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RESUMO

A enzima Superdxido Dismutase (SOD) remove o excesso do anion superdxido via dismutagdo
para oxigénio e perdxido de hidrogénio, sendo o componente central da defesa antioxidante dos
organismos. Em 7. cruzi foi descrita a presenca de duas isoformas dessa enzima, TcFeSOD-A e
TcFeSOD-B (Ismail et al., 1997). Murta et al. (2002) utilizando a metodologia de Representagao
da Expressao Diferencial (RDE) selecionaram o gene TcFeSOD-A, que foi superexpresso na
populacao do 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao benzonidazol (BZ) 17LER, comparado
com seu par sensivel 17WTS. No presente trabalho, o gene TcFeSOD-A, foi caracterizado em 25
populacdes e clones do 7. cruzi sensiveis, naturalmente resistentes ou com resisténcia induzida in
vitro, ou selecionada in vivo ao BZ. Analise de Northern blot com a sonda do gene TcFeSOD-A,
mostrou a presenga de dois transcritos um de 1,2 Kb e outro de 1,6 Kb para todas as amostras de
T. cruzi analisadas. A populagdo 17LER apresentou nivel de mRNA trés vezes maior em
comparagdo com seu par sensivel (17WTS). A mesma diferenga no nivel de mRNA foi observada
por RT-PCR quantitativo em tempo real. As outras populagdes do 7. cruzi apresentaram os
mesmos niveis de mRNA, independente do fendtipo de resisténcia a drogas. O nimero de copias
estimado por Southern blot mostrou que o gene TcFeSOD-A estd duas vezes mais amplificado na
populacdo 17LER comparado com a 17WTS. O gene TcFeSOD-A esta localizado em um ou dois
cromossomas, dependendo da cepa do parasita ¢ ndo estd associado com a resisténcia a drogas. O
gene da TcFeSOD-A esta presente em duas bandas cromossomicas que foram duas vezes mais
intensas na populagdo 17LER do que na 17WTS, confirmando os resultados de Southern blot.
Analises de Western blot, mostraram que o anticorpo policlonal anti-TcFeSOD-A recombinante
reconheceu um polipeptideo de 23 kDa em todas as amostras de 7. cruzi analisadas. A
intensidade desse polipeptideo foi similar em todas as amostras, exceto na populagdao 17LER, que
apresentou duas vezes mais expressdo comparado com a 17WTS. Em concordancia com esses
dados, a atividade enzimatica da TcFeSOD foi também duas vezes maior na populagdao 17LER do
que na 17WTS. As demais amostras apresentaram a mesma atividade enzimatica, independente
do fenotipo de resisténcia a drogas. Analises das seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos do
gene TcFeSOD-A das cepas de 7. cruzi mostraram um polimorfismo relacionado com o
zimodema da cepa e ndo com o fendtipo de resisténcia a drogas. Nossos resultados mostram uma

associag@o da amplificacdo do gene TcFeSOD-A com a resisténcia in vitro do T. cruzi ao BZ.



ABSTRACT

Superoxide Dismutase (SOD) enzyme removes the excess of the superoxide radicals via
dismutation to oxygen and hydrogen peroxide, being the central component of the antioxidant
defense of organisms. In 7. cruzi the SOD is present in two isoforms, TcFeSOD-A and
TcFeSOD-B (Ismail et al., 1997). Murta ef al. (2002) using the Representation of Differential
Expression (RDE) methodology selected the TcFeSOD-A gene. It was overexpressed in the 7.
cruzi population with in vitro induced resistance to the benznidazole (BZ) 17LER, compared to
susceptible pair 17WTS. In the present work, TcFeSOD-A gene was characterized in 25 7. cruzi
populations and susceptible clones, naturally resistant or with in vitro-induced resistance, or in
vivo-selected resistance to BZ. Northern blot analysis probed with the TcFeSOD-A gene, showed
the presence of two transcripts one of 1,2 Kb and another of 1,6 Kb for all 7. cruzi samples
analyzed. However, the 17LER population presented mRNA level three-fold more in
comparation to its susceptible pair (17WTS). Such a difference in mRNA level was confirmed by
real time RT-PCR. The other 7. cruzi populations presented the same mRNA levels, independent
of their drug resistance phenotype. The estimate of the gene copy number showed that TcFeSOD-
A is two-fold more amplified in 17LER population compared to 17WTS. TcFeSOD-A gene is
located either in one or two chromosomes, depending on the parasite strain, but not on the drug-
resistance phenotype. TcFeSOD-A gene is located in the two chromosomal bands that were two-
fold more intense in 17LER population than in 17WTS, confirming Southern blot results.
Western blot results, showed that an anti-TcFeSOD-A recombinant policlonal antibody
recognized a polipeptide of 23 kDa in all 7. cruzi samples. The intensity of this polipeptide was
similar in all the samples, except in the 17LER population, that presented a two-fold expression
of these protein than 17WTS. In agreement with those data, the enzymatic activity of TcFeSOD
was also two-fold higher in 17LER population than in 17WTS. The other samples presented the
same enzymatic activity, independent of their drug resistance phenotype. Analyses of the
nucleotide and amino acid sequences of the TcFeSOD-A showed a polymorphism associated
with the zymodeme of the strain but not with the drug resistance phenotype. Altogether our
results show an association of the TcFeSOD-A gene amplification with the 7. cruzi in vitro-

resistance to BZ.



1. INTRODUCAO

1.1 O Trypanosoma cruzi e a Doenca de Chagas

A doenga de Chagas, também conhecida como Tripanosomiase Americana, ocorre na
América Central e do Sul, sendo endémica em 21 paises. Ela ¢ a terceira maior doenga tropical,
depois da malaria e da esquistossomose na América Latina. Estima-se que cerca de 16 a 18
milhdes de pessoas estdo infectadas com o parasita e 100 milhdes vivem em éreas de risco de
transmissdo da doenca. No Brasil esta doenca atinge cerca de 5 milhdes de pessoas (WHO,
2000). Em 2000, 10 dos 12 estados endémicos do Brasil foram certificados como livres da
transmissdo da doenca de Chagas vetorial e transfusional (WHO, 2000). O Ministério da Satde
tenta combater os focos da doenga de Chagas nos estados do Rio Grande do Sul ¢ na Bahia
(Conselho regional de farmacia do Tocantins, 2004). Atualmente, a prevaléncia da infec¢ao foi
estimada em cerca de 13 milhdes de pessoas, com 3 milhdes de casos sintomaticos e uma
incidéncia anual de 200 mil novos casos em 15 paises da América Central e do Sul (WHO, 2003).

O Trypanosoma cruzi, agente etiologico da doenga de Chagas, ¢ um protozoario
flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Membros desta familia
sdo amplamente distribuidos em diferentes areas geograficas e causam doengas ao homem como
a doenca de Chagas, a doenga do sono e as Leishmanioses (Vickerman, 1994). O parasita 7. cruzi
¢ transmitido ao homem e outros mamiferos pelos hospedeiros invertebrados - barbeiros, inseto
triatomineo da familia Reduviidae.

O mecanismo de transmissao do 7. cruzi ao homem ocorre através da deposicao de fezes e
urina do triatomineo infectado sobre a pele danificada e pelas mucosas do hospedeiro no
momento do seu repasto sangiiineo. No entanto, existem outras formas alternativas de
transmissdo como a transfusdo de sangue, transmissdo congénita, acidentes de laboratorio,
transplante de 6rgdos ou por via oral (Brener ef al., 1992).

O ciclo biolégico do 7. cruzi ¢ muito complexo, apresentando trés formas evolutivas
distintas, entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado (Figura 1). Na luz do intestino médio do
inseto vetor, as formas epimastigotas flageladas se multiplicam e se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicas, a forma infectante para o homem. No hospedeiro vertebrado, os
tripomastigotas se diferenciam em amastigotas, que se multiplicam por sucessivas divisodes

binarias no citoplasma celular. Apo6s um periodo aproximado de quatro dias, os amastigotas se



diferenciam em tripomastigotas, que rompem as células infectadas e sdo liberados no meio
extracelular. Os tripomastigotas livres podem infectar as células vizinhas ou cairem na circulagdo
sangliinea, onde serdo ingeridos pelo inseto vetor durante a alimentagdo, ou ainda infectarem
c¢lulas de outros tecidos do hospedeiro vertebrado (Tanowitz et al., 1992). As células infectadas
com os amastigotas além de liberarem os tripomastigotas para infectar outras células, liberam
produtos que ativam enzimas, polipeptideos, prostaglandinas, citocinas, enfim, diversos
mediadores potenciais da inflamagdo, que também podem funcionar como antigenos ou gerar
novos antigenos, assim provocando variadas e complexas respostas do sistema imune do
hospedeiro. O individuo, uma vez infectado, permanece como tal por toda a vida, embora dados
clinicos, sorologicos e parasitologicos sugestivos de auto-cura, em humanos, ja tenham sido
apresentados (Zeledon et al., 1988; Brener et al., 2000).

A doenga de Chagas ¢ caracterizada pelas fases aguda e cronica. Na fase aguda ocorre
uma infecgdo generalizada pelo 7. cruzi, com um alto parasitismo sangiliineo e tecidual nos
primeiros meses de infec¢do (dois a quatro). O periodo de incubag@o do parasita varia entre 4 a
10 dias, sendo que na maioria das vezes o periodo inicial da infec¢@o ndo ¢ identificado. Nesta
fase os pacientes podem apresentar uma sintomatologia que varia de assintomatica até, em raros
casos em criangas, uma miocardite grave que pode levar a morte. Quando sintomatica, a infec¢ao
chagasica se inicia com um conjunto de manifestagdes, variaveis em freqiiéncia e intensidade,
formado pelo sinal de porta de entrada da infecgdo, sintomas gerais e alteragdes sist€émicas (Rassi
et al., 2000). A porta de entrada da infec¢do pode ser aparente ou inaparente. Quando aparente,
pode ser ocular (sinal de Romafa) ou cutinea (chagoma de inoculagdo). Como sintomatologia
geral, destaca-se o aparecimento de febre, acompanhada de mal-estar geral, cefaléia, astenia e
hiporexia. Dentre as alteragdes sistémicas, destacam-se o edema subcutaneo, o aumento de
volume dos linfonodos, a hepatomegalia e a esplenomegalia, podendo ser observadas, ainda,
manifestagdes de comprometimento cardiaco e de meningoencefalite (Rassi et al., 2000). A fase
aguda leva de 15 dias a 3-4 meses ap0s a infecgdo (Rassi, 1979).

Posteriormente, o paciente entra na fase cronica da doenca, caracterizada por um baixo
numero de parasitas circulantes ¢ de dificil detecgdo. A maioria dos pacientes na fase cronica nao
apresenta sintomas, podendo permanecer assintomaticos por décadas ou por toda a vida,
caracterizando a forma indeterminada da doenca. Em alguns casos, cerca de 20-30% destes
pacientes podem evoluir para uma forma sintomatica da doenca. As manifestacdes mais comuns
sd30 o comprometimento do sistema cardiaco (forma cardiaca), digestivo (forma digestiva) ou de

ambos (forma cardio-digestiva) (Brener, 1987). A cardiopatia chagasica cronica constitui a forma
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clinica tardia da infec¢do pelo 7. cruzi, resultando de dano miocardico progressivo a incessante
miocardite fibrosante. Na forma digestiva da doenga, as alteragdes que ocorrem no trato digestivo
sdo devidas a destrui¢do das células nervosas do sistema nervoso entérico.

A principal causa de morbidade ¢ mortalidade da doenga de Chagas ¢ a cardiopatia
inflamatoria cronica. Ainda ndo existe profilaxia eficiente por vacinacdo ou tratamento

quimioterapico efetivo contra a doenca de Chagas.

1.2 A organizac¢ao genomica do 7. cruzi

O tamanho do genoma do 7. cruzi (100-200 x 10° pb) é relativamente superior ao
tamanho dos genomas de outros protozoarios parasitas, como, por exemplo, Leishmania (45-65 x
10° pb) e T. brucei (25 x 10° pb). Porém, a complexidade do genoma do 7. cruzi é
significativamente inferior & do genoma humano, cujo tamanho ¢ da ordem de 3.000 x 10° pb
(Silveira, 2000).

