem das regides mais estaveis de cada
proteina, mantendo-se as regides dos dominios, com o intuito de se obter proteinas
com atividade catalitica preservada e mais estaveis as metodologias de expressao e

purificagao.
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Para se alcangar esses objetivos, oligonucleotideos foram sintetizadas e
utilizados para a clonagem das regides de interesse (conforme metodologia reportada
no item 4.14). Tivemos sucesso tanto na amplificacdo das regides interesse, quanto
nas etapas de recombinagédo Gateway, com a constru¢ao do vetor de entrada pDNOR-

221, quanto do vetor de destino pDEST-17, como pode ser observagao na Figura 43.
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Figura 43. PCRs de confirmagao de amplificagao das regides-alvo de TgBCKDK e TgPDK. A. 1
e 3: Controles negativos. 2 e 4: Amplificacdo de TgBCKDK e TgPDK, respectivamente, com os primers
Gateway. B. Confirmagéo dos clones positivos para em Top10, contendo vetores pDNOR 221 para
TgBCKDK e TgPDK. B: 1 e 7 — controles negativos. B2 e B8: controle positivo: amplificacao das regides
originais contidas nos vetores sintéticos. B3 a B6 e B9 a B12, teste de 04 colbénias para TgBCKDK e
TgPDK. C. Confirmagdo dos clones positivos para em Top10, contendo vetores pDEST17 para
TgBCKDK e TgPDK. C: 1 e 7 — controles negativos. C2 e C8: controle positivo: amplificagdo das
regides originais contidas nos vetores sintéticos, para TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. C3 a C6
e C9 a C12, teste de 04 colbnias para TgBCKDK e TgPDK, respectivamente. Setas indicam a
amplificagéo das regides de interesse, confirmando o sucesso das técnicas.

Os produtos de amplificagdo gerados sao condizentes com os valores
esperados para a amplificagédo de TgBCKDK (1.232 pb) e TgPDK (1.843 pb), com o

uso desses oligonucleotideos.

5.14 Transformacgao bacteriana e expressao da regidao de dominios de TgBCKDK e
TgPDK

Para a expressao das novas construgdes utilizamos E. coli plysS (DE3), essa
cepa tem a capacidade de um controle maior na redugdo da expressao basal de
proteinas recombinantes, bem como é recomendada para a expressao de proteinas
potencialmente téxicas (Thermo). Essas cepas foram transformadas e as colénias
foram confirmadas por PCR. Ao realizarmos as etapas de expressao tradicional,
utilizando meio LB e indugao por IPTG (1 mM), foi observada uma baixa expressao

para ambas as proteinas, além de novamente a presenca de expressao basal em
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relacdo a proteina TgBCKDK (~47 kDa), mesmo na auséncia de agente indutor nas

condicdes controle.

Devido a esses resultados, passamos a buscar métodos alternativos de
expressao, para uma possivel repressao da expressao basal e, possivelmente em prol
de uma otimizacdo do rendimento total das proteinas de interesse. Dessa forma,
realizamos testes comparativos envolvendo a expresséao tradicional utilizando IPTG,
em comparagao com meios de cultura autoinduzidos, como proposto por Studier
(2005), contendo diferentes proporcbes de glicose (agente repressor) e lactose

(agente indutor), conforme metodologia detalhada reportada no item 4.16.

Em relacdo a expressdo da regidao de dominios da enzima TgBCKDK,
verificamos a expressao tanto nas condigbes controle (ndo-induzida) e induzida
(IPTG), sendo que com o uso de glicose 0,1% parte da expressao basal passou a ser
reprimida, e desaparecendo totalmente nas concentragdes mais altas de glicose. O
uso de lactose promoveu a expressao da proteina de interesse em niveis superiores
ao observado na condigdo com IPTG (Figura 44, A). Isso indica que o uso de meio
autoinduzido pode ser uma alternativa a ser utilizada com essa proteina, aumentando
o seu rendimento, e possivelmente resultando em proteinas mais estaveis e soluveis.
Porém, o mesmo nao ocorreu para TgPDK (~68 kDa) (Figura 44, B), onde n&o foi
verificada a presenca de expressao basal na condigdo controle (ndo-induzida, pogo
1). As condigdes com lactose promoveram um aumento na expressao total da proteina
de interesse, no entanto, foram observadas degradag¢des ou versdes truncadas da
enzima. Dessa forma, para a proteina TgPDK passamos a manter a expressao

tradicional, que envolve o uso de IPTG como agente indutor.
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Figura 44. Expressao das novas construgcoes de TgBCKDK e TgPDK. A. Expressao de TgBCKDK.
B. Expressdo de TgPDK. Condi¢des: 1 (controle); 2: indu¢ao por IPTG (1 mM); 3: glicose 0,1%; 4:
glicose 0,3%; 5: glicose 0,5%; 6: glicose 1%; 7 a 9: glicose 0,1% com lactose 0,2, 0,4 ou 0,6%,
respectivamente. Todos as condi¢des utilizando somente a fragdo soluvel.

5.15 Etapas de purificagdo de TgBCKDK (versao truncada)

Como pode ser observado na Figura 45, foi possivel estabelecer um protocolo
adequado para a purificagdo manual (sem uso do cromatografo AKTA) da proteina
TgBCKDK, utilizando-se a expressdo com meio autoinduzido (contendo glicose 0,1%
e lactose 0,2%) (STUDIER, 2005). O uso do protocolo de purificagdo manual foi

eficiente para atingir a pureza da proteina a partir da eluicdo com concentragao igual

ou maior a 200 mM de imidazol.
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Figura 45. Purificagao de bancada para a proteina TgBCKDK (~47 kDa). Gel SDS-PAGE (10%),
corado por solugéo de prata. 1. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo). 2.
Flow-through. 3 a 10. Solugcédo de tampéao contendo 300 mM NaCl, 50 mM Tris-HCI, pH, contendo
diferentes concentragdes de imidazol: 30, 50, 100, 150, 200, 250, 300 e 400 mM, respectivamente.
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A partir das condi¢des estabelecidas manualmente, testamos o escalonamento
tanto da expressdo quanto da purificagdo com o uso de sistema Akta. Entretanto,
como pode ser visualizado na Figura 46, o uso desse sistema automatizado nao foi
eficiente devido a presenca persistente de proteinas contaminantes, inviabilizando o
uso desse método de purificagao para a obtengao de fragdes purificadas contendo a

proteina de interesse para o uso em testes bioquimicos.
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Figura 46. Purificagdo por sistema de cromatografia Akta de TgBCKDK. Gel SDS-Page 10%,
corado com solucao de prata. Proteina-alvo sendo eluida com muitos contaminantes. Setas indicam a
proteina-alvo. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo).

Dessa forma, a purificagdo manual, apesar de ser metodologicamente mais
trabalhosa, foi a melhor estratégia capaz de produzir proteina purificada o suficiente
para o desenvolvimento dos ensaios bioquimicos. De acordo com a literatura, a
presenca de proteinas contaminantes € um problema constante na purificacdo desse
grupo de proteinas (ZHANG, WEN et al., 2018). Quanto ao protocolo de purificagéo
da BCKDK recombinante, observou-se que a proteina truncada pode ser expressa e
purificada de forma soluvel e estavel, o que contrasta com os resultados obtidos
anteriormente para a proteina em sua sequéncia completa, que, embora expressa na
fracdo soluvel, se apresentava de forma muito instavel, gerando degradagdes durante

0s processos de purificagao.
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5.16 Etapas de purificagao de TgPDK (versao truncada)

De modo semelhante ao realizado para a proteina TgBCKDK, realizamos
purificacdo manual (de bancada) e por sistema de cromatografia Akta para a proteina
TgPDK. Entretanto, mesmo com o uso de diferentes estratégias, a purificagdo dessa

proteina ndo foi possivel (Figuras 47 e 48).
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Figura 47. Purificacdo de bancada para a proteina PDK (~68 kDa). Gel SDS-PAGE (10%), corado
por solugao de prata. 1. Flow-through. 2 a 7. Solugao de tampé&o contendo 300 mM NacCl, 50 mM Tris-
HCI, pH, contendo diferentes concentragbes de imidazol: 30, 50, 100, 150, 200 e 250 mM,
respectivamente. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo).
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Figura 48. Purificagdo por sistema de cromatografia Akta de TgPDK (~68 kDa). Gel SDS-Page
10%, corado com solucdo de prata. Proteina-alvo sendo eluida com muitos contaminantes. Setas
indicam a proteina-alvo. Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo).

Nao foi possivel estabelecer um protocolo adequado para a purificagao dessa
enzima, sendo que na purificacdo de bancada, essa proteina estava sendo eluida
mesmo em baixas concentragbes de imidazol, juntamente com os demais
contaminantes presentes na amostra. Do mesmo modo, tampéao foi observado a partir
da cromatografia automatizado, utilizando o sistema Akta. Esse dado também se
relaciona com a literatura, dado que esse grupo de enzimas tende a se associar em
dimeros (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000), o que pode ter dificultado a sua

purificacao.

Com as sucessivas dificuldades na purificagcdo dessa enzima, passamos a
concentrar nossos esforgos na proteina TgBCKDK, dado que a purificagdo ja havia

sido alcangada.
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5.17 Ensaios de cinética enzimatica para TgBCKDK

A partir da obtencao das fragdes purificadas de TgBCKDK, que foram
previamente dializadas para a remog¢ao do imidazol (conforme item 4.18), foi possivel

estabelecer testes enzimaticos com essa enzima.

Testamos previamente diferentes tempos de incubagao da enzima frente ao
substrato ATP e na presenca de peptideos, conforme metodologia do item 4.19,
entretanto somente podemos aferir diferencas estatisticas apds 06 horas de ensaio,
conforme reportamos na Figura 49. Dados da literatura também indicam a
necessidade de ensaios envolvendo varias horas de incubagdo para uma melhor
verificagdo da atividade enzimatica desse grupo de enzimas (ZHANG, WEN et al.,
2018).

Atividade enzimatica de BCKDK

(06 horas)
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=3 ATP + Enzima

= ATP + Enzima + peptidio mutado

= ATP + Enzima + peptidio-alvo

Figura 49. Ensaio de atividade cinética de TgBCKDK. Os asteriscos (*) indicam diferenca
estatistica p<0,05, através de teste de ANOVA, seguido por teste de Tukey.
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Incialmente, para os testes enzimaticos, utilizamos peptideo-alvo relacionado a
sequéncia de E1-alfa-01 (TYRVGHHSTSDDSFQYR) e como controle um peptideo
mutado no sitio de fosforilacdo relacionada a Ser-293 (TYRVGHHATSDDSFQYR).
Esse sitio de serina é descrito como o principal sitio de fosforilacdo em outros modelos
biolégicos, onde mutagdes nesse sitio devem impedir ou reduzir a atividade de

fosforilagdo das quinases sobre esse substrato-alvo (HUANG et al., 2010).

Os ensaios de atividade enzimatica indicam que a enzima apresenta atividade
enzimatica basal, mesmo na auséncia de peptideos, o que possivelmente se
correlaciona com a capacidade intrinseca desse grupo de proteinas relacionada a
autofosforilagdo (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000).

A presencga do peptideo-alvo aumenta a atividade ATPase da enzima em
relagdo as demais condi¢des controle, o que inclui os testes com o peptideo-mutado,
reforcando a hipétese de que E1-alfa-01 € um alvo biolégico provavel para a atuagao

dessa enzima.

Apesar disso, a presenca do peptideo mutado também aumentou a atividade
catalitica da enzima sobre 0 ATP, o que poderia estar relacionado a presenga de algum
sitio secundario de serina que também poderia ser fosforilado, ou ainda, apenas um
aumento da atividade basal da enzima, de forma inespecifica, porém sem a

transferéncia adequada do grupamento fosfato para uma regido-alvo.

Nossos dados de filogenia indicaram a existéncia de uma possivel nova
subunidade E1-alfa para o complexo BCKDH, que denominamos E1-alfa-02. Essa
proteina € reportada no banco de dados com a identificaggo TGME49 292100
(https://toxodb.org/). Dessa forma, realizamos novos testes de atividade enzimatica
utilizando um novo peptideo sintético (peptideo 02), relacionado a essa nova proteina
(conforme metodologia do item 4.19) (Figura 50).
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Figura 50. Ensaio enzimatico com proteina TgBCKDK recombinante frente a peptideos-alvo
sintéticos. Concentragdo de ATP (150 uM). Peptideo 01: regido de fosforilagdo de E1-alfa-01 do
complexo BCKDH. Peptideo 02: regido de fosforilagdo de uma possivel nova subunidade E1-alfa para
o complexo BCKDH (E1-alfa-02). Asteriscos representam diferencga estatistica (p<0,05).

Nossos dados indicaram novamente atividade basal de TgBCKDK frente ao
ATP, porém essa atividade é aumentada na presenga de ambos os peptideos
sintéticos. A auséncia de diferenca estatistica na atividade enzimatica frente aos 02
peptideos correspondentes ao sitio conservado de fosforilacado de E1-lafa 01 e E1-
alfa 02, sugere que € possivel que a enzima TgBCKDK possa ter mais um alvo
biolégico no metabolismo de Toxoplasma gondii, relacionado a nova subunidade E1-
alfa do complexo BCKDH que encontramos nas abordagens filogenéticas.

Ainda existe uma lacuna cientifica em relagéo a possivel alvo biolégico de DCA
no metabolismo dos parasitos. Dados da literatura também especularam sobre a

possibilidade da enzima TgBCKDK se constituir em um alvo biolégico provavel para
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esse farmaco (FERRARINI et al., 2021), porém sem a realizagao efetiva de testes

enzimaticos.

Devido a isso, realizamos ensaios in vitro para verificar a possivel inibicdo de
TgBCKDK, na presenca dos peptideos-alvo, frente ao agente inibidor DCA, em
diferentes concentracdes. Os dados de atividade enzimatica foram normalizados com
o uso do software GraphPad Prism, para o calculo do IC50 para cada condicéo,
utilizando-se a equacgao de Hill para o calculo da concentracao inibitoria de 50% frente

a atividade ATPase basal da enzima (Figura 51).
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Figura 51. Atividade inibitéria de DCA frente a quinase TgBCKDK. A e B: Condi¢des utilizando-se
os peptideos-alvo 01 e 02, respectivamente.

Os resultados indicaram que DCA inibiu a atividade enzimatica de TgBCKDK,
com valores de IC50 relativamente proximos, entre 440,5 uM (na presenga do
peptideo 01, relacionado a E1-alfa-01) e 374,3 yM (na presencga do peptideo 02,

relacionado a E1-alfa-02).

Os dados nos permitiram também o célculo da velocidade maxima de
TgBCKDK frente a cada um dos peptideos-alvo, assim como em relagdo as
concentracdes de DCA, possibilitando o calculo do Km aparente da enzima em cada
uma das condigdes testadas, através do uso do GraphPad Prism (Quadro 1).
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Quadro 1. Dados enzimaticos de TgBCKDK frente aos peptideos-alvo e na presencga do inibidor

DCA
Condicdes Km aparente (uM) | Velocidade (umol/min)

controle (sem peptideo) 233,3 0,073370

DCA (uM)
o 0 210,1 0,134700
G 10 538,17 0,070485
é ) 100 702,57 0,056893
;% 1000 1.968,33 0,022898
10000 3.782,66 0,012334

DCA (uM)
9 0 182,7 0,129900
© 10 416,34 0,076311
g 100 646,48 0,054261
Ez 1000 2.310,31 0,017566
o 10000 10.066,96 0,004230

Nossos dados indicam que a presenga dos peptideos-alvo aumenta a

velocidade enzimatica de TgBCKDK, reduzindo o valor de Km em relagao a condigéo

controle. Por outro lado, a presenca de DCA reduz a velocidade enzimatica de forma

dose-dependente, com o aumento do valor de Km conforme o aumento da

concentracdo desse agente inibidor. O aumento de Km verificado geralmente esta

associado a inibicdo do tipo competitiva, dado que uma maior concentracao de

substrato (no caso ATP) poderia ser necessaria para aumentar a atividade da enzima
na presenga dessa droga (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). DCA se liga no sitio
regulatério desse grupo de quinases, que é distinto do sitio ATPase. Entretanto, o

bloqueio desse sitio promove alteragdes conformacionais em toda a enzima, alterando

a afinidade do sitio ATPase, o que reduz significativamente a atuagdo enzimatica
(KLYUYEVA; TUGANOVA; POPQV, 2008).
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5.18 Analises in silico dos sitios de interagcao de DCA frente a quinases BCKDK e PDK

A partir dos testes enzimaticos que indicaram que DCA inibe a atividade
enzimatica da quinase BCKDK, realizamos abordagens in silico, para evidenciar os
sitios de interagdo dessa droga sobre ambas as quinases TgBCKDK e TgPDK de T.
gondii (Figura 52 e 53). Utilizamos como referéncia os dados ja depositados na
plataforma PDB, onde constam os sitios de interagdo de DCA em relagédo a quinase

PDK de humanos (https://www.rcsb.org/structure/2Q8H), e metodologia descrita

anteriormente no item 4.13.

Figura 52. Docking molecular das quinases TgBCKDK e TgPDK frente a diferentes ligantes. Ae
B: Proteina TgBCKDK em relac&o ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. C e D: Proteina TgPDK
em relagdo ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. Ligantes representados em verde. O modelo
de nuvem eletrbnica apresenta regibes com densidade eletrénica positiva em azul e negativa em
vermelho. Regides neutras hidrofébicas séo brancas.
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Figura 53. Sitios de interagao entre diferentes ligantes e as quinases TgBCKDK e TgPDK. e B:
Proteina TgBCKDK em relagéo ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente. C e D: Proteina TgPDK
em relagdo ao ligantes piruvato e DCA, respectivamente.

Para a quinase BCKDK, os residuos de interagcdo com DCA sao semelhantes
aos sitios de interagao com piruvato, ocorrendo nos aminoacidos arginina 21, 112 e
116. As energias livres de ligagdo (AG), calculadas in silico, para a interacéo entre
BCKDK e os ligantes piruvato e DCA foram idénticas, e estimadas em -3,9 kJ/mol, o

que indica uma ligacao termodinamicamente favoravel.

Para PDK, ocorre interacdo de DCA junto aos sitios de lisina 94, histidina 97,
arginina 45 (semelhante aos sitios de interagdo com piruvato), além da serina na
posicao 71. A partir das observagdes dos resultados in silico, € possivel observar que
DCA interage com os mesmos sitios de interagao com piruvato. Do mesmo modo que
o verificado in silico para BCKDK, as energias livres de ligagdo entre a quinase PDK
e os ligantes DCA e piruvato foram de -4,3 e -4,6 kd/mol, respectivamente, também

indicando uma interag&o favoravel entre essas moléculas e a enzima.

5.19 Ensaios de imunoprecipitagado (IP) e analises de espectrometria de massas

As técnicas de imunoprecipitacdo, associadas a técnicas de espectrometria de
massas, apresentam grande utilidade para o estudo de interagdes proteina-proteina
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nos sistemas biolégicos, permitindo a identificagdo de redes de interagdao entre

diferentes proteinas, que podem atuar em diferentes vias metabdlicas (LIN; ALI; LAl,

2024).

Realizamos ensaios de imunoprecipitacao (IP) a partir de parasitos T. gondii
cepa RH AhxgprtAku80 (controle, sem etiqueta) e parasitas da mesma linhagem
contendo etiqueta 3x.HA para as proteinas TgPDK e TgBCKDK (conforme
metodologia descrita no item 3.17). O perfil proteico adquirido através da IP foi
analisado por eletroforese em Gel SDS-PAGE 10%, seguido por Western Blot além

de espectrometria de massas, Figura 54.
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Figura 54. Imunoprecipitagao (IP) dos complexos proteicos associadas a PDK e BCKDK no
metabolismo dos parasitos e analise por Western Blot. A: IP utilizando-se tampao contendo 150
mM de cloreto de sédio (Tampao 01). B: IP utilizando-se tamp&o contendo 300 mM de cloreto de sédio
(Tampao 02). O eixo de A e B representa as diferentes condigbes: 1, 2 e 3 — Fragdo soluvel dos parasitos
(controle, PDK.HA e BCKDK.HA, respectivamente; 4, 5 e 6 — Fragédo nao-ligada (flow-through) das
condi¢des controle, PDK.HA e BCKDH.HA, respectivamente; 7, 8 e 9 — Fragao contendo os eluidos das
condi¢des controle, PDK.HA e BCKDH.HA, respectivamente. C: 1, 2 e 3 - IP utilizando-se tampéo
contendo 300 mM de cloreto de sddio (Tampéo 02) da fragdo soluvel dos extratos controle, PDK.HA e
BCKDK.HA, respectivamente; 4, 5, 6 - IP utilizando-se tampao contendo 400 mM de cloreto de sédio
(Tampéo 03) da fragdo soluvel dos extratos controle, PDK.HA e BCKDK.HA, respectivamente.
Marcador de peso molecular Page Ruler Protein Ladder (Thermo).

