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RESUMO

A manutencao do ciclo de vida de Toxoplasma gondii (T. gondii) depende de
mecanismos de regulacdo génica, essenciais para a viruléncia e adaptacdo nos
diferentes hospedeiros. A acetilacdo de histonas é um mecanismo epigenético de
regulacdo da expressdo génica, mediado pela atividade de duas enzimas com
atividades opostas, as histonas acetiltransferases (HATS) e as histonas desacetilases
(HDACs). As HDACs retiram o grupo acetil das histonas (desacetilacdo) e levam ao
silenciamento génico ao promover maior interacdo entre as histonas e o DNA,
impedindo o acesso de fatores de transcricdo. A TJHDAC2 de T. gondii, objeto desse
estudo, € uma HDAC de classe |, que possui duas inser¢des aminoacidicas dentro do
dominio HDAC, algo exclusivo de T. gondii e membros mais proximos do filo, o que
difere do padréo evolutivamente conservado dessas proteinas. Estas inser¢cdes ndo
possuem funcdo ou estrutura conhecidas, e ocupam uma fracdo consideravel desse
dominio, no qual se encontra o sitio ativo da enzima. Além dessa peculiaridade,
TgHDAC?2 desempenha um papel importante no ciclo celular, e na invaséao a célula
hospedeira. Sendo assim, 0 objetivo deste projeto foi expressar, purificar, e
caracterizar estruturalmente a TJHDAC2. Para tanto foram obtidas duas construcfes
desta proteina: TgHDAC?2 inteira (TQHDAC2 CDS) e TgHDAC2 sem as insercdes
aminoacidicas (TgHDAC2 Ainsercdes). Analises de dicroismo circular revelaram
maior estruturacdo e estabilidade de TgHDAC2 Ainsergdes, quando comparada a
proteina inteira, o que indica um papel mais funcional do que estrutural destas
insercbes. Além disso, observamos uma clivagem proteolitica das insercbes em
sistema bacteriano, o que pode indicar um possivel mecanismo de regulacdo pos
traducional dessas proteinas, abrindo uma nova gama de alvos para drogas utilizadas
em tratamentos anti-toxoplasmose.



ABSTRACT

The maintenance of Toxoplasma gondii (T. gondii) life cycle depends on mechanisms
of genetic regulation, essential for virulence and as an adaptation mechanism in
different hosts. Histone acetylation is an epigenetic mechanism for gene expression
regulation. Two enzymes mediate the process with opposite activity, histone
acetyltransferases (HATs) and histone deacetylases (HDACs). HDACs remove the
acetyl group from histones (deacetylation) and lead to gene silencing by promoting
higher interaction between histones and DNA, preventing the access of transcription
factors. TJHDAC2 of T. gondii, the object of this study, is a class | HDAC, with two
amino acid insertions inside the HDAC domain, something exclusive to T. gondii and
a few other members of the phylum, which differs from the evolutionally conserved
pattern of these proteins. These insertions have no known function or structure and
occupy a considerable fraction of the HDAC domain where the enzyme's active site is
found. In addition to this peculiarity, TJHDAC?2 plays an important role in the cell cycle
and host cell invasion. Therefore, this project aimed to express, purify and structurally
characterize TgHDAC2. For that, we constructed two forms of this protein were
obtained: the entire TgHDAC2 (TgHDAC2 CDS) and TgHDAC2 without the
aminoacidic insertions (TgHDAC2 Ainsertions). Circular Dichroism analysis revealed
better structuring and stability of TgHDAC2 Ainsertions compared to the whole protein,
indicating a more functional than a structural role for the insertions. Furthermore, we
observed a proteolytic cleavage of the insertions in the bacterial system, which may
indicate a possible mechanism of post-translational regulation of these proteins,
opening a new range of targets for drugs used in anti-toxoplasmosis treatment.
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1.INTRODUCAO

Toxoplasma gondii (T. gondii), 0 agente causador da toxoplasmose, é um
parasito intracelular obrigatério pertencente ao filo Apicomplexa. Seu ciclo de vida é
complexo e alterna entre o seu hospedeiro definitivo, o felino, e o hospedeiro
intermediario, aves e mamiferos (BLACK; BOOTHROYD, 2000). As formas de vida
dos parasitos possuem diferentes perfis de expressédo génica, fundamentais para a
viruléncia, controle do ciclo celular e patogénese nos hospedeiros (RADKE et al,
2005). Sabe-se que mecanismos epigenéticos, mediados por enzimas como as
desacetilases de histonas (HDACs), sdo importantes para regulacdo da expressao
génica destes parasitos. Toxoplasma gondii € um dos parasitos em que 0sS
mecanismos epigenéticos tem demonstrado um papel importante no controle temporal
preciso da expressdo génica. O parasita completa seu ciclo de vida em hospedeiros
diferentes e requer uma transicdo por diferentes estagios de desenvolvimento.
T.gondii dominou esse processo, altamente coordenado, regulando a expressao de
subconjuntos particulares de genes, necessarios em momentos especificos do seu
ciclo de vida (DIXON,2010). Histonas acetiltransferases (HATs), histonas
desacetilases (HDACs) e histonas metiltransferases (HMTs) sdo considerados o0s
maiores reguladores epigenéticos em protozodarios parasitos. A inibicdo dessas
enzimas resulta em uma significativa alteragéo nas modificacdes em histonas, o que
traz consequéncias para 0s processos de transcricao e traducao do parasita (SETO,
2014). As HATs sédo responsaveis pela adicao de grupos acetil nos residuos de lisinas
das histonas, neutralizando a carga positiva dessas proteinas, diminuindo sua
afinidade pelo DNA negativo, e consequentemente, facilitando a transcricdo génica
(ARROWSMITH et al, 2012). Antagonicamente, as HDACSs retiram esse grupo acetil
das histonas (desacetilacdo) e levam ao silenciamento génico. Sendo assim, as
HDACSs estédo envolvidas, principalmente, com represséo da transcricdo ao promover
maior interacao entre as histonas e o DNA, favorecendo a compactacao da cromatina
e, dificultando o acesso ao DNA pela maquinaria de transcricdo da celula (SETO;
YOSHIDA, 2014). Nos ultimos anos, as HDACs tém gerado grande interesse, visto
gue diversos inibidores destas enzimas tém se mostrado eficazes para o tratamento
de muitas doencgas, como cancer e até mesmo contra parasitas, como Plasmodium e
Leishmania. Um esfor¢o de caracterizacdo de novas HDACs e novas estratégias de

inibicdo, que se mostrem especificas e eficientes se fazem necessarias (DARKIN-
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RATTRAY et al, 1996, SETO,2014). As HDACs com dominio classico, ou seja,
dependentes de zinco, sdo pertencentes as classes I, Il e IV, e as de dominio ndo
classico estdo na classe lll, conhecidas por sirtuinas, que utilizam NAD+ como cofator.
As HDACs de classe | sdo enzimas principalmente nucleares e constantemente
expressas, embora em mamiferos algumas das enzimas desta classe sejam tecido-
especificas (MICELLI; RASTELLI, 2015). As HDACs dessa classe possuem dominio
bastante conservado estruturalmente, contendo basicamente um dominio formado por
8 folhas-B paralelas circundado por a-hélices (FINNIIN et al, 1999).