A organizagdo dos genes dos tripanosomatideos difere daquela conhecida em outros
eucariotos. Seqiiéncias repetitivas representam cerca de 44% do genoma nuclear do 7. cruzi e
podem estar agrupadas ou dispersas no genoma, de acordo com o mecanismo responsavel pela
sua amplificagdo ¢ dispersdo no genoma (Castro et al., 1981; Lanar et al., 1981). Muitas
seqiiéncias repetitivas e a maioria dos genes do 7. cruzi que codificam proteinas estdo presentes
em multiplas copias na célula. Genes que codificam tubulinas, calmodulinas, ubiquitinas,
antigenos de superficie de membrana e enzimas da via glicolitica existem em arranjos em
“tandem” no genoma deste parasita (Ullu & Nilsen, 1995; Silveira, 2000).

Os genes codificadores de proteinas no genoma do 7. cruzi podem ser encontrados em
copia unica ou duplicados. Os genes de coOpia Unica estdo presentes em um uUnico locus que
contém uma unica copia deste. A maioria dos genes codificadores de proteinas ou RNA
caracterizados neste parasita estdo presentes em duas ou mais copias, as quais podem estar
localizadas em uma Unica regido do cromossoma (um Unico locus contendo 2 ou mais copias
duplicadas do gene) ou em diferentes cromossomas (2 ou mais /oci contendo cada um deles duas
ou mais copias duplicadas do gene) (Silveira, 2000).

A tendéncia do 7. cruzi em duplicar os seus genes e agrupa-los em “tandem” pode estar

relacionada com varios fatores e necessidades do parasita. O genoma do parasita parece ser



bastante flexivel, ocorrendo constantes modificacdes devido a amplificacdo e translocagdo das
seqiiéncias génicas. A presenca de multiplas copias génicas pode ser uma maneira encontrada
pelo parasita de compensar eventuais perdas de genes essenciais durante essas constantes
mudangas do genoma. Essa organizagdo em “tandem” também pode estar relacionada com a
transcri¢ao policistronica existente nos tripanossomas, o que facilitaria a sintese e manutengdo
dos niveis de mRNAs na célula (Silveira, 2000).

Outra singularidade dos tripanosomatideos refere-se a estrutura dos seus pouco
conhecidos promotores génicos, que parecem nao conter a caixa TATA e outros elementos
caracteristicos comumente encontrados nos promotores eucariotos (Ajioka & Swindle, 1993;
Nakaar et al., 1994).

O processamento dos mRNAs nos tripanosomatideos ¢ outro ponto importante que difere
dos demais organismos eucariotos. Os tripanossomatideos transcrevem longos pré-mRNAs
policistronicos, que devem ser processados em mRNAs individuais antes de serem traduzidos
(Nilsen, 1992). Durante este processo, uma seqiiéncia nucleotidica lider, conhecida como “splice
leader” (SL) ou miniexon, pelo fato de ndo ser codificada de uma maneira continua com os genes
estruturais, ¢ transferida para a extremidade 5’ de cada mRNA individual. Esta transferéncia
ocorre através de uma reacdo denominada “trans-splicing”. Pouco se conhece sobre a origem
evolutiva do trans-splicing e sua fungdo bioldgica na célula. No entanto, este mecanismo de
transcrigdo parece ter evoluido para acomodar a necessidade dos tripanosomas em processar seus
pré-RNAs policistronicos, servindo como um meio de individualizar os mRNAs e ao mesmo
tempo adicionar a eles uma estrutura de quepe (cap), tornando-os maduros € competentes para
tradugdo. Além deste processamento diferencial do mRNA, ndo tem sido observado a presenga de
introns nos genes dos tripanosomatideos estudados (Perry & Agabian,1991).

A seqiiéncia lider (SL) ¢ derivada de um RNA codificado por genes localizados em um ou
dois cromossomas, dependendo da cepa do 7. cruzi (Wagner & So, 1990; Cano ef al., 1995). A
SL esta teoricamente presente em todos os mRNAs do 7. cruzi (Walder et al., 1986) e sua fungao
exata nao ¢ conhecida. Existem evidéncias de que a SL confere estabilidade ao mRNA,
impedindo a sua degradacdo, auxiliando também a interacio do mRNA com os ribossomas.
Transcritos desprovidos da SL, perdem a sua estabilidade e ndo sdo traduzidos (Ullu et al., 1996;
Silveira, 2000).

Os mRNAs dos tripanosomatideos apresentam na sua extremidade 3’ uma cauda

composta por cerca de 30 residuos de adenina (cauda poli A). Porém, ao contrario dos



eucariontes superiores, os mRNAs dos tripanosomatideos ndo apresentam uma seqiiéncia
consenso para adicdo de residuos de adenina (Vanhame & Pays, 1995; Silveira, 2000).

Viarios mRNAs do 7. cruzi possuem uma extensa regido 3’ nao traduzida (Franco ef al.,
1993; Araya et al., 1994; Teixeira et al., 1995; Brener et al., 2000). Essa regido esta situada entre
o codon de terminacdo e o inicio da cauda poli A, chamada de 3 UTR (3’ untranslated region).
Experiéncias com parasitas transfectados com o gene amastina mostraram a presenga na regiao 3’
UTR de seqiiéncias especificas capazes de regular a expressdo génica de maneira estagio-
especifica (Teixeira et al., 1995; Nozaki & Cross, 1995; Silveira, 2000). Essas seqiiéncias podem
interagir com fatores capazes de estimular ou inibir a expressao génica, influenciando na
estabilidade do mRNA (Silveira, 2000).

A regulagdo da expressdo génica no 7. cruzi ocorre principalmente a niveis pOs-
transcricionais. Essa regulacdo ocorre no nivel do processamento de transcritos primarios (trans-
splicing e poliadenilacdo), da estabilidade do mRNA ou da estabilidade dos produtos da tradugao
(Vanhame & Pays, 1995; Teixeira, 1998; Avila et al., 2001). Sabe-se que os mRNAs do 7. cruzi
podem ser estocados no citoplasma numa forma de reprimir a transcricdo (Goldenberg et al.,
1985), sugerindo que a mobilizagdio do mRNA pelos polissomas pode ser um mecanismo de
regulacio pos-transcricional da expressdo de alguns genes em tripanosomatideos (Avila et al.,
2001).

Estudos envolvendo a questdo da ploidia do 7. cruzi, um topico bastante controverso
ainda hoje, tém suportado a idéia de que esse parasita seja dipldide. Estes estudos sdo derivados
de medidas quantitativas de DNA (Borst ef al., 1982), analises de polimorfismo de isoenzimas
(Bogliolo et al., 1996) e analise de RFLP (Restriction Fragment Lenght Polymorphism) e PFGE
(pulse field gel electrophoresis) com sondas unilocais (Henriksson et al., 1990 e 1996). No
entanto, dados sugerindo a ocorréncia natural de aneuploidia também tém sido apresentados. Um
exemplo € o polimorfismo do DNA observado entre parasitas derivados de um tunico clone (Y-
02) da cepa Y do T. cruzi (McDaniel & Dvorak, 1993; Henriksson et al., 1996). Dessa forma,
ndo se exclui a hipdtese da existéncia de cromossomas aneuploides e/ou polipldides (Silveira,
2000).

Uma das particularidades observadas no 7. cruzi é que seus cromossomas nao se
condensam durante a divisao nuclear (Solari, 1980). Entretanto, com a utilizacdo da técnica de
pulse field gel electrophoresis (PFGE), foi possivel verificar que o genoma do 7. cruzi esta
organizado em pelo menos 20-25 bandas cromossdmicas, variando de 0,45 a 1,6 Mb (Gibson &

Miles, 1986; Henriksson et al., 1990, 1995 e 1996). Outra caracteristica marcante deste parasita é



a grande variacdo no conteido de DNA entre as diferentes cepas (Dvorak ef al., 1982) e até
mesmo entre clones de uma mesma cepa, onde diferengas de 30-70% no contetido total de DNA
foram observadas (McDaniel & Dvorak, 1993). Segundo Henriksson ef al. (1996), este alto grau
de variabilidade no contetido do DNA do 7. cruzi teria implicagdes na organizagao gendmica do
parasita, como por exemplo, o nimero de repeti¢des de determinados genes.

Um estudo realizado com trés isolados clonais de 7. cruzi analisados em relagdo a 34
diferentes marcadores cromossomicos, mostrou que todos os marcadores testados reconheceram
um grupo de cepas conservadas, assim como reconheceu 26 cepas diferentes. Este fato sugere
que a maioria dos cromossomas tem uma estrutura cromossdmica conservada, apesar da marcante
presenga de polimorfismo no tamanho dos cromossomas deste parasita (Henriksson ef al., 1995).

Analises no caridtipo sugerem que o 7. cruzi ¢ diploide e que o genoma esta distribuido
em pares homologos de cromossomas, que geralmente diferem em tamanho. A hibridiza¢ao de
bandas cromossomicas com sondas especificas de DNA revelou uma grande diversidade no
cariotipo entre as cepas do 7. cruzi. No entanto, uma certa correlagdo foi encontrada entre pares
de hibridizagdo e a divisdo das cepas em duas maiores linhagens (Henriksson et al., 1996).
Recentemente, dados do estudo de polimorfismo no tamanho dos cromossomas tém sido usados
para obter informagdes evolucionarias dos grupos de 7. cruzi (Henriksson et al., 2002; Pedroso et
al., 2003).

Analises na variagao do tamanho dos cromossomas tém sido utilizadas para medir a
distancia entre duas espécies de Leishmania (Dujardin et al., 1995). Esta pesquisa foi baseada na
hipotese de que o genoma dos tripanosomatideos ¢ dipldide e que o polimorfismo no tamanho
dos cromossomas ¢ um reflexo de rearranjos dos genes. Os autores assumem que quanto maior a
diferenca no tamanho entre os cromossomas homologos de diferentes cepas, mais divergente

serdo estas cepas (Dujardin ef al., 1995).

1.3 Heterogeneidade genética em 7. cruzi

O T. cruzi é constituido por uma populagdo heterogénea, composta por um grupo de cepas
que circula nos ciclos doméstico e silvestre, envolvendo o homem, vetores e reservatorios
animais do parasita. O isolamento e estudo de populagoes do 7. cruzi de diferentes origens

demonstraram a presenca de uma grande variedade de cepas com caracteristicas bioldgicas,



imunoldgicas, bioquimicas e farmacoldgicas distintas. Estudos utilizando populagdes clonadas de
T. cruzi, reforcam esta heterogeneidade do parasita e demonstram que as cepas sdo compostas de
uma variedade de subpopulagdes com caracteristicas distintas (Doyle ef al., 1984; Postan et al.,
1986; Finley & Dvorak, 1987).

Estudos da variabilidade de isoenzimas entre populagdes de 7. cruzi isoladas de diferentes
regides do Brasil, mostraram a existéncia de trés diferentes grupos de cepas denominados
zimodemas 1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3). Os zimodemas 1 e 3 foram observados em marsupiais e
triatomineos silvestres € em casos humanos agudos, caracterizando o ciclo silvestre de
transmissdo. O zimodema 2 observado em mamiferos domésticos e humanos caracteriza o ciclo
doméstico (Miles et al., 1977, 1978, 1980 e 1981; Devera et al., 2003). Romanha (1979 e 1982) e
Carneiro et al. (1990), caracterizando amostras de 7. cruzi isoladas de pacientes chagasicos
cronicos, verificaram a presenca de 4 zimodemas distintos (ZA, ZB, ZC e ZD). A comparagdo
dos zimodemas descritos por Romanha (1979 e 1982), com aqueles descritos por Miles et al.
(1977 e 1978), mostrou grande similaridade entre os zimodemas ZA e Z2. Os demais zimodemas
foram distintos entre si. Desta forma, admite-se que no Brasil, o 7. cruzi esteja distribuido em
pelo menos 6 grupos isoenzimaticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.

Posteriormente outras metodologias foram utilizadas para a caracterizacdo do 7. cruzi e
demonstraram a grande diversidade genética desse parasita. Além das isoenzimas, outras
abordagens como kDNA (esquizodemas) (Morel ef al., 1980); DNA “fingerprinting” (Macedo et
al., 1992); random amplified polymorphic DNA (RAPD) (Steindel et al., 1993; Tibayrenc et al.,
1993); microssatélites (Oliveira ef al., 1998), entre outras tem sido utilizadas.