Obtivemos sucesso com o uso dos tampdes para a imunoprecipitacdo das
proteinas PDK e BCKDK, a partir de parasitos contendo tag.HA para essas proteinas-
alvo (conforme metodologia do item 4.19). Em todas as condigdes, ocorreu uma maior
ligacdo com a proteina TgBCKDK (~52kDa), em relag&o a proteina TgPDK (~82 kDa).
Quando utilizamos tampéo de lavagem contendo 400 mM de NaCl, apesar de ocorrer
a imunoprecipitacdo da proteina BCKDK, ocorreu a perda da proteina PDK nas
fracdes eluidas. A partir desse resultado, efetuamos analises por espectrometria de

massas para as condigdes de imunoprecipitacdo somente com o uso dos tampdes de
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lavagens contendo 150 mM e 300 mM de cloreto de sddio (conforme reportado na

metodologia, item 4.20).

As quinases BCKDK e PDK possuem localizagdo mitocondrial em Toxoplasma
(FERRARINI et al., 2021), bem como essas proteinas também sao restritas as
mitocéndrias nos  demais organismos (Atlas do Quinoma, 2024,

https://www.cellimagelibrary.org/pages/kinome atlas). Entretanto, ainda restam

duvidas se PDK e/ou BCKDK poderiam atuar regulando diretamente o complexo
BCKDH dos parasitos. Dessa forma, focamos nossas analises buscando evidéncias
em relacéo a essa questao biolégica, focando principalmente em analisar as proteinas
descritas como de localizagao mitocondrial, utilizando-se para isso os dados contidos
nas plataformas online Uniprot e ToxoDB. Consideramos para as analises estatisticas
as proteinas que apareceram em no minimo em 02 replicatas, com minimo de 02
peptideos unicos, conforme metodologia ja reportada pelo nosso grupo de pesquisa
(INOUE et al., 2022). Os dados foram filtrados inicialmente por teste t, além de testes
estatisticos complementares como Kruskal-Wallis e Analise de Variancia (ANOVA).
Foram considerados validos os resultados com p <0,05, Quadro 2, Figuras 55 e 56

e Dados em Anexo IV.
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Quadro 2. Proteinas mitocondriais enriquecidas a partir da imunoprecipitagdo com o uso dos
tampoes contendo 150 e 300 mM de cloreto de soédio

T <
14 7] (7] T
] 3 3 < 3 %) ol | o % gg x
o a] © o |8 |28«|8 |ST|8S< o LT 2
@S p k= kel aov| al| ®© oy | @I I =
g. c 9 53| ealov| T B L% = © QO ]
g g o 2| % aR|87|85| 88| = 35 5
& o g [s@lgh|e |eg ™| § =8 o
3= |= = 3
2 2
(o]
LS | non12sYPS BCKDK 00 l213l 00l 0| 3 | o ) 2,80E+09 )
3o
252
cog S8EUEA PDK 00|00 157 0o | o | 3 - - 4,53E+08
0 o0 g
T o= Componente 6,66E+06 | 6,52E+06
S AOA125Ya9 | EOTRONENE | 20 | 27 [ 20 | 2 | 3 | 3 | 462E+06
AOA125YPJ8 BCKDK 40129700 | 1 | 3 | 0 [812E406 | 4 4pr,1g
< SBEUET PDK 00[00|183] 0 | 0 | 3 - - 6,82E+08
o
8 | Aoatzsyise | ADPIATR g lqs0 107 | 3 | 3 | 3 |276E+07 | ST4EYOT | 3.28E407
g- translocase
S | Aoatzsyyps | Heatshock 1300 g5 751 53 | 3 | 3 | 727E406 | 130EYO7 | 1:22E407
° protein
S Componente 8,82E+06 | 1,18E+07
: AOA125YJJ9 | EOMRONET 1 20| 33 | 47 | 2 | 3 | 3 | 544E+06
o° Succinate-CoA
S AOA125YS60 ligase 0023270 | 3 | 3 - 9,58E+06 | 9,37E+06
5 subunit alpha
© Succinate-CoA
3 AOA125YHZ4 ligase 104730 0| 3 | 3 - 7,31E+06 | 8,31E+06
= subunit beta
E Dihydrolipoy!
Q .dlysine "
resiaue succiny
AOA125YJF1 transferase | 00 | 23 | 20| 0o | 3 | 2 - 6,36E+06 | 5,29E+06
component of
oxoglutarate
dehydrogenase




119

[150 mM] BCKDK [150 mM] PDK [150 mM] E2 Component
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Figura 55. Analises estatisticas para a co-imunoprecipitagdo com o uso de tampao contendo 150
mM de cloreto de sédio. No eixo horizontal constam os dados para os parasitos etiquetados para
BCKDK, PDK, ou nao etiquetados (Tg-CE, extrato controle). Asteriscos (*) indicam diferenca estatistica
p <0,05.
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Figura 56. Analises estatisticas para a co-imunoprecipitagdo com o uso de tampao contendo 300
mM de cloreto de sédio. No eixo horizontal constam os dados para os parasitos etiquetados para
BCKDK, PDK, ou néo etiquetados (Tg-CE, extrato controle). Asteriscos (*) indicam diferencga estatistica
p <0,05.
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Os dados da espectrometria de massas indicaram que o uso dos tampdes
contendo 150 mM e 300 mM de cloreto de sodio (tampdes 01 e 02, respectivamente),
permitiu o enriquecimento das proteinas TgBCKDK e TgPDK em relagao as condi¢des
controle. Na condicdo de 150 mM de cloreto de sddio, a unica proteina mitocondrial
enriquecida para ambas as quinases esta relacionada ao componente E2 do
complexo BCKDH, sem diferencas estatisticas em relagao ao enriquecimento dessa

proteina em relacéo as quinases.

Com o aumento da concentracao salina para 300 mM também verificamos co-
imunoprecipitacdo do componente E2 de BCKDH em relacdo a ambas as quinases,
porém com um enriquecimento maior de E2 em relagdo a TgPDK, em comparagao
com TgBCKDK. Em ambas as condigbes testadas, n&o foi verificado co-
imunoprecipitacao das proteinas relacionadas a subunidade E1-alfa do complexo
BCKDH.

A interacao de ambas as quinases com o componente E2 de BCKDH reforga
a hipotese de que ambas as enzimas poderiam realizar a regulagcdo do complexo
BCKDH. O componente E2 se estrutura como eixo central, onde as demais proteinas
realizam o ancoramento, para a estruturacédo do complexo desidrogenase ((HEVLER
et al., 2023). As quinases BCKDK ou PDK se ancoram na regido L2 (préxima a regiao
N-terminal) do componente E2 (STACPOOLE, 2017), enquanto a subunidade E1-alfa
realiza ancoramento na regido E1 (por¢gdo C-terminal) dessa proteina
(KOROTCHKINA; PATEL, 2008), regides espacialmente distintas.

A partir das analises de imunoprecipitacdo com tampao contendo 300 mM de
cloreto de sodio, também encontramos outras 06 proteinas enriquecidas. A proteina
ADP/ATP translocase € descrita como essencial para o metabolismo dos taquizoitas,
atuando na exportacdo do ATP produzido na mitocdndria e importacdo do ADP
citoplasmatico (QIAN et al., 2023). A proteina identificada como heat shock protein
(AOA125YYPG6) é expressa constitutivamente em taquizoitas e bradizoitas, estando
aumentada em diferentes condi¢des de estresse, tanto de temperatura como potencial
osmotico, além de possivel agdo como chaperonas, atuando no correto enovelamento
de proteinas mitocondriais (DE MIGUEL; ECHEVERRIA; ANGEL, 2005).
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As enzimas citrato sintase, dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase
(componente E2 de complexo KGDH), e as subunidades da enzima succinil-CoA
ligase possuem atuagdo em diferentes etapas do ciclo de Krebs. A enzima citrato
sintase participa da primeira etapa do ciclo de Krebs, catalisando a conversédo do
acetil-CoA em citrato, com a producao de NADH, FADH e ATP (CHHIMPA et al., 2023).
A ocorréncia de mutagdes nessa enzima leva ao decréscimo da produgao de ATP pela
célula, além da forte reducao da proliferacdo de taquizoitas em estudos in vitro e in
vivo (LYU et al., 2024). O complexo KGDH apresenta um papel central na regulagéo
do metabolismo mitocondrial, atuando na conversdo de alfa-cetoglurato, com a
producao de succinil-CoA e NADH no processo. Esse complexo atua também em vias
associadas a sinalizacao celular e controle dos niveis de calcio intracelular (HANSEN;
GIBSON, 2022). A enzima succinil-CoA ligase, enzima composta pelas subunidades
alfa e beta, utiliza como substrato a molécula succinil-CoA, gerando como produtos
succinato, coenzima-A, além de ATP e GTP (VAN HOVE et al., 2010).

Apesar dessas 05 proteinas adicionais citadas acima também estarem
enriquecidas no extrato soluvel dos parasitas etiquetados para ambas as quinases,
nao ha evidéncias na literatura sobre a participacdo de proteinas quinases sobre a
regulacdo dessas enzimas. Além disso, verificamos um maior numero de proteinas
contaminantes na condicdo de 300 mM, em relacdo ao uso de tampao contendo 150
mM de cloreto de sédio, o que poderia nos indicar que testes futuros poderiam
empregar concentragdes intermediarias de tampdes contendo entre 150 e 300 mM de
cloreto de sddio, para uma reducédo de contaminantes e possivelmente um aumento

das interacdes proteina-proteina.
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6. DISCUSSAO

O metabolismo energético de Toxoplasma gondii, e de outros apicomplexas,
tem sido alvo de diversas investigagcdes e discussdes académicas ao longo do tempo,
visando elucidar as particularidades bioquimicas desse grupo de organismos, que 0s
tornam essencialmente unicos e muito divergentes em relagdo a outros eucariotos
(SEEBER; LIMENITAKIS; SOLDATI-FAVRE, 2008), desde a maior dependéncia da
glicélise como fonte de energia (SHUKLA et al., 2018), até a auséncia de um complexo

PDH mitocondrial nesse grupo de organismos (JACOT et al., 2016).

Além disso, outra caracteristica marcante dos apicomplexas esta relacionada a
presenca do apicoplasto, organela adquirida por endossimbiose secundaria de um
ancestral relacionado as algas (STRIEPEN, 2011), e que contém um complexo PDH,
capaz de metabolizar o piruvato em acetil-CoA, o qual é utilizado como substrato para
a producgao de acidos graxos (ELAHI; PRIGGE, 2023).

A literatura cientifica aponta que na auséncia de um complexo PDH na
mitocdndria desses organismos, o complexo BCKDH (originalmente voltado a
degradagao de aminoacidos) assumiu o papel de conversao do piruvato, tendo ampla
preferéncia pelo piruvato frente aos aminoacidos, sendo classificado como um
complexo PDH-like, mas que ainda mantem uma atividade residual na degradacéao de
aminoacidos (OPPENHEIM et al., 2014).

Essa é uma situagdo peculiar, dado que a grande maioria dos organismos
possuem complexos desidrogenases voltados ao metabolismo do piruvato (complexo
PDH) ou aos aminoacidos (complexo BCKDH), e ndo um complexo unico sendo
responsavel por vias bioquimicas tao distintas. Além dessa questao, é reportado que
em Toxoplasma a via de degradagédo dos aminoacidos esta totalmente funcional, com
a presenca da enzima BCAT, que metaboliza a primeira etapa da desaminagao de
aminoacidos, cujos subprodutos sao utilizados de forma “candnica” por complexos do
tipo BCKDH nas demais espécies (LIMENITAKIS et al., 2013).

Dado que Toxoplasma mantem metabolismo mitocondrial tanto sobre o piruvato
quanto sobre os aminoacidos, e que a subunidade E1-alfa de BCKDH ja descrita na
literatura esta voltada ao metabolismo do piruvato, realizamos analises filogenéticas,

com o uso das ferramentas Blast, Uniprot e OrthoDB, buscando por sequéncias de
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proteinas similares a subunidade E1-alfa de BCKDH. Nossas analises indicaram a
presenca de uma nova proteina, que denominamos como E1-alfa-02, que apesar de
ser identificada pelos bancos de dados, ndo ha informacgdes na literatura que apontem
a sua funcgéo bioldgica junto ao metabolismo de Toxoplasma gondii, nem a sua histoéria
evolutiva. O que nos levou a aprofundar ainda mais as buscas para possiveis
ortdlogos de ambas as proteinas junto ao supergrupo SAR (Stramenopiles, Alveolata
e Rhizaria), grupo filogenético ao qual pertence T. gondii (SIMPSON; EGLIT, 2016),

de forma a reconstruir a historia evolutiva dessas proteinas.

Nossas anadlises evidenciaram que a proteina identificada como
TGME49 292100 (E1-alfa-02) é filogeneticamente relacionada as subunidades E1-
alfa dos complexos BCKDHSs, contendo as regides de dominios caracteristicas desses
complexos (Avarsson et al., 1999), similares as regides presentes na proteina
TGME49 239490 (E1-alfa-01), ja descrita na literatura (OPPENHEIM et al., 2014).

O levantamento de dados referentes ao perfil de expressdao de enzimas
presentes em Toxoplasma e associadas a estruturagao do complexo BCKDH, revelou
um aumento da expressdo de E1-alfa-01 (voltada ao piruvato) durante a fase
proliferativa, e isso pode estar correlacionado ao ambiente intracelular das células
hospedeiras que sao ricos em glicose (BLADER; KOSHY, 2014).

Entretanto, foi possivel observar um perfil antagénico entre a expressao de E1-
alfa-01 e das enzimas E1-alfa-02 e BCAT, tanto a partir de 44 horas de proliferagao in
vitro, quanto durante a fase de esporulacdo dos parasitos. Nessa fase ocorre uma
reducédo de E1-alfa-01 e um aumento de E1-alfa-02 e da proteina BCAT (enzima que
participa do pré-processamento de BCAAs), (DE MEEUS D’ARGENTEUIL et al.,
2021), o que reforga a possibilidade de E1-alfa-02 estar metabolicamente relacionada
com BCAT.

Além disso, analises protedmicas de esporozoitos (fase presente nos oocistos
de Toxoplasma) também ja mostraram um predominio da conversao de BCAAs para
o fornecimento de acetil-CoA como substrato para a manutencgao do ciclo de Krebs na
mitocdndria, 0 que torna os parasitos energeticamente independentes de recursos
externos nessa fase do ciclo de vida (POSSENTI et al., 2013). Dessa forma, o fato de

E1-afa-02 ser mais expressa na fase de esporulagao reforga a possibilidade de que
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essa enzima esteja diretamente associada ao metabolismo dos BCAAs, e atue

principalmente quando a disponibilidade de piruvato esta restrita.

Outros dados da literatura, que reforcam a nossa hipotese, residem nos dados
relacionados ao nocaute da subunidade E1-alfa de BCKDH em T. gondii e
Plasmodium. Em Plasmodium, o nocaute génico desencadeia fortes alteragdes de
desenvolvimento dos parasitos, pois a infeccdo em modelo animal ndo se desenvolve
e o sistema imunoldgico consegue eliminar totalmente os parasitos circulantes. No
entanto em Toxoplasma, o nocaute dessa mesma subunidade torna a proliferacao da
fase replicativa do parasito mais lenta in vitro, mas nao altera a dindmica de infeccao
ou egresso dos parasitos (OPPENHEIM et al., 2014), o que poderia ser indicativo de
que E1-alfa-02 estaria atuando como enzima compensatoria nessa situagao, ainda

permitindo a dinamica celular desses parasitos nocaute.

Algo que chamou atengéo foi que ao analisarmos os dados de transcriptomica,
depositados na plataforma ToxoDB, n&o foi reportado um aumento da expressao
proporcional da subunidade E1-beta em razdo de um aumento de E1-alfa-02 durante
a fase de esporulacao, o que, indiretamente indicaria a possibilidade de existir também
uma outra subunidade E1-beta (possivel E1-beta-02) ainda n&o reportada na
literatura. Entretanto, apesar de nossas buscas junto as plataformas Blast, OrthoDB e
Uniprot, utilizando-se como referéncia tanto a sequéncia ja descrita para a subunidade
E1-beta de Toxoplasma, quanto as sequéncias dessa subunidade reportadas para
outros organismos, ndo encontramos nenhuma outra sequéncia candidata a possivel
subunidade E1-beta, que poderia se associar a subunidade E1-alfa-02 principalmente
durante a fase de esporulacédo dos parasitos. Em Arabidopsis thaliana, onde também
se verificam 02 complexos BCKDHs (ambos voltados ao metabolismo de BCAAs),
ocorre a duplicacdo de ambas as subunidades E1-alfa e E1-beta, cada qual associada
a sua subunidade especifica (PENG et al., 2015), permanecendo a questao se a
subunidade E1-beta de Toxoplasma realmente ocorre como uma proteina unica,
sendo expressa principalmente durante a fase proliferativa, porém se associando a
E1-alfa-02 durante a fase de esporulagao, ou se haveria alguma outra proteina, ainda

desconhecida, e possivel candidata a ser uma nova subunidade E1-beta.

E postulado na literatura que o complexo BCKDH é o mais ancestral dos
complexos desidrogenases, e ao longo dos processos evolutivos sofreu processos de

neofuncionalizagdo, adquirindo a capacidade de metabolizagdo do piruvato e dando
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origem ao complexo PDH encontrado na maioria dos organismos
(SCHNARRENBERGER; MARTIN, 2002). De maneira semelhante, nossos dados de
filogenia também apontaram uma origem em comum da subunidade E1-alfa dos
complexos desidrogenases BCKDH e PDH, como também que a subunidade E1-alfa-
02 de BCKDH esta presente em diferentes grupos de organismos alveolados. O
surgimento da subunidade E1-alfa-01 (voltada ao metabolismo do piruvato) em um
ancestral ligado aos apicomplexas, pode ter permitido um avango evolutivo
consideravel a esses organismos, e pode ter possibilitado um aproveitamento mais
eficiente dos compostos de carbono provenientes das células hospedeiras, o que

privilegiou um modo de vida voltado ao parasitismo.

Além disso, proteinas filogeneticamente relacionadas tendem a apresentar
regides conformacionais conservadas, o que permite inferir as relagdes filogenéticas
entre diferentes ortdlogos (AGARWAL et al., 2011). A sobreposicao estrutural entre
E1-alfa-01 e E1-alfa-02 mostrou diversas regides de folhas-beta e alfa-hélices em
comum entre as 02 proteinas. Entretanto ocorrem diferengas nas por¢des N-terminal
de ambas as proteinas, com E1-alfa-02 apresentando regidao N-terminal mais extensa.
Nesse sentido, é possivel que, apds um processo de duplicagao inicial, pode ter
ocorrido um processo de reducao da porcao N-terminal em E1-alfa-01, o que pode ter

possibilitado uma atividade catalitica mais voltada a conversao do piruvato.

A partir dos dados filogenéticos, evidenciamos que dentro do clado Alveolata,
somente Ciliophora, grupo muito diverso de organismos aquaticos (KULAS et al.,
2021), ainda possui o complexo PDH mitocondrial, em todos os demais grupos desse

ramo evolutivo, esse complexo enzimatico esta ausente.

A aquisicdo de um plastidio, através de eventos de endossimbiose, em um
ancestral ligado aos grupos Dinoflagellata, Perkinsozoa e demais apicomplexas,
desencadeou profundas alteragcdes bioquimicas, levando a redug¢des em diferentes
vias metabdlicas, refletindo também na perda do complexo PDH mitocondrial (DANNE
et al., 2013). Nossos dados filogenéticos além de apontarem a perda desse complexo
PDH, nesse mesmo ponto evolutivo reportado pela literatura, também indicam que
ocorreu um processo de divergéncia da quinase PDK, a qual esta posicionada em um
ramo evolutivo divergente em relacdo as quinases PDKs e BCKDKs de outros

organismos, o que também ainda nao foi abordado pela literatura.
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A enzima PDK esta normalmente associada a regulagdo dos complexos PDH
nas mitocondrias (WANG, XIUXIU et al., 2021), e depende do reconhecimento de
sitios conservados presentes em PDH, para sua atuagédo enzimatica (AHSAN et al.,
2012), sem a ocorréncia de interagdo cruzada em relagao aos sitios de fosforilagao
encontrados em BCKDH (HEINEMANN-YERUSHALMI et al., 2021).