A TgHDAC2 de T. gondii, objeto desse estudo, € uma HDAC de classe I, Unica
de Sarcocystidae, pois possui duas inser¢cdes aminoacidicas dentro do dominio HDAC
caracteristico (Figura 1). O papel dessa proteina no ciclo celular e invasao da célula
hospedeira foi caracterizado previamente em nosso grupo, utilizando mutantes
nocaute para o gene tghdac2 (dados ndo publicados). O gene mostrou-se nao
essencial, porém fica claro a diminuicéo da proliferacdo do parasita e invasao da célula
hospedeira. Apesar disso, a fungdo dessas inser¢fes aminoacidicas na atividade da
proteina continua desconhecida, sendo que estas ocupam uma fracdo consideravel
do dominio HDAC (Figura 2)(SIQUEIRA,2018).
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Figura 1 — Andlise da sequéncia de TgHDAC?2 utilizando o banco de dados de dominios conservados
do NCBI (Conserved Domains Database-CDD). Podem ser visualizados os dominios HDAC (em verde).
Fonte:NCBI.


https://www.ncbi.nml.nih.gov/cdd/).%20Podem
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Figura 2 — Estrutura proteica modelada por homologia feita com o servidor HHPRED. A regiéo globular
é conhecida e é onde se encontra o sitio ativo da proteina. Destacado em amarelo estdo as duas

inser¢des no dominio HDAC para as quais ndo se conhece a estrutura terciria.

As HDACs sao proteinas da via de regulacdo epigenética, porém também
desempenham outros papéis em mecanismos como a replicacdo e o reparo do DNA.
Além disso podem atuar em proteinas nao-histonas, como aquelas do citoesqueleto,
revelando uma gama de potenciais mecanismos afetados por essas enzimas. Por
essa funcdo em processos essenciais, N0sSsSO grupo vem buscando compreender
como estas proteinas atuam em T. gondii de modo a compreender melhor a biologia
do parasita. Além disso, inibidores dessas proteinas ja se mostraram eficazes para o
tratamento de muitas doencas, inclusive contra parasitoses.

A funcdo de TgHDAC2 em T. gondii j& vinha sendo estudado pelo nosso
grupo, entretanto um de nossos interesses e que levou ao desenvolvimento deste
projeto foi entender a contribuicdo das insercdes aminoacidicas de TgHDAC?2 para a
estrutura da proteina, uma vez que nao existe nenhuma estrutura resolvida
semelhante a elas. Ou seja, séo regibes completamente inéditas, das quais ndo se
sabia nada a respeito de estrutura ou funcgao.

Insercbes em dominios funcionais s&o conhecidas por auxiliar no
reconhecimento de fatores especificos de transcricdo (HONG, 2009). Outra
possibilidade é que essas insercbes desempenhem um papel nas modificacdes pos
traducionais da proteina (um mecanismo de regulacdo da func&o), como ja foi

reportado para dominios HDACs de outros organismos (SETO,2014).
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Entender o impacto dessas inser¢cdes na estrutura da proteina poderia revelar
um novo mecanismo para ser explorado como potencial alvo de drogas anti-

Toxoplasma a ser aplicado em estratégias terapéuticas.

2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL
Caracterizar estruturalmente duas construcdes da Histona Desacetilase 2 de

Toxoplasma gondii.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

° Produzir uma proteina TgJHDAC2 sem as inser¢cdes aminoacidicas
(TgHDAC2Adominio)

) Expressar e purificar TJHDAC?2 inteira.

) Analisar estruturalmente todas as constru¢cdes por dicroismo circular e

espalhamento dinamico de luz.
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3 . REVISAO DE LITERATURA

3.1 TOXOPLASMA GONDII E TOXOPLASMOSE

Toxoplasma gondii (T. gondii), a Unica espécie conhecida do género
Toxoplasma, é um parasita intracelular obrigatério, causador da toxoplasmose.
Pertence ao filo Apicomplexa, junto com Plasmodium (causador da malaria),
Cryptosporidium (causador de um tipo de coccidiose) e Babesia (causador da
babesiose, ou doencga do carrapato). Os parasitas Apicomplexa sao caracterizados
pela presenca de um complexo apical fundamentais para as etapas de viruléncia e
invasdo da célula hospedeira (dando origem ao nome ‘Apicomplexa’). Toxoplasma
ainda possui uma organela plastideo-like, de origem endossimbiotica secundaria,
denominado apicoplasto, presente em alguns, mas ndo em todos os membros do filo
(GILOT-FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007).

A toxoplasmose é uma protozoonose que afeta a populacdo do mundo inteiro,
estimando-se que cerca de 1/4 da populacdo mundial se encontra infectada, na
maioria das vezes, de forma assintoméatica (GILOT-FROMONT,2012;
ESCAFFIT,2007;DUNAY,2018). Toxoplasma gondii pode infectar praticamente todos
0s animais de sangue quente, incluindo seres-humanos, onde ocorre apenas a
reproducdo assexuada do parasita, atuando como potenciais hospedeiros
intermediarios e reservatorios. As vias de transmissdo também sdo muito amplas,
podendo acontecer pelo solo, agua e por alimentos contaminados. Apesar da
reproducdo sexuada se limitar ao hospedeiro felino, o ciclo de vida do Toxoplasma
nao depende exclusivamente da infeccdo do hospedeiro definitivo, podendo haver
transmissdo de cistos teciduais entre os hospedeiros intermediarios (GILOT-
FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007).

A transmissdo da toxoplasmose para humanos ocorre principalmente pela
ingestdo da carne, quando consumida crua ou mal-passada, podendo conter cistos
teciduais (com bradizoitas). Também pode ser transmitido pela agua, solo ou
alimentos contaminados com fezes de gatos, que contenham oocistos esporulados do
parasita. Outras possiveis vias de contagio sdo: transmissao vertical (da mée ao feto,
durante a gestacao) e transfusdo sanguinea, em que nesses Ultimos casos o0 contagio
se da pelos taquizoitas, presentes nos tecidos e fluidos corporais (GILOT-
FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007).
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Os sintomas, quando aparecem, em individuos imunocompetentes, sao
semelhantes a uma infeccédo gripal, e em algumas semanas, 0 parasita entra em
laténcia em forma de cistos teciduais, dando inicio a fase crénica da doenca. Em
pacientes imunossuprimidos costumam aparecer sintomas mais graves, como
miocardite, pneumonite ou encefalite e toxoplasmose ocular (que pode levar a
cegueira). Quando a primeira infeccdo ocorre durante a gestacdo (toxoplasmose
congénita) isso pode trazer severas consequéncias ao feto, como prematuridade,
aborto espontaneo, coriorenite, calcificagbes intracranianas, hidrocefalia,
toxoplasmose ocular, entre outros.(GILOT-FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007).

A combinacéo de pirimetamina, sulfadiazina e acido folico no estagio ativo da
infeccdo é atualmente o padréo ouro para tratamento da toxoplasmose, mas as taxas
de falha séo significativas, sendo pouco efetivo por apresentar diversos efeitos
colaterais. Nas ultimas décadas ndo houveram grandes avan¢os no surgimento de
novos tratamentos, fazendo-se necessario a concentracao de esfor¢os para a busca
de tratamentos mais modernos para toxoplasmose (DUNAY,2018;GILOT-
FROMONT;2012,ESCAFFIT,2007).