Estudos utilizando marcadores nucleares, como genes que codificam o RNA ribossomal
24Sa e o miniexon, permitiram a divisdo das cepas de 7. cruzi em dois grupos distintos
chamados 7. cruzi I ¢ T. cruzi 11 (Souto et al., 1996, Devera et al., 2003). Em abril de 1999,
durante o Simposio Internacional Comemorativo dos 90 anos da descoberta da doenca de Chagas,
no Rio de Janeiro, foi adotada a subdivisdo da espécie de 7. cruzi em duas linhagens principais.
Foi oficializada a nomenclatura 7. cruzi 1 referente ao parasita do ciclo silvestre e 7. cruzi 11
associado a cepas do ciclo doméstico da doenga. Os dois grupos de 7. cruzi (I e 1) definidos por
marcadores genotipicos apresentam grande correlagdo com os zimodemas Z1 e Z2, anteriormente
descritos na literatura baseado no perfil de isoenzimas, critério fenotipico (Miles ef al., 1978).

Fernandes et al. (1999), observaram a presenca dos grupos 7. cruzi I e Il em diferentes
hospedeiros, ilustrando a complexidade do ciclo natural do parasita. Esta descoberta pode ajudar

no entendimento de como os ciclos silvestre ¢ doméstico estdo conectados e, no entanto, esta



nova classificagcdo do 7. cruzi pode ser importante para a definicao eco-epidemioldgica da doenca
de Chagas (Devera ef al., 2003).

Estudos epidemioldgicos tém mostrado evidéncias da associagdo preferencial do grupo 7.
cruzi 11 com mamiferos placentarios e, em particular, com a infecgdo humana (Zingales et al.,
1998; Kawashita et al., 2001; Buscaglia & Di Noia, 2003). Estes estudos também revelaram uma
pequena propor¢ao de infecgdo por 7. cruzi I e/ou a co-infecg¢do por 7. cruzi 1/II na populagao
com doenga de Chagas na fase aguda, enquanto que a maioria das pessoas chagasicas durante a
fase cronica mostraram infecg¢des restritas por 7. cruzi 1l (Oliveira et al., 1998; Breniere et al.,
1998; Buscaglia & Di Noia, 2003). Poucos casos de infecc¢do restrita por 7. cruzi 1 tem sido
descritos e freqiientemente ocorre uma infec¢ao assintomatica (Coura et al., 2002; Buscaglia &
Di Noia, 2003). Esses resultados sugerem que os isolados do grupo 7. cruzi 1 podem ser
considerados como parasitas oportunistas para os humanos, tomando como vantagem diminuir a
competéncia imunoldgica das pessoas infectadas por 7. cruzi Il durante a fase aguda da doenca.
No entanto, estas pessoas nao desenvolveram a forma cronica (Buscaglia & Di Noia, 2003).

Tem sido descrita a existéncia de algumas cepas hibridas carregando genes do RNA
ribossomal (rRNA) de ambos os grupos 7. cruzil e T. cruzi Il (Brisse et al., 2000; Henriksson et
al., 2002; Buscaglia & Di Noia, 2003). Adicionalmente, analises de MLEE (multilocus enzyme
electrophoresis) ¢ RAPD (random amplified polymorphic DNA) de uma grande quantidade de
amostras de 7. cruzi demonstraram a distingdo de cinco subdivisdes filogenéticas do grupo 7.
cruzi 11 (Ila — Ile) (Brisse et al., 2000). Sturm e colaboradores (2003) caracterizando a
variabilidade genética das regides intergénicas do 7. cruzi observaram que o grupo 7. cruzil e o
subgrupo IIb aparecem como linhagens puras, enquanto que subgrupos Ila/llc e IId/Ile sdo
linhagens hibridas.

Recentemente, Pedroso e colaboradores (2003) observaram distancias filogenéticas entre
os grupos 1. cruzi 1, T. cruzi 11 e hibridos baseados nos dados de variagao do tamanho dos
cromossomas. Observaram também que, como mostrado por Henriksson ef al. (2002), os
cromossomas sao caracteres valiosos para a identificacdo evolutiva dos grupos, em particular,
grupos de 7. cruzi hibridos. Esses dados reforgam a hipotese de que cada grupo pode ter evoluido
independentemente.

Brisse e colaboradores (2000) identificaram seis linhagens filogenéticas do 7. cruzi
utilizando novos marcadores nucleares especificos (fragmentos A10-e, U7-e e F13-e, obtidos por

RAPD) na PCR. Enquanto que Dost e colaboradores (2004), nao encontraram nenhuma



correlacdo especifica entre a expressdao de genes particulares e a classificagdo dos grupos de 7.
cruzi onde eles sdo encontrados.

Outros estudos demonstraram que a heterogeneidade e os multiplos clones de populacdes
de 7. cruzi determinam as diferengas no tropismo por tecidos do hospedeiro vertebrado e,
conseqiientemente, variagcdes na manifestacao clinica da doenca (Andrade ef al., 1999; Devera et
al., 2003).

Vargas e colaboradores (2004) comparando o cariotipo molecular dos grupos do 7. cruzi
mostraram que o grupo 7. cruzi Il tem 19 a 22 bandas cromossomicas com alto peso molecular
(acima de 3,3 Mb) e que o grupo 7. cruzi I possui 17 a 18 bandas com tamanho acima de 2,7 Mb.
O tamanho do genoma das cepas pertencentes ao grupo 7. cruzi I foi menor que o do 7. cruzi 1,
como previsto por Pedroso et al. (2003). Foi observado ainda que o aumento no nimero ¢ no
tamanho dos cromossomas em cepas do 7. cruzi 1I, pode refletir um evento de especiacdo e
suporta a distante relagao entre os grupos 7. cruzil e T. cruzi Il (Henriksson et al., 2002; Pedroso
et al.,2003; Vargas et al., 2004).

1.4 Quimioterapia da Doenca de Chagas

A quimioterapia da doenga de Chagas ¢ um ponto que ndo esta resolvido e tem sido alvo
de pesquisas para o desenvolvimento de drogas eficientes contra o 7. cruzi, principalmente para
ser utilizado na fase cronica da doenga.

O tratamento especifico da doenga de Chagas estd limitado ao benzonidazol (BZ) e ao
nifurtimox (NFX), que possuem baixa eficacia de cura. Estes compostos sdo efetivos em reduzir
a duracdo e a severidade clinica da doenca de Chagas aguda e congénita, levando
aproximadamente 50% dos pacientes tratados a cura parasitologica (Kirchhoff, 1993). Em
criangas de baixa idade com infecg@o cronica recente foi demonstrado cerca de 55,8% de cura
apos o tratamento com benzonidazol (Andrade ef al., 1996). Entretanto, o benzonidazol e o
nifurtimox tem limitada eficacia terap€utica na fase cronica da doenga, curando somente 6 a 10%
dos pacientes (Cangado, 1999). Além da baixa eficacia, ambos compostos apresentam diversos
efeitos colaterais como distirbios gastrointestinais, vOmito, emagrecimento, leucopenia,

neuropatia e dermopatia alérgica (Rassi & Luquetti, 1992).



O nifurtimox (NFX) é um derivado 5-nitrofurano e o benzonidazol (BZ), um derivado 2-
nitroimidazoélico, ambos fazem parte de uma mesma familia, a dos nitroheterociclicos, mas
possuem diferentes grupos quimicos e apresentam diferentes mecanismos de ag¢do contra o 7.
cruzi. O NFX ¢ reduzido pela enzima tripanotiona redutase (Henderson et al., 1988; Docampo et
al., 1981). O radical gerado pode reagir com o oxigénio molecular para gerar o anion superéxido
(07) e este produzir peroxido de hidrogénio (H,0,), pela agdo da enzima superdxido dismutase.
Pode ocorrer a interacdo do H,O, com o O, produzindo o radical hidroxila (OH"). Este radical
hidroxila ¢ um dos mais perigosos radicais de baixa massa molecular, produzido por radiagdes
ionizantes. Todos esses passos podem causar danos ao DNA (Olive, 1978) e lipideos e formar
perdxido organico (Tappel, 1973; Docampo et al., 1981). Como o 7. cruzi é deficiente nos
mecanismos de detoxificacdo, ele se torna mais susceptivel a agdo toxica destes compostos
(Docampo & Stoppani, 1979; Docampo et al., 1981; Morello, 1988).

O mecanismo de a¢do do benzonidazol ainda ndo estd claro. Sabe-se que o BZ inibe o
crescimento do 7. cruzi sem estimular a produgdo de O, e HyO,. Assim, o efeito tripanosomicida
do BZ nao depende de radicais de oxigénio como o NFX (Moreno et al., 1982; Maya et al.,
2003). Provavelmente metabdlitos reduzidos do BZ estdo envolvidos no mecanismo, através de
ligagdes covalentes com componentes do parasita ou ligando ao DNA, lipideos e proteinas do 7.
cruzi (Diaz de Toranzo et al., 1988; Aldunate & Morello, 1993; Maya et al., 1997 e 2003). Dessa
forma, o BZ nao produz um estresse oxidativo ao parasita, mas apresenta efeitos toxicos.

Os pacientes chagasicos na fase cronica tratados com os compostos nitroheterociclicos
apresentam falha na cura ou melhora da doenca (Urbina, 1999a; Braga et al., 2000). Um grande
problema para a obten¢do da cura estd relacionado com a grande variabilidade genética das
populagdes de parasitas (Brener & Chiari, 1967) e a existéncia de cepas naturalmente resistentes
a drogas (Murta et al, 1998), além da farmacocinética das drogas.

Maya e colaboradores (2003) mostraram o efeito ¢ o modo de agdo dos nitroimidazoles
(BZ e megazol) ¢ derivados nitrofuranos (NFX) em 7. cruzi. Em testes de atividade, o megazol
foi trés vezes mais potente do que o NFX, dependendo da cepa do parasita usada. O modo de
acao do megazol consiste na inibi¢do da respiracdo mitocondrial, ndo aumentando o oxigénio
livre e na deplecdo da enzima tripanotiona, essencial para os processos de detoxificagdo do
parasita. O megazol ¢ um composto extremamente ativo contra o 7. cruzi, mesmo em cepas do
parasita que sao altamente resistentes ao BZ ¢ NFX (Filardi & Brener, 1982). Apesar da eficacia
terapéutica, este composto apresenta graves efeitos colaterais, como surgimento de linfomas e

outros tipos de tumores (Filardi & Brener, 1982).



Varios compostos ja foram testados contra o 7. cruzi, mas a maioria deles foram
ineficazes e/ou toxicos para os camundongos (Revisado por Brener, 1984; De Castro, 1993).
Atualmente estudos de bioquimica béasica em 7. cruzi tém identificado novos alvos para a
quimioterapia que incluem enzimas como a Tripanotiona Redutase (TR), a Superoxido
Dismutase (SOD), a Cisteina Protease de 51 a 57 kDa ou GP51/57 (Cruzipaina), a Hipoxantina
Guanina Fosforribosil Transferase (HGPRT), Gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase (GAPDH),
DNA Topoisomerases, a Dihidrofolato Redutase-Timidilato Sintetase (DHFR-TS) e a
Farnesilpirofosfato Sintase (Docampo, 2001; Rodriguez, 2001; Coura & de Castro, 2002). Além
do estudo de enzimas alvo para a quimioterapia da doenca de Chagas, pesquisas tém sido
realizadas com inibidores da biossintese de esterol, bloqueadores do canal de calcio, combinagao
de drogas no tratamento da doenca de Chagas experimental, uso de citocinas recombinantes
interleucina 12 (IL-12) e interferon gamma (IFN-O)[pdra ativar as fungdes efetoras do sistema
imune.