A literatura aponta que a substituicdo da Ser-293 por alanina impede a
fosforilagdo de PDK sobre peptideos sintéticos relacionados ao complexo PDH
mitocondrial de A. thaliana (HUANG et al., 2010), bem como algumas mutacdes
upstream ou downstream a essa serina afetam a capacidade de reconhecimento

dessa quinase em relacdo ao seu alvo biolégico (AHSAN et al., 2012).

Entretanto, pouco € explorado na literatura sobre a conservagao dos residuos
flanqueadores relacionadas ao sitio de serina (Ser-293) dos complexos BCKDH/PDH,
bem como de sua evolugéo ao longo do tempo. E, dessa forma, resolvemos olhar mais
detalhadamente também sobre essa questao. Durante o processo de alinhamento das
sequéncias, referentes as subunidades E1-alfa de BCKDH e PDH dos organismos
eucariotos, observamos a conservagao da regiao central STS em BCKDH, sendo que
essa mesma regido central estd presente nas duas proteinas relacionadas a

subunidade E1-alfa de BCKDH em Toxoplasma.

Enquanto isso, na subunidade E1-alfa do complexo PDH mitocondrial dos
organismos eucariotos, essa regiao central € composta pelos residuos SMSDP. Nos
plastidios (de organismos fotossintetizantes) e no apicoplasto de Toxoplasma e
demais apicomplexas, essa regiao central € composta pelos residuos S(L/V/IP)ADP.
Verificamos que somente em complexos do tipo PDH ocorre a presenga de um residuo
de prolina (P), localizado imediatamente apds o residuo de aspartato (D). Esse
residuo de prolina, nessa posicao, esta totalmente ausente nos complexos BCKDH
dos demais organismos analisados. A presenca desse sitio de prolina também foi
verificada como essencial para a interagdo da quinase PDK junto ao complexo PDH
mitocondrial de Arabidopsis thaliana (AHSAN et al., 2012), porém nesse trabalho os
autores abordaram apenas aspectos enzimaticos, sem se aprofundarem nas questdes

evolutivas em relagéo a esse sitio ao longo da evolugéo.
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Dessa forma, sugerimos que as mutagdes dessa regidao central estao
diretamente ligadas a historia desses complexos desidrogenases, impedindo que as

quinases BCKDK e PDK interajam de forma cruzada entre os complexos.

Além disso, a substituicao da treonina (T), aminoacido nao carregado, presente
em BCKDH, pela metionina (M), além do sitio de prolina (P), aminoacidos alifaticos
apolares (NELSON; COX, 2017), encontrados no complexo PDH mitocondrial, podem
ter alterado completamente as cargas eletrostaticas dessa regido central para um
perfil mais apolar, o0 que pode requerido o surgimento de uma quinase muito mais

adaptada para interagir com esse sitio.

No complexo PDH de plastidios (o que inclui os apicoplastos), os aminoacidos
leucina, valina e prolina, além da alanina (que substituiu a serina na posicao 295),
também sao classificados como apolares (NELSON; COX, 2017), o que pode ter
desencadeado uma regido continua ainda mais apolar do que a encontrada no
complexo PDH mitocondrial. Além disso, os complexos PDH de plastidios sao
autoregulados (TOVAR-MENDEZ; MIERNYK; RANDALL, 2003), entdo sugerimos que
a presencga dessa regiao central, altamente apolar, desde os primérdios da evolugéao,
pode ter levado ao impedimento da interacdo com quinases do tipo PDK, as quais
foram consequentemente perdidas ou estavam totalmente ausentes desde os
organismos ancestrais que deram origem aos plastideos, aparecendo mais tarde na

evolugao somente nas alfaproteobactérias (que deram origem as mitocéndrias).

Em estudos de localizacao celular em Toxoplasma, também nao foi encontrada
uma quinase PDK junto ao apicoplasto (FERRARINI et al., 2021), o que possivelmente
abrange a regra geral da auséncia de PDK em organelas derivadas de plastidios e,
possivelmente o complexo PDH do apicoplasto também possui atividade enzimatica

autorregulada.

Os complexos BCKDH s&do normalmente regulados pelas quinases BCKDK
(HEINEMANN-YERUSHALMI et al., 2021), o que nos indicaria que possivelmente a
quinase BCKDK estaria atuando na regulagédo de ambas as proteinas relacionadas a
subunidade E1-alfa de BCKDH em Toxoplasma. Nossos dados de filogenia também
apontaram que a perda de um complexo PDH tipico em um ancestral ligado aos
apicomplexas, por consequéncia acarretaria a perda de um alvo biolégico provavel

para a quinase PDK nesses organismos. Entretanto, nossas analises indicam que a
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quinase PDK dos alveolados também se apresenta em um ramo evolutivo divergente
em relagdo as quinases BCKDK e PDK de outros grupos. Dessa forma, isso nos
sugere que, concomitante a perda do complexo mtPDH, também ocorreram
modificagdes evolutivas junto a essa enzima, o que pode ter permitido o
reconhecimento e a regulagcado das subunidades E1-alfa de BCKDH. Por isso, seria
possivel que em Toxoplasma, ambas as quinases, BCKDK e PDK, atuem sobre
ambas as subunidades E1-alfa de BCKDH, podendo também serem alvos da atuagao

farmacologica de inibidores de quinases, como o DCA.

Diversas perdas tanto das quinases PDK e BCKDK, bem como de uma
subunidade E1-alfa de BCKDH, foram verificadas em diferentes grupos filogenéticos.
Em Haemosporida (géneros Plasmodium e Haemoproteus), e Piroplasmorida
(géneros Babesia e Theileria) ocorre apenas a subunidade E1-alfa de BCKDH voltada
a conversao do piruvato, com a perda tanto das quinases, quanto do metabolismo de
BCAAs. Isso pode ser uma caracteristica evolutiva diretamente relacionada a infecgao
de células sanguineas, cujo conteudo intracelular é rico em glicose, e em Plasmodium
os transportadores de membrana podem realizar o transporte coordenado tanto de
glicose como de frutose (GOERDELER; SEEBERGER; MOSCOVITZ, 2021). Nesse
sentido, nossos dados também corroboram com outros estudos que pontuam uma
gradual redugdo das vias metabdlicas em apicomplexas, com perdas de vias
bioquimicas e até mesmo redug¢des estruturais na mitocéndria (MATHUR; WAKEMAN;
KEELING, 2021).

Em contraste com a situacdo verificada em Plasmodium, na familia
Sarcocystidae, onde analisamos os géneros Toxoplasma e Hammondia, existe tanto
as quinases PDK e BCKDK quanto as 02 proteinas relacionadas a subunidade E1-
alfa de BCKDH, um indicativo de que nesses parasitos possa existir uma maior
adaptabilidade em virtude de flexibilidade metabdlica, visto que ja foi descrito que em
Toxoplasma essa capacidade adaptativa permite rapidas alteracbes metabdlicas
frente a condigbes de estresse e disponibilidade limitada de recursos (WALSH et al.,
2022).

A demonstracao prévia dos efeitos de DCA na replicagcdo de Toxoplasma em
estudos in vitro, juntamente com a identificacdo da presenga das quinases BCKDK e
PDK na mitocéndria como potenciais alvos dessa droga (FERRARINI et al., 2021),

aliada aos resultados de filogenia obtidos nesse trabalho, que indicam a presenca de
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E1-alfa-02, nos motivou a realizacéo de diferentes abordagens bioquimicas e in silico
para elucidar melhor essa questao biolégica. Nesse sentido, optamos por realizar
ensaios bioquimicos utilizando ambas as quinases, expressas de forma recombinante,
e avaliar se os peptideos sintéticos relacionados as 02 subunidades E1-alfa do
complexo BCKDH, poderiam ser diferentemente fosforilados pelas quinases utilizando

ensaios bioquimicos e abordagens in silico em conjunto com o uso do inibidor DCA.

Apesar dos ensaios em diferentes cepas bacterianas, e em diferentes
condicbes e meios de cultivo, a expressdao recombinante de ambas as enzimas
utilizando suas sequéncias completas foi inviavel. No caso de TgPDK nao houve a
expressdao em nenhuma das condig¢des testadas. Enquanto no caso de TgBCKDK foi
possivel alcancar a expressdo da proteina recombinante, porém mostrou-se muito

instavel, dificultando o processo de purificacao.

Isso parece ser comum para as PDKs de outros organismos, pois na literatura
€ reportado grande dificuldade para a expressao e purificagdo desse grupo de
proteinas, resultando em enzimas totalmente insoluveis ou presentes em corpos de
inclusdo, que requerem passos laboriosos para a purificagcao da proteina de interesse
(DAHIYA et al., 2019), até a expressao de proteinas instaveis e sujeitas a degradagao
durante as etapas de purificagdo (ZHANG, WEN et al., 2018). Dessa forma, a
impossibilidade de expressao de TgPDK e a instabilidade de purificagdo de TgBCKDK
esta coerente com o que ja esta reportado na literatura.

As metodologias de troca idnica e exclusao por tamanho, que foram realizadas
com o objetivo de produzir fragcdes mais purificadas de TgBCKDK, com a exclusao das
formas degradadas, falharam em produzir fragbes com a proteina purificada. Da
mesma forma, as tentativas de dialise, para troca dos tampdes de alta concentracéo
salina para tampdes com menor concentracdo de sais, promoveram a subita
precipitacdo da proteina de interesse. Esse fendmeno pode estar intrinsicamente
relacionado a formacgé&o de dimeros nessa familia de proteinas (ANWAR et al., 2021),
0 que pode explicar a necessidade de manutengao dessas proteinas em tampdes com
alta carga salina, com o intuito de se evitar a precipitagdo, como os tampdes ja
reportados na literatura que utilizam cloreto de sédio a 300 mM (TOVAR-MENDEZ et
al., 2005).
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Através das analises estruturais das proteinas-alvo, realizadas por ferramentas
in silico, como Alphafold e da plataforma Interpro, foi possivel observar a presenca de
regides intrinsicamente desestruturadas tanto em TgPDK quanto em TgBCKDK.
Regides intrinsicamente desestruturadas sdo segmentos polipeptidicos que contém
uma grande quantidade de aminoacidos polares, impedindo que ocorra um
enovelamento proteico nessas regides, tornando-as altamente flexiveis, e com uma
grande variedade de conformagdes possiveis, desde altamente lineares, até
totalmente compactas (BABU, 2016). Assim, a purificagdo de proteinas recombinantes
contendo regides desestruturadas torna-se um verdadeiro desafio, dado que essas
regides favorecem a formacdo de agregados proteicos, bem como sao sitios
altamente sensiveis a atuagao de proteases (TARCZEWSKA; GREB-MARKIEWICZ,
2019).

Dessa forma, optamos pela expressdo recombinante da sequéncia
correspondente as regides mais estruturadas, contendo as regides de dominios
(BCKDH_Adom e regiao ATPase) de ambas as enzimas, permitindo assim a atividade
enzimatica desse grupo de proteinas (THELEN; MIERNYK; RANDALL, 2000).

A partir da clonagem dessas regides mais estaveis, obtivemos sucesso na
expressao recombinante tanto para TgBCKDK quanto para TgPDK em E. coli BL21-
pLysS (DE3). Essa cepa bacteriana é adequada para a expressao de proteinas
potencialmente toxicas, bem como expressa constitutivamente a lisozima T7, que

tende a reduzir a expressao basal (Thermo).

Entretanto, durante os testes de expressdo recombinante de TgBCKDK,
observamos a expressdo dessa proteina mesmo na auséncia do agente indutor
(IPTG). Enquanto isso, para a proteina TgPDK, a expressao estava ocorrendo apenas
na presenga do agente indutor (IPTG), nos chamando a atencdo para tentar

compreender melhor o que poderia estar acontecendo.

A presenca de expressao basal de TgBCKDK possivelmente pode ser
explicada pelo trabalho de Studier (2005), o qual afirma que determinadas proteinas,
quando expressas em sistema procarioto, levam a desregulagao dos niveis de AMP
ciclico (cAMP) intracelular, o que, por consequéncia, promove o desbloqueio do
promotor que regula a expressao da T7 RNA polimerase, e, com isso, mais proteina

sera expressa de forma desregulada, reiniciando o processo. Todos esses eventos
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podem acarretar a produgao de proteinas insoluveis, truncadas, e, em casos mais
graves, desencadear mutagdes nos vetores de expressao, levando a expresséo de

proteinas com sequéncias alteradas (STUDIER, 2005).

Para contornar essa situagdo, € possivel utilizar meios autoinduzidos,
suplementados com glicose e lactose. A glicose reprime a expressao basal de
proteinas recombinantes através do bloqueio das regides promotores contidas nos
vetores de expressdo, que sdo induzidas por analogos de lactose (como o IPTG),
atrasando a expressao de proteinas recombinantes durante a fase de crescimento
bacteriano (UKKONEN et al., 2013). Com o declinio das concentragbes de glicose, as
bactérias passam gradualmente a consumir a lactose como fonte de energia, e como
consequéncia, se inicia a expressao recombinante da proteina de interesse também
de forma mais gradual, o que pode aumentar a solubilidade além rendimentos

superiores em relagao ao sistema tradicional que emprega IPTG (STUDIER, 2005).

Para TgBCKDK, os nossos resultados confirmaram esse fenbmeno, pois na
condigao com lactose houve maior expressao do que com IPTG, e niveis aumentados
de glicose reprimiram a expressao basal. Entretanto, o contrario foi observado em
relagdo a TgPDK, onde as condigbes com lactose promoveram uma alta expressao,
acima da verificada com IPTG, mas que levou a formacgao de proteinas instaveis e
truncadas. Dessa forma, passamos a utilizar o meio autoinduzido para a proteina
TgBCKDK, mantendo a expresséao tradicional, com o uso de IPTG, para a proteina
TgPDK.

Importante destacar que somente conseguimos atingir a purificagdo da proteina
TgBCKDK com a metodologia de purificagdo manual, utilizando-se colunas
cromatograficas e fluxo da fase mével por gravidade, no qual a proteina de interesse
comecgou a ser eluida da fase estacionaria (coluna de niquel-NTA) a partir de 150 mM
de imidazol, com enriquecimento maior a partir da faixa de 200 mM de imidazol. Em
todas as tentativas de purificagdo em cromatografo AKTA, a proteina de interesse foi
eluida com muitos contaminantes. Dessa forma, apesar de ser metodologicamente
mais laboriosa, optamos pela purificagdo manual para todos os demais testes

enzimaticos utilizando-se essa proteina.

Em relagao a proteina TgPDK, tanto a purificagdo manual, quanto a purificagéo

por afinidade em cromatégrafo AKTA, falharam em produzir fragdes purificadas, com
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a proteina sendo eluida ja em baixas concentragcdes de imidazol, juntamente com os
demais contaminantes provenientes das ceélulas bacterianas. Esse comportamento
também ja foi observado na purificagdo da enzima PDK3 de humanos, onde a eluigéo
ja se iniciava a 25 mM de imidazol, além de grande parte da proteina expressa estar
retida em corpos de inclusdo (DAHIYA et al., 2019). A presenca persistente de
contaminantes, nas etapas de purificagdo dessa proteina, inviabilizou a sua utilizagao

nos testes enzimaticos.

Durante a padronizacdo dos ensaios enzimaticos, verificamos que menores
tempos de ensaio nao resultaram em diferencgas estatisticas entre as condigdes, e que
para se mensurar a atividade enzimatica de TgBCKDK é necessario ensaios de longa
duragéo, sendo possivel observar diferengas significativas somente apos 06 horas de
ensaio, frente aos peptideos-alvo e mutados. Esse comportamento € semelhante ao
reportado na literatura para a atividade cinética de PDK1 de humanos, que pode
requerer de 06 a 12 horas de ensaio para evidenciar diferengas significativas em
relagéo as condigdes controle (LI; YANG; ZHANG, 2023).

A partir dos ensaios enzimaticos, verificamos que TgBCKDK apresenta
atividade basal frente ao ATP, mesmo na auséncia de peptideos, e essa condi¢ao ja
€ descrita na literatura, na qual existe uma atividade de autofosforilacio inicial para
esse grupo de enzimas, previamente a transferéncia do grupo fosfato para a regiao
de serina do seu alvo biolégico (HUANG et al., 2010; THELEN; MIERNYK; RANDALL,
2000).

Apesar da atividade basal observada, a atividade de TgBCKDK aumenta na
presenca do peptideo-alvo relacionado a E1-alfa-01 em relagdo ao peptideo mutado
(contendo mutagdo da Ser-293, por alanina), o que nos indica que a presenga da
serina na regido-alvo de fosforilagdo é importante para a atividade dessa enzima,
conforme ja foi apontado na literatura (HUANG et al., 2010). Quando realizamos os
testes enzimaticos utilizando os peptideos-alvo correspondentes as subunidades E1-
alfa-01 e E1-alfa-02, ndo encontramos diferencas estatisticas entre as condicdes, ou
seja, refor¢a a hipétese de que BCKDK também poderia ter atividade sobre a nova
subunidade encontrada a partir dos dados de filogenia, expandindo ainda mais a
participacdo dessa enzima no metabolismo dos parasitos.
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Ao realizarmos os testes enzimaticos utilizando DCA como agente inibidor de
TgBCKDK, verificamos valores de IC50 na faixa entre 374,3 e 440,5 uM. Os valores
encontrados estdo muito abaixo dos valores de IC50 encontrados para DCA frente a
Toxoplasma em cultivos in vitro, que foram reportados em 16 mM (FERRARINI et al.,
2021) e inferiores a inibicdo de PDK2 in vitro por DCA, que foi reportada na faixa de 2
mM (quando o componente E2 esta ausente), e na faixa de 200 uM na presenca de
E2 (BAKER et al, 2000). Além disso, verificamos que DCA reduz a velocidade
enzimatica de TgBCKDK, com um aumento do Km aparente da enzima. A literatura
aponta que inibidores que aumentam o Km de uma enzima geralmente estdo
associados a inibicdo do tipo competitiva (ROBIN; REUVENI; URBAKH, 2018). O
mecanismo de acdo DCA esta voltado a interagdo com a regido regulatoria desse
grupo de enzimas, que é distinto do sitio ATPase. Entretanto, o bloqueio da regiao
regulatéria promove alteragdes conformacionais em toda a enzima, alterando a
afinidade do sitio ATPase, o que reduz significativamente a atuagao enzimatica sobre
0 ATP (KLYUYEVA; TUGANOVA; POPOQV, 2008).

Em conjunto aos dados enzimaticos, realizamos também o docking molecular
in silico para ambas as quinases, frente aos ligantes piruvato e DCA, utilizando como
referéncia 0s dados ja depositados na plataforma PDB

(https://www.rcsb.org/structure/2Q8H), que reportam os sitios de interagdo de DCA

para a enzima PDK1 de humanos. Os resultados das analises mostraram
similaridades na interacdo de ambos os ligantes aos sitios localizados na regiao
regulatoria (N-terminal) de ambas as quinases. Para TgBCKDK, os ligantes DCA e
piruvato interagem com residuos de arginina nas posig¢des 21, 112 e 116. Enquanto
isso, na quinase TgPDK os sitios de interagao também foram relacionados a residuos
de arginina, semelhante ao encontrado em TgBCKDK, mas identificamos também

interagcdes com residuos de histidina e serina.

Na literatura é reportado que DCA interage sobre os sitios de arginina em PDK2
de humanos (KLYUYEVA; TUGANOVA; POPQV, 2007), além disso, a distancia teorica
entre esse ligante e os seus respectivos residuos de PDK1 esta na faixa de 2
angstrons (KATO et al., 2007), resultados préximos aos encontrados em nossas
analises in silico. A interacdo com ligantes na regido regulatéria de PDK e BCKDK,

aléem de impedir a dimerizacdo da enzima, que € essencial para a sua atividade
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enzimatica, possivelmente aumenta as interagdes com ADP, outro metabdlico
inibitério, formado a partir da clivagem do ATP (KNOECHEL et al., 2006).

Dessa forma, nossos testes enzimaticos e abordagens in silico indicam
claramente que TgBCKDK pode ser o alvo biolégico de DCA. Além disso, com os
dados in silico também é possivel inferir sobre a possivel regulacdo de TgPDK pelo
farmaco DCA, apesar de ndo termos atingido a purificagcdo dessa enzima para os
testes enzimaticos in vitro, que poderiam confirmar diretamente a agcao de DCA sobre
a atividade enzimatica dessa quinase. Mas o fato de que TgBCKDK também ser alvo
de DCA traz informacgdes novas para a literatura, auxiliando na elucidacao da questao
sobre a possivel participagdo desse farmaco na regulagdo dessas quinases em
Toxoplasma (FERRARINI et al., 2021).