3.2 CICLO DE VIDA DO TOXOPLASMA

O ciclo de vida de T. gondii € complexo, apresentando uma morfologia e
métodos de divisdo distintos em cada estagio (sexual e assexual) e alternando a
infecgao entre os felinos (hospedeiros definitivos), onde ocorre a fase sexuada do ciclo
e 0s hospedeiros intermediarios (outros vertebrados, incluindo humanos), onde ocorre
o ciclo assexuado (BARBOSA,2014;DUNAY,2018).

No hospedeiro definitivo, o ciclo se inicia quando um felino é infectado ao
consumir alimentos contendo T. gondii em qualquer estagio de desenvolvimento. Os
parasitas sdo liberados no sistema digestivo (se a infeccdo foi através de cistos),
invadindo as células epiteliais do intestino delgado, onde o ciclo sexuado se inicia,
com uma série de divisdes celulares, que duram de 3 a 15 dias, e terminam em um
estagio pré-gametogénese, onde os parasitas se encontram dispostos em forma de
roseta. Nesse estagio sdo formados macrogametas e microgametas. Quando 0s
microgametas sédo liberados das células intestinais, sdo atraidos por quimiotaxia até
0S macrogametas, ocorrendo a fecundacéao e originando o zigoto. O zigoto entdo
produz uma parede biproteica ao seu redor, se tornando um oocisto, que rompe as

células do intestino, sendo liberado no ambiente junto com as fezes do felino. Durante
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alguns dias, os cistos passam por um processo de maturacdo chamado de
esporogonia, um tipo de meiose que forma cistos esporulados (forma infectante),
contendo em seu interior oito esporozoitos cada (BARBOSA,2014; GILOT-
FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007).

Quando os hospedeiros intermediarios ingerem 0s oocistos liberados nas
fezes, ao alcancar o estbmago, enzimas proteoliticas destroem a parede do oocisto,
liberando os esporozoitas no intestino, onde se diferenciam em taquizoitas. No interior
das células do epitélio intestinal, os taquizoitas localizam-se sempre em vacuolos
parasitéforos. O parasita entdo alcanca outros tecidos por meio da circulacédo
sanguinea e/ou linfatica, se multiplicando rapidamente por endodiogenia no interior do
vaclolo parasitoforo. O ritmo dessa multiplicacdo é regulado pela resposta
imunolégica do hospedeiro (BARBOSA,2014).

Entre 7 e 10 dias ap0ds a infeccéo, por pressao do sistema imune do hospedeiro,
0 processo de endodiogenia passa a ocorrer de forma lenta com interconversao dos
taquizoitas em bradizoitas e formagé&o de cistos teciduais, localizados principalmente
no sistema nervoso central e na musculatura esquelética e cardiaca
(BARBOSA,2014).

Os cistos teciduais representam o estagio final do ciclo de vida de T. gondii e
sdo predominantes durante a infeccdo crénica da doenca, podendo permanecer
latentes nos tecidos para o resto da vida do hospedeiro, comumente no sistema
nervoso central, na retina e na musculatura esquelética e cardiaca. Esses cistos
podem permanecer cronicamente nos tecidos sem gerar uma resposta inflamatoria ou
imunoldgica, evitando, assim, sua destruicdo (BARBOSA,2014).

Em alguns individuos, principalmente nos imunocomprometidos, 0s cistos
teciduais podem se reativar, fazendo com que os bradizoitas se diferenciem em
taquizoitas, voltando a fase aguda da doenca (BARBOSA,2014;GILOT-
FROMONT,2012; ESCAFFIT,2007;DUNAY,2018).

3.3. REGULACAO EPIGENETICA POR HDACS

No centro da regulacdo epigenética estdo as histonas, proteinas que
participam do enrolamento da cromatina, formando nucleossomos, junto com o DNA.

Sao pequenas proteinas de carater basico, com alta proporcdo de amino&cidos
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carregados positivamente, como lisinas e argininas. Esse carater basico permite a
atracdo do DNA (negativo) as histonas, mantendo a estrutura do DNA (HO,2020).

As histonas sao suscetiveis a diversas modificagdes pés traducionais (MPTSs)
especialmente nas caudas N- e C-terminais expostas fora do nucleossomo, dentre
elas alguns exemplos sdo a acetilagéo, metilacao, fosforilacéo e ubiqueitinacéo. Entre
as MPTs a acetilacdo reversivel ganha destaque, seja por sua abundancia, seja por
desempenhar diversas funcdes regulatorias, principalmente regulando a transcrigdo
génica (BARBOSA,2014).

A acetilacao favorece a expressao génica, pois transforma os grupos aminas
das cadeias laterais das lisinas em amidas, neutralizando as cargas positivas, e assim
diminuindo a atragdo entre essas terminacdes das histonas com os grupos fosfato
negativos do DNA. Consequentemente, diminui a interacdo das histonas com o DNA,
tornando a cromatina mais relaxada (eucromatina), e possibilitando o acesso da RNA
polimerase e fatores de transcricdo, promovendo a transcricdo génica. A
desacetilagdo de histonas causa o efeito contrario, tornando a cromatina mais
condensada e reprimindo a expressao génica. Esse processo de modificagcdo das
cadeias laterais das lisinas é feito por uma familia de enzimas denominadas histona
acetiltransferase (HATS), e € um processo reversivel, portanto, uma outra familia de
enzimas é capaz de remover esses grupos acetil das lisinas das histonas, sendo essas
as histonas desacetilases (HDACs). As HDACs aumentam as cargas positivas das
histonas, reforcando a alta afinidade entre essas proteinas e o DNA, restituindo a
heterocromatina, o estado condensado e ndo acessivel da cromatina. O balanco
acetilacao/desacetilacdo feito pelas histonas acetiltransferases (HATS) e histonas
desacetilases (HDACs) é um mecanismo importante de regulacdo transcricional
(HO,2020).

A superfamilia das HDACs possui 18 membros em eucariontes, levando em
conta as analises filogenéticas, tendo diferentes origens evolutivas, e sendo divididas
em quatro classes, de acordo com o dominio, cofator e similaridade na sequéncia de
aminoacidos com as proteinas de levedura. As HDACs de classe | e Il e IV sdo
denominadas HDACSs classicas, por possuirem o dominio HDAC classico e utilizar
zinco como cofator. As de classe | sdo homologas ao fator de transcricdo Rpd3 de
levedura, e sdo geralmente encontradas no ndcleo. Ja as de classe I, podem ser
encontradas no nucleo e citoplasma e sdo homologas a Hdal de levedura. A classe IV

possui apenas um representante em mamiferos, a HDAC1l, que possui
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caracteristicas mistas entre as classes | e Il. As HDACs classicas apresentam alto
nivel de redundancia e versatilidade, compensando o eventual déficit uma da outra
(BARBOSA,2014;KRISTENSEN,2009).Na classe Il estdo as sirtuinas, que s&o
homélogas a Sir2 de levedura, e possuem dependéncia de NAD+ para sua atividade,
sendo encontradas no nucleo, citoplasma e mitocondrias (BARBOSA,2014).

O sitio ativo das HDACs consiste em um bolso cilindrico no qual os residuos
de lisina se encaixam quando a desacetilacdo acontece. Os amino&cidos que cobrem
as paredes desse bolso séo hidrofobicos e arométicos. Um ion de zinco se localiza
perto do fundo desse bolso, coordenado por aminoacidos e uma unica molécula de
agua. Durante a desacetilacdo, a molécula de agua age como nucledfilo, atacando o
carbonil do nitrogénio acetilado da lisina, em uma rea¢éo onde o ion de zinco ajuda a
posicionar essa molécula de dgua.(KRISTENSEN,2009). Os residuos de aminoacidos
gue formam esse bolso cilindrico e a cavidade adjacente das classes | e Il de HDACs
sdo altamente conservados, assim, é possivel desenhar farmacos inibidores de
HDACSs bastante especificos (KRISTENSEN,2009).