Inibidores da biossintese de esterol comercialmente disponiveis, como o cetoconazol ou
itraconazol utilizados no tratamento de doengas causadas por fungos, nao conseguiram erradicar
o T. cruzi em animais experimentalmente infectados ou em pacientes humanos (Urbina, 1999a;
2000). Novos derivados de azol, como o D0870 ¢ o SCH 56592 (posaconazol) foram capazes de
induzir a cura parasitolégica em modelos murinos de ambas as fases aguda e cronica da doenca
de Chagas (Urbina ef al., 1996; Urbina, 1999b; 2000; 2001) ¢ foram os primeiros compostos a
mostrarem atividade. Esta atividade antiparasitica resultou da potente e seletiva atividade anti-7.
cruzi e das propriedades especiais farmacocinéticas desses compostos, seu longo periodo de
meia-vida e grandes volumes de distribuicao da droga no organismo do hospedeiro (Urbina ef al.,
1996; Urbina, 1999a; 2000; 2001). Um outro derivado do triazol, o ravuconazol mostrou ser ativo
contra a forma epimastigota do 7. cruzi in vitro, mas sua atividade in vivo contra a forma
amastigota do parasita ¢ limitada devido as propriedades farmacocinéticas desfavoraveis no
modelo murino (Urbina, 2001; Urbina ez al., 2003).

Outro alvo para o desenvolvimento de drogas sdo os andlogos de lisofosfolipideos
(miltefosina, edelfosina e ilmofosina), que agem seletivamente bloqueando a biossintese de
fosfatidilcolina no parasita. Esses compostos apresentaram atividade in vitro e in vivo contra
parasitas tripanosomatideos incluindo o 7. cruzi (Santa-Rita et al., 2000; Lira et al., 2001;
Escobar et al., 2001).

Estudos tém avaliado a atividade tripanosomicida in vitro do hidrossoluvel Etanidazol, um

nitroimidazol que possui atividade por longos periodos sem gerar sérios efeitos toxicos (Petray et



al., 2004). O etanidazol apresentou atividade letal contra os isolados de tripomastigotas e
amastigotas do 7. cruzi, sem afetar a viabilidade das células hospedeiras (células Vero ou
macrofagos J774). Também tem sido descrita por Paveto e colaboradores (2004), a atividade anti-
T. cruzi de catequinas de cha verde (Camellia sinensis). Esta planta possui compostos
biologicamente ativos que agem em lipideos do plasma, tém efeitos antiinflamatorios,
antimicrobianos, anticancer e atividade antioxidante. Varios derivados do composto catequina, da
familia flavan-3-ols, foram testados in vitro contra os tripomastigotas sangiliineos e em
amastigotas intracelulares. Foi observada atividade bioldgica das catequinas contra os efeitos
tripanosomicidas, podendo usar estes compostos como agentes terapéuticos para a doenca de
Chagas, ou ainda para esterilizagdo de sangue.

Recentemente, trabalhos estdo sendo realizados com compostos dicationicos ¢ um
inibidor de farnesil-pirofosfato sintase. Os compostos dicationicos sao derivados de pentamidina
e se associam ao DNA do parasita, impedindo a sua replicagdo celular. Cinco compostos
dicationicos foram testados in vitro contra cepas do 7. cruzi e se mostraram efetivos em inibir o
crescimento do parasita em doses ndo toxicas para a célula hospedeira. O composto mais efetivo
foi 0 DB709, que inibiu a liberagdo do parasita em baixas concentragdes (0,8 ng/ml) (Rowland et
al., 2003). Outro inibidor da farnesil-pirofosfato sintase, o risedronato foi capaz de reduzir a
parasitemia e a mortalidade dos camundongos infectados com 7. cruzi, sem causar nenhum efeito
deletério nas condigoes fisicas dos animais tratados (Garzoni et al., 2004).

Estratégias alternativas t€ém sido desenvolvidas para identificar candidatos entre drogas ja
disponiveis no mercado para ser utilizado em combinagdo, promovendo um efeito sinérgico e
melhorando a eficicia da quimioterapia da doenga de Chagas. Varios autores testaram a
combinagdo de drogas como por exemplo, o BZ associado com o cetoconazol (Aratjo et al.,
2000); NFX com corticoide (Rassi et al., 2002); BZ com itraconazol (Toledo et al., 2003); BZ
com acido tidico (Sosa-Estani et al., 2004); entre outros. A maioria dos testes foram ineficazes,
com excecdo do tratamento com a combinagao BZ e cetoconazol, que induziu um efeito sinérgico
em camundongos infectados com cepas de 7. cruzi sensivel (cepa Cl) e moderadamente resistente
(cepa Y) ao BZ ¢ NFX (Aratijo et al., 2000). Michailowsky ¢ colaboradores (1998) testaram a
acdo combinada da droga BZ com a interleucina 12 (IL-12) em camundongos infectados com
cepas de 7. cruzi com diferenga na susceptibilidade. Foi observado que a IL-12 aumentou a
atividade do BZ contra cepas sensiveis e parcialmente resistentes do parasita, apresentando uma

percentagem de cura maior do que nos animais tratados apenas com o BZ.



1.5 Resisténcia Natural do T. cruzi a drogas

O tratamento da doenca de Chagas tem se mostrado problematico devido a baixa efic4cia
do tratamento com BZ e o NFX, principalmente na fase cronica da doenga; consideravel
toxicidade destes compostos; existéncia de cepas do 7. cruzi naturalmente resistentes a drogas e a
resisténcia cruzada entre 0 BZ e o NFX. E interessante observar que a eficacia do tratamento
especifico da doenca de Chagas difere entre as cepas, nos diversos paises e em diferentes areas
geograficas dentro de um mesmo pais.

Desde 1949, diferencas na susceptibilidade a drogas por cepas de 7. cruzi tem sido
relatada (Hauschka, 1949; Bock ef al., 1969; Haberkorn & Gonnert, 1972; Brener et al., 1976;
Andrade ef al., 1985 ¢ Neal & Van Bueren, 1988). Em um estudo da diversidade de resposta aos
nitrocompostos em infec¢des experimentais em camundongos infectados com diferentes cepas de
T. cruzi, foi observado que a resisténcia ao NFX e ao BZ pode ocorrer em cepas que nunca
tiveram contato prévio com os dois compostos, isto €, cepas que apresentam resisténcia natural
(Brener et al., 1976; Andrade et al., 1985 e Filardi & Brener, 1987). Algumas destas cepas foram
isoladas de vetores silvestres do estado de Santa Catarina, onde ndo existe doenga de Chagas
humana autoctone (Filardi & Brener, 1987). Este fato sugere que a resisténcia natural do 7. cruzi
a derivados nitroheterociclicos pode ser um fator importante para explicar as baixas percentagens
de cura detectadas em pacientes chagasicos tratados, somado as variagdes individuais da
farmacocinética da droga. Varios autores demonstraram que diferencas geograficas podem
interferir na eficacia terapéutica da doenca de Chagas (Rassi & Luquetti, 1992).

Em um estudo realizado em nosso laboratorio, 45 cepas de 7. cruzi sensiveis e
naturalmente resistentes ao BZ ¢ NFX foram analisadas em relagdo a 6 diferentes marcadores
moleculares. O perfil heterozigoto (ZB), agrupou exclusivamente cepas sensiveis e ocorreu
predominantemente em areas geograficas onde o tratamento da doenca de Chagas tem sido
relatado como mais eficaz, sugerindo que este zimodema esteja associado com o fendtipo de
sensibilidade a drogas (Murta e al., 1998). No entanto, os zimodemas 1 ¢ 2 foram encontrados
em populacdes de 7. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes a drogas.

Um fato importante descrito pelos autores Pontes & Andrade (1984), Filardi & Brener

(1987) e Neal & Van Bueren (1988), foi o comportamento de resisténcia cruzada entre NFX e



BZ. Ambos os compostos apesar de pertencerem a uma mesma familia, possuem diferentes
grupos quimicos e diferentes mecanismos de agdo contra o parasita.

A resisténcia a droga ¢ um problema importante em protozodrios parasitas. Por exemplo,
em Leishmania spp., que ¢ da mesma familia Kinetoplastidae do 7. cruzi, foi observada a
resisténcia a drogas de uso clinico, antimonios pentavalente, em 5 a 70% dos individuos tratados
em areas endémicas (Ullman, 1995). Trypanosoma brucei, o agente da doenga do sono na Africa,
tem também apresentado aumento na resisténcia a drogas como a tubercidina, entre outras
(Bacchi, 1993). A resisténcia a drogas também foi observada em Plasmodium falciparum
(Schapira et al., 1993), em Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis (Johnson, 1993; Upcroft &
Upcroft, 1993; Buckner et al., 1998).

Guimond ¢ colaboradores (2003) estudaram a modulagdo da expressdo de genes em
mutantes de Leishmania resistentes a droga. Eles encontraram genes superexpressos,
amplificados ou deletados nesses mutantes e descobriram novos genes nos parasitas resistentes ao
metotrexato. Esses dados permitem que estudos sejam realizados para a descoberta de novos
alvos para quimioterapia e conseqiientemente o desenvolvimento de drogas com eficacia contra
0s parasitas resistentes.

Veloso e colaboradores (2001), analisando a eficacia de cura com BZ em camundongos
infectados com 7. cruzi, observaram uma mudanca na susceptibilidade ao BZ em alguns isolados
da cepa Berenice, considerada 100% sensivel. Este fato pode ser explicado baseado na selegdo de
alguns isolados de uma populacio. Considerando que as caracteristicas genéticas pode ser um dos
fatores que modulam o processo de sensibilidade ou resisténcia, a variagdo na susceptibilidade a
droga pode refletir a plasticidade genética observada no 7. cruzi (Veloso et al., 2001). Em um
estudo realizado por McDaniel e Dvorak (1993) foi demonstrado que sob condigdes de estresse,
ou pressdes seletivas, os cromossomas e minicirculos mostraram evidéncias de plasticidade
genética em 7. cruzi e Leishmania. Uma hipotese alternativa para explicar a variabilidade na
resisténcia a droga em isolados da cepa Berenice (sensivel ao BZ) ¢ que mutantes resistentes a
droga surgem de trocas genéticas (Veloso et al., 2001).

Andrade e Magalhaes (1997) isolaram cepas de 7. cruzi de camundongos previamente
tratados com o BZ e mostraram um aumento na resisténcia para o tratamento com a mesma
droga. Em um estudo realizado por Camandaroba e colaboradores (2003) foi observada a
predominancia de clones resistentes ao tratamento com o BZ, em camundongos infectados com a
cepa naturalmente resistente Colombiana. Foi demonstrada também uma diferenca na viruléncia

entre varios clones dessa cepa resistente do 7. cruzi. Assim, a alta resisténcia dos clones sugere a



predominancia de um clone principal, muito resistente a quimioterapia na cepa Colombiana. Isso
dificulta as possibilidades de cura de pacientes infectados com esta cepa, pertencente ao

zimodema 1.

1.6 Selecao de cepas de T. cruzi resistentes a drogas

Com a finalidade de estudar o fen6tipo de resisténcia a drogas em 7. cruzi, varios autores
obtiveram cepas de 7. cruzi com resisténcia in vitro ao BZ ou NFX. Abdo (1991), conseguiu
selecionar in vitro uma populagdo de 7. cruzi 8 vezes mais resistente ao BZ e outra 3 vezes mais
resistente ao NFX, do que a cepa selvagem. Nozaki e colaboradores (1996) também conseguiram
induzir in vitro uma cepa de 7. cruzi 4 vezes mais resistente ao NFX. Em 1995, Nirdé ¢
colaboradores conseguiram obter in vitro uma populacdo (17LER) de 7. cruzi 23 vezes mais
resistente ao BZ do que a populagao sensivel (17WTS). Os autores observaram que o fenodtipo de
resisténcia foi estavel mesmo apo6s diferenciagdo de epimastigotas para amastigotas.

Em nosso laboratorio, com o objetivo de estudar o mecanismo de resisténcia do 7. cruzi a
drogas, uma populacdo (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionadas in vivo a partir da
cepa Y do 7. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do 7. cruzi, por ser uma cepa medianamente resistente
in vivo ao BZ e NFX e apresentar um alto pico de parasitemia, no 7° dia apés a infecgdo. O
protocolo foi baseado em 25 tratamentos sucessivos dos camundongos, com uma dose unica e
alta de BZ. Na auséncia de pressao do BZ, o fenotipo da populagdo resistente BZR foi estavel
apds 6 meses de manutengdo em meio de cultura LIT, apos 20 passagens em camundongos € uma

passagem pelo vetor invertebrado, Triatoma infestans (Murta & Romanha, 1998).