Além dos ensaios enzimaticos e de abordagens in silico, realizamos também a
imunoprecipitacdo dos complexos proteicos associados as quinases BCKDK e PDK,
a partir de taquizoitas de T. gondii previamente etiquetados. Foram identificadas
poucas proteinas mitocondriais nas condi¢des analisadas, mas o que chamou atencao
foi o fato de que ambas as quinases interagem com o componente E2 do complexo
BCKDH, mesmo utilizando-se tampdes com alto gradiente salino, o que nos indica

que essa interacao deve ser estavel.

O fato de encontramos o componente E2 de BCKDH associado a quinase
TgPDK de Toxoplasma, também nos revela algo muito surpreendente. O componente
E2 dos complexos BCKDH esta estruturado na forma de octaedro, enquanto em PDH
essa configuracdo se apresenta na forma de icosaedro, o que impede o
compartiihamento dessa proteina estrutural entre esses 02 complexos
desidrogenases, bem como a ligagao cruzada entre as respectivas quinases
(HEVLER et al., 2023).

Dessa forma, a quinase PDK de Toxoplasma, encontrada em um ramo
filogeneticamente distinto das PDKs dos demais organismos, pode ter passado por
adaptacdes evolutivas que permitiram o seu ancoramento ao componente E2 do
complexo BCKDH de Toxoplasma. Nesse sentido, nossas analises da estrutura
conformacional das quinases com ferramentas in silico ja tinham evidenciado um
longa regiao N-terminal para PDK, altamente desestruturada, e com maior numero de

residuos do que a encontrada na quinase BCKDK. Assim, especulamos que as
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alteragbes nessa regiao podem ter permitido uma maior estabilidade de interagao
dessa quinase em relagcao ao componente de E2 de BCKDH, e que se mantém mesmo
com o uso de tampdes com altas concentragdes salinas. Esses dados reforcam a
possiblidade de que essa quinase também regule as subunidades E1-alfa desse

complexo desidrogenase em Toxoplasma.

Apesar do enriquecimento do componente E2 de BCKDH, para ambas as
quinases, ndo encontramos enriquecimento em relacdo as subunidades E1-alfa nos
ensaios de imunoprecipitagao, e isso pode ser devido a propria estruturagao desse
complexo, dado que o componente E2 esta situado em uma posicao central e atua
como um eixo onde as demais proteinas se ancoram. Enquanto as quinases BCKDK
ou PDK se ancoram na regido L2 (STACPOOLE, 2017), a subunidade E1-alfa realiza
ancoramento na regidao E1 do componente E2 (KOROTCHKINA; PATEL, 2008),
regides espacialmente distintas, e € provavel que a interagado entre a quinase e a
subunidade E1-alfa seja muito transiente, apenas para a transferéncia do grupamento

fosfato (Figura 57).

PDK E1-alfa
/ + E1
L E1-beta

Figura 57. Esquema ilustrativo para a interacdo das quinases BCKDK e PDK em relagdao ao
componente E2 do complexo BCKDH de T. gondii. Na regido N-terminal das quinases ocorrem pontos
de ancoragem com o componente E2, bem como sitios de interagdo com o farmaco DCA. O ponto de
ancoragem do componente E1 (composto pelas subunidades E1-alfa e E1-beta) ocorre em uma regido
distinta do sitio de ancoragem das quinases. O sitio H*, representa a histidina que é inicialmente
fosforilada nas quinases e promove a transferéncia do grupo fosfato para a regido de serina da
subunidade E1-alfa (Thelen; Miernyk; Randall, 2000). Figura do autor, utilizando dados da literatura, e a
ferramenta Biorender.
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Nos ensaios de imunoprecipitagdo, também verificamos um aumento de
proteinas mitocondriais com o uso de tampao com maior concentragao salina, como
o componente E2 do complexo KGDH, e as proteinas succinil-CoA ligase e citrato
sintase, todas relacionadas ao ciclo de Krebs (CHHIMPA et al., 2023; HANSEN;
GIBSON, 2022; VAN HOVE et al., 2010); porém nao ha dados na literatura em relagéao

a possivel regulagao dessas enzimas por quinases do tipo PDK/BCKDK.

Apesar de uma maior concentracdo de sais ter favorecido a interacdo com
maior quantidade de proteinas mitocondriais, isso também favoreceu uma presenca
maior de contaminantes relacionados a proteinas citoplasmaticas. Nesse sentido,
seria importante o uso de técnicas adicionais de imunoprecipitagcdo, como o
crosslinking, que se utiliza de reagentes que aumentam a interagdo entre os
complexos proteicos, auxiliando na imunoprecipitacdo de proteinas-alvos e na
identificacao de redes de interacao proteina-proteina (MAKOWSKI et al., 2016). Além
disso, outra técnica possivel seria o uso de BIOID, metodologia adequada para a
afericao de interacdes proteicas transitorias, ou muito fracas, na qual as enzimas BirA
e APEX séao fusionadas as proteinas de interesse e promovem a biotinilagdo de
proteinas localizadas nas proximidades da proteina de interesse (KIMMEL et al.,
2022). As proteinas biotiniladas entdo podem ser isoladas com imunoprecipitagédo com
0 uso de anticorpos conjugados com streptavidina, seguida de identificagdo das

proteinas biotiniladas por espectrometria de massas (DENG et al., 2024).

Nossos dados também sugerem que, de forma concomitante ao evento
evolutivo que levou a perda do complexo PDH mitocondrial, em um ancestral ligado
aos apicomplexas, também ocorreram alteragcdes evolutivas sobre a quinase PDK,
possivelmente permitindo a sua interacdo com o componente E2 do complexo
BCKDH, que, como a literatura reporta, € estruturalmente diferente do componente
E2 verificado nos complexos PDH (HEVLER et al., 2023). Além disso, propomos que
esse evento evolutivo pode ter permitido a atuagdo da quinase TgPDK frente ao sitio
STS, presente nas subunidades E1-alfa de BCKDH, e que ¢é diferente do sitio SMSDP,
presente nos complexos PDH mitocondriais, e que constitui o alvo da atuacao das

quinases do tipo PDKs em outros organismos.

Dessa forma, tanto a quinase TgBCKDK normalmente associada a regulagao
dos complexos BCKDH nos demais organismos poderia atuar regulando as duas

subunidades E1-alfa de BCKDH de Toxoplasma (como verificado nos testes
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enzimaticos), quanto eventos evolutivos possivelmente também habilitaram a quinase
TgPDK a interagdo com um alvo molecular novo, relacionado ao complexo BCKDH,

diferente do que ocorre para as enzimas PDKs em outros organismos (Figura 58).

Organismos em geral:
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origem filogenética ligada PDH (aplcoplasto) ndo assaciado & quinases (autorregulado)
a um ancestral ligado as

algas

Figura 58. Proposta da divergéncia evolutiva dos complexos BCKDH e PDH, juntamente com as
quinases PDK e BCKDK para os organismos em geral e Toxoplasma gondii. Em decorréncia da
perda do complexo PDH mitocondrial em um ancestral ligado aos apicomplexas, ocorreu o surgimento
da subunidade E1-alfa-01, descrita na literatura como voltada ao metabolismo do piruvato,
possivelmente compensando a atividade do complexo PDH que foi perdido, bem como a readaptacao
evolutiva da quinase PDK, possivelmente possibilitando a regulagéo das enzimas ligadas a subunidade
E1-alfa do complexo BCKDH.

A analise dos dados de transcriptdmica (RNA-Seq), depositados na plataforma
ToxoDB, apontam que a enzima reportada como TGME49 292100 (E1-alfa-02),
juntamente com a transaminase BCAT, essencial para o pré-processamento de
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BCAAs, estdo aumentadas na fase de esporulagao dos parasitos, o que contrasta com
o perfil expressdo de E1-alfa-01, que estd aumentado somente durante a fase
proliferativa dos parasitos. Apesar do perfil de expressdo antagbnico entre as
subunidades E1-alfa de BCKDH, as quinases BCKDK e PDK estdo expressas em

todas as fases do ciclo de vida de T. gondii.

Dado que a atividade dos complexos desidrogenases é determinada pela
atividade catalitica da subunidade E1-alfa (SZABO et al., 2024), propomos que pode
ocorrer a alternadncia da atividade catalitica do complexo BCKDH, onde nos
taquizoitas predomina a subunidade E1-alfa-01, direcionando o complexo
desidrogenase para o metabolismo do piruvato, enquanto que, em fases latentes ou
de esporulagdo, quando os recursos energéticos se tornam mais escassos, ocorre 0
predominio da subunidade E1-alfa-02, possivelmente alterando a atividade de BCKDH
para um metabolismo voltado a degradacdo de BCAAs (Figura 59). Assim,
acreditamos que essa estratégia metabdlica possibilitaria tanto uma eficiéncia maior
dos processos metabdlicos de Toxoplasma, que poderiam se alternar conforme as
demandas energéticas dos parasitos, bem como possibilitaria uma economia de
recursos, dispensando a expressao de componentes E2, e de quinases regulatérias,

destinadas a estruturagcéo ou regulagdo de complexos desidrogenases separados.

fosfatase

El-a El-a
(02) | (02)
Elg | E1 B

Figura 59. Possivel mecanismo de alterndncia das atividades cataliticas de BCKDH em
Toxoplasma gondii. A alternancia entre as subunidades E1-alfa, identificadas para esse complexo
desidrogenase, permitiria a conversdo enzimatica de todo o complexo, permitindo uma adaptacao
metabdlica dos parasitos frente a diferentes condigbes nutricionais. A partir da interagcdo com o
componente E2, as diferentes subunidades E1-alfa estariam sujeitas a regulagdo mediada pelas
quinases PDK/BCKDK, e pela acao de fosfatases.
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7. CONSIDERAGOES FINAIS

Nossas analises permitiram a identificacdo de uma nova subunidade E1-alfa
que pode interagir com o complexo BCKDH, que denominamos de E1-alfa-02,
anotada como TGME49 292100. Isso traz novidades ao que esta descrito na
literatura, no qual o complexo desidrogenase Toxoplasma continha somente uma
subunidade E1-alfa (OPPENHEIM et al., 2014). Além disso, nossos dados de filogenia
complementam os dados ja reportados para as quinases BCKDK/PDK para
Toxoplasma gondii (Ferrarini et al., 2021), expandindo o conhecimento em relagcéo a
atuacao dessas proteinas. O trabalho anterior do grupo demonstrou a localizagao
celular das enzimas TgBCKDK/TgPDK e uma correlagéo estrutural de dominios
presentes em TgBCKDK sendo mais préxima da quinase PDK de humanos do que a
quinase TgPDK (FERRARINI et al., 2021), ndo abordando de forma mais aprofundada
as relagdes filogenéticas dessas enzimas em relagdo as quinases BCKDK e PDK de

outros organismos, nem reconstruindo a historia evolutiva dessas enzimas.

Nesse sentido, nosso trabalho identificou que a quinase TgBCKDK esta
filogeneticamente relacionada a quinase BCKDK de outros organismos. Entretanto,
TgPDK tem origem evolutiva em um ramo divergente em relagdo as quinases TgPDK
de outros organismos, e isso nos indica que essa enzima pode ter se adaptado a um
novo alvo biolégico ao longo da evolugcédo. Dessa forma, propomos que a quinase
TgPDK sofreu alteragdes evolutivas que possibilitaram a sua interagdo com o
componente E2 de BCKDH, diferente do que ocorre nos demais organismos, onde
PDK se ancora exclusivamente sobre o componente E2 de complexos PDH.
Possivelmente a adaptagcao dessa quinase ocorreu no mesmo periodo evolutivo em

ocorreu a perda complexo PDH mitocondrial.

As analises enzimaticas evidenciaram que peptideos sintéticos relacionados as
02 subunidades E1-alfa de BCKDH s&o reconhecidos pela quinase BCKDK, e
aumentam a atividade catalitica in vitro dessa enzima. Além disso, os dados
enzimaticos e abordagens in silico indicam que TgBCKDK poderia ser o alvo biolégico
de DCA. Apesar da purificacdo de TgPDK recombinante ter sido inviavel, impedindo a
realizacdo dos ensaios enzimaticos, os nossos dados in silico corroboram com a
literatura que ja descreve PDK como alvo de DCA, e assim essa quinase

provavelmente também é alvo desse farmaco no metabolismo de Toxoplasma. Dessa
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forma o uso de DCA, ou de compostos analogos a esse farmaco, pode se constituir
em uma estratégia farmacolégica promissora, com o intuito de bloquear as quinases
BCKDK e PDK dos parasitos, o que poderia levar ao desenvolvimento de terapias

mais efetivas.

7.1 PERSPECTIVAS

Levando em consideragcdo os dados apresentados desse trabalho,
consideramos que novas condi¢gdes de imunoprecipitacdo seriam importantes, para
evidenciar possiveis novos complexos proteicos associados ao complexo BCKDH e
as quinases PDK e BCKDK, como estratégias envolvendo crosslinking e BIOID, de

modo ajudar na identificagcao de interagdes transientes com as proteinas-alvo.

Outras abordagens também poderiam incluir a avaliagdo da expressao dos
componentes do BCKDH e das quinases, em parasitos frente a inibidores de
quinases, verificando-se a possibilidade de algum mecanismo adaptativo ou mesmo
compensatoério dessas proteinas, frente a medicamentos, ou mesmo sobre condi¢des

de stress nutricional.

Além disso, em contraste com as 02 subunidades E1-alfa do complexo BCKDH
em Toxoplasma, somente uma enzima esta reportada para a subunidade E1-beta
desse complexo. Dessa forma, a realizacdo de testes de imunoprecipitacao,
envolvendo as fases taquizoita e bradizoita, envolvendo o etiquetamento de E2, e das
subunidades E1-alfa, poderiam ser uma alternativa para uma melhor elucidagao desse
cenario, o qual também poderia revelar uma nova proteina ainda nao descrita na

literatura.
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The apicomplexan parasite Toxoplasma gondii is the causative agent of
toxoplasmosis, a global disease that significantly impacts human health. The
clinical manifestations are mainly observed in immunocompromised patients,
including ocular damage and neuronal alterations leading to psychiatric
disorders. The congenital infection leads to miscarriage or severe alterations in
the develocpment of newborns. The conventional treatment is limited to the
acute phase of illness, without effects in latent parasites; consequently, a cure is
not available yet. Furthermore, considerable toxic effects and long-term therapy
contribute to high treatment abandonment rates. The investigation of exclusive
parasite pathways would provide new drug targets for more effective therapies,
eliminating or reducing the side effects of conventional pharmacological
approaches. Protein kinases (PKs) have emerged as promising targets for
developing specific inhibitors with high selectivity and efficiency against
diseases. Studies in T. gondii have indicated the presence of exclusive PKs
without homologs in human cells, which could become important targets for
developing new drugs. Knockout of specific kinases linked to energy metabolism
have shown to impair the parasite development, reinforcing the essentiality of
these enzymes in parasite metabolism. In addition, the specificities found in the
PKs that regulate the energy metabolism in this parasite could bring new
perspectives for safer and more efficient therapies for treating toxoplasmosis.
Therefore, this review provides an overview of the limitations for reaching an
efficient treatment and explores the role of PKs in regulating carbon metabolism
in Toxoplasma, discussing their potential as targets for more applied and efficient
pharmacological approaches.
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1 General aspects of the parasite and
the disease
Toxoplasmosis is a worldwide disease with important impacts

on human and animal health (I et al, 2014). The etiologic agent
of toxoplasmosis is the pathogen Toxoplasma gondii, an obligate

intracellular parasite with great ability to infect different genera of
warm-blooded species, like several species of birds and more than
300 species of mammals, including humans (Hunter and Sibley,
2012). Toxoplasma gondii belongs to the phylum Apicomplexa,
which includes more than 6,000 species of intracellular parasites
associated with several infectious diseases (Morrison, 2008), such as
Plasmodium (pathogen of malaria), Cryptosporidium (pathogens of
diarrheal outbreaks), and Babesia (pathogen of babesiosis) (Arisue
and Hashimoto, 2015).

Toxoplasma gondii is an obligate intracellular protozoan that
invades new host cells for its survival and proliferation and
differentiates into various forms during its life cycle. The tachyzoite
is the asexual replicative form that can infect virtually any host cell,
while the bradyzoite is the latent form present in tissue cysts (Skariah
et al, 2010). The sexual phase of the parasite occurs in the digestive
system of felids, the definitive hosts, leading to the formation of the
oocysts (with sporozoites) that contaminate soil, water, and food
sources (Djurkovic-Djakovic et al, 2019). Intermediate hosts,
including humans, can be infected by ingesting food contaminated
by oocysts or consuming undercooked meat from infected animals
with tissue cysts {Ducrocg et al., 2021).

Immunocompetent individuals are usually asymptomatic;
however, severe manifestations of the discase, which can also
progress to death, are observed in immunocompromised patients
(Robert-Gangneux and Dardé, 2012). The presence of tissue cystsis a
survival mechanism of the parasite for evasion of the immune system,
prolonging the persistence of the parasite in the host. It is still
unknown whether the reactivation of cysts is completely prevented
under conditions of immunocompetence or whether the parasite can
release immunosuppressive factors, triggering reactivation of the
infection (Elsheikha et al, 2020). The reactivation of tissue cysts
can lead to serious health problems linked to ocular damage and
blindness (Jones and Holland, 2010; Grigg et al, 2015). The
occurrence of vertical transmission of parasites during pregnancy
can lead to irreversible damage in embryos (Mareze et al, 2019),
Studies conducted in France have shown that both prevention and the
administration of adequate drugs during pregnancy can reduce
newborns’ risk of symptoms and sequelae (W allon and Peyron, 2015).

Although toxoplasmosis occurs worldwide, seroprevalence rates
vary by geographic region. Higher rates are usually verified in people
with lower socioeconomic levels or fewer years of schooling (Jones
et al., 2014). A study in Germany revealed a global seroprevalence of
55%, and the risk of toxoplasmosis was associated with the
consumption of raw meat (Wilking et al, 2016). Low prevalence
rates were found in England (17.32%) in pregnant women (Flatl and
Shetty, 2013) and a prevalence of 12.3% was found in China in
patients with psychiatric disorders (Xiao et al, 2010). In Japan, the
presence of anti-T. gondii antibodies in pregnant women was 10.3%,
and the possibility of infection during pregnancy was only 0.25%
(Sakikawa et al., 2012)
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The scenario observed for toxoplasmosis in Latin America is
unique, with higher infection rates than countries in the Northern
Hemisphere. In Mexico, seroprevalence can reach 70% of the
population (Caballero-Ortega et al., 2012). In Colombia, a
seroprevalence of 29.9% was observed in blood donors (Alberto
Betancur et al, 2011) but can reach more than 80% in workers from
numerous slaughterhouses (Corles et al, 2009) or as a result of
consuming unboiled water and wild animals (Gomez-Marin et al,,
2012). In Cuba, ocular toxoplasmosis can exceed 45% (Bustillo

et a

, 2015)and in Panama, seroprevalence of 44.41% occurs in
pregnant women, representing a high-risk factor for congenital
toxoplasmosis (Flores et al., 2021).

The average seroprevalence rate of T. gondii in Brazil, the largest
country in South America, is above 60%, varying among geographic
regions (Pappas et al., 2009). For example, in Fortaleza, a city in the
Northeastern region, the general seroprevalence in pregnant
women was 68.6% (Sroka et al., 2010) while in the state of Rio
Grande do Sul, in the Southern region, a study indicated a positivity
of 74.5% (Spalding ct al,, 2005). In the state of Minas Gerais, in the
Southeastern region, the rate increases to 68.3% in rural areas,
possibly associated with the consumption of unwashed fruit,
contaminated water, undercooked meat, and unpasteurized milk
(Antinarelli et al, 2021). The city of Santa Maria, in the Southern
region, has observed the largest outbreak of toxoplasmosis in the
country, with a high occurrence of congenital infection and severe
2021).