Além do papel de regulacéo epigenética pela desacetilacdo de histonas, foi
descoberto que as HDACs interagem acetilando diversas outras proteinas,
desempenhando também um papel regulatério na atividade destas. Grande parte
dessas proteinas fatores de transcricdo e cofatores(KRISTENSEN,2009).

Além do papel na regulacdo da expressdo génica, a expressao de HDACs
classicas tem sido relacionada com doencas como cancer e doencas
neurodegenerativas, como Alzheimer, Parkinson e esquizofrenia. Nesse sentido,
farmacos inibidores de HDACs tem sido cada vez mais estudados, com alguns ja
aprovados pelo FDA para tratamento de diversos tipos de cancer. Esses inibidores
atuam por diversos mecanismos de acdo, promovendo a acetilacdo de histonas, e
assim, induzindo a diferenciacao de células tumorais, interrompendo a divisao celular
e ativando a cascata de apoptose e aumento da sensibilidade das células aos
tratamentos quimioterapicos (HO,2020;KRISTENSEN,2009).
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4. MATERIAIS E METODOS

4.1. Material biolégico

Para avaliar a estrutura do dominio atipico com as inser¢des, duas
construc@es foram utilizadas. Uma delas, TgHDAC?2 CDS, ja havia sido previamente
construida pelo grupo e ja se encontrava em vetor de expressao (pDEST17), (Figura
3). TgHDAC2 CDS trata-se da sequéncia inteira da proteina, ja TJgHDAC2 insercdes
se refere a regido correspondente as inser¢des aminoacidicas presentes no dominio,
entretanto devido a problemas metodoldgicos esta nao foi utilizada no estudo. A Ultima
construcdo que foi realizada é uma proteina sem estas insercdes, correspondente a

um dominio HDAC caracteristico completo.

HDAC2 CDS Seq 1 insergbes Seq 2 72 kDa

Figura 3. Esquema ilustrativo das construgdes utilizadas de TJHDAC2.

4.2 Clonagem em vetor pET28A.

Para a obtencao da proteina sem as insercdes aminoacidicas, e clonagem no
vetor pET28a (Novagen), que insere uma etiqueta de 6x histidina na por¢céo N-terminal
da proteina, a estratégia de clonagem foi dividir este gene em duas sequéncias, uma
a montante as insercdes, que corresponde a 235 pb (seql), e outra a jusante, tendo
1075 pb (seq2), deletando, entdo, a regido entre os aminoacidos 74 e 276. Aos primers
dessas sequencias foram adicionados sitios de restricdo para duas endonucleases.
Para a sequéncia 1 foram adicionados os sitios de reconhecimento das enzimas Ndel
e BamHlI, ja para sequéncia 2 foram adicionados os sitios das enzimas BamHI e
Hindlll, sendo assim foi possivel, primeiramente clonar a sequéncia 1 no vetor e
posteriormente a sequéncia 2, uma vez que houve complementariedade de bases

gerada pela digestdo da enzima BamHl.
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O cDNA de Toxoplasma foi utilizado como molde para a reacao de PCR. Este,
por sua vez, foi amplificado por RT-PCR, a partir do mRNA extraido do parasita. Para
extragcdo do RNA foi utilizado o RNeasy Mini Kit (Qiagen), conforme descricdo do
fabricante. Do cDNA obtido, utilizamos 2 pL como molde para uma Reag&o em Cadeia
da Polimerase (PCR-Polymerase Chain Reaction) convencional, utilizando os primers
para amplificacdo das sequéncias 1 e 2 de tghdac2. Ao DNA foi adicionado tampéao
apropriado para a enzima diluido dez vezes, 0,2 mM de dNTP, 1,5 mM de MgSOa, 10
pmol de cada primer e 1 unidade da enzima de alta fidelidade Platinum Taq HiFi DNA
Polymerase (Invitrogen), para uma reacao final de 20 pL. A reacdo iniciou-se com uma
etapa de desnaturacdo por 5 minutos a 95°C, seguida de 30 ciclos de desnaturagéo
a 95°C por 30 segundos, anelamento a 57°C durante 30 segundos e extenséo a 68°C
por 1 minuto e 30 segundos, além de extensao final a 68°C por 10 minutos.

O resultado da amplificacéo foi visualizado por meio de eletroforese em gel
de agarose 1% (1 g de agarose para 100 mL de TBE-Tris-base 89 mM; Acido bérico
89 mM; EDTA 2 mM pH 8). Foram utilizados 5 pL da reacdo de PCR em tampé&o de
amostra para DNA (25% de Ficoll, 0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de xileno
cianol). O gel de agarose com a amostra de PCR e o marcador de massa molecular
(1 kb Plus DNA Ladder, Invitrogen) foi submetido a um campo elétrico de 100 V por
40 minutos, submerso em tampéao TBE. Para visualizacdo do DNA, o gel foi submerso
em solucao de brometo de etideo (0,5 pg/mL) por 20 minutos. ApGs a eletroforese, o
gel foi visualizado em um transiluminador com luz ultravioleta. Apos a confirmacao, os
produtos de PCR foram purificados com o kit QIAquick® PCR Purification (Qiagen),
seguindo instrucdes do fabricante. Com os amplicons purificados, estes foram ligados,
separadamente, ao plasmideo pGEM pela reacéo da T4 DNA ligase (Invitrogen), em
que 10 pg de vetor e 3,5 pg de inserto foram ligados pela acdo da T4 DNA ligase
(Invitrogen) a 16°C por 18 horas (1U/microlitro).

Parte desta reacdo foi transformada em bactérias E. coli Top 10, calcio
competentes. As bactérias adquiriram os plasmideos por choque térmico, ao serem
deixadas em gelo por 30 minutos, em seguida a 42°C por 2 minutos e novamente em
gelo por mais 2 minutos. Foi adicionado 1 mL de meio LB (LuriaBertani: triptona 1%,
NaCl 0,5%, extrato de levedura 1%) ao tubo e colocado em estufa a 37°C durante 1
hora, sob agitacdo, para recuperacao das bactérias recém transformadas. Decorrido
este tempo, as bactérias foram semeadas em placa contendo LB e
kanamicina.(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).



27

As colbnias obtidas foram confirmadas por PCR de colonia, e as que
continham o inserto de tamanho correto foram crescidas em meio liquido para
obtencdo de massa para extragdo plasmidial (SAMBROOK; RUSSEL, 2001). Os
plasmideos foram extraidos por meio de kit QlAprep® Miniprep (QIAGEN), seguindo
as instrucdes do fabricante, e encaminhados para sequenciamento. Clones das duas
sequéncias sem mutacdes foram clonados em pET28A previamente digerido com
Ndel e Hindlll e transformados em E.coli TOP10, conforme descrito acima. A seql foi
previamente inserida no plasmideo, seguida da ligacdo de seg2 neste. O plasmideo
foi novamente extraido e transformado por choque-térmico em bactérias de expressao
E. coli ASlyD, Rosetta-gami e E.coli Tuner, submetendo-as a testes de expressao,

para a escolha da melhor cepa.