1.7 Mecanismos de resisténcia a drogas

Dados encontrados na literatura descrevem os mecanismos de resisténcia a drogas em
protozoarios parasitas como: a diminui¢do da entrada da droga na célula, o aumento da sua
eliminagdo, a diminui¢do da sua ativagdo e alteragdes na enzima alvo para diminuir a interagao

enzima-droga (Ullman, 1995; Engel et al., 2000). Estes mecanismos ainda ndo estdo bem



esclarecidos. No entanto, varios autores desenvolvem estudos e investigam os mecanismos de
resisténcia a determinadas drogas em varios parasitas resistentes.

Nozaki e colaboradores (1996) induziram in vitro a resisténcia ao NFX em epimastigotas
¢ tripomastigotas de varias cepas do 7. cruzi. Os autores observaram que a resisténcia ao NFX foi
acompanhada por uma variedade de mudancas no DNA do parasita, incluindo o rearranjo
cromossOmico ¢ a aneuploidia. Os autores mostraram a ocorréncia de delegdes ou translocagoes
nas bandas cromossOmicas entre as cepas sensiveis e resistentes a droga.

Buckner e colaboradores (1998), em cepas do 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao
fluconazol observaram a resisténcia cruzada a outros azoles antifingicos, como cetoconazol,
miconazol e itraconazol. Isto sugere um mecanismo de resisténcia que ndo ¢ Unico para a
estrutura molecular do fluconazol, mas que ¢ um mecanismo seletivo de resisténcia aos azoles.

Engel e colaboradores (2000) descreveram o mecanismo de resisténcia ao inibidor da
enzima cisteina protease, cruzipaina, em epimastigotas de 7. cruzi com resisténcia induzida in
vitro a esse inibidor. Os autores observaram um aumento da regulacdo da via secretora nestes
parasitas resistentes. Ocorreu um aumento das vesiculas entre o complexo de Golgi e a bolsa
flagelar e um aumento das cisternas do Golgi. Os parasitas resistentes ao inibidor da cruzipaina
foram sensiveis ao NFX e ao BZ, sugerindo que estas drogas sdo mediadas por mecanismos
diferentes.

Uma grande limitagdo no sucesso do tratamento quimioterapico de muitos tipos de
tumores € a emergéncia e o crescimento de subpopulacdes de células resistentes a drogas, que
apresentam pouca ou nenhuma similaridade estrutural e funcional (Gros & Buschman, 1993). A
resisténcia a multiplas drogas (MDR) em linhagens de células tumorais e em protozoarios como
Leishmania, Plasmodium e Entamoeba, esta associada com a superexpressdo de uma
fosfoglicoproteina de membrana (PGP) de 170-180 kDa. A PGP funciona como uma bomba de
efluxo de drogas, dependente de ATP, que reduz o acimulo de compostos citotoxicos dentro da
célula (Ullman, 1995).

Em um trabalho realizado em nosso laboratorio por Murta et al. (2001a), foram analisados
vinte e sete cepas ¢ clones do 7. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao BZ ¢ NFX e com a
resisténcia induzida in vitro ou selecionada in vivo ao BZ, em relagdo ao nivel de expressdo da P-
glicoproteina (PGP), mudancas na amplificagdo e expressdo dos genes Tcpgpl e Tcpgp2, bem
como sua localizagdo cromossomica. Os resultados mostraram que a resisténcia do 7. cruzi a

drogas ndo esta associada com a amplificacdo ou superexpressao dos genes PGP.



Em T. brucei gambiense, Wilson e colaboradores (1994) observaram a amplificacdo do
gene inosinato desidrogenase (IMP) em parasitas resistentes ao acido micofendlico (MPA), que
inibe a atividade da enzima IMP. Os autores propdem a amplificagdo do DNA como um
mecanismo molecular do 7. brucei se tornar resistente a drogas citotoxicas e a amplificacdo do
numero de cdpias no cromossoma como um novo mecanismo de resisténcia a drogas em
protozoarios parasitas. Em Leishmania, tem sido observada a amplificagdo do DNA para
superexpressar determinados genes envolvidos na resisténcia a droga (Beverley, 1991; Borst &
Ouellette, 1995). Em Leishmania donovani resistentes ao d-difluorometilornitina foi observada a
amplificacdo ndo estdvel do gene ornitina descarboxilase contendo dois novos DNAs
extracromossomicos (Hanson et al., 1992). Guimond ¢ colaboradores (2003) estudando parasitas
resistentes ao metotrexato encontraram a superexpressao dos genes y-glutamilcisteina sintetase,
P-glicoproteina A, pterina redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua
amplificagdo e por outros mecanismos. Os autores observaram também a presenca de trés novos
genes (glutationa sintase, S-adenosilhomocisteina hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) que
s30 superexpressos em parasitas resistentes a droga, no qual o gene ndo esta amplificado no
genoma do parasita. Além disso, eles mostraram que o gene transportador de &cido folico FT5 foi
deletado na linhagem de parasitas resistentes ao metotrexato.

Milner e Hajduk (1999) sugerem que a resisténcia do 7. brucei rhodesiense ao fator litico
(TLF), mecanismo de defesa inata especifica dos hospedeiros, pode ocorrer devido ao aumento
do nivel de expressao de moléculas da superficie celular, selecionando os parasitas. Em 2003,
Drew e colaboradores sugerem que a toxicidade da tubercidina (7-deazaadenosina) na forma
prociclica do 7. brucei pode afetar o metabolismo de glicose no parasita, inibindo a enzima da via
glicolitica fosfoglicerato kinase. Os autores observaram que o mecanismo de resisténcia do
parasita a tubercidina foi o silenciamento do gene transportador de hexose, responsavel pelo
transporte de glicose. Além disso, o transportador de hexose apresenta baixa afinidade pela
tubercidina, podendo ser responsavel pelo seu transporte no parasita. Dessa forma, os parasitas
resistentes podem sobreviver em baixas concentragdes de glicose através de um processo que
envolve o aumento da regulagdo do metabolismo de aminoacidos ou de transporte.

Chow e colaboradores (1993) investigando o mecanismo de resisténcia a droga em
Leishmania enriettii resistente a vinblastina (inibidor de microtibulo), observaram que esses
parasitas também foram resistentes a puromicina (inibidor da sintese protéica). O mecanismo
proposto para essa resisténcia cruzada foi o efluxo de drogas mediado pelo aumento da expressao

de uma molécula P-glicoproteina que codifica um gene de resisténcia a multiplas drogas (mdr).



Os autores observaram que o gene mdr estd amplificado de forma extracromossdmica em
parasitas resistentes a vinblastina. Estudos mostraram que o gene transportador ABC (codifica
uma P-glicoproteina — PGP) foi amplificado em espécies de Leishmania resistentes a drogas
(Detke et al., 1989; Ouecllette ef al., 1990). Em 2003, Anacleto ¢ colaboradores observaram a
amplificacdo extracromossomica do gene PGPA, que foi superexpresso em Leishmania (Viannia)
guyanensis resitente a glucantina. No entanto, em Leishmania tarentolae evidéncias sugerem que
a amplificagdo do gene PGPA ndo ¢ o unico mecanismo de resisténcia a droga. Tem sido
mostrado que um sistema de efluxo ativo independente da amplificagdo da PGPA tem um papel
na resisténcia (Dey et al., 1996).

Estudos demonstraram que em linhagens de Leishmania resistente ao metotrexato ocorre
a amplificagdo ¢ a superexpressdao do gene da pteridina redutase-1 (pzrl) junto com o gene da P-
glicoproteina (pgpA), como um elemento extracromossomica (Papadopoulou et al., 1992;
Chiquero et al., 1994; Robello et al., 1997). O gene pgpA niao esta envolvido no mecanismo de
resisténcia ao metotrexato, mas confere resisténcia a antimoniais e arsenatos (Callahan &
Beverley, 1991; Papadopoulou et al., 1994; Robello et al., 1997). A presenga desses dois genes
envolvidos na resisténcia a drogas no mesmo locus do genoma de Leishmania sugere que os
genes descritos para o mecanismo de detoxificagdo podem ser co-expressos nestes parasitas
(Robello et al., 1997). Gourley e colaboradores (2001) mostraram o mecanismo da pteridina
redutase correlacionado com o metabolismo da pteridina em parasitas tripanosomatideos
resistentes a droga. Os autores determinaram dois mecanismos redutores distintos: a primeira
reducdo utiliza um mecanismo de redutase de cadeia curta, e a segunda age de forma similar ao
mecanismo proposto para a dihidrofolato redutase.

Em promastigotas de Leishmania donovani resistentes a amfotericina-B, Mbongo e
colaboradores (1998) observaram um aumento no efluxo da droga nos parasitas resistentes em
comparacdo com os sensiveis. Os autores mostraram que os parasitas resistentes promoveram a
modificagdo na biossintese de lipideos (substituindo um esterol pelo ergosterol na membrana
celular), resultando no aumento da fluidez da membrana ¢ na diminuigdo da sensibilidade a
amfotericina-B.

Shaked-Mishan e colaboradores (2001) mostraram que em L. donovani resistente ao
pentostam, o antimdnio pentavalente (Sb") usado no tratamento da leishmaniose, inibe a

toxicidade do antiménio trivalente (Sb'™), mas ndo do arsenato (As™

). Dados da literatura
mostraram que varias espécies de Leishmania apresentam resisténcia cruzada entre essas trés

drogas, SbY, sl e As™ (Borst & Ouellette., 1995; Sereno et al., 1998; Haimeur & Ouellette,



1998). Os resultados de Shaked-Mishan e colaboradores (2001) indicaram que a atividade anti-
leishmania do Sb" foi dependente da sua redugdo para Sb"™. O mecanismo proposto para a
reducdo do Sb" pode ocorrer de forma enzimatica ou ndo-enzimatica, em um metabolismo
intracelular. Em ambas as formas promastigotas ¢ amastigotas do parasita ocorrem um acumulo
de SbY. A redugdo enzimatica ocorre em ambas os estigios, mas a atividade redutora é muito
maior nos amastigotas. A subseqiiente ligacio do Sb™ a tripanotiona e o sistema de efluxo ativo
desse complexo tem sido proposto (Dey ef al., 1996; Ouellette ef al., 1998; Shaked-Mishan ef al.,
2001).

Em 2002, Cauchetier e colaboradores mostraram que a biossintese de esterol foi
diminuida em promastigotas de L. infantum com resisténcia ao atovaquone. O colesterol foi o
esterol de membrana majoritario encontrado nesses parasitas, o que resultou na diminui¢ao da
fluidez da membrana e subseqiientemente no bloqueio da passagem da droga pela membrana.

Singh e colaboradores (2003) estudando espécies de Leishmania resistentes ao antimonio
gluconato de so6dio (SAG) identificaram um novo gene amplificado nesses parasitas resistentes.
Em parasitas selvagens transfectados com esse gene, os autores observaram resisténcia ao
antimonio (SAG). A seqiiéncia de aminoacidos da proteina ndo apresentou similaridade com
nenhuma seqiiéncia relacionada com resisténcia a droga em banco de dados. Os autores
observaram sitios de fosforilagdo como caracteristica estrutural da proteina, sugerindo que esta
pode ter um papel na via de transdug@o de sinal no parasita apds a exposi¢ao a droga, conferindo
resisténcia.

Dados da literatura mostraram que transportadores intracelulares estio implicados na
resisténcia a drogas. O transportador ABC em Leishmania, PGPA (resistente a arsenato e
antimoniais) tem sido localizado em organelas intracelulares (Legare ef al., 2001). Dois
transportadores ABC em Plasmodium falciparum, PfMDRI1 (resistente a cloroquina) e
PFGCN20, tem sido localizado no vacuolo digestivo do Plasmodium (Cowman et al., 1991) e
associado a estruturas de membrana em hemacias do hospedeiro (Legare et al., 2001),
respectivamente. Interessantemente, o aumento do numero de copias do PfMDRI confere
sensibilidade a cloroquina, mas aumenta a resisténcia para a mefloquina (Reed ef al., 2000). Em
Leishmania, Dodge e colaboradores (2004) mostraram que a proteina 1 estd localizada na via

secretora de parasitas resistentes.