Initial studies involving the genetic characterization of T. gondii
described three clonal lineages, classified as Types I, 11, and III
(Howe and Sibley, 1995). Type [ strains are characterized by a
higher virulent profile, causing severe clinical manifestations in
humans, such as ocular toxoplasmosis (Khan et al, 2005),
psychiatric disorders, and intense inflammatory responses from

abnormalities in newborns (Conceicao et al.,

the host immune system (Halonen and Weiss, 2013). Type II and
Type III strains are less virulent and can differentiate into
bradyzoites, forming tissue cysts that constitute the latent phase
of the infection (Skariah et al, 2010). In South America, cases of
ocular toxoplasmosis tend to be more severe, with larger and more
numerous lesions than those found in Europe (de-la-Torre et al,
2013). The severe clinical manifestations of toxoplasmosis found in
Central and South America can be associated with the highest
prevalence of Type I and the occurrence of strains with high
genomic diversity and high virulence (Shwab et al, 2018;
Hosseini et al., 2019), Type 11 parasites are widely spread in
human populations from North America and Europe, and this
type is highly associated with ocular toxoplasmosis in France
(Feklar et al, 2011). A systematic review of studies on clinical
samples indicates that the prevalence of T. gondii genotypes varies
among the continents, with the highest prevalence of Type I strain
reported for North and South America and the lowest prevalence
for Africa. Type I and Type ITI were reported more in North and
South America (Hosseini et al., 2019)

The genetic diversity of Toxoplasma found in South America
differs from that found in North America and Europe, where
hundreds of atypical genotypes coexist without dominant strains
(Shwab et al, 2014). Phylogenetic analyses have indicated that the
ancestor of T. gondii emerged in the Amazon around 1.5 million
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years ago. Various factors have contributed to genomic
diversification and the emergence of more virulent strains in
South America. The great diversity of intermediate hosts,
carnivorism between species, and the presence of other felid
species (for sexual reproduction) have provided different selective
pressures. As a result, the emergence of new lineages increased
(Bertranpetit et al,, 2017), In addition, the migratory events of the
fauna between the Americas allowed the entrance of new genotypes
of Toxoplasma in North America, and the further passage of
animals through the Bering Strait enabled the arrival of the
parasite in Asia, Europe, and Africa (Bertranpetit et al., 2017).
The current genomic structure of a few strains of T. gondii found in
the Old World can be attributed to the recent expansion of domestic
cats as companion animals and as the primary definitive hosts,
where previously only genotypes of parasites more adapted to this
animal were more easily dispersed (Miiller and Howard, 2016).

Toxoplasma is an apicomplexan parasite that has a symbiotic
organelle, the apicoplast, essential for its survival due to its vital role
in metabolism, mainly in pathways linked to the biosynthesis of
fatty acids, isoprenoids, and heme (Van Dooren and Striepen, 2013
Arisue and Hashimoto, 2015). Furthermore, the apicoplast displays
specific enzymes with no homologs in the host cells; thus, this
organelle could be considered an important potential target for
more specific treatments.

2 Chemotherapies against T. gondii:
current drugs and challenges

The pharmacological approaches against toxoplasmosis usually
combine two drugs, pyrimethamine and sulfadiazine, which act
synergistically on the parasite’s survival and proliferation, inhibiting
the folate metabolic pathways (Dunav et al, 2018). However, these
drugs are not selective enough against the parasites and affect
biochemical pathways in human cells. Adverse effects have been
related mainly to pyrimethamine and its inhibition effect on folic
acid pathways in tissues with high metabolic activity, such as
epithelium and bone marrow. In addition, significant adverse
effects can occur independent of the clinical manifestation of the
infection (Ben-Harari et al., 2017). A study involving 115 patients
with symptoms of encephalitis indicated that 62% suffered side
effects due to the use of sulfadiazine, and around a third of the

patients abandoned the treatment (Alday and Doggett, 2017), The
toxic effects of drugs routinely used are significant, and cases of
Toxoplasma infections reported in the FDA adverse events
reporting system (FAERS) demonstrated that most adverse
outcome reports were serious (89%), followed by the adverse
outcome of death (11%). The study also confirmed that most
adverse outcome reports involved pyrimethamine followed by
sulfonamides and that hepatocellular injury, cosinophilia, and
systemic symptoms were associated with sulfonamide drug
reactions, whereas pancytopenia, neutropenia, and nausea were
associated with pyrimethamine (Shammaa et al, 2021),
Sulfadiazine can be substituted for clindamycin in people
allergic to sulfa drugs, although the treatment is less effective and
has similar adverse effects (IKatlama et al, 1996). The combination
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of sulfamethoxazole and trimethoprim has also shown similar
efficacy to pyrimethamine-sulfadiazine. Therefore, it can be used
as an alternative in patients who cannot tolerate pyrimethamine or
when the drug is unavailable (Rajapakse et al, 2013). However, in
addition to side eftects, the administration of pyrimethamine and
sulfadiazine is associated with rare severe reactions, including
agranulocytosis and hepatic necrosis (Alday and Daggett, 2017).

Another significant factor is the need for long-term therapies,
lasting from four to six weeks in cases of eye infections and up to
one year in patients with congenital infections. Even longer
treatments may be necessary since the drugs used are unable to
affect bradyzoites and are ineffective in eliminating tissue cysts
(Harrell and Carvounis, 2014). Therefore, new therapies should
address criteria such as increased selectivity, reduced side effects,
elimination of tissue cysts, and reduced drug exposure time.

Studies have proposed that the apicoplast could be an important
target for specific drugs since it is considered the parasite’s Achilles
Heel due to its vital role in critical metabolic pathways (Kadian
ot al, 2018), Several compounds have shown efficient inhibition
effects on apicoplast pathways. For example, the natural compound
thiolactomycin (TLM) is a known selective inhibitor of the Type I1
fatty acid biosynthesis found in the plant plastids and bacteria,
which also occurs in the apicoplast, exhibiting growth inhibition
against Plasmodium falciparum parasites (Waller et al., 1998),
Synthetic analogs of TLM also showed improved antiparasitic
effects against Plasmodium (Waller et al., 2003), Trypanosoma
cruzi, and T. brucei (Jones et al., 2014).

Another example is the natural compound that disrupts the
membrane metalloprotease FtsH1 of apicoplasts, inhibiting
organelle biogenesis and leading to apicoplast loss and,
et al, 2017).
Furthermore, the machinery of apicoplast replication coordinated

consequently, parasite death (Amberg Johns

by a plastid gyrase can be inhibited by ciprofloxacin, leading to
profound alterations in the apicoplast and growth inhibition in the
parasites (Botle et al, 2012). Finally, Plasntodium parasites treated
with doxyeycline show impaired gene expression, causing defects in
apicoplast biogenesis and morphology and leading to the
distribution of nonfunctional apicoplasts into daughter
merozoites (Dahl et al, 2006), confirming the importance of
apicoplast enzymes as potential specific drug targets.

Apicoplasts also play an important role in the parasite’s energy
metabolism, containing all subunits of pyruvate dehydrogenase
complex (PDH) that is usually found in the mitochondrion in
most organisms, catalyzing the conversion of pyruvate to acetyl-
CoA, which is then used in Type II fatty acid biosynthesis (Fleige
et al, 2007). Since the PDH complex is found in the apicoplast, the
mitochondrial conversion of pyruvate to acetyl-CoA is indeed
mediated by the branched-chain ketoacid dehydrogenase complex
(BCKDH), which has a different substrate in human cells; instead of
pyruvate, the human enzyme uses ct-ketoacid (Oppenheim et al
2014). Protein kinases (PKs) regulate both complexes in other
eukaryotes, but the kinases regulating PDH and BCKDH in T.
gondii are still unknown (Ferrarini et al,, 2021),

Compounds that inhibit PKs have also been promising
alternatives for effectively treating several human pathologies,
such as diabetes (Prada and Saad, 2013), cancer (Zh

ot al.,
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2009), and diseases caused by viruses (Buljan et al, 2020) and
protozoans (Dichiara et al, 2017). PKs are highly involved in
cellular pathways, acting in signal transduction and regulating
several biochemical pathways, permitting adaptive cellular
responses to environmental changes (Buljan et al, 2020). Drug
design strategies have allowed the development of specific kinase
inhibitors, with high selectivity against cancer, for example,
improving patients’ quality of life and survival (Di Felice
et al, 2018).

PKs are interesting targets to be explored against different
pathogens such as Plasmodium, Leishmania, Trypanosoma, and
Toxoplasma because, despite the conservation of PK families among
other organisms, there are significant differences in protein
identities, in addition to significant structural differences to their

closest mammalian homologs (Doerig ot al, 2002). Furthermore,

drug design strategies are also helpful in constructing specific kinase
inhibitors acting as allosteric inhibitors in the PKs regulatory
domains, with no interactions against the ATP binding pocket

region, which is similar among different kinases (I and
Reisine, 2010).

In this way, structural differences found in the pathogen kinases
also result in differential affinities to potential kinase inhibitors,
opening perspectives to design drugs with appropriate affinity to
pathogen kinases, with reduced interactions with host kinases and

aert et al., 2002).

prevention of unwanted effects (Knoc

3 Protein kinases: general aspects,
classification, and regulatory functions

Rapid responses to internal and external stimuli are
fundamental requirements to maintain the life cycle of any
organism or cell. Moreover, these responses are required to afford
protection to cells with regard to environmental changes, such as
determining the correct maintenance of biochemical pathways
linked to energy metabolism, storage of nutrients, and
communication, constituting a significant survival mechanism
(Humphrey et al., 2015).

To pravide modulation in biochemical cascades, proteins are
subject to reversible post-translational modifications (PTMs) that
usually occur through the addition of chemical groups,
polypeptides, or direct alterations in amino acid residues, leading
to conformational changes in the protein structure, activating or
inhibiting catalytic sites, and modulating their biological functions
(Wang et al, 2014; Spoel, 2018). Over 200 PTMs are known,
including phosphorylation, acetylation, and ubiquitination,
rapidly altering protein activity with low metabolic cost
(Humphrey et al, 2015). A specialized protein is required for
each PTM. Reversible PTMs are possible, which require
appropriate enzymes to revert the structural changcs and restore
the chemical activity of the substrates (Oliveira and Sauer, 2012).

The most studied PTM is phosphorylation, catalyzed by PKs
that are key regulators of cellular function; they constitute the
largest and most functionally diverse protein family. PKs direct
proteins’ activity, location, and function by adding a phosphate
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moiety to substrate proteins. They also orchestrate the activity of
almost all cellular pathways, especially those involved in the
transduction and transmission of signals and coordination of
complex processes such as the cell cycle (Manning, 2005).

Krebs and Fischer were the first researchers to recognize the
biological role of PKs in 1956. These authors isolated a protein able
to convert a phosphorylase from the inactive to the active form
through a phosphorylation process, elucidating the origin of the
phosphate group (using labeled ATP) and determining the
optimum pH and the influence of Mn®' in the reaction (KREBS
and FISCHER, 1956; KREBS et al, 1959). The discovery of
‘reversible protein phosphorylation’ was a great revolution in
biochemistry and led to the authors being awarded the Nobel
Prize in Physiology or Medicine in 1992.

PKs phosphorylate a substrate protein’s hydroxyl moiety of
serine, threonine, or tyrosine (Cohen, 2002). They constitute a
superfamily broadly subdivided into eukaryotic protein kinases
(ePKs) and “atypical” protein kinases (aPKs) (Miranda-Saavedra
et al, 2012), The ePKs constitute the largest group, subclassified
into eight families (AGC, CAMK, CKI1, CMGC, RGC, STE, TK, and
TKL). This classification highlights the sequence similarity among
the catalytic domains and the presence of accessory domains,
considering the regulatory characteristics. AGC and CAMK tend
to phosphorylate basic residues, while CMGC kinases are usually
directed to prolines. TK and TKL phosphorylate tyrosine residues,
and STE phosphorylates serine and threenine residues (Parsons
et al, 2005). The genes encoding ePKs are highly conserved in their
primary amino acid sequences and the three-dimensional structures
of their catalytic domains, constituting around 2% of the cukaryotic
genome (over 520 proteins) (Manning et al., 2002).

On the other hand, the aPK group is constituted by a small set
of protein kinases, subclassified into four families (Alpha, PDHK,
PIKK, RIO). These families do not share apparent sequence
similarity with ePKs but possess kinase activity (Miranda-
Saavedra et al, 2007). The main differences between aPKs are
related to low structure similarities, with alterations in regulatory
regions and limited interaction binding modes (Kanev et al, 2019),
as well as lacking 11 subdomains present in the ePKs (I
et al., 2003).

The relationships shown in phylogeny also can be used
to predict substrates and biological functions of many
uncharacterized kinases (Manning and Cantley, 2002). For

example, phylogenetic analyses have revealed that the main
family of serine/threonine/tyrosine ePKs is also present in
Bacteria and Archaea. The shared characteristics of these PKs in
different organisms indicate a monophyletic origin that could lead
to the last common ancestor (LUCA). In this evolutionary context,
authors have proposed that the appropriate name for this kinase
family should be Hanks-type kinases, referring to Hanks’ studies
that described this group of kinases in 1988 (Hanks ct al., 1988
Stancik et al, 2018). This PK group is also responsible for cellular
division, growth, glycolysis, and pathogenicity in Streptococcus
preumoniae (Henry el al, 2019), virulence in Mycobacterium
tuberculosis, and spore germination in Bacillus subtilis (Cowley

et al., 2008).

et al
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3.1 The role of kinases in cell metabolism

PKs coordinate essential cellular pathways. Cellular division is
highly regulated by cyclin-dependent kinases (CDKs) and cyclins,
Cyclins provide the structural domains that activate the enzymatic
activity of CDKs, acting as regulatory subunits (Malumbres, 2014).
Quiescent cells (at the GO phase) can be stimulated through mitotic
factors, leading to the synthesis of cyclin D and stimulating CDK4
and CDK6. From there, the retinoblastoma (Rb) protein is
phosphorylated, activating cascades that modulate the S phase
with DNA synthesis. The end of the S phase is marked by the
interaction of cyclin A/CDK2, with phosphorylation of CDK6 and
E2F1, driving the cell to the G2 phase. After the G2 phase, the M
phase is started by activating CDKI1 in association with cyclin B
(Otto and Sicinski, 2017; Ding et al,, 2020). Several types of kinases
are activated in events of DNA damage to promote different
responses, including cell cycle arrest, protection of replication
forks, control of ANTPs levels, or autophagy (Lanz et al., 2019).

PKs also play a decisive role in cell signal transduction,
structuring cellular receptors. Receptor tyrosine kinases (RTKs)
are integral membrane proteins represented by 58 proteins in
humans. They are structurally disposed of by five regions:
extracellular ligand-binding domain, transmembrane and
juxtamembrane regions, cytoplasmic domain with tyrosine kinase
activity, and a C-terminal tail. The interaction with specific
extracellular ligands promotes conformation changes in the
receptor, activating the kinase domain and promoting the
phosphorylation of downstream proteins, amplifying the external
signal and resulting in metabolic changes in the cell (Critchley
et al,, 2018).

Similarly, MAP kinases were shown to play a significant role in
the central nervous system (CNS), connecting neurons and
participating in the axonal transport and neuroregeneration
process (Asih et al,, 2020). Deregulation of MAP kinases can lead
to altered gene expression patterns, resulting in serious
neurodegenerative damage. For example, the risk of Alzheimer’s
and Parkinson’s diseases has increased in patients with alterations
in kinase activity. Furthermore, altered PKs in the CNS could
generate an inflammatory state leading neurons and glial cells to
cell death (Ahmed et al., 2020).

In the context of energy metabolism, the AMP-activated protein
kinase (AMPK) controls cellular energy, regulating the dynamic of
lipids, glucose, and insulin (Xu et al., 2012). In conditions of fasting,
physical exercise, and exposure to cold temperatures, ATP is highly
consumed, with increased levels of ADP/AMP in the cell, resulting
in AMPK activation, The role of AMPK is directed to reducing
cholesterol synthesis, fatty acids, and proteins. This metabolic
switch increases the glucose and ATP levels, ensuring the supply
of energy compounds for the cell. On the other hand, AMPK is
found in an inactive state in cases of obesity in cases of increased
levels of nutrients in the organism, which demand strong external
stimuli for its activation (Ahmad et al., 2020).

Protein kinase C (PKC) isoforms are involved in lipid
metabolism, inflammatory responses, and activation of signaling
pathways. In diabetes, defects in PKC contribute to worsening

Frontiers in Cellular and Infection Microbiology

10.3389/fcimb.2023.1175409

clinical conditions, generating plaque formation in the blood
vessel, leading to lumen narrowing and ischemia in the
myocardial tissue. However, specific PKC drugs without adverse
effects on other kinases have not yet been described (Lien et al,
2021). Therefore, many efforts worldwide have been conducted to
discover the phosphorylation sites of essential proteins and their
corresponding effector kinases (Bradley et al, 2021).

Drugs that inhibit specific kinases have been developed for
treating several diseases, and some are currently in clinical use,
such as Imatinib (Glecvec®) and Gefitinib (Ircssz|®) for cancer
treatment (Mikalsen et al, 2006). Until now, 67 specific kinase
inhibitor molecules have already been approved by the FDA for
therapeutic purposes (Axtman, 2021). In scientific databases, such as
the Protein Data Bank (PDB), protein structures and inhibitory
complexes related to more than 300 kinases are available for drug
design studies (Laufer et al,, 2020). The web computational resource
(KinCore) predicts the dynamic states of PKs in association with
inhibitors, contributing to the identification of more efficient kinase
inhibitors (Modi and Dunbrack, 2022) and opening new avenues for
the application of safe chemotherapies against a variety of diseases
(Elkoshi, 2021). In addition, Uniprot (www uniprotorg) provides
more than 2,000 three-dimensional structures related to human PKs,
which can contribute to developing specific kinase inhibitors for
therapeutic applications against apicomplexan parasites,

3.2 Protein kinases as potential drug
targets in protozoan parasites

There is a broad interest in developing protein kinase inhibitors
as potential drugs against various diseases, including kinases as
potential targets for new antiparasitic pharmacological strategies
(Deerig, 2004). An important number of kinases that play critical
and essential roles in the Toxoplasma life cycle have been suggested
and/or described for Apicomplexa in particular (Gaji et al,, 2021).

The CDKs are serine/threonine kinases, and their association
with cyclins is the primary mechanism of regulation of CDK
activity, in addition to phosphorylation, which also modulates the
kinase activity. The genus Toxoplasma has more than 20 CDKs. On
the other hand, Plasmodium and Cryptosporidium have less than 10
CDKs each (Rotella, 2012). Interestingly, despite their potential
interest as therapeutic targets, only three CDKs have been studied
with some detail in Plasmodium falciparuem (P{PK5, PfPK6, and
Phmrk) (Waters and Geyer, 2003). In addition, all major ePKs
groups have been observed, except for receptor guanylate cyclase
(RGC) and tyrosine kinases, as well as lacking members of the
PDHK (except T. gondii) and Alpha aPK families. Furthermore,
PKs are conserved among apicomplexan and higher eukaryotes
(Miranda-Saavedra et al,, 2012). The CAMK group is a family of
serine/threonine kinases that mediate many of the second
messenger effects of Ca®* and is the sccond-largest kinase group
in apicomplexan (Talevich et al, 2012) Regarding the group of
calcium-dependent protein kinases (CDPKs) that participate in
invading new host cells in T. gondii (Kieschnick et al, 2001) are
highly related to other proteins found in plants and algae. However,
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there are no similar proteins in mammals, opening the perspective
for the design of specific drugs, like bumped kinase inhibitors
(BKIs), which interfere with the activity of CDPK1, blocking
the parasite invasion process in vitro (Ojo ct al, 2010).
Similarly, the inhibitor H89, an ATP-competitive compound,
reduces the kinase activity of the cAMP-dependent protein kinase
(PKA) and, consequently, the replication of tachyzoites in the
parasitophorous vacuole (Kurokawa et al, 2011). Finally, other
Toxoplasma kinases may also be critical pharmacological targets,
such as the kinases that participate in immune manipulation
(ROP16, 18, and 38), the cell cyde (TgNEKI, TgCK1, TgTPK2),
the conversion of tachyzoites to bradyzoites, and those that control
the metabolic responses to stress (TgMAPKI1, TgPKA-C, and
TgEIF2K) (Kato et al., 2012).