4.3 Clonagem em vetor pDEST17

Para realizar a clonagem da sequéncia de DNA que codifica para a construcao
da proteina TJHDAC2 CDS e obtencédo da proteina recombinante, foram utilizados os
vetores pPDONR™221 e pDEST ™17, da plataforma Gateway (Invitrogen). Aos primers
foram adicionadas as sequéncias attB, que recombinam com os sitios attP no vetor
pDONOR 221 (donor vector).

A regido codificante de tghdac?2 foi amplificada a partir de 2 uL do cDNA obtido
a partir do RNAm de T. gondii utilizando a enzima Platinum® Pfx DNA Polymerase
(Thermo Fisher 45 Scientific). A reagdo contemplou as etapas de desnaturacgéao inicial
(94°C, 5 minutos) seguido de 30 ciclos (94°C, 15 segundos; 57°C, 30 segundos; 68°C
2 minutos e 30 segundos) e extensdo final (68°C, 10 minutos), seguindo as demais
instrucdes do fabricante. Os amplicons foram purificados com o kit de purificacéo de
produtos de PCR (QIAquick PCR Purification Kit-QIAGEN), seguindo-se as instru¢des
do fabricante. Apds a purificacdo, 50 fmol do produto de PCR purificado foi
recombinado em 150 hg do vetor pPDONR™221 (Invitrogen), adicionando-se 2 pL da
enzima BP Clonase™ (Invitrogen) e mantido a 25°C por 18 horas. Da reacdo de
recombinacao, utilizamos 3 L para transformacéo em E. coli DH5a através de choque
térmico, como descrito, adicionando kanamicina para selecdo. Quando ocorre a
recombinacdo entre os sitios attB do amplicon e attP do vetor, este plasmideo
contendo o inserto possuira entdo um novo sitio para recombinacédo denominado attL,

que podera ser recombinado em qualquer vetor de destino do sistema Gateway de
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clonagem que contenha o sitio attR para recombinacdo. Neste caso foi usado o vetor
de expressdo pDEST™17 (Invitrogen) (SIQUEIRA, 2018).

Uma vez confirmados por PCR de colbnia, os plasmideos contendo o
fragmento génico foram extraidos por meio de kit QlAprep® Miniprep (QIAGEN),
seguindo as instrucdes do fabricante. 150 hg do plasmideo de entrada (pDONR221)
contendo o inserto foram recombinados em 150 hg do vetor de expressdo pDEST ™17
(Invitrogen), por meio da adigao de 2 pyL da enzima LR Clonase™ (Invitrogen), a 25°C
por 3 horas. O vetor pDEST17 possui o promotor T7 proveniente do bacteriéfago T7,
gue é considerado um promotor forte, que garantira altos niveis de expressao da
proteina. Este vetor também adiciona uma etiqueta de 6X histidina na por¢cao N-
terminal, permitindo a purificacdo da proteina em uma coluna de niquel, uma vez que

a histidina tem afinidade por este metal.

4.4 Expressao de Proteina

Para expressédo de TJHDAC2 CDS, as bactérias (oriundas de pré-indculo) da
cepa E. coli Rosetta gamiTM 2 (DE3) pLysS, contendo o plasmideo pDEST17 com a
sequéncia de interesse, foram cultivadas em 3 L de meio LB com adicdo dos
antibioticos ampicilina (100 pg/mL), tetraciclina (5 ug/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL),
a 37°C, sob agitacéo constante de 200 rpm. Quando a cultura atingiu densidade Optica
entre 0,6 e 0,8, foi adicionado 0,5 mM de IPTG (Isopropil B-D1-tiogalactopiranosida)
ao meio e novamente as culturas foram mantidas a 37°C sob agitag&o durante 4 horas.
Apods o tempo de expressado da proteina, as bactérias foram sedimentadas a 10.000 x
g por 10 minutos a 4°C.

Para o teste de expressao de TgHDAC2 Ainsergdes, as bactérias (oriundas
de pré-inéculo) das cepas E.coli A SlyD, E.coli Rosetta-gami e E.coli Tuner (DE3)
contendo o plasmideo pET28A com a sequéncia de interesse, foram cultivadas em
dois frascos de 5 ml de meio LB com adi¢géo de kanamicina (50mg/ml), cloranfenicol
(34mg/ml) (para o cultivo de E.coli A SlyD e E.coli Rosetta-gami ) e tetraciclina (para
o cultivo de E.coli Rosetta-gami) em 37°C sob agitacdo constante a 200 rpm.

A cepa E.coli A SlyD traz a vantagem de expressar proteinas livres de SlyD,
uma proteina nativa de E.coli que possui afinidade por matrizes metalicas, dificultando
assim, a purificacdo por afinidade da proteina recombinante. As estirpes de E.coli
Rosetta-Gami tem como vantagem a formacao aprimorada de ligacdes dissulfeto e a

maior expressao de proteinas eucaridticas que contém codons raros em procariontes.
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As estirpes de E.coli Tuner (DE3) contém uma mutacdo no gene Lac permease (Lac
ZY), o que permite a entrada de IPTG em todas as células da -cultura,
homogeneizando a indug&o.

Ao atingir a D.O. de 0,4, um dos frascos foi deixado na mesma temperatura e
rotacdo, enquanto o outro foi transferido para temperatura de 20°C, na mesma
rotacdo. Ao atingir a D.O. de 0,6, as bactérias de ambos os frascos foram induzidas
com IPTG 0,5 mM. O frasco a 37°C foi deixado induzindo por 4 horas, enquanto o
frasco a 20°C foi deixado induzindo por 16 horas. ApGs esse tempo, ambos as
amostras foram centrifugadas a 10.000 x g, por 10 minutos a 4°C, e os sobrenadantes
foram descartados. Os precipitados foram ressuspendidos em 50 pL de tampéo para
sonicacao (fosfato de sodio 20 mM pH 7,5 e NaCl 500 mM), com os inibidores de
proteases, PMSF (Phenylmethylsulfonyl fluoride) 0,1 M e benzamidina 5 mM, além de
lisozima 10 pg/mL. A suspensao bacteriana foi submetida a lise por sonicacéo, com 8
ciclos de 15 segundos na amplitude de 5. Uma parte do lisado foi centrifugada a
25.000 x g por 30 minutos, e outra parte foi mantido o sobrenadante, para determinar
se haveria proteina na fragdo do extrato total, e assim determinar sua solubilidade.

As fracdes do extrato total, solivel e insolavel foram submetidas a técnica
eletroforética em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 13%), no qual foi visto que a
proteina se encontrava na fracdo insolivel e o melhor nivel de expressao foi na
condicdo 20°C,16h, na cepa de expressédo E.coli A SlyD . Apds definir o melhor
protocolo para sua expressao, a proteina foi produzida em maior escala, em 3 L de
LB.