1.8 Expressao diferencial dos genes do 7. cruzi



Diante da auséncia de correlagdo da expressdao da PGP com o fenotipo de resisténcia a
drogas em 7. cruzi, o objetivo do nosso grupo foi de investigar a presenca de outros genes que
pudessem estar associados com o fenotipo de resisténcia ou susceptibilidade a drogas. Diante
disso, realizaram um estudo da expressdo génica diferencial em populagdes do 7. cruzi sensiveis
(S) e resistentes (R) a drogas, utilizando varias metodologias, dentre elas a Representacdo da
Expressao Diferencial (RDE) (Murta ez al., 2001b).

A metodologia RDE (Krieger & Goldenberg, 1998), foi descrita para a analise de genes
diferencialmente expressos. Esta metodologia se baseia na hibridizagdo subtrativa de moléculas
de cDNA, seguida da amplificacdo seletiva por PCR das moléculas provenientes dos mRNAs
diferencialmente expressos. Os autores utilizando esta técnica, isolaram varios clones de genes
diferencialmente expressos durante a metaciclogénese. Eles observaram que alguns genes sdo
expressos transientemente, enquanto outros estdo presentes em células em diferenciacdo e em
tripomastigotas metaciclicos (Krieger et al., 1999).

Avila e colaboradores (2001) conseguiram isolar genes expressos em diferentes estdgios da
metaciclogénese do 7. cruzi, através da metodologia RDE. Os autores isolaram e caracterizaram
o gene da metaciclogenina, cujo mRNA estd especificamente associado com os polissomas de
epimastigotas, permitindo a diferenciacdo para tripomastigotas metaciclicos. Yamada-Ogatta ¢
colaboradores (2004), utilizando a RDE, clonaram e caracterizaram dois genes que sdo mais
regulados em tripomastigotas metaciclicos: metaciclogenina-II e III. Os autores observaram que o
mRNA e a proteina desses genes estdo expressos nos tripomastigotas metaciclicos, mas ndao em
epimastigotas.

Murta e colaboradores (2001b), utilizaram a RDE descrita por Krieger & Goldenberg
(1998). Inicialmente, foi acoplado um adaptador em populagdes de cDNAs provenientes dos
parasitas resistentes (17LER, BZR e clo16R). Para obter um enriquecimento quantitativo e
qualitativo de moléculas especificas, os cDNAs dos parasitas resistentes foram hibridizados com
um excesso molar (80x) de moléculas de cDNA dos parasitas sensiveis (17WTS, BZS e clo16S).
Apds a hibridizacdo, as moléculas foram amplificadas por PCR usando iniciadores
complementares aos adaptadores adicionados aos cDNAs dos parasitas resistentes. As moléculas
de cDNA dos parasitas resistentes, foram exponencialmente amplificadas. Os cDNAs comuns a
populacdo sensivel e resistente foram linearmente amplificados, enquanto que os cDNAs da
populacdo sensivel ndo foram amplificados, uma vez que elas ndo apresentam adaptadores.

Depois de um ciclo de hibridizagdo e amplificagdo por PCR das seqiiéncias selecionadas, a



populacdo foi altamente enriquecida com seqiiéncias de DNA especificas da populacao resistente.
Os cDNAs das populagdes resistentes ndo hibridizadas, foram posteriormente amplificados por
PCR, clonados e sequenciados. Foram obtidos 74 clones: 22 do par 17LER-17WTS; 28 do par
BZR-BZS ¢ 24 do par clo16R-clo4S. A analise das 74 seqiiéncias nucleotidicas mostrou que 27
seqiiéncias formaram 8 contigs e 47 foram unicas, totalizando 55 seqiiéncias. Andlise de
homologia destas 55 seqiiéncias em banco de dados mostrou que 5 apresentaram homologia com
genes de 7. cruzi, 6 com genes de outros organismos e 44 ndo apresentaram de homologia
significativa (Murta et al., 2001b). Portanto, Murta e colaboradores em nosso laboratdrio, pela
metodologia de RDE, conseguiram selecionar 55 fragmentos de genes candidatos a estarem
relacionados com o fenotipo de resisténcia ou susceptibilidade do 7. cruzi ao BZ.

Neste projeto selecionamos um gene superexpresso nos parasitas resistentes ao BZ, para
investigarmos o possivel papel biologico desempenhado por esse gene no fendtipo de resisténcia
do 7. cruzi a drogas. Este gene apresentou homologia significativa com a seqiiéncia da enzima
superdxido dismutase (SOD) do 7. cruzi, depositada em bancos de dados (GenBank, nimero de
acesso: U90722).

1.9- O metabolismo oxidativo, a defesa antioxidante do 7. cruzi e a enzima

Superoxido Dismutase

A maioria dos protozoarios parasitas sdo organismos aerdbicos € vivem em ambientes
oxigenados. O metabolismo aerébico utiliza oxigénio molecular como aceptor de elétrons, que ¢
reduzido de quatro elétrons para duas moléculas de agua. Entretanto, o oxigénio molecular pode
ser parcialmente reduzido por espécies estaveis, aceitando um, dois ou trés elétrons, com a
formag¢dao do anion superoxido, peroxido de hidrogénio e radical hidroxila, respectivamente
(Chance ef al., 1979; Turrens, 2003). Algumas dessas espécies (dnion superdxido e perdxido de
hidrogénio) também podem ser produzidas por processos especificos incluindo atividade
antimicrobiana e sinalizagdo intracelular (Droge, 2002; Turrens, 2003).

O anion superéxido ndo ¢ muito reativo por si, mas ele ¢ um precursor de dois fortes
oxidantes. O superoxido pode reagir com o 6xido nitrico para produzir peroxinitrito, um agente
gerado por macrofagos como a primeira linha de defesa durante a fagocitose. Adicionalmente, o

anion superoxido ¢ um precursor do peroxido de hidrogénio e na presenca de metais, as duas



espécies reativas de oxigénio sdo responsaveis pela formacdo de radicais hidroxila (Turrens,
2004).

Os radicais livres de oxigénio (anion superoxido, peroxido de hidrogénio e o anion
hidroxila) sdo produzidos como intermediarios de muitos processos fisiologicos e principalmente
quando os organismos sdo expostos a condigdes ambientais com compostos ativos (ozonio, 6xido
de enxofre, herbicidas, fumaca de cigarro, etc..), radiagdo e outros agentes estressantes. Em geral,
enzimas antioxidantes sdo essenciais para a sobrevivéncia das células, promovendo a protecao de
espécies reativas de oxigénio (ROS) que causam danos oxidativos a estruturas celulares como a
oxidacdo de muitas moléculas bioldgicas (DNA, RNA, proteinas e lipideos de membrana). A
oxidagdo de macromoléculas bioldgicas, se nao reparadas, coloca o organismo sob risco e pode
resultar no surgimento de varias doengas neurodegenerativas (Olanow, 1997), mutagdes,
carcinogénese, apoptose (Jacobson, 1997), morte celular (Fleming et al., 1982; Harman, 1982),
entre outros (Goulielmos et al., 2003).

A superoxido dismutase (SOD) pertence a um grupo de metaloenzima que tem sido
isolada em diversos organismos (Bannister ef al., 1987; Ismail et al., 1997). Esta enzima é um
componente central de defesa antioxidante em eucariotos e procariotos (Fridovich, 1997;
Temperton et al., 1998) e possui a fun¢do de remover o excesso de anion superdxido (Oy") via
dismutacao, para oxigénio (O;) e peroxido de hidrogénio (H,O,), como mostra a reagao:

20,"+2H" < 0,+H,0, (McCord & Fridovich, 1969)

A SOD pode ser classificada de acordo com o metal encontrado no seu sitio ativo:
manganés (MnSOD), ferro (FeSOD), cobre/zinco (Cu/ZnSOD) e o tipo niquel (NiSOD) (Youn et
al., 1996; Goulielmos et al., 2003). O metal funciona como um cofator necessario para a
atividade da enzima. Na maioria dos organismos investigados, duas ou mais isoformas da SOD
tém sido encontradas (Bannister ez al., 1987; Ismail et al., 1997). A isoforma Cu/ZnSOD foi
encontrada no citosol de todas as células eucaridticas, mas geralmente ndo € encontrada em
c¢lulas procarioticas, com poucas excecdes (Photobacter leiognathi, Pseudomonas diminuta, P.
maltophila, Caulobacter crescentous, e varias espécies de Brusella e Haemophilous). Benov e
Fridovich (1996) encontraram a Cu/ZnSOD no periplasma de E. coli, ¢ mostraram que esta
isoforma ¢ comumente atribuida a bactérias gram-negativas. Além disso, a isoforma MnSOD
ocorre em bactérias, cloroplastos de algumas plantas, algas eucarioticas, e em mitocondrias. A
enzima FeSOD foi encontrada em bactérias, algumas plantas superiores, algas procaridticas € em
tripanosomatideos (Kanematsu & Asada, 1979; Salin & Bridges, 1980; Le Trant et al., 1983;

Temperton et al., 1998) e o novo tipo de NiSOD citoplasmatica foi encontrada em bactérias



filamentosas gram-positivas, Streptomyces spp. (Leclere et al., 1999; Goulielmos et al., 2003).
No entanto, estas isoformas da SOD ndo se diferenciam apenas pelo metal associado ao seu sitio
ativo. Miller (2004) comparando a estrutura das enzimas FeSOD, MnSOD e Cu/ZnSOD mostrou
que as isoformas FeSOD ¢ MnSOD possuem monomeros de aproximadamente 200 aminoacidos
e ocorrem como dimeros ou tetrameros. Enquanto que a Cu/ZnSOD apresenta mondmeros de
aproximadamente 150 aminoécidos e ocorre como dimeros. A estrutura da NiSOD esta sendo
estudada e ainda ndo foi publicada. A comparacdo da seqiiéncia de aminoacidos e estudos de
difracdo de raio-X tém sugerido que a FeSOD e a MnSOD possuem alta homologia e sao
estruturalmente e evolucionariamente distintas da Cu/ZnSOD (Parker & Blake, 1988; Paramchuk
et al., 1997). Além disso, apesar de apresentarem similaridades, a FeSOD e a MnSOD possuem
diferengas cruciais no mecanismo ¢ regulagdo da reagdo de dismutacdo, devido as diferencgas
entre Fe**" e Mn®"*" (Miller, 2004).

Uma maneira de diferenciar as isoformas da SOD pode ser feita pelo teste de atividade
enzimatica utilizando diferentes inibidores. Sabe-se que a Cu/ZnSOD ¢ sensivel a cianeto e
peroxido de hidrogénio, a FeSOD ¢ insensivel ao cianeto, mas sensivel ao peroxido de hidrogénio
e que a MnSOD ¢ insensivel ao cianeto e ao peroxido de hidrogénio (Bannister et al., 1987;
Kabiri & Steverding, 2001). Dessa forma, varios autores tém identificado o tipo de SOD presente
nos organismos baseado no seu inibidor.

As SODs encontradas em protozoarios parasitas tem a fungdo de protegé-los do ataque de
células hospedeiras pela agdo de ambos agentes oxidantes e antiinflamatorios (Paramchuk et al.,
1997), podendo conferir capacidades imunolédgicas (Pérez-Fuentes ef al., 2003). Em geral, todos
0s protozodrios parasitas estudados atualmente apresentaram apenas a isoforma FeSOD (Le Trant
et al.,1983; Paramchuk et al., 1997; Kabiri & Steverding, 2001; Quesada et al., 2001; Ahmed et
al., 2003; Marin ef al., 2004).

Meshnick e Eaton (1981) encontraram pela primeira vez em Leishmania a atividade
enzimatica da superoxido dismutase sensivel a inibi¢ao por peréxido de hidrogénio, propriedade
que sugere a presenca da FeSOD. Em 1983, Le Trant e colaboradores detectaram a FeSOD em
Crithidia fasciculata e compararam com a SOD de outros tripanosomatideos. Desde a descoberta
da isoforma FeSOD nos protozodrios parasitas e a diferenga encontrada com a SOD dos
hospedeiros vertebrados, ndo apenas na estrutura mas também no inibidor, a SOD tem sido
apontada como um potencial alvo quimioterapéutico (Kabiri & Steverding, 2001; Marin et al.,
2004). Adicionalmente, em alguns protozoarios parasitas, tem sido demonstrado que algumas

proteinas envolvidas no ataque oxidativo (SODs) sdo altamente imunogénicas, levantando a



possibilidade de utiliz4-las no diagnostico de doencas (Pérez-Fuentes et al., 2003; Marin ef al.,
2004).