In the context of more effective drugs against Toxoplasma
parasites, some biochemical characteristics involving PKs that
participate in the carbon metabolism are only found in this
parasite and, for this reason, could become attractive targets for
new therapies. Although the TCA cycle is essential for intracellular
and extracellular tachyzoites (MacRae et al, 2012), changes in ATP
homeostasis occur in extracellular parasites, leading to high
dependence on the glycolytic pathway rather than on the
oxidative phosphorylation of mitochondria (Shukla el al, 2018).
Similarly, erythrocytic stages of Plasmodium are also highly
dependent on acrobic glycolysis as the major route to ATP
production (Salcedo-Sora et al, 2014). Furthermore, in cases
where glutamine is the major carbon source, it is catabolized via
the TCA cycle and used to produce glycolytic intermediates (Lyu
et al, 2023). Glycolysis is also essential for parasite egress (Huynh
uthers, 2022). In general, glycolysis is the primary source of
ATP in the parasites, despite the fact that the mitochondrial
pathway is essential for tachyzoites. This dependence on

and Ca

glycolysis is also found in cancer cells that repress the
mitochondrial TCA cycle by overexpression of dehydrogenase
kinases (PDXKs), blocking the activity of pyruvate dehydrogenase
complex (PDH) (Yu et al, 2017). DCA is a potent PDK inhibitor in
tumor cells that revert the glycolytic phenotype and contribute to
cell death in its cells (Michelakis et al, 2008). DCA treatment in
Toxoplasma causes inhibitory effects in tachyzoites and affects the
mitochondrial activity in these parasites, which might indicate that
PDK could be the DCA target, regulating the TCA cycle (Ferrarin
et al, 2021). However, the PDH complex is present in the
apicoplast, distinct from the mitochondrial localization observed
in most eukaryotes. In Toxoplasma, the absence of the PDH
complex in mitochondria was compensated by the BCKDH
complex, which took over the functions initially carried out by
the canonical PDH (Oppenheim et al, 2014). Two putative
mitochondrial kinases (PDK/BCKDK) are reported in the
Toxoplasma parasites, which are located in the mitochondria. It is
still unknown whether these kinases could regulate the BCKDH
complex (Ferrarini et al, 2021), and there is still no evidence of
potential kinases regulating the PDH complex in the apicoplast.
Thus, further insights into the specific features of those PKs that can
be useful for new drug strategies are still needed to understand the
role of kinases in regulating carbon metabolism.
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Nevertheless, it is important to consider that most of the data
have been described on tachyzoites; on the other hand, knowledge
about carbon metabolism in bradyzoites is still limited, mainly due
to experimental constraints. Different studies indicate that
glycolytic degradation of glucose also plays an important role in
bradyzoites, in which they depend on the turnover of storing
polysaccharide amylopectin by glycogen phosphorylase (Coppin
et al, 2003), with its formation induced by a few electron transport

Joothrovd, 1995; F ira Da Silva et al

inhibitors (Tomavo and [
2008). Recently, the development of an in vitro system developing
bradyzoites enabled measurements of bradyzoite metabolites via
mass spectrometry, revealing lower levels of several TCA cycle-
associated metabolites that are consistent with a lower reliance on
this pathway (Christiansen et al., 2022). These scalable in vitro
systems can be useful in providing new data regarding bradyzoite
metabolism and identifying PKs and other enzymes specific to
glycolytic metabolism in bradyzoites, improving the selectivity of
chemotherapy strategies and reducing the side effects. If future
studies demonstrate that the overexpression of PDK in bradyzoites
is responsible for the low activity of the TCA cydle in this stage,
perhaps the DCA treatment would revert the reduced activity of
mitochondria and generate a lethal effect due to metabolic
disequilibrium, like reversion of the Warburg effect in cancer cells
(Ferrarini et al,, 2021). Although DCA was not tested on
bradyzoites, it is not toxic to human cells; therefore, further
studies could open perspectives of repositioning kinase inhibitors
used in other diseases for toxoplasmosis therapy.

3.3 Regulatory kinases in the carbon
metabolism of apicomplexan parasites

PKs that coordinate glycolysis in the parasites could be
important targets to screen for new treatments due to the
differences found with regard to mammalian cells, In addition,
glycolysis is an essential pathway for the parasite life cycle, and
disruption of this pathway disturbs tachyzoite replication and the
formation of tissue cysts, constituting an essential target for
treatments (Shukla et al., 2018).

After the invasion, the replicative niche of Toxoplasma is
constituted by the parasitophorous vacuole (PV), a specialized
organelle responsible for tachyzoite protection, manipulating
signaling pathways, and acquiring soluble nutrients from the host
cell as amino acids, sugars, and nucleotides (Martin et al., 2007).
lagure | depicts the kinases regulating different metabolic pathways.

3.3.1 Glycolysis in cytosol

Glucose is internalized by the hexose transporter GT1
distributed on the parasite surface and is not restricted to a
particular site in the cell membrane (Pomel et al., 2008). The first
stage of glycolysis is mediated by hexokinase (1-HK), an enzyme
responsible for converting glucose to glucose-6-phosphate.

Sequence analysis has revealed considerable similarity between
T. gondii HK and Plasmodium falciparum HK but low similarity (>
35%) between parasite and host HKs (Saito et al, 2002). In
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FIGURE 1

Schematic model of the role of protein kinases in glycolysis, the TCA cycle, and the pantothenate pathways in T, gondii, The GT1 transporter is
responsible for the internalization of glucose to the cytosol. Kinases in the cytosol, apicaplast. and mitachondria are highlighted and listed. The
apicoplast displays a PEP transporter represented as APT in Toxoplasma and TPT in Plasmodium. The extrusion of excessive lactate and pyruvate

produced by glycolysis is exported by the FNT transport:
zoites can synthesize or import pantothenale (Pan
that act in-glycolysis, mitechondria, and apicoplast, kinas
coenzyme-A (CoA) used in other biochemical pathways

Plasmodium vivax, HK exhibits a homotetrameric structure, unlike
that found in human HKs that are organized in monomers or
dimers. The organization of the tetrameric structure in Plasmodium
is related to the most extensive hydrophobic interactions in
peripheral regions, generating solid interactions in the interfaces
of the kinase. In contrast, these regions are replaced by polar
residues (Srivastava et al., 2020). Toxoplasma knockout parasites
for HK cannot catalyze glucose phosphorylation, even under
supplemented glucose conditions, displaying defects in the
formation of tissue cysts in the nervous system of mice and
alterations in the invasion process of new host cells (Shulla
et al,, 2018),

Cryptosporidium (Apicomplexa) also shows a unique and
highly divergent HK to humans and Toxoplasma, with the
distinctive capacity to use other NTPs besides ATP, unlike other
organisms whose HKs are ATP-dependents (Yu et al, 2014).

After phosphorylation mediated by HK, the glucose-6-
phosphate is converted to fructose-6-phosphate by the glucose-6-
phosphate isomerase. From this point in glycolysis, the differences
between the enzymes from parasites and mammalian cells become
more marked. The remaining enzymes of glycolysis (from
phosphofructokinase to pyruvate kinase) are expressed in two
isoforms in the parasites, including isoforms present in the
apicoplast (Fleige et al., 2007).

The third stage of glycolysis is mediated by phosphofructokinase
(2- PEK), which uses fructose-6-phosphate as a substrate to generate
fructose-1,6-biphosphate. Two PFKs are reported in T. gondii: PFK1,
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contributing to the acidification of the parasitophorous vacucle and parasite release.
rom the host cell, but the Pan transporter
in the pantothenate pathway are

ill uncharacterized (UNC). Besides the
important in converting pantothenate to

dependent on ATP, and PFK2, dependent on pyrophosphate as a
phosphate donor. While PFK1 is not essential for parasite
proliferation, the conditional knockout of PFK2 leads to growth
arrest and an increase of pyrophosphate levels in the cytosol, which is
in high amounts in the cell, as well as reduces protein synthesis in the
tachyzoites (Yang et al., 2022),

Toxoplasma PFK2 differs from the ATP-dependent PFK found
in the host cells because it differs in subunit structure and catalytic
kinetics, constituting a potential drug target. Analogs of phosphonic
acid showed inhibitory effects in the kinetic activity of PFK2,
inhibiting parasite growth and protective effects in treated host
cells (Peng et al, 1995). Mutations in Plasmodium PFKs confer drug
resistance to antimalarial drugs because they redirect the glycolytic
metabolites to the pentose phosphate pathway and improve the
parasite’s survival (Fisher et al, 2020). Inhibitory compounds
directed to PFKs provide strong effects in other parasites, such as
trypanosomes, blocking the glycolytic pathways and leading to
parasite death and the complete cure of infected mice, with no
side effects to the host (McNae et al,, 2021).

The enzyme aldolase mediates the conversion of fructose-1,6-
biphosphate to glyceraldehyde 3-phosphate, and the transformation
of glyceraldehyde-3-phosphate to 1,3-diphosphoglycerate is
mediated by the glyceraldehyde 3-phosphate dehydrogenase
(GAPDH), although they are not regulated by kinases (I'lcige
et al, 2007). It has also been proposed that glyceraldehyde 3-
phosphate could be converted to dihydroxyacetone-phosphate
(DHAP) in a reversible reaction, with DHAP imported to the
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apicoplast for metabolization in the isoprencid pathway (MNair
et al., 2011).

Aldolase-deficient Toxoplasma strains show growth inhibition
due to the accumulation of toxic intermediates from upstream
stages of glycolysis, with no interference in the motility and invasion
mechanisms (Shen and Sibley, 2014). GAPDH is also essential to
parasite metabolism, with parasite growth impairment when the
protein is absent through knockout genetic strategies (Dubey et al,
2017). It has been found that Toxoplasma enzymes triose phosphate
isomerase IT (TPI-I), glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase
11 (GAPDH-1I), and phosphoglycerate kinase 1I (PGK 1) are in the
apicoplast and play an important role in the isoprenoids and fatty
acids biosynthesis (Niu et al., 2022).

Phosphoglycerate kinase (3-PGK) is the third kinase found in
glycolysis, present in two isoforms in Toxoplasma to catalyze the
conversion from 1,3-biphosphoglycerate to 3-phosphoglycerate (3-
PGA) (Smith et al., 2011). In Plasmodium falciparum, PGK showed
4 61% similarity to human PGK, with conserved regions implicated
in interaction with the substrate, cofactors, and catalysis. However,
it offers higher affinity interaction with ATP and 3-PGA (1.5- to 2.0-
fold more, respectively) and lower thermal stability than the human
homolog (Hicks et al, 1991; Pal et al., 2004).

Structural differences in PGKs from humans and parasites are
related to the acetylation profile of these kinases. In humans,
acetylation of PGK occurs in 13 lysines (Choudary et al, 2009),
while five lysines are acetylated in intracellular parasites, and only
one is found in extracellular parasites (Xue et al, 2013), indicating a
possible regulatory function. Although there are no reports about
PGK inhibitors for Toxoplasma, the compound adenylyl 1,1,5,5-
tetratluoromethane-1,5-bisphosphonate efficiently occupied the
bind sites of the Trypanosorna PGK, inhibiting the kinase through
conformational changes (Bernstein et al, 1998). PGK is also
considered a potential target for cancer therapy, where the
expression levels could indicate tumor progression and the
existence of a multidrug resistance profile in the tumor cells (Lin
et al.,, 2022).

The two subsequent stages of glycolysis are conducted by
phosphoglycerate mutase (PGM), catalyzing the interconversion
of 3-phosphoglycerate to 2-phosphoglycerate, with enolase using
the 2-phosphoglycerate as a substrate to form phosphoenolpyruvate
(PEP) (Hargrave et al, 2019). Studies using the mice model have
indicated that recombinant PGM2 from Toxoplasma can induce
protective effects in the animals, with improved survival outcomes
and a reduction in the number of tachyzoites found in brain and
liver tissues (Wang et al, 2016). Toxoplasma shows two isoforms of
enolase (enolase 1, ENOI, and enolase 2, ENO2). ENOI is only
expressed in bradyzoites and shows only one-third of the catalytic
activity of ENO2. In addition to the activity in glycolysis, ENO1 and
ENO2 also exhibit a regulatory function linked to gene expression
and are also found in the parasite nucleus (Dzierszinski et al., 2001;

Ruan et al,, 2015).
3.3.2 FAS Il cycle in apicoplast

PEP, generated by the enolase enzyme, can be directed along
two distinct routes, following the glycolytic pathway in the
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cytoplasm, or imported to the apicoplast through plant-like
transporters, APT in Toxoplasma or TPT in Plasmodium
(Shunmugam et al, 2022). Toxoplasma gondii exhibits two
isoforms of pyruvate kinases (4-PYKI and 5-PYK2) responsible
for converting PEP to pyruvate in cytosol and apicoplast,
respectively (Xia et al, 2019). It has been proposed that pyruvate
produced by PYKI in the cytosol could also be imported to the
apicoplast, although its transporter still needs to be confirmed and
et al., 2007; Xia et al, 2019). PYKI plays a
greater role than PYK2 in parasite metabolism. Depletion of PYK2

characterized (Fleige

does not significantly affect the parasite, but disruption of PYK1
leads to the accumulation of upstream metabolites from glycolysis,
reducing ATP production. Disruption of both kinases (PYK1 and
PYK2) generates complete growth arrest due to the loss of the
apicoplast, an organelle essential to the parasite’s survival (Xia
et al, 2019).

Other steps in pyruvate parasite metabolism present significant
differences related to mammalian organisms. Pyruvate
dehydrogenase complex (PDH), usually found in the
mitochondria of other organisms, mediates the metabolization of
pyruvate and acetyl-CoA production in the apicoplast, which is
then used in Type II fatty acid biosynthesis {FAS II pathway). In the
absence of the mitochondrial PDH complex, the BCKDH complex
assumes the canonical function of PDH, promoting the conversion
of pyruvate to acetyl-CoA, which is then metabolized through the
TCA cycle (Oppenheim et al, 2014). It is still unknown if the
apicoplast PDH could be regulated by kinases as usually observed in
other organisms (Wang et al, 2021), which could also constitute an
essential target for use in antiparasitic drugs.

3.3.3 The TCA cycle in mitochondria

In mammalian cells and organisms, the pyruvate produced by
pyruvate kinase in the last stage of glycolysis is directed to the
mitochondria. In this organelle, pyruvate is decarboxylated by PDH
in an irreversible reaction, resulting in the production of acetyl-
CoA, CO, release, and the reduction of NAD" to NADH. The
acetyl-CoA is then metabolized through the tricarboxylic acid
(TCA) cycle in the mitochondria (Anwar et al, 2021), The PDH
complex is present in eukaryotes and prokaryotes and is structured
through multiple copies of three catalytic subunits: pyruvate
dehydrogenase (E1), dihydrolipoamide acetyltransferase (E2), and
dihydrolipoamide dehydrogenase (E3). Higher eukaryotes also have
the dihydrolipoamide dehydrogenase binding protein (E3BP)
subunit. This dehydrogenase complex is controlled by regulatory
enzymes such as pyruvate dehydrogenase kinases (with four
isoforms reported in humans) and pyruvate dehydrogenase
phosphatases (PDP, with two isoforms in humans) (Patel et al
2014). In non-tumoral mammalian cells, the TCA cycle and
oxidative phosphorylation (OXPHOS) in the mitochondria
produce significant amounts of ATP from pyruvate. However,
even in normal oxygen conditions, tumor cells use glycolysis as
the main route for making ATP, inhibiting the mitochondrial TCA
cycle and, consequently, the OXPHOS, avoiding oxidative damage
and apoptosis and ensuring survival (Anwar et al, 2021). In tumor
cells, the Warburg effect is observed, corresponding to a switch from
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glycolysis controlled by the Pasteur effect to aerobic glycolysis
triggered by the pyruvate’s overexpression of dehydrogenase
kinases (PDKs). These PDKs promote the phosphorylation of
mitochondrial PDH, blocking the formation of acetyl-CoA from
pyruvate, its entry into the TCA cycle, and, therefore, the OXPHOS.
Such accumulation of carbon compounds permits cell growth and
metastasis (Stacpoole, 2017).

Remarkably, reversing the Warburg effect in cancer metabolism
is possible using the small molecule inhibitor dichloroacetate
(DCA). The mechanism of action of the drug is focused precisely
on the inhibition of PDKs, restoring the activity of the PDH
complex and mitochondrial functions, and consequently,
increasing intracellular ROS levels, the susceptibility to other
drugs, as well as stopping the progression of tumor growth
(Tataranni and Piccoli, 2019). DCA can be administered orally,
and due to its inhibitory effect on PDKs, increasing the pyruvate
flux in mitochondria, promoting the TCA cycle, and indirectly the
OXPHOS results in the inhibition of tumor growth both in vitro
and in vivo (Michelakis et al., 2008). Therefore, disruption of the
PDK/PDH axis is the key to the tumor elimination mechanism of
DCA, inducing apoptosis in tumor cells without affecting non-
tumor cells. Thus, PDK became a therapeutic target in oncology
(Sutendra and Michelakis, 2013),

Metabolism in apicomplexan parasites is also highly dependent
on the glycolysis pathway, suppressing mitochondrial metabolism
and accumulating infermediate metabolites produced by glycolysis
that support rapid proliferation (Salcedo-Sora et al, 2014). Due to
TCA cycle repression, the pyruvate accumulated in the cytosol is
then converted to lactate by the enzymatic activity of two lactate
dehydrogenases (LDHI and LDH2) and used as an energy source
by fermentative processes in the parasite (Xia et al, 2018). The
exportation of lactate by the FNT transporters has an important role
in the acidification of the parasitophorous vacuole, contributing to
the natural egress of the parasites (Huynh and Carruthers, 2022).
Inhibitory drugs for the FNT transporters reduce the exportation of
lactate, leading to rapid cytosol acidification and cell death in the
parasites (Walloch et al, 2021).

The reduction of the TCA cycle observed in the parasites also
could be controlled by the PKs. Cluster analyses have revealed the
presence of two putative kinases (6- PDK/BCKDK) that may be
regulating the mitochondrial carbon metabolism in T. gondii, which
DCA could target. Treating infected cells with DCA also produced
the intracellular parasite’s death without noticeable biological effects
on the host cells. It is important to note that it has not been formally
demonstrated that the DCA target in the parasites is indeed a kinase
(Ferrarini et al,, 2021).

In addition to DCA, the compound known as BT2 (3,6-
dichlorobenzo[b]thiophene-2-carboxylic acid) is a kinase inhibitor
directed to another kinase (BCKDK) in other models. It could target
the BCKDK in the parasite mitochondria, indirectly promoting the
activity of the BCKDH. Thus, the BCKDK also could be an exciting
target for drugs against apicomplexans. BT2 is a potent allosteric
inhibitor of BCKDK. Although BCKDK and PDKs share similar
structures, the ligand-binding allosteric pocket in BCKDK (4124°
volume) is two to four times larger than their counterparts in PDKs
(90A*-2134%) (Zhou et al, 2019). BT2 belongs to a family of
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benzothiophene derivatives, several of which have already been
reported as enzyme inhibitors. It has been identified as a novel
BCKDK inhibitor for therapeutic approaches. It reduces the BCAA/
BCKA concentrations in maple syrup urine disease (MSUD) and is
used to treat obesity and type 2 diabetes (1so et al, 2014). The
treatment of the C2C12 myoblast with BT2 blocks BCKDK, causing
the activation of branched-chain amino acids catabolism and
consequently suppressing cell proliferation and differentiation
(Sato et al, 2020). Inhibition of BCKDK was sufficient to enhance
BCKDH activity across tissue types in insulin-resistant, diet-
induced obese mice (Zhou et al., 2019). Additionally,
benzothiophene carboxamide derivatives are potent slow-binding
inhibitors of Plasmodium enoyl-acyl carrier protein (ACP)
reductase (PfENR), thus suggesting their use as an important

potential antimalarial drug (Banerjee et al, 2011) Moreover,
benzothiophene derivatives have also shown inhibitory effects in
the proliferation of T. gendii (Rosada et al., 2019).

3.3.4 Pan synthesis in the cytosol

Beyond the pathways of glycolysis involving the apicoplast and
mitochondria, the pantothenate pathway is another important
target for applied therapies against the parasites. Pantothenate
(Pan, vitamin B5) is an essential precursor for the synthesis of
Coenzyme A (CoA), which has a role in gene regulation, the TCA
cycle, heme, and fatty acid biosynthesis (Lunghi et al, 2022). While
animals acquire Pan only through diet, the apicomplexan parasites
have the machinery to produce Pan, becoming essential for the
pathogen parasite and a particular target against chronic infection
(de Vries et al, 2021). Toxoplasma parasites show two isoforms of
Pan kinases (7- Pankl and Pank2) that promote the
phosphorylation of Pan to 4™-phosphopantothenate (4'-P-P-Pan).
In this pathogen, Pankl and Pank2 act in a heterodimer complex,
unlike in humans, where Pank enzymes exist only as a homodimer
and are necessary for tachyzoite proliferation (Tjhin et al, 2021).
The last step of CoA biosynthesis occurs through the conversion of
phospho-CoA (D-P-CoA) to CoA and is also catalyzed by
dephospho-coenzyme A kinase (8- DPCK) (Fletcher et al., 2016).
DPCK is in the cytosol of Toxoplasma and in the apicoplast of
Plasmodium (de Vries et al, 2021), Plasmodium parasites subjected
to apicoplast disruption (mediated by drug strategies) continue to
express DPCK, with biochemical activity inside the vesicles derived
from the apicoplast rupture. The DPCK remains active inside these
vesicles and supplies the parasites with essential metabolites,
contributing to parasite survival, also indicating a critical target
that could be explored in new drug studies looking for kinase
inhibitory strategies (Swift et al, 2021).