A técnica eletroforética SDS-PAGE 13% seguiu 0 seguinte protocolo: As
amostras proteicas foram ressuspendidas em tampao de amostra (TA) 4X (40 mM de
Tris-HCI pH 6,8, 1 % de SDS, 2,5 % de b-mercaptoetanol, 6 % de glicerol e 0,005%
de azul de bromofenol) na proporcédo de 3:1 de amostra e TA. As amostras foram
submetidas a aquecimento a 95°C para desnaturacdo das proteinas, seguido de
agitacao vigorosa para quebra de DNA e uma breve centrifugacéo a 15.000 x g. As
proteinas foram separadas em gel SDS-PAGE 13% (LAEMMLI, 1970) em tampéao de
eletroforese apropriado, contendo SDS 1%. Como marcador de massa molecular foi
utilizado PageRuler Prestained Protein Ladder (Thermo Fisher Scientific). Para
visualizacdo das bandas correspondentes as proteinas, os géis foram submersos em

solugéo de coloracdo (Azul de Coomassie R-250 0,1%; Metanol 45%; Acido Acético
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10%), por cerca de 15 minutos. Apds o tempo de coloracéo, os géis foram fervidos em
agua para retirada do excesso de corante, e visualizacéo das bandas.

As proteinas expressas em larga escala foram entdo lisadas com a mesma
metodologia citada anteriormente. O sobrenadante foi desprezado, uma vez que as
proteinas se encontram na fracao insoltvel. O precipitado foi ressuspendido em 10
mL de tampao A (Tampéo fosfato de sédio 200 mM pH 7,5 suplementado com ureia
8 M e NaCl 500 mM).

4.5 Purificacdo das proteinas

A purificacdo foi feita utilizando técnica de cromatografia de afinidade em
cromatdgrafo AKTA pure (GE), utilizando uma coluna com resina de niquel HisTrap
HP 1mL (GE), que possui afinidade pela cauda de histidina presente nas proteinas
recombinantes. ApdOs a injecdo da proteina na coluna, com adicbes crescentes do
tampéo A, a eluicédo foi feita com tampéao B (fosfato de s6dio 20 mM pH 7,5, NaCl 500
mM, imidazol 1 M, uréia 4 M em coeficiente linear. A cada etapa de purificacao foi
gerado um cromatograma e as fracfes eluidas foram analisadas em gel SDS-PAGE
13% para determinacéo da pureza da amostra, além de técnica de Western blot.

Para a realizacao da técnica de Western blot, ap0s a corrida eletroforética, as
amostras do gel foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em cuba
semi-seca (Semi-DryBIORAD), por 1 hora a 20 V, em tampao com 25 mM de Tris-
base, 192 mM de glicina e 20 % de metanol. O sucesso da transferéncia foi confirmado
por coloracao reversivel com 0,5 % de Ponceau S e 1% de &cido acético. A membrana
foi lavada em agua corrente deionizada e bloqueada em PBS/leite desnatado 5%, sob
agitacdo por uma hora. Ap6s o blogueio, o anticorpo primario (anti-His 1:15.000) foi
incubado também na presenca de 5% de leite, por uma hora. Passado o tempo de
incubacdo do anticorpo primario, a membrana foi lavada com PBS/Tween 0,05% e
incubado com o anticorpo secundario, anti-camundongo (1:15.000) por igual periodo,
sob agitacao. A revelacéao foi feita em fotodocumentador Odyssey.

ApOs a primeira etapa de purificacdo, as amostras foram dialisadas no mesmo
tampdo A, porém em concentracfes decrescentes de ureia (3-0 M). As amostras
dialisadas passaram por uma segunda etapa de purificacao por afinidade, seguindo o
mesmo protocolo, com a diferenca que foram utilizados tampdes A e B sem ureia
nessa etapa. Também foram testadas técnicas de purificagcdo por cromatografia de

troca ibnica, mas a que se mostrou mais eficiente foi a cromatografia de afinidade,
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sendo apenas esta utilizada purificagcdo das proteinas ao longo do projeto em
andamento.
Os procedimentos de expresséao e purificacao por afinidade foram realizados

sempre que necessario para realizacdo de novos experimentos.

4.6 Dicroismo circular e espalhamento dinamico de luz

Para realizar os experimentos de dicroismo circular e espalhamento dindmico
de luz, as proteinas purificadas foram concentradas a 0,7 mg/mL (TgHDAC2
Ainsercdes) e 0,17 mg/mL (TgHDAC2 CDS). As amostras foram colocadas em uma
cubeta com caminho 6tico de 1 mm no equipamento Jasco J815 CD Spectrometer,
gue possui 0 software Spectra Measure para aquisicdo dos espectros. Foi medido o
comprimento de onda de 198 a 260 nanémetros (nm). As medidas em comprimentos
de onda inferiores a 200 nm s&o importantes para estimativas de regibes
desenoveladas (coil), ja as medidas nos comprimentos de onda de 208 e 222 nm séo
importantes para as estimativas do conteudo de estrutura de a-hélice e em 215 nm as
folhas-B. Dessa forma foi possivel estimar o conteudo de estrutura secundaria das
proteinas e se elas nao estavam desnaturadas.

Neste equipamento também foi possivel realizar a desnaturacéo térmica da
proteina, para saber sobre sua estabilidade em diferentes temperaturas. Para tanto, a
temperatura foi elevada gradualmente de 20°C a 90°C, e o sinal de dicroismo circular
nos comprimentos de onda de 205, 208, 215 e 222 nm foram avaliados a cada
elevacdo de 5°C. Apds atingir 90°C, um espectro continuo entre os comprimentos de
onda de 190 e 260 nm foi coletado. A analise dos resultados do dicroismo circular foi
feita com o software Microsoft Excel 2013, onde foi avaliada a porcentagem de
desnaturacao térmica e o espectro obtido nos diferentes comprimentos de onda, nas
diferentes temperaturas. O espalhamento dinamico de luz (DLS), que avalia a
estrutura quaternaria da proteina através da deteccéo do espalhamento da luz incidida
na amostra, foi obtido no equipamento DynaPro NanoStar (Wyatt), utilizando o
software Dynamics 7.17. Cerca de 4 yL da amostra foi colocada na cubeta apropriada
para o equipamento, que retornou resultados a respeito da homogeneidade, massa
molecular e estado da proteina (monémeros ou agregados). Para complementar os
resultados obtidos em DLS, foram feitas purificagbes com cromatografia de Gel
filtracdo, com a finalidade de avaliar a homogeneidade e massa molecular das

proteinas nas amostras. A cromatografia de Gel Filtrag&do foi realizada utilizando 0,5
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ml de amostra de proteina ja purificada, suspendida em tampéo A, NaCl 180 mM, sem
ureia. A coluna utilizada foi Superdex 200 10/300 (GE).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
Esse projeto foi realizado em colaboragdo com a Dra. Tatiana de Arruda

Campos Brasil de Souza do Instituto Carlos Chagas.

5.1 Obtencédo de TgHDAC2 Ainsergdes e TgHDAC CDS

Para amplificar a sequéncia a montante das inser¢fes, denominada seql
(235pb), foi realizada uma RT-PCR a partir do mRNA extraido dos parasitas (T. gondii
cepa RHAhxgprtAku80), gerando o cDNA, de modo a obter a sequéncia sem 0s
introns. O cDNA foi utilizado como molde para reacédo de PCR, que apds analise em
gel de agarose 1% confirmou a amplificagcdo do fragmento de interesse (Figura 4).
Devido a presenca de bandas inespecificas, a banda correspondente ao fragmento
de interesse foi purificada com o QIAquick PCR Purification Kit (Qiagen) seguindo
instrucdes do fabricante. O fragmento génico foi inserido em vetor pGEM T-easy
(Promega) por reagao de ligagdo com enzima T4 DNA ligase (invitrogen) e
transformados em E. coli Top 10. As coldnias positivas foram selecionadas por PCR
de colbnia que foram expandidas para purificacdo plasmidial. O plasmideo purificado
foi submetido a digestdo com as enzimas de restricdo BamHI e Ndel para liberagéo
do inserto seql, e entdo inserido por ligagdo em pET28A, previamente tratado as

mesmas enzimas.