Algumas drogas podem aumentar o estresse oxidativo nos parasitas. Drogas anti-
tripanosomicidas normalmente usadas, como o NFX (Docampo & Moreno, 1984), produzem a
formagdo de radicais livre de oxigénio que podem desencadear a morte do parasita. O 7. cruzi
apresenta um mecanismo de detoxificagdo diferente daquele encontrado no hospedeiro
vertebrado, uma vez que este parasita apesar de possuir a SOD ndo apresenta as enzimas
glutationa peroxidase e catalase, responsaveis pela detoxificagdo do peroxido de hidrogénio
(Turrens, 2004).

Em células de mamiferos, o estresse oxidativo € prevenido por quatro enzimas
antioxidantes: Cu/ZnSOD (Fridovich, 1995) responsavel pela conversao do anion superéxido em
perdxido de hidrogénio, que ¢ encontrado no citoplasma e espaco intermembrana da mitocondria;
a MnSOD com a mesma fungdo da Cu/ZnSOD, mas encontrada apenas na matriz mitocondrial; a
glutationa peroxidase responsavel pela redugdo do perdxido de hidrogénio e hidroperoxidos e a
catalase, que catalisa a dismutacdo do perdxido de hidrogénio para oxigénio e agua (Chance et
al., 1979; Turrens, 2004).

Os protozoarios parasitas apresentam diferencas em termos de defesa antioxidante, ndo
apenas quando comparado com os hospedeiros mamiferos, mas entre si. Os tripanosomatideos,
bem como o Plasmodium, apresentam a isoforma FeSOD (Meshnick et al., 1983; Becuwe et al.,
1996), normalmente encontrada em bactérias e ausente em outras células eucarioticas. A enzima
catalase ¢ ausente nos tripanosomatideos (Boveris ef al., 1980) e no Plasmodium, mas ¢
encontrada em 7. gondii (Kwok et al., 2004). Varias isoformas de glutationa peroxidase
dependente de selénio (Se) tém sido detectadas em Plasmodium (Flohe et al., 2003), mas ausente
em todos os tripanosomatideos (Boveris ef al., 1980; Flohe et al., 2003). Tem sido detectada em
tripanosomas Africanos e Americanos uma peroxidade independente de selénio. Esta forma de
peroxidase dependente de glutationa pode metabolizar hidroperoxidos de acidos graxos e
fosfolipideos, mas ndo reduz o peroxido de hidrogénio (Wilkinson et al., 2000b; Wilkinson et al.,
2003).

Os membros da ordem Kinetoplastida apresentam um diferente sistema antioxidante
dependente de “tiol” para eliminar o peréxido de hidrogénio. Todos os tripanosomatideos
sintetizam a enzima tripanotiona, um ditiol derivado da glutationa que tem sido proposta como
um alvo para o desenvolvimento de drogas para o tratamento de leishmanioses e tripanosomiases

(Fairlamb & Cerami, 1992; Steenkamp, 2003; Turrens, 2004).



A enzima SOD participa do mecanismo de defesa antioxidante do 7. cruzi (Temperton et
al., 1998). A partir da reacdo desencadeada pela FeSOD, que acarreta a produgdo de peroxido de
hidrogénio, ocorrem duas rea¢des ndo enzimaticas que sdo vitais para o processo antioxidante dos
tripanosomatideos. Em 7. cruzi, a dehidroascorbato ¢ produzida durante a redugao do perdxido de
hidrogénio catalizado pela enzima ascorbato peroxidase (Docampo ef al., 1976; Boveris et al.,
1980; Wilkinson et al., 2000b), e a tripanotiona pode regenerar o acido ascorbico.
Adicionalmente, o mais importante sistema de detoxificacdo de peréxido, comum em todos os
tripanosomatideos, envolve uma enzima chamada triparedoxina peroxidase. Esta enzima ¢ uma
peroxiredoxina, uma familia de proteinas contendo cisteina com massa molecular altamente
preservada (cerca de 20-30kDa) (Rhee et al., 2001; Wilkinson et al., 2002; Turrens, 2004). A
tripanotiona redutase ¢ responsavel pela reducdo da triparedoxina oxidada em triparedoxina
peroxidase, que atua metabolizando o perdxido de hidrogénio em adgua (Turrens, 2004).

Sabe-se que em tripanosomatideos como o 7. cruzi, a atividade da glutationa redutase nao
tem sido detectada e que a glutationa ¢ mantida na forma reduzida por interacdo com a
tripanotiona. Isto pode ocorrer ndo enzimaticamente ou via a atividade de uma tiol transferase
(Moutiez et al., 1995; 1997). Qualquer um dos dois mecanismos pode ocorrer, no qual a
glutationa ¢ reduzida no parasita pela dihidrotripanotiona e esta ultima mantém a glutationa
dependente de peroxidase na sua forma ativa reduzida. Esta glutationa peroxidase pode
metabolizar acidos graxos e fosfolipideos, mas ndo perdxido de hidrogénio (Wilkinson et al.,
2000Db).

Dessa forma, o parasita apresenta um mecanismo efetivo e complexo para lidar com o
estresse oxidativo na auséncia das enzimas catalase e glutationa redutase (Finzi et al., 2004). A
acdo combinada das enzimas tripanotiona redutase, triparedoxina peroxidase e ascorbato
peroxidase ¢ responsavel pelo metabolismo do peroxido de hidrogénio, como mostra a figura 2
(Turrens, 2004). A defesa antioxidante dos tripanosomatideos € eficiente, permitindo manter

baixas concentragdes de hidroperdxidos.
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Figura 2: Metabolismo antioxidante dos tripanosomatideos. Fonte: Turrens, 2004.



Finzi e colaboradores (2004) realizaram um estudo do envolvimento da enzima
triparedoxina peroxidase em 7. cruzi frente a uma injuria mediada por oxidantes. Eles
observaram que em baixas concentragdes de H,O, ocorre a proliferacdo das células e o aumento
da resisténcia do parasita a doses sub-letais de H,O, (100uM), se previamente tratados com
concentragdes nao toxicas de HO, (20uM). Os autores mostraram também que o tratamento das
células com diferentes concentracdes de H,O, induz um aumento dos niveis de triparedoxina
peroxidase de maneira dose-dependente. Eles realizaram a superexpressio da enzima
triparedoxina peroxidase em 7. cruzi, mostrando um aumento no nivel de mRNA (129%), sem o
correspondente aumento na expressdo da proteina, sugerindo que a regulacdo da expressao do
gene ocorre em niveis pos-transcricionais. Os altos niveis de mRNA correlacionado com os
niveis da proteina foram observados apenas em incubagdes com H,O, por um longo periodo (1-
2h), sugerindo que a tradugdo da proteina triparedoxina peroxidase ocorre de acordo com a
necessidade do parasita.

A atividade da metaloenzima SOD tem sido detectada em 7. cruzi (Boveris & Stoppani,
1977; Temperton et al., 1998) ¢ um gene homologo a isoforma FeSOD foi isolado e caracterizado
neste parasita (Temperton et al., 1996; Ismail et al., 1997). A presenca da FeSOD foi detectada
em todos os estagios de desenvolvimento do 7. cruzi (Ismail et al., 1997). O sitio ativo da FeSOD
apresenta um simples ion Fe (ferro) coordenado em uma bipiramide trigonal de trés histidinas,
um Asp  (aspartato) e uma molécula de OH/H,O que € suportada por conservadas pontes de
hidrogénio incluindo residuos de GIn69 (glutamina) e Tyr34 (tirosina) (Miller, 2004).

A caracterizagdo inicial do gene FeSOD da cepa Cl Brener de 7. cruzi foi realizada por
Temperton e colaboradores (1996). Eles mostraram que esse gene esta presente em um baixo
numero de copias no genoma do 7. cruzi. Por andlise de northern blot mostraram a presenga de
dois transcritos nos epimastigotas (1,2 e 1,9 Kb) e que o gene da FeSOD esta localizado em dois
cromossomas na cepa Cl Brener (460 ¢ 1200 Kb).

Ismail e colaboradores (1997) com o objetivo de entender o papel estrutural e funcional da
SOD na patogénese do 7. cruzi, realizaram ensaios para caracterizagdo da SOD. Por andlises das
seqiiéncias nucleotidicas e de aminoacidos do 7. cruzi com as seqiiéncias das SODs de outros
organismos, os autores identificaram duas isoformas da FeSOD: FeSOD-A e FeSOD-B
(GenBank, accession number: U90722 e U90723, respectivamente). A seqiiéncia de nucleotideos
completa da FeSOD-A possui 825pb e 212 aminoacidos, enquanto que a seqiiéncia completa da

FeSOD-B apresenta 894pb ¢ 196 aminoacidos. Comparando a seqiiéncia de aminodcidos das



duas isoformas, foi visualizado apenas 41% de identidade entre a FeSOD-A e FeSOD-B. A
isoforma FeSOD-A apresenta uma extensdo de 31 aminoacidos na por¢do amino terminal,
enquanto que a TcFeSOD-B ¢ despreovida desta extensdo. Diferente dos dados de Temperton e
colaboradores (1996), os autores mostraram também que estas isoformas estdo presentes no
genoma do 7. cruzi como multiplas unidades repetitivas. Eles observaram a presenca de um tinico
transcrito (1,2Kb) para ambas isoformas. E que o gene FeSOD-B estd superexpresso no estagio
de epimastigota do 7. cruzi; enquanto que o gene FeSOD-A ¢ constitutivamente expresso em
baixos niveis em todos os estagios de desenvolvimento do parasita. (Ismail ez al., 1997).

Um ensaio funcional da enzima FeSOD-B do 7. cruzi em bactérias transformadas foi
realizado por Ismail e colaboradores (1997), em gel desnaturante utilizando inibidores especificos
para as isoformas da SOD. Eles observaram que a enzima FeSOD-B estava ativa ¢ que
apresentou sensibilidade ao perdxido de hidrogénio, confirmando ser a isoforma FeSOD. Além
disso, testaram os efeitos da enzima FeSOD-B em resposta ao paraquat ¢ mostraram uma
protecao das bactérias transformadas com essa isoforma contra a alta toxicidade do paraquat. O
paraquat ¢ um herbicida que age como um gerador intracelular de O,’, H,O, e secundariamente
radicais OH" (Goldstein et al., 2002). Dessa forma, a SOD protege o 7. cruzi dos efeitos
deletérios do anion superoxido ou de seus derivados como radicais hidroxila ou peroxinitrito,
permitindo o parasita sobreviver livremente ou no interior de fagocitos (Radie ef al., 1991; Ismail
etal., 1997).

Em Trypanosoma brucei, a atividade da SOD tem sido detectada nas formas
tripomastigotas e a sua presenga em outros estagios de desenvolvimento do parasita ndo ¢
conhecida (Le Trant ef al., 1983). Kabiri e Steverding (2001) identificaram a FeSOD em T.
brucei e mostraram que esta enzima € regulada durante o ciclo de vida do parasita. Analises das
seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos da SOD mostraram uma proteina com 198 residuos
de aminodcidos (22kDa) e uma alta homologia com a SOD de outros organismos. Eles
visualizaram uma alta similaridade com a FeSOD de dois tripanosomatideos, sendo 82% de
identidade com a SOD do 7. cruzi e 80% de identidade com a SOD de Leishmania donovani. Os
residuos de ligacdo do metal estdo conservados na proteina do 7. brucei.

Através do ensaio indireto de atividade enzimatica da SOD, medido pela habilidade da
SOD inibir a oxidacao do pirogalol pelo oxigénio do ar, Kabiri e Steverding (2001) confirmaram
que o 7. brucei apresenta a isoforma FeSOD. A ocorréncia da proteina SOD durante o ciclo de
vida do parasita foi observada, apresentando duas proteinas (22 e 24kDa) nos lisados da forma

prociclica do parasita, enquanto que nos outros estagios de desenvolvimento foi observada apenas



uma proteina SOD (22kDa). Durante a diferenciacdo das formas largas em prociclica a proteina
de 24kDa foi visualizada, quando o nivel da proteina de 22kDa comeca a aumentar. Em relagao
ao nivel de mRNA nas formas de desenvolvimento do parasita, os autores ndo observaram
nenhuma diferenga no nivel de mRNA da SOD entre as formas largas ¢ finas do parasita. Ja na
forma prociclica presente no inseto, o nivel de mRNA da SOD foi menor.