Then, the distinctive characteristics found in different PKs in
the apicomplexans could open critical perspectives to applied
chemotherapies focused on the complete characteristics that
differentiate them from host kinases.

4 Conclusion

PKs regulate essential aspects of cell metabolism, Therefore,
they have become potential targets for effective therapies in different
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Important protein kinases as, possible targets for more effective therapies in Toxoplasma gondil. Different pathways are controlled by kinases in the
metabolism of the parasites, and the distinctive characteristics found In these proteins may bring significant useful information for new strategies.
such as highly selective kinase inhibitors, especially in relation to toxoplasmosis, which still has no definitive cure.

human diseases caused by protozoan pathogens, mainly when they
are structurally different from human cells or involved in the
distinctive metabolic pathways of those microorganisms. Different
routes could be explored for new kinase inhibitors (Iigure 2) as the
CDKs coordinate the parasite cycle. Still, the specificities found in
the PKs regulating the parasites’ energy metabolism could offer new
perspectives for safer and more effective therapies against T.
gondii parasites.

The research on structural differences, specific kinetic activities,
and binding sites found in the kinases PFK, PGK, and PYK in
parasite glycolysis can shed light on more detailed and non-toxic
chemotherapies. For example, inhibiting PFK2 restricts the
formation of metabolites in an early stage of glycolysis and
increases pyrophosphate levels to achieve toxic effects on the
parasite. Various acetylation sites in parasite PGK could serve as
potential sites for specific compounds since acetylated residues are
distinct from the host PGK in both proliferative and latent parasites.
The combination of strategies aiming to block both PYKI1 and
PYK2 in the parasites also leads to the suppression of glycolysis and
apicoplast loss in the parasites, suppressing the essential FAS 1T
pathway. Furthermore, the presence of isoforms with a possible
location in the apicoplast may also indicate the presence of still
unknown metabolic routes or catalytic activities, which need to be
better evaluated.

The regulatory kinase for PDH in the apicoplast and whether
the mitochondrial BCKDH is regulated by the kinases PDK and/or
BCKDK remain unclear. Then, elucidating the regulatory kinases of
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those pathways would help to understand the mechanism of DCA
inhibitory effects already reported for tachyzoites.

Other potential important targets in the parasites are the
kinases in the pantothenate pathway, which are responsible for
producing coenzyme-A (CoA) as the end product. Inhibition of its
kinases would indirectly affect the activities of PDH (in the
apicoplast) and BCKDH (in mitochondria), since these complexes
use CoA in the conversion of pyruvate to acetyl-CoA, affecting both
the TCA cycle and FAS 11 biosynthesis, as well as the role of CoA in
other cellular regulatory functions.

Exploring the specificities that differentiate the parasite PKs
from the host enzymes will bring information to help develop
compounds with high affinity to parasite proteins, trying to reduce
the side effects of traditional chemotherapies, and find compounds
that would eliminate the latent forms that serve as a reinfection
source in patients.
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ANEXO Ill — Sequéncias consenso para a regidao de fosforilagdo da subunidade
E1-alfa dos complexos BCKDH e PDH para diferentes grupos de organismos.
A
U RSl
TRolafTSecalR g TYRIGHHSTSDDSa 1R
M, .
SRHSTS0SHRIR . . TRGHTISSOR
T1RoceHSTS005esfR \ THR.CHHTSOOSSAR
RS - TR
TIRVHETIOSAR « TR
TYRVGEHETSODSSa'R
r{RVCHSTS0DS:K IR YR GeHS TS0 e
RYGEHSTSO0SSAYR
TYRVGHSTSODSTKR TYRIGHHSTSDDSSAYR
Foio1 *SYRVSHHSTSDDSFAVR
TYRVGHHSTSDDSKYR :" TYRVGHHSTSDDSEAYR
TRGHTSIR TIRVHHSTSO0SSAR Elan
Tt S
rvnvumsmsnpemLYRYHGHSMSDPGQYR TYRYSCHSUSORGTSIR oo
B ‘\|
v i TIPS
TIRIHGHSIOPGTTIR .. j TRY.CHSHEDPGTS IR
ausente . : 7 ‘ TYRYEGH&“SWGTSYH
TYRHYEHEHSORG R *----1£1;= ron *::l;ﬁl T1RH-SHEHEDPGTSIR
" RIGGASMEORTS R
TYRYHGHSMSDPGSTYR TRV CHAMEOPGCIR
[1RIFCHSUSDRETSIR
TRERSIR RN TSRS
| TR
IRGHEPT

TRURHT TRGRARR i

Figura 60. Sequéncias consenso para a regidao que contém o sitio de serina sujeito a
fosforilagdo na subunidade E1-alfa dos complexos PDH e BCKDH de localizagdao

mitocondrial. Estdo representados os organismos dos principais filos que compdem os reinos
do Dominio Eukarya (eucariotos).
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T1RRRCHSLADPOELR

'

TIRERCHSLAPORLR .
TIRFCHEPADREHER . < \4id | Do
TYReRCHSLADPDELR </

Reinos:
OAnimalia
Fungi
OPlantae
OProtista

TYRFRCHSLADPDELR

Figura 61. Sequéncias consenso para a regidao que contém o sitio de serina conservado na
subunidade E1-alfa dos complexos PDH de plastidios. Estdo representados os organismos
dos principais filos que comp&em os reinos do Dominio Eukarya (eucariotos).
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ANEXO IV — Dados de proteémica relacionado a Imunoprecipitagcao dos
complexos proteicos associados as quinases TgBCKDK e TgPDK em
Toxoplasma gondii

Quadro 1. Dados das proteinas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo
etiqueta na proteina BCKDK, em relagao a parasitas nao etiquetados (controle), com o uso
de tampao contendo 150 mM de cloreto de sédio

14 T (%) (%)
g 3 z| sf|2 £ ¢ g3 y
E 8 3 8 30 N4 < T <L > T > X [0}
5 2 88| 820 |2y 20| Zm <9 %
2 © =2 | =8xX |71 EX% [a) ox Q
& | 8| S8 |uw |wgd| ¥ LR
& 3 ¢ |
A0A125YPJ8 BCKDK 0,0 21,3 0 3 0,00E+00 | 2,80E+09 0,00
AOA125YFV7 Alveolin domain containing 273 | 257 | 3| 3 |4,69E+08| 7,34E+08 0,00
intermediate filament IMC1
AOA125YIN2 Alveolin domain containing 87 8,7 3 | 3 |159E+08 | 2,68E+08 0,01
intermediate filament IMC3
AORLZoXYSH: Heat shock protein HSP20 60 | 83 | 3| 3 |650E+07| 2,20E+08 0,01
S8GKG7 RRM domain-containing protein 8,0 7,7 3 3 1,08E+08 | 1,49E+08 0,05
A0A125YKB4 EF hand domain-containing protein 11,3 13,0 3 3 9,74E+07 | 1,32E+08 0,03
AOA125UY(§\I5Y5;SBE Ribosomal-ubiquitin protein RPL40 4,0 4,0 3 3 9,41E+07 | 1,32E+08 0,01
Alveolin domain containing
AO0A125YQNO intermediate filament IMC12 9,0 10,0 3 3 7,84E+07 | 1,24E+08 0,01
AO0A125YGQ9 Dense granule protein GRA15 6,0 6,3 3 3 5,98E+07 | 7,60E+07 0,01
AO0A125YR47 Uncharacterized protein 4,3 6,7 3 3 2,97E+07 | 5,68E+07 0,00
AO0A125YNR8 Inner membrane complex protein 18 6,7 7,3 3 3 3,41E+07 | 5,28E+07 0,02
AOA125YSS0 Endonuclease/exonuclease/ 43 | 80 | 3| 3 |167E+07| 4,34E+07 0,00
phosphatase family protein
Alveolin domain containing
AO0A125YGR4 intermediate filament IMC14 11,0 15,3 3 3 2,68E+07 | 4,27E+07 0,04
AO0A125YFI4 PDI family protein 1,3 2,7 0 3 0,00E+00 | 3,64E+07 0,00
S8GB40 High molecular mass nuclear antigen 13,0 20,7 3 3 1,48E+07 | 3,41E+07 0,00
S8FBH9 Uncharacterized protein 6,7 8,7 3 3 2,20E+07 | 2,89E+07 0,04
S8EZT3 Transmembrane protein 8,0 10,0 3 3 2,32E+07 | 2,72E+07 0,03
Alveolin domain containing
AO0A125YG72 intermediate filament IMC13 2,3 3,3 2 3 9,66E+06 | 1,74E+07 0,05
AO0A125YIES Uncharacterized protein 6,0 12,0 3 3 5,93E+06 | 1,60E+07 0,03
AOA125YKB1 Hexose transporter 1 2,0 2,7 1 3 9,45E+06 | 1,27E+07 0,04
S8EZW4 Uncharacterized protein 2,0 5,0 2 3 5,62E+06 | 1,12E+07 0,02
AOA125YYU3 Leucine rich repeat-containing protein 2,0 3,3 3 3 6,23E+06 | 1,02E+07 0,01
0,11
A0A125YJJ9 Componente E2- BCKDH 2,00 2,7 2 3 4,62E+06 | 6,66E+06 (*p: 0,03

Kruskal-Wallis)

*Linhas em cinza indicam proteinas mitocondriais
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Quadro 2. Dados das proteinas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo
etiqueta na proteina PDK, em relagao a parasitas nao etiquetados (controle), com o uso
de tampao contendo 150 mM de cloreto de sédio

14 T 2] 2]
a 3 o g |& |8 g €«
= © T @ TSov | < < v — T =
£ ol T8l |o0T| o < I < [}
5] < o5 | 2= =5 = =X B
I & =2 =28%|2 |2% &2 an 2
a 8 g = |uW |4 s s
L Q o o
AOA125YFV7 Alveolin doma'in containing intermediate 273 273 3 3 4,69E+08 | 6,84E+08 0,00
filament IMC1
S8F787 Transmembrane protein 29,3 27,3 3 3 5,05E+08 | 5,77E+08 0,05
S8EUE1 PDK 0,0 15,7 0 3 0,00E+00 | 4,53E+08 0,00
Alveolin domain containing intermediate
A0A125YPZ0 filament IMCA 12,7 12,3 3 3 2,14E+08 | 3,17E+08 0,02
AOA125YMM3 PDI family protein 8,7 9,3 3 3 1,76E+08 | 2,30E+08 0,05
AOA125YIN2 Alveolin doma_ln containing intermediate 87 97 3 3 1,59E+08 | 2,24E+08 0,05
filament IMC3
S8GIM7 Alveolin doma'ln containing intermediate 1,7 12,3 3 3 1,10E+08 | 2,07E+08 0,02
filament IMC7
S8GE72 Transmembrane protein 5,0 6,3 3 3 1,18E+08 | 1,65E+08 0,05
AOA125YQNO Alveolin domgln containing intermediate 9.0 10,7 3 3 7.84E+07 | 1,63E+08 0,00
filament IMC12
A0A125YLVO | Photosensitized INA-labeled protein PHIL1 7,0 8,3 3 3 1,05E+08 | 1,50E+08 0,04
S8GKG7 RRM domain-containing protein 8,0 7,7 3 3 1,08E+08 | 1,45E+08 0,02
A0A125YKB4 EF hand domain-containing protein 11,3 12,7 3 3 9,74E+07 | 1,28E+08 0,04
AO0A125YGY9 Uncharacterized protein 2,0 4,3 2 3 4,94E+07 | 1,03E+08 0,04
S8EXL5 Transmembrane protein 12,0 12,3 3 3 9,70E+07 | 1,02E+08 0,04
Alveolin domain containing intermediate
S8F8Q1 filament IMC6 8,0 10,0 3 3 4,57E+07 | 7,66E+07 0,01
S8F1Y1 Microtubule associated protein SPM1 11,0 12,7 3 3 5,34E+07 | 7,45E+07 0,03
A0A125YR47 Uncharacterized protein 43 9,0 3 3 2,97E+07 | 7,29E+07 0,02
S8G9G0 Rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 31,3 35,3 3 3 5,74E+07 | 6,97E+07 0,00
A0A125YWCO Stripes inner membrane complex protein 4,0 5,0 3 3 4,59E+07 | 6,88E+07 0,01
AO0A125YNR8 Inner membrane complex protein 18 6,7 7,0 3 3 3,41E+07 | 5,03E+07 0,02
AOA125YGR4 | Alveolin domain containing intermediate | 444 | 160 | 3 | 3 | 268E+07 | 4.21E+07 0,01
filament IMC14
S8GB40 High molecular mass nuclear antigen 13,0 20,7 3 3 1,48E+07 | 3,54E+07 0,02
AOA125YSS0 Endonuclease/exonuclease/ 43 | 60 | 3 | 3 | 167E+07 | 3,12E+07 0,01
phosphatase family protein
S8GEX7 CRAL/TRIO domain protein 57 7,0 3 3 2,44E+07 | 2,78E+07 0,02
Glideosome-associated protein with
S8F2F5 multiple-membrane spans GAPM2B 2,3 3,7 3 3 1,83E+07 | 2,25E+07 0,02
S8F506 Uncharacterized protein 1,3 3,0 0 3 0,00E+00 | 1,51E+07 0,00
A0A125YIES Uncharacterized protein 6,0 9,3 3 3 5,93E+06 | 1,26E+07 0,02
S8ERD7 Plectin 0,0 3,7 0 3 0,00E+00 | 9,87E+06 0,00
AO0A125YYU3 Leucine rich repeat-containing protein 2,0 3,3 3 3 6,23E+06 | 8,47E+06 0,01
0,11(*p: 0,03
A0A125YJJ9 Componente E2- BCKDH 2,0 2,0 2 3 4,62E+06 | 6,52E+06 Kruskal-
Wallis)

*Linhas em cinza indicam proteinas mitocondriais
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Quadro 3. Dados das proteinas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo
etiqueta na proteina BCKDK em relagao ao controle, com o uso de tampao contendo 300
mM de cloreto de sédio

<
@ % 8 z | o T g
8 g $l2x5(2|5E| ¢ g | %
= @ = = ~ [ @ 5}
g S §|83|3|32| = o z
<4 = aQ © @ = a0 5 = -]
o © S 3 a e @ o ©
w 3 g e € 5
= g
AO0A125YPJ8 BCKDK 4,0 29,7 1 3 8,12E+06 | 1,42E+16 -
S8GHD8 Dense granule protein GRA12 18,0 | 21,0 3 3 9,96E+08 | 1,31E+09 | 0,00
AOA125YRTO Microneme protein MIC8 21,3 | 29,3 3 3 1,48E+08 | 8,33E+08 | 0,00
AO0A125YME4 Dense granule protein DG32 5,3 10,0 3 3 1,62E+08 | 6,30E+08 | 0,00
S8F8Y9 Perforin-like protein PLP1 28,7 | 31,3 3 3 4,88E+08 | 5,65E+08 | 0,01
S8F787 Transmembrane protein 28,0 31,7 3 3 3,94E+08 4,69E+08 | 0,01
A0A125Y190 Dense granule protein GRA7 9,0 9,3 3 3 2,79E+08 | 3,14E+08 | 0,03
S8GJB7 Mitochondrial association factor 1 form al 12,7 13,7 3 3 2,16E+08 | 3,10E+08 | 0,00
AOA125YMUO Ribosomal protein RPL21 1,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 2,94E+08 | 0,00
A0A125YUKO Eukaryotic porin protein 12,0 13,7 3 3 1,92E+08 | 2,88E+08 | 0,00
/ZO(:EZZSSYYSLP'/I(; Histone H3 2,0 2,0 3 3 1,43E+08 | 2,85E+08 | 0,01
AOA125YY45 Dense granule protein GRA3 5,3 7,3 3 3 1,66E+08 | 2,75E+08 | 0,02
AO0A125YPI1 Vacuolar ATP synthase subunit d, putative 19,0 23,3 3 3 1,48E+08 2,49E+08 | 0,00
AOA125YP81 Histone H2A 2,0 3,7 2 3 1,06E+08 | 2,48E+08 | 0,01
AOA125YHJ4 Transmembrane protein 5,0 5,7 3 3 8,58E+07 | 2,46E+08 | 0,00
A0A125YQ93 V-type proton ATPase subunit a 22,0 31,3 3 3 1,18E+08 2,28E+08 | 0,00
AOA125YY54;S8FZ33 Heat shock protein HSP20 5,7 10,3 3 3 5,53E+07 | 2,04E+08 | 0,00
S8F4H5 Transmembrane protein 27,7 39,7 3 3 1,08E+08 1,96E+08 | 0,00
S8G6N7 Serine/threonine specific protein phosphatase 6,0 12,3 3 3 1,18E+08 | 1,76E+08 | 0,00
AOA125YL18 Uncharacterized protein 7,7 8,3 3 3 1,20E+08 1,51E+08 | 0,01
AOA125YKL3 Elongation factor 1-alpha 10,0 | 12,3 3 3 1,09E+08 | 1,40E+08 | 0,01
AOA125YUG3 Ribosomal protein RPS2 4,7 8,7 3 3 1,18E+08 | 1,38E+08 | 0,03
A0A125YK96 Dense granule protein GRA14 9,7 12,0 3 3 9,01E+07 | 1,25E+08 | 0,03
AO0A125YZM9 Small ribosomal subunit protein eS1 12,0 15,0 3 3 5,88E+07 | 1,14E+08 | 0,00
AOA125YT03 Ribosomal protein RPS16 7,0 7,3 3 3 9,21E+07 | 1,10E+08 | 0,03
AOA125YQR6 Ribosomal protein RPS11 8,0 9,0 3 3 8,04E+07 | 1,10E+08 | 0,00
AO0A125YWK7 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 13,7 | 22,3 3 3 6,10E+07 | 9,74E+07 | 0,00
AOA125YNF9 Ribosomal protein RPS5 6,7 9,3 3 3 5,75E+07 | 9,72E+07 | 0,00
A0A125YP09 SAG-related sequence SRS29B 8,7 9,0 3 3 5,79E+07 | 9,63E+07 | 0,00
AOA125YJB6 SCP family extracellular subfamily protein 5,7 8,0 3 3 6,54E+07 | 9,54E+07 | 0,04
A0A125YQUO Ribosomal protein RPS18 5,0 7,7 3 3 6,97E+07 | 9,45E+07 | 0,00
AOA125YRX2 Ribosomal protein RPS23 3,0 3,3 3 3 4,90E+07 | 8,54E+07 | 0,00
A0A125YQL5 Uncharacterized protein 3,3 4,7 3 3 6,58E+07 8,36E+07 | 0,01
A0A125Y1)3 SAG-related sequence SRS34A 2,0 2,7 3 3 4,78E+07 | 8,28E+07 | 0,00
S8EZS1 408 ribosomal protein S3 8,7 9,3 3 3 6,39E+07 | 8,01E+07 | 0,04
S8GJ92 Dense granule protein GRA12 3,7 7,7 3 3 5,60E+07 7,89E+07 | 0,01
AOA125YYJ1 Ribosomal protein RPS4 6,0 7,7 3 3 3,60E+07 | 7,55E+07 | 0,01
AOA125YI11 60S ribosomal protein L13 6,3 9,7 3 3 5,77E+07 | 7,52E+07 | 0,02
AOA125YH73 Calcium binding protein, putative 8,3 8,7 3 3 6,96E+07 7,52E+07 | 0,05
AOA125YHZ2 Ribosomal protein RPS15 4,0 3,7 3 3 4,91E+07 | 7,40E+07 | 0,01
S8ESF3 Ribosomal protein RPL4 12,3 14,3 3 3 5,12E+07 | 7,08E+07 | 0,00
S8F116 Transmembrane protein 4,3 5,7 3 3 6,23E+07 7,00E+07 | 0,02
AOA125YT37 Transmembrane protein 2,7 5,3 3 3 3,70E+07 | 6,97E+07 | 0,01
S8EXL5 Transmembrane protein 8,3 12,0 3 3 4,59E+07 | 6,87E+07 | 0,01
AO0A125YMW1 Ribosomal protein RPL19 3,0 3,3 3 3 3,65E+07 | 6,51E+07 | 0,00
AOA125YR48 Uncharacterized protein 5,3 7,7 3 3 4,48E+07 | 6,00E+07 | 0,01
A0A125YQ73 Microtubule-binding protein 15,0 | 19,3 3 3 5,08E+07 | 5,73E+07 | 0,02
S8EYU6 Transmembrane protein 2,7 2,3 3 3 3,10E+07 5,49E+07 | 0,02
S8EWH6 NTPase Il (Fragment) 3,7 7,0 3 3 2,64E+07 | 5,48E+07 | 0,00
AOA125YRG3 Prohibitin 8,0 9,3 3 3 3,76E+07 | 5,47E+07 | 0,00
S8GT06 Transmembrane protein 16,0 19,0 3 3 4,59E+07 5,46E+07 | 0,05
S8F3H5 Vacuolar proton translocating ATPase subunit, putative 9,0 17,7 3 3 3,41E+07 5,41E+07 | 0,01
S8GPP3 Ribosomal protein RPL24 3,7 3,3 3 3 3,567E+07 | 5,41E+07 | 0,02
AOA125YWW4 Prohibitin 5,0 6,7 3 3 4,71E+07 | 5,31E+07 | 0,03
S8F069 Ribosomal protein RPS19 1,3 4,0 1 3 1,44E+07 | 5,16E+07 | 0,01
AOA125YLS6 ADP/ATP translocase 8,3 15,0 3 3 2,76E+07 | 5,14E+07 | 0,00
S8GNR6 Transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,66E+07 | 4,63E+07 | 0,01
S8EZZ7 Transmembrane protein 19,3 24,7 3 3 3,86E+07 4,57E+07 | 0,03
A0A125Y)X2 Ribosomal protein RPS15A 5,7 8,3 3 3 2,71E+07 | 4,47E+07 | 0,00
A0A125YHM6 SAG-related sequence SRS29C 4,0 3,3 3 3 3,15E+07 | 4,38E+07 | 0,03
AOA125YYY3 Ribosomal protein RPL31 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 | 4,18E+07 | 0,00
AOA125YNH2 Heat shock protein HSP60 7,0 13,7 3 3 2,54E+07 | 4,18E+07 | 0,00
AO0A125YPS2 CRAL-TRIO domain-containing protein 2,3 6,0 2 3 2,50E+07 | 4,07E+07 | 0,05
A0A125YSP5 60S ribosomal protein L18a 3,7 7,0 3 3 2,61E+07 | 4,01E+07 | 0,00
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S8EW90 Transmembrane protein 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 | 3,97E+07 | 0,00
A0A125YU06 Ribosomal protein RPL13A 7,0 8,3 3 3 2,76E+07 | 3,94E+07 | 0,02
A0A125YQZ8 Ribosomal protein RPL17 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 | 3,83E+07 | 0,00
AOA125YXI9 Heat shock 70 kDa protein 10,0 | 14,7 3 3 3,01E+07 | 3,71E+07 | 0,01
AOA125YL14 Small GTPase Rab2, putative 5,3 9,7 3 3 2,34E+07 | 3,70E+07 | 0,02
AO0A125YQG4 Calcium-dependent protein kinase CDPK3 11,0 15,3 3 3 2,67E+07 | 3,56E+07 | 0,03
AOA125YRM2 Ribosomal protein RPL9 2,0 3,0 3 3 1,87E+07 | 3,50E+07 | 0,01
AOA125YRB1 Ribosomal protein RPL18 3,3 5,0 3 3 2,34E+07 | 3,47E+07 | 0,01
AOA125YYK6 Uncharacterized protein 6,3 8,7 3 3 2,69E+07 | 3,35E+07 | 0,02