200 pb

Figura 4. Gel de agarose 2% revelando o fragmento amplificado de TgHDAC2Seql, de
235pb. Marcador: 1Kb Plus .
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Apos arealizacao de reacédo de PCR da sequéncia denominada seq2, de 1075
pb (a jusante das insercdes) esta foi purificada e inserida em vetor pPGEM T Easy, por
reacao de ligacdo com enzima T4 DNA ligase (clonagem conforme foi descrito para
seql). Para posterior clonagem em pET28A, o inserto seq?2 foi liberado do plasmideo
por outra reacdo de digestdo, com as mesmas enzimas. A reacdo de digestao foi
analisada em gel de agarose 1%, e a banda correspondente ao fragmento de interesse
foi removido do gel e purificado com o kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System
(Promega) seguindo as instrugdes do fabricante. O fragmento purificado foi entdo
inserido por ligacdo em pET28A (o qual ja continha o fragmento de seql inserido)
previamente digerido com as enzimas BamHI e Hindlll, além do tratamento com 0,1
ul de enzima SAP (no préprio tampéo utilizado para as enzimas de digestao), por 1h
a 37°C, para evitar sua circularizagdo novamente sem o inserto seq2.

O tratamento do vetor com a enzima SAP (uma fosfatase alcalina) se trata de
uma reacao de desfosforilagdo, em que o terminal 5’ do plasmideo linearizado é
desfosfatado. Dessa forma, o plasmideo ndo pode voltar ao estado circular pela
reacdo de ligacdo com T4 ligase sem que um fragmento externo (o inserto de
interesse) seja inserido. O “nick” gerado pela atividade desfosfatase € posteriormente
corrigido pela prépria maquinaria celular. Essa reacéo reduz a porcentagem de clones
negativos, que ndo possuem o inserto no plasmideo. Dessa forma se obteve o gene
tghdac2 sem a porcdo correspondente as inser¢cbes aminoacidicas. A proteina
codificada possuira uma etiqueta de histidina inserida em sua porgdo N-terminal. A
ligacdo foi transformada em E.coli TOP10 foi feita anteriormente para expansao e
confirmacédo, seguida de transformacdo em E. coli ASlyD. Para confirmagao da

presenca do vetor com o inserto nos clones, foi feita uma PCR de col6nia (Figura 5).
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Figura 5. Gel de agarose 1% contendo os produtos de 4 PCRs de colénia. Observa-se o
fragmento amplificado de TgHDAC2 A insercdes, de 1310pb em vetor pET28A, nos pocos C1,
C2, C3 e C4. B:branco.

Demos continuidade com o clone 1 para proceder com a clonagem, em que
foi feito miniprepreparacao do plasmideo contendo o inserto, na mesma metodologia
descrita previamente, e este foi transformado em E.coli ASlyD confirmagao da

presenca do inserto no tamanho esperado foi obtida por PCR de colonia (Figura 6).

o 828304 o0 80 B 041 1125 34b

Figura 6. Analise em gel de agarose 1% dos produtos obtidos por PCR de col6nia de 4 clones
positivos. Pode-se observar o fragmento amplificado de TgHDAC2 Ainsergdes de 1310 pb.
Os numeros indicados (1-13) correspondem aos clones testados (1-13), sendo o Ultimo poco

o controle negativo (b: branco).

5.2 Expressao e Purificacdo das proteinas

Para cada experimento em que foi necessario a expressao de Rosetta-gami
pDEST17 TgHDAC?2 CDS, a cepa foi cultivada em 3L de LB. Essa construcdo (CDS,
proteina inteira) se mostrou de dificil expressdo, sendo consideravelmente menos
expressa que a construgao truncada TgHDAC2 Ainsergdes. As proteinas expressas
foram purificadas por técnicas de cromatografia de afinidade, sempre em duas etapas
(Figura 7). Porém, apesar das etapas de purificacdes, uma banda de menor tamanho
(0 mesmo tamanho da constru¢do TgHDAC2 Ainsergdes 47 KDa) continuava

contaminando a amostra, como pode ser visto na figura 8.
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Figura 7. Cromatograma da purificacdo obtido na 1° etapa de cromatografia de afinidade de
TgHDAC?2 CDS. As primeiras fracBes até 45 ml correspondem as lavagens com tampéo A
(pico de proteinas inespecificas). A eluicdo aconteceu a partir das fragdes acima de 45, no
qual o pico azul correspondente é da proteina TgHDAC2 CDS.O pico verde corresponde a

concentracdo de sal na etapa de eluigdo.

TgHDAC2 CDS

TgHDAC2 A insergoes il

Figura 8. Analise das fracGes eluidas na cromatografia de afinidade em gel de eletroforese
de poliacrilamida. A banda correspondente a 72 KDa é a construcdo CDS, e a banda abaixo

de 47 KDa, possivelmente corresponde a construgao TgHDAC2 Ainsergoes.

A partir desse resultado, foi feito um ensaio de Western blot com essa fracéo
purificada de CDS, para conferir se realmente a banda de 47 KDa corresponde a

TgHDAC2 Ainsergdes (Figura 9).
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Figura 9. Western Blot de CDS purificada (banda superior) e a proteina truncada

Ainsergdes(banda inferior).

Com as duas bandas marcadas em Western blot, se conclui que E.coli a
proteina sofre um processamento, em que as insercbes do dominio HDAC sé&o
retiradas em pelo menos uma parte da populacéo total de proteinas expressas.

Para cada experimento em que foi necessario a expressdo de ASIlyD
TgHDAC2 Ainsergdes, a cepa foi cultivada em 3 L de LB, dependendo da quantidade
de proteina necessaria para o experimento em questdo. Essa constru¢do (TgHDAC?2
Ainsergdes truncada) foi expressa em quantidades satisfatérias, bastante superior a
construcdo da proteina completa CDS. As proteinas foram purificadas por técnicas de

cromatografia de afinidade, conforme descrito anteriormente (Figura 10).
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Figura 10. Cromatograma da purificagéo obtido na 1° etapa de cromatografia de afinidade de
TgHDAC2Ainsergoes. As primeiras fragdes até 15 ml correspondem as lavagens com tampéo
A (pico azul de proteinas inespecificas). A eluicdo acontece a partir das fra¢cdes acima de 15,
no qual o pico azul correspondente € da proteina TgHDACAinsergbes. O pico verde

corresponde a concentragdo de imidazol na etapa de elui¢éo.

Também foram realizadas purificacdes por cromatografia de troca ibnica, para
complementar as cromatografias de afinidade. Esta foi realizada em tamp&o Tris HCI
20 mM pH 7. A escolha desse pH permite que a proteina adote uma carga total
negativa, visto que seu ponto isoelétrico tedrico que € 5,44. Assim, para a
cromatografia de troca ibnica utilizamos a coluna HiTrap Q, que possui carga positiva,
fazendo assim, uma cromatografia de troca anidnica. Porém, néo foi obtido sucesso
com essa técnica. Dessa forma, foi adotado apenas a técnica de purificacdo por

cromatografia de afinidade para os posteriores experimentos (figura 11 e 12).
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Figura 11. Analise em gel de poliacrilamida das fragdes eluidas de TJHDAC2 Ainser¢des da

primeira etapa de cromatografia de afinidade. Marcador caseiro.
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Figura 12. Andlise em gel de poliacrilamida das fragbes eluidas de TgHDAC2 Ainsergdes

provenientes da segunda etapa de cromatografia de afinidade. Marcador caseiro.