S8F371 Large ribosomal subunit protein eL28 1,0 4,3 0 3 0,00E+00 3,32E+07 | 0,00

S8F4B9 Transmembrane protein 8,7 11,3 3 3 2,49E+07 | 3,23E+07 | 0,00
AOA125YVC1 Thioredoxin, putative 7,3 15,7 3 3 1,94E+07 | 3,17E+07 | 0,02
AOA125YUF7 Ribosomal protein RPL7 2,3 5,7 3 3 1,77E+07 | 3,05E+07 | 0,01
AOA125YN52 408S ribosomal protein S8 5,3 5,3 3 3 2,34E+07 | 2,98E+07 | 0,00
AO0A125YJN7 Ribosomal protein 4,0 5,3 3 3 2,08E+07 | 2,96E+07 | 0,00
AOA125YX57 Ribosomal protein L15 2,3 4,0 3 3 2,11E+07 | 2,81E+07 | 0,02
AOA125YTH5 Ribosomal protein RPL11 2,3 2,7 3 3 2,12E+07 | 2,72E+07 | 0,02
A0A125YWF6 Ribosomal protein RPS9 2,3 6,3 2 3 1,63E+07 | 2,65E+07 | 0,05

S8F5F3; non-specific serine/

AOA125YPM7 threonine protein kinase 30 77 1 8 1,228+07 | 2,408+07 | 0,01

SB8EZK1 RNA helicase 2,3 7,7 3 3 1,24E+07 | 2,36E+07 | 0,01
AO0A125Y156 Transmembrane protein 4,0 9,0 3 3 1,80E+07 | 2,20E+07 | 0,02
AO0A125YTP4 Ribosomal protein RPL32 2,7 4,3 3 3 1,54E+07 2,10E+07 0,02

S8EXB9 Transmembrane protein 5,0 6,7 3 3 1,50E+07 2,00E+07 | 0,04
AO0A125YHRO Small GTP-binding protein sarl, putative 1,3 3,0 0 3 0,00E+00 | 1,96E+07 | 0,00

S8FBZ9 SAG-related sequence SRS25 1,7 2,0 2 3 9,97E+06 1,92E+07 | 0,02
A0A125YGX9 Ribosomal protein RPL30 2,0 4,0 3 3 1,39E+07 | 1,92E+07 | 0,05
AOA125YFT4 Ribosomal protein RPP2 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 | 1,79E+07 | 0,00
AOA125YW58 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 5,7 10,7 3 3 1,33E+07 1,77E+07 | 0,02
AOA125YFP1 60S acidic ribosomal protein PO 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 1,75E+07 | 0,00

S8EXW9 Ribosomal protein RPL6 0,0 3,3 0 3 0,00E+00 | 1,75E+07 | 0,00

S8EXP2 Rhomboid-like protease 6,7 10,7 3 3 1,44E+07 1,67E+07 | 0,02

S8G4M3 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,66E+07 | 0,00

S8EZC4 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 1,61E+07 | 0,00
AO0A125YZB4 IMC sub-compartment protein ISP1 1,3 2,0 0 3 0,00E+00 1,54E+07 | 0,00
AOA125YTHO poly(ADP-ribose) glycohydrolase 5,7 9,0 3 3 1,05E+07 | 1,46E+07 | 0,00
AOA125YSG4 Ribosomal protein RPS13 1,3 2,7 1 3 8,10E+06 | 1,40E+07 | 0,02

S8FOM7 Transmembrane protein 4,3 4,7 3 3 1,03E+07 1,39E+07 | 0,00

S8F5K7 Transtation elongation factor 2 20 | 47 | 1| 3 | 919E+06 | 1,34E+07 | 0,03

family protein, putative
AOA125YYP6 Heat shock protein 3,0 8,3 3 3 7,27E+06 | 1,30E+07 | 0,02
AOA125YN63 408 ribosomal protein $12 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 | 1,27E+07 | 0,00
AOA125YL83 Ubiquitin, putative 1,7 2,3 0 3 0,00E+00 | 1,22E+07 | 0,00

S8GP43 Rhoptry kinase family protein ROP33 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 | 1,19E+07 | 0,00

S8F3E1 Sortilin, putative 1,0 6,7 0 3 0,00E+00 | 1,16E+07 | 0,00

S8EZ69 Uncharacterized protein 1,0 4,0 0 3 0,00E+00 1,13E+07 | 0,00

S8GFM4 Transmembrane protein 0,0 4,3 0 3 0,00E+00 | 1,11E+07 | 0,00

S8GNN2 Transmembrane protein 1,5 3,0 0 3 0,00E+00 | 1,09E+07 | 0,00
AOA125YXF3 Ribosomal protein RPL34 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 | 1,07E+07 | 0,00

S8GAC8 Transmembrane protein 2,3 11,7 3 3 1,97E+06 1,06E+07 | 0,00
AOA125YLA1 Dipeptidyl peptidase 1 1,3 4,7 1 3 5,64E+06 | 9,89E+06 | 0,02
AOA125YS60 Succmate.--CoA llgas.e [ADP-formlng] 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 9,58E+06 | 0,00

subunit alpha, mitochondrial
AOA125YKB1 Hexose transporter 1 2,0 2,3 3 3 8,29E+06 | 9,33E+06 | 0,03
A0A125Y)J8 Transmembrane protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 8,86E+06 | 0,00
AOA125Y)J9 Componente E2-BCKDH 2,0 &3 2 & 5,44E+06 | 8,82E+06 | 0,05
AOA125YYH8 Ribosomal protein RPL5 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 | 8,75E+06 | 0,00

S8GEW7 Polyadenylate-binding protein 0,0 2,7 0 3 0,00E+00 8,41E+06 | 0,00

S8EN88 Transmembrane protein 1,0 4,7 0 3 0,00E+00 7,75E+06 | 0,00

S8F388 Transmembrane protein 2,0 5,7 2 3 4,37E+06 | 7,72E+06 | 0,05
AOA125YHZ4 Succinate--CoA ligase [ADP-forming] 10 | 47 | o | 3 | 000E+00 | 7,31E+06 | 0,00

subunit beta, mitochondrial
A0A125YNR4 YagE family protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 | 7,16E+06 | 0,00
AO0A125YH30 Calcium-dependent protein kinase CDPK1 1,3 6,7 0 3 0,00E+00 | 6,98E+06 | 0,00

S8GI1 Citrate synthase 0,0 2,7 0 8] 0,00E+00 | 6,72E+06 | 0,00
AO0A125YJF1 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 6,36E+06 | 0,00

S8F5T5 Transmembrane protein 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 5,93E+06 | 0,00
A0A125YKK6 Transmembrane protein 1,0 2,7 0 3 0,00E+00 5,84E+06 | 0,00

*Linhas em cinza indicam proteinas mitocondriais
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Quadro 4. Dados das proteinas enriquecidas para as amostras de parasitos contendo
etiqueta na proteina PDK, em relagao a parasitas nao etiquetados (controle), com o uso

de tampao contendo 300 mM de cloreto de sédio
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S8GHD8 Dense granule protein GRA12 18,0 16,7 3 3 9,96E+08 1,21E+09 0,03
B6KV60 Rhoptry neck protein 2 47,0 52,7 3 3 6,56E+08 | 7,10E+08 | 0,02
S8EUE1 PDK Protein-serine/threonine kinase 0,0 18,3 0 3 0,00E+00 | 6,82E+08 | 0,00
S8F787 Transmembrane protein 28,0 29,3 3 3 3,94E+08 | 4,81E+08 | 0,02

A0A125YMUO Ribosomal protein RPL21 1,0 2,0 0 2 0,00E+00 | 3,40E+08 -
S8F1T4 Rhoptry neck protein RON8 78,3 93,0 3 3 2,92E+08 | 3,15E+08 | 0,03
AOA125YME4 Dense granule protein DG32 5,3 8,3 3 3 1,62E+08 | 3,10E+08 | 0,00
AOA125YYZ6 Tubulin beta chain 18,7 22,0 3 3 2,62E+08 | 3,02E+08 | 0,02
AOA125YLG8 MSP (Major sperm protein) domain-containing protein 8,3 9,3 3 3 2,41E+08 | 2,84E+08 | 0,02
AOA125YRTO Microneme protein MIC8 21,3 23,0 3 3 1,48E+08 | 2,77E+08 | 0,00
S8GJB7 Mitochondrial association factor 1 form al 12,7 13,7 3 3 2,16E+08 2,70E+08 0,00
AOA125YPI1 Vacuolar ATP synthase subunit d, putative 19,0 22,0 3 3 1,48E+08 1,91E+08 0,01
A0A125YPZ0 Alveolin domain containing intermediate filament IMC4 12,3 13,0 3 3 1,50E+08 | 1,89E+08 | 0,04
A0A125YQ93 V-type proton ATPase subunit a 22,0 28,0 3 3 1,18E+08 | 1,76E+08 | 0,00
A0A125YUG3 Ribosomal protein RPS2 4,7 8,0 3 3 1,18E+08 | 1,48E+08 | 0,01
S8G6N7 Serine/threonine specific protein phosphatase 6,0 10,0 3 3 1,18E+08 | 1,48E+08 | 0,04
AO0A125YHJ4 Transmembrane protein 5,0 5,7 3 3 8,568E+07 | 1,46E+08 | 0,01
AO0A125YQR6 Ribosomal protein RPS11 8,0 8,3 3 3 8,04E+07 | 1,23E+08 | 0,00
S8GIM7 Alveolin domain containing intermediate filament IMC7 8,7 11,0 3 3 7,00E+07 1,22E+08 0,00
AO0A125YT03 Ribosomal protein RPS16 7,0 7,7 3 3 9,21E+07 1,15E+08 0,02
A0A125YQUO Ribosomal protein RPS18 5,0 6,3 3 3 6,97E+07 | 1,01E+08 | 0,01
A0A125YZM9 Small ribosomal subunit protein eS1 12,0 15,3 3 3 5,88E+07 9,34E+07 0,00
S8EZS1 40S ribosomal protein S3 8,7 9,3 3 3 6,39E+07 | 9,27E+07 | 0,01
S8G9GO Rhoptry metalloprotease toxolysin TLN1 31,7 43,3 3 3 7,46E+07 | 9,26E+07 | 0,01
AOA125YQNO Alveolin domain containing intermediate filament IMC12 6,7 10,0 3 3 4,53E+07 8,78E+07 0,02
AO0A125YVX5 Uncharacterized protein 3,0 2,3 3 3 3,45E+07 | 8,73E+07 | 0,03
AOA125YNF9 Ribosomal protein RPS5 6,7 9,0 3 3 5,75E+07 | 8,42E+07 | 0,00
AO0A125YWW4 Prohibitin 5,0 8,0 3 3 4,71E+07 | 8,06E+07 | 0,00
AO0A125YWK7 Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase 13,7 21,0 3 3 6,10E+07 | 8,01E+07 | 0,00
AOA125YHZ2 Ribosomal protein RPS15 4,0 4,3 3 3 4,91E+07 | 7,86E+07 | 0,01
AOA125YRX2 Ribosomal protein RPS23 3,0 3,7 3 3 4,90E+07 | 7,34E+07 | 0,00
AOA125Y111 60S ribosomal protein L13 6,3 8,0 3 3 5,77E+07 | 6,99E+07 | 0,03
AOA125YRG3 Prohibitin 8,0 10,0 3 3 3,76E+07 | 6,40E+07 | 0,00
AOA125YYJ1 Ribosomal protein RPS4 6,0 7,7 3 3 3,60E+07 | 5,47E+07 | 0,00
AOA125YT37 Transmembrane protein 2,7 4,3 3 3 3,70E+07 | 5,43E+07 | 0,04
SBEXL5 Transmembrane protein 8,3 10,0 3 3 4,59E+07 | 5,34E+07 | 0,00
AOA125YMW1 Ribosomal protein RPL19 3,0 4,0 3 3 3,65E+07 | 5,25E+07 | 0,00
S8GPP3 Ribosomal protein RPL24 3,7 3,7 3 3 3,567E+07 | 5,20E+07 | 0,03
AOA125YRY4 Multi-pass transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,37E+07 | 4,89E+07 | 0,01
S8F3H5 Vacuolar proton translocating ATPase subunit, putative 9,0 14,7 3 3 3,41E+07 | 4,59E+07 0,01
AOA125YWP9 Acyltransferase domain-containing protein 4,3 6,0 3 3 2,91E+07 | 4,40E+07 0,01
S8GAY1 40S ribosomal protein S25 3,0 6,7 3 3 3,16E+07 | 4,33E+07 | 0,00
AOA125YJX2 Ribosomal protein RPS15A 5,7 8,0 3 3 2,71E+07 | 4,02E+07 | 0,00
AO0A125YNH2 Heat shock protein HSP60 7,0 13,0 3 3 2,54E+07 | 3,92E+07 | 0,02
S8F371 Large ribosomal subunit protein eL28 1,0 4,0 0 3 0,00E+00 | 3,63E+07 | 0,01
AOA125YYN9 Uncharacterized protein 1,7 3,3 1 3 2,67E+07 | 3,57E+07 | 0,04
S8GNR6 Transmembrane protein 2,7 4,0 3 3 2,66E+07 3,43E+07 0,03
AO0A125YLS6 ADP/ATP translocase 8,3 10,7 3 3 2,76E+07 | 3,28E+07 | 0,03
AOA125YSP5 60S ribosomal protein L18a 3,7 8,0 3 3 2,61E+07 | 3,26E+07 | 0,04
A0A125YU06 Ribosomal protein RPL13A 7,0 8,3 3 3 2,76E+07 | 3,25E+07 | 0,05
AO0A125YYK6 Uncharacterized protein 6,3 9,0 3 3 2,69E+07 | 3,05E+07 | 0,02

S8EW90 Transmembrane protein 1,0 2,0 0 2 0,00E+00 | 2,92E+07 -
AOA125YNR8 Inner membrane complex protein 18 6,0 6,3 3 3 1,96E+07 2,83E+07 0,04
S8F069 Ribosomal protein RPS19 1,3 3,3 1 3 1,44E+07 | 2,81E+07 | 0,03
AO0A125YIN7 Ribosomal protein 4,0 4,7 3 3 2,08E+07 | 2,65E+07 | 0,05
S8FBH9 Uncharacterized protein 7,3 9,0 3 3 2,26E+07 2,58E+07 0,01
AO0A125YRM2 Ribosomal protein RPL9 2,0 2,0 3 3 1,87E+07 | 2,54E+07 | 0,02
S8EZK1 RNA helicase 2,3 8,0 3 3 1,24E+07 | 2,50E+07 | 0,03
AOA125YR47 Uncharacterized protein 1,0 3,3 0 3 0,00E+00 | 2,13E+07 | 0,02
S8G4M3 Transmembrane protein 1,0 2,3 0 3 0,00E+00 1,44E+07 0,00
A0A125YTHO poly(ADP-ribose) glycohydrolase 5,7 6,7 3 3 1,05E+07 | 1,43E+07 | 0,01
AO0A125YHRO Small GTP-binding protein sarl, putative 1,3 2,0 0 3 0,00E+00 | 1,40E+07 | 0,00
A0A125Y)84 Elongation factor Tu 2,0 4,3 2 3 7,71E+06 | 1,26E+07 | 0,05
AO0A125YYP6 Heat shock protein 3,0 7,3 8] 3 7,27E+06 | 1,22E+07 | 0,02
AOA125YN63 408 ribosomal protein S12 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 | 1,20E+07 | 0,00
A0A125Y)J9 Componente E2 - BCKDH 2,0 4,7 2 3 5,44E+06 | 1,18E+07 | 0,01
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S8GFM4 Transmembrane protein 0,0 2,3 0 3 0,00E+00 | 1,05E+07 | 0,00
AOA125YXF3 Ribosomal protein RPL34 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 | 1,01E+07 | 0,00
AO0A125YZK4 thioredoxin-dependent peroxiredoxin 0,0 2,0 0 3 0,00E+00 9,53E+06 0,00
AOA125YS60 Succinate--CoA ligas.e [ADP-forming] subunit alpha, 0,0 2,7 0 3 0,00E+00 | 9,37E+06 | 0,00

mitochondrial

S8GNN2 Transmembrane protein 1,5 3,0 0 3 0,00E+00 8,53E+06 0,00
AOA125YHZ4 Succinate--CoA liga§e [ADP-fo.rming] subunit beta, 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 | 8,31E+06 | 0,00

mitochondrial
AOA125YLAL Dipeptidyl peptidase 1 1,3 3,0 1 3 5,64E+06 | 7,84E+06 | 0,04
S8GlJ1 Citrate synthase 0,0 2,0 0 3 0,00E+00 | 6,13E+06 | 0,00

S8EZW4 Uncharacterized protein 1,0 3,0 0 3 0,00E+00 | 6,00E+06 | 0,00

SBEPTO P-type ATPase4, putative 1,0 2,0 0 3 0,00E+00 | 5,79E+06 | 0,00
AOA125YJF1 dihydrolipoyllysine-residue succinyltransferase 0,0 2,0 0 2 0,00E+00 | 5,29E+06 -

*Linhas em cinza indicam proteinas mitocondriais