5.3 Dicroismo circular

Para realizar os experimentos de dicroismo circular e espalhamento dindmico
de luz, as proteinas purificadas foram concentradas a 0,7 mg/ml (TgHDAC2 A
insercdes) e 0,17mg/ml (TgHDAC?2 CDS) e dialisadas para tampéao fosfato de sodio
20mM pH 7,5 e NaCl 180mM. As analises de dicroismo circular demonstraram que
ambas as proteinas sé@o estruturadas, possuindo uma carga mista entre a-hélices e

folhas-B, indicado pelo sinal negativo observado nos comprimentos de onda de 222 e
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208 (Figura 13). Entretanto, ap0s analisar os dados de desnaturacdo térmica foi
observado que a proteina inteira tem menos estabilidade térmica que a proteina
truncada, o que pode ser observado no ensaio de estabilidade térmica, quando se
aumenta gradativamente a temperatura de 20-90 °C e depois retorna a 20°C
(renaturacdo), observando o comportamento estrutural das duas proteinas nessa

variacdo de temperatura (Figura 14).

° TgHDAC2 SEQ 1,2

20°C @ 20°C

B TgHDAC2 CDS
0,5
0
-0,5198 208 218 228 248 258 268
-1 .0'
15 o ..'
2 |e ,.
-2,5 ®
-3 Py
-35 [ ]
: .
-4
-4,5 ...’..

®20

Figura 13. (A) Espectro do dicroismo circular para TgHDAC2 Ainser¢cdes a 20°C nos
comprimentos de onda 198-258 nm. (B)Espectro do dicroismo circular para TJHDAC2 CDS a

20°C nos comprimentos de onda 198-258 nm.
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Figura 14. Espectros de Dicroismo Circular de TgHDAC2 nas diferentes temperaturas: 20°C,
90°C e novamente 20°C (renaturagdo da proteina), nos comprimentos de onda de 198- 268
nm. (A) Percebe-se que a perda de estrutura (desnaturagdo) € bem acentuada na proteina
inteira (TgHDAC2 CDS) e sua renaturagéo € ineficiente. (B) EmTgHDAC2 Ainsergbes
(referida como SEQ1,2), percebe-se que a perda de estrutura (desnaturagdo) ndo €

acentuada nessa construgéo, e sua renaturagdo ocorreu de forma eficiente.

Para determinar a homogeneidade, massa molecular e estado das proteinas
(mondmeros ou agregados) foram realizados ensaios de espalhamento dinamico de
luz, complementado com uma etapa de gel filtracdo para confirmar a massa molecular
e estados das proteinas (mondmeros ou agregados). Adicionalmente, foi realizada
uma etapa de purificagéo por gel filtracdo utilizando proteinas de tamanho conhecido
como amostra, criando uma curva de calibracdo para servir de comparagcdo com o
tamanho das proteinas na amostra de TJHDAC2 CDS e TgHDAC2 Ainsergoes.

O espalhamento dindmico de luz confirmou o estado de agregacdo das
proteinas, pois a massa molecular indicada foi maior que a esperada

(aproximadamente 400 KDa).
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5.4 Discusséo

Com as duas bandas marcadas em Western blot, da fracédo purificada de CDS,
se conclui que E.coli tem um processamento pés-traducional da proteina, em que as
insercbes do dominio HDAC sado excluidas em uma parte da populacdo total de
proteinas expressas, porém ainda nao ha evidéncias de que ocorra também em T.
gondii.

O mecanismo de clivagem proteolitica de proteinas, como forma de regulacao
pés-traducional, dando origem as formas ativas ou inativas das proteinas, € bem
conhecido e descrito na literatura, incluindo HDACs de diversas espécies. Alguns dos
exemplos na literatura de HDACs com atividades reguladas proteoliticamente incluem:
remocao proteolitica de um dominio de 84KDa da Hdal do milho, durante a
germinacgdo do embrido (PIPAL,2003), um fragmento proteolitico da HDAC4 humana,
necessario para manutencao da performance cardiaca (LEHMANN,2018) e clivagem
dependente de caspase da HDAC3 humana para inducdo de apoptose
(ESCAFFIT,2007). Estudos mais aprofundados precisam ser realizados para
determinar o papel especifico desse provavel mecanismo de protedlise na TgHDAC2.

Sabe-se que a clivagem proteolitica € necessaria para muitos processos
criticos relacionados a viruléncia. Em particular, os parasitos intracelulares
obrigatérios devem coordenar precisamente 0s eventos proteoliticos durante seu ciclo
de vida altamente regulado dentro do ambiente das células hospedeiras. A clivagem
proteolitica de proteinas especificas tem um importante papel em processos como:
morte celular, progressdo do ciclo celular, migracdo celular, invasdo da célula
hospedeira, catabolismo geral e ruptura de células (egresso). Assim, nao é
surpreendente que parasitos Apicomplexo como T.gondii possam depender de
processos regulados proteoliticamente (LI, 2012).

Interessantemente, as proteases séo alvos atrativos para desenvolvimento de
drogas, porque a presenca de um sitio ativo bem definido facilita o desenho do inibidor
especifico, e, portanto, muitas classes de inibidores de proteases ja foram
desenvolvidas. Tendo a protedlise como possivel ponto chave para regulacdo da
TgHDAC?2, a protease se torna um potencial alvo para o tratamento da toxoplasmose.
Portanto, esses avancos na compreensao do funcionamento da TgHDAC2 de
Toxoplasma fornece uma base para validacdo de novos alvos enzimaticos que podem

ser explorados para fins terapéuticos. (L1,2012).
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Os resultados obtidos do Dicroismo Circular indicam que essas insercdes
aminoacidicas no dominio HDAC nao contribuem para a estrutura e estabilidade da
proteina, e acabam por desestabilizar ainda mais essa estrutura do dominio, indicando
uma possivel regido intrinsecamente desestruturada. Como os dados biofisicos néo
indicam maior estruturacdo das proteinas na presenca das insercdes, e sim uma
perda da estabilidade nessas condi¢cdes, se reforca a existéncia de um importante
papel funcional destas para a agdo dessa enzima em Toxoplasma gondii, como um
possivel sitio de regulacdo pds-traducional, visto que observamos a clivagem
proteolitica na bactéria.

Possiveis papéis funcionais dessas inser¢cdes aminoacidicas na regulacéo
pés-traducional mediada por clivagem proteolitica se encaixariam em aumento de
atividade enzimética (valores de cinética enzimatica), reconhecimento de fatores
especificos de transcricdo para silenciamento de genes especificos (HONG. 2009),

ou algum outro papel ainda ndo descrito para HDACSs.

6. CONCLUSAO

Em conclusdo, o maior entendimento da estrutura e provavel regulacdo da
atividade da TgHDAC?2 descrito neste trabalho pode ser aproveitado para futuros
trabalhos mais aprofundados, pois dada a importancia das HDACs na manutencéo
dos ciclos de vidas parasitarios, estas tém sido cada vez mais visadas como alvos de

drogas com atividade antiparasitica.
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