A enzima SOD de Leishmania donovani chagasi também foi caracterizada (Ismail ef al.,
1994). Os autores observaram a presenca de um unico transcrito de 1,4 Kb e levantaram a
hipotese da presenga de mais de um gene para a FeSOD no genoma do parasita. A enzima
recombinante FeSOD também protegeu as bactérias E. coli transformadas contra a alta toxicidade
do paraquat. Uma hibridizagdo cruzada entre espécies mostrou que a FeSOD ¢ altamente
conservada no género Leishmania.

Paramchuk e colaboradores (1997) isolaram e caracterizaram em Leishmania chagasi as
duas isoformas do gene FeSOD, a LcFeSOD-A ¢ a LcFeSOD-B (GenBank, accession numbers
AF003964 e AF003963, respectivamente). A LcFeSOD-A mostrou diferencas da LcFeSOD-B,
apresentando apenas 37% de identidade na seqiiéncia de aminodcidos. A diferenga na identidade
pode ser explicada pela presenca de uma extensao de 31 aminoacidos na por¢do amino terminal
da LcFeSOD-A, que esta ausente na LcFeSOD-B. Esta extensdo de aminoacidos ¢ hidrofobica e
apresenta homologia com um peptideo transitorio mitocondrial (Bowler ef al., 1989; Paramchuk
et al,.1997). Isto sugere que a LcFeSOD-A pode ser mitocondrial, enquanto que a LcFeSOD-B
seja citoplasmatica.

Ensaios de localizacdo cromossomica ¢ organizagao genomica do gene FeSOD em L.
chagasi também foram realizados por Paramchuk e colaboradores (1997). Eles mostraram que a
LcFeSOD-A esta localizada em uma tnica banda cromossdmica de 582 kb e que a LcFeSOD-B
na banda de 920 kb. Os autores sugeriram que a LcFeSOD-A pode estar como uma tnica copia
no genoma do parasita, enquanto que a LcFeSOD-B pode estar presente em multiplas cdpias. Isto
suporta a idéia em que o gene LcFeSOD-B ¢ constitutivamente expresso, funcionando como um
mecanismo de defesa inicial. Ao contrario, a isoforma LcFeSOD-A pode ser expressa sobre
condigdes de estresse, uma vez que localiza-se em um cromossoma com baixo peso molecular ¢
apresenta uma simples copia. Os autores mostraram também que os niveis de mRNA das
isoformas LcFeSOD-A e LcFeSOD-B foram 1,5 e 3 x maior, respectivamente, em promastigotas
e amastigotas na fase logaritmica em relacdo a fase estacionaria. Os niveis de mRNA de ambas
isoformas da SOD também foram maiores no estagio de amastigota, em comparagdo com 0s

promastigotas na fase estaciondria. Foi encontrado um transcrito de 1,7 Kb para a LcFeSOD-A e



outro de 3,8 Kb para a LcFeSOD-B. Ensaios de atividade enzimatica em gel desnaturante foram
realizados por estes autores, confirmando o tipo da SOD, FeSOD. A expressao das isoformas da
SOD em E. coli, que ndo apresenta esta enzima, protegeu as bactérias contra agentes geradores de
radicais livres (como o paraquat) (Paramchuk ez al., 1997).

A enzima SOD tem sido detectada em varios outros organismos. Goscin e Fridovich
(1972) isolaram em leveduras uma Cu/ZnSOD. Em 1975, Ravindranath ¢ Fridovich isolaram e
caracterizaram a MnSOD localizada na mitocondria da levedura. Le Tant e colaboradores (1983)
caracterizaram a FeSOD em Crithidia fasciculata, similar a isoforma da SOD encontrada nos
outros tripanosomatideos. Eles encontraram duas proteinas SOD em C. fasciculata, que
apresentaram diferengas na composi¢do de aminoacidos, o que indica a presenca de isoformas
diferentes.

Marin e colaboradores em 2004, isolaram e caracterizaram bioquimicamente a atividade
de duas FeSOD (SODI e SODII) em um tripanosomatideo parasita de planta, Phytomonas. Eles
detectaram uma capacidade imunogénica da isoenzima FeSODII e a positividade do soro anti-
SODII até altas diluigdes (1:40.000). Eles testaram a positividade do soro anti-SODII contra
fragdes de antigenos obtidos de varios tripanosomatideos. A reagdo mostrou reatividade positiva
apenas com tripanosomatideos isolados de plantas considerados do género Phytomonas, enquanto
que nenhuma reagao foi observada contra as fragdes antigénicas de outras espécies como 7. cruzi,
L. donovani, Herpetomonas samuelpessoai, H. davidi, C. luciliae ¢ Leptomonas collosoma. Os
autores detectaram que a FeSODII esta localizada principalmente sobre toda a superficie do
parasita, bem como no nucleo, glicossomos e membranas. Dessa forma, a FeSODII pode ser uma
ferramenta molecular utilizada para o diagnoéstico e identificagdo e como um potencial alvo para
o desenho de drogas para controlar ndo apenas doencas causadas por espécies de Phytomonas,
mas também para metabolitos similares de outros tripanosomatideos de animais e humanos
(Marin et al., 2004).

Em bactérias estritamente anaerobicas Desulfovibrio gigas, Dos Santos ¢ colaboradores
(2000) purificaram e caracterizaram a FeSOD. Eles observaram que a proteina FeSOD com peso
molecular de 22 kDa, foi resistente a inativagdo térmica, sendo termoestavel assim como a
Cu/ZnSOD de E. coli. Mostraram também que o pH ideal para obter 80% ou mais de atividade
enzimatica da FeSOD foi de 3.0 a 9.0, sendo que a maioria das FeSODs conhecidas diminuem
rapidamente sua atividade com o aumento do pH.

Cianobactérias fixadoras de nitrogénio Anabaena sp. pertencente a cepa PCC 7120

apresentam dois genes da SOD: sodB (codifica a FeSOD) e sodA (codifica a MnSOD) (Li et al.,



2002). Os autores observaram que a sodB durante a indugdo da diferenciagdo do heterocisto teve
um aumento de 6 a 8 vezes, apds a mudanga da condi¢do repleta de nitrogénio para a condi¢ao
depletada de nitrogénio. No entanto, a quantidade da proteina FeSOD nos filamentos com
heterocisto maduro foi a mesma que a dos filamentos que cresceram combinados com nitrogénio.
Li e colaboradores (2002) mostraram que a quantidade de MnSOD ndo mudou durante a
diferenciacdo do heterocisto. Dessa forma, as duas diferentes SODs encontradas em
cianobactérias da espécie Anabaena possuem funcdes diferentes.

Ahmed e colaboradores em 2003, realizaram a purificacdo e a caracterizagdo bioquimica
da SOD e desenvolveram um microensaio de atividade enzimdtica em um parasita de ostra
Perkinsus marinus. Os autores identificaram o tipo de SOD, através de ensaios de atividade que
mediu a habilidade da SOD de inibir a oxidagao do pirogalol pelo oxigénio do ar. Eles mostraram
que toda atividade da SOD detectada no extrato celular foi do tipo Fe (ferro) e encontraram a
FeSOD com massa molecular de 24 kDa neste parasita.

Recentemente, Tewari e colaboradores (2004) realizaram um estudo em plantas de milho,
induzindo o estresse oxidativo na deficiéncia de nutrientes como nitrogénio, fosforo, potassio,
célcio, magnésio ou enxofre. Eles investigaram se ocorre alguma alteragdo no nivel de
peroxidagdo de lipideos, peroxido de hidrogénio e de alguma importante resposta antioxidante
enzimatica. Os autores observaram que a atividade da SOD e da ascorbato peroxidase foi
estimulada na deficiéncia de cada macronutriente. Enquanto a atividade da SOD aumenta nas
plantas com deficiéncia de macronutrientes, ocorre a indug¢do de novas isoformas da SOD
particularmente efetivas na peroxidacdo de lipideos. Aproximadamente 10 isoformas da SOD tém
sido demonstradas em milho (Van Breusegem ef al., 1999), e 9 isoformas da SOD em plantas
deficientes em fosforo e magnésio (Tewari et al., 2004).

Temperton e colaboradores (1998) investigando o papel da SOD-B no 7. cruzi, realizaram
a transfecgdo de epimastigotas com um vetor de expressdo contendo o gene FeSOD-B e
obtiveram a superexpressdo da atividade enzimatica. Através de ensaios de Northern blot, eles
identificaram um unico transcrito de 1,2 Kb e um alto nivel de mRNA nos parasitas
transformados. A atividade enzimatica foi aumentada de 5-8x nos parasitas transformados em
comparacdo com os selvagens. A andlise do fenotipo dos parasitas transformados mostrou que
eles s3o mais sensiveis que as células controle ao benzonidazol e a violeta genciana. Esse
resultado pode refletir em um desequilibrio na defesa antioxidante do parasita desencadeado pela

superexpressao da FeSOD (Temperton et al., 1998).



Estudos com a transfec¢do do gene SOD tém sido realizados em diferentes organismos,
conferindo resisténcia a drogas. Paramchuk e colaboradores (1997), testando o efeito da
superexpressdo das isoformas FeSOD-A e FeSOD-B em L. chagasi, tratados com quantidades
diferentes de paraquat ¢ de nitroprusside, observaram que os parasitas transfectados foram mais
resistentes ao paraquat quando comparado com os parasitas selvagens. Isto sugere que a
superexpressao da LcFeSOD-A ou LcFeSOD-B promove uma protegdo de aproximadamente
80% em L. chagasi, quando os parasitas sdo expostos a espécies reativas de oxigénio (ROIs)
produzidas pelo paraquat e pelo nitroprusside (geradores de intermediarios reativos de oxigénio).
Quando os parasitas transformados foram tratados com perdxido de hidrogénio, os autores nao
observaram protecdo, sendo que os parasitas foram sensiveis a este agente. Os parasitas
transformados com os genes LcFeSOD-A e LcFeSOD-B apresentaram niveis de mRNA maiores
do que as células selvagens.

Em 2003, Ghosh e colaboradores investigaram o papel da SOD na sobreviéncia de
Leishmania spp. no interior de macréfagos. Parasitas na forma promastigotas de L. tropica foram
transformados com uma construgdo no qual o gene SOD estava inserido no sentido antisenso no
vetor de expressdao. Os autores observaram a presenga de duas ou trés copias do gene FeSOD por
genoma haploéide dos parasitas transformados, enquanto que nos parasitas selvagens observaram
cinco copias do gene. Eles mostraram um transcrito de 1,2 Kb com nivel de mRNA 3,5x menor
nos parasitas transfectados, em comparacdo aos selvagens. Com relagdo a proteina, os autores
ndo detectaram niveis significativos de expressao da proteina FeSOD em L. fropica transformada
¢ a atividade enzimatica foi reduzida (1/4). Os parasitas transformados foram mais sensiveis a
agentes geradores de radicais livres e na deficiéncia da a¢do da FeSOD, os amastigotas tiveram
uma redug@o no crescimento e na sobrevivéncia no interior do macrofago. Dessa forma, a enzima
SOD ¢ o maior determinante para a sobrevivéncia intracelular de Leishmania spp. (Ghosh et al.,
2003).

Foi observado em E. coli que a superexpressao da Cu/ZnSOD de Drosophila confere
resisténcia ao paraquat (Goulielmos er al., 2003). Esta resisténcia foi visualizada até uma
determinada concentracdo da droga, se esta aumentar (>1.2mM) as células interrompem o secu
crescimento indicando uma taxa minima de sobrevivéncia, onde a Cu/ZnSOD ndo prepara as
células para um mecanismo eficiente de detoxificagdo. Da mesma forma que foi observada por
outros organismos, o aumento da acdo da Cu/ZnSOD ndo estd acompanhado pelo aumento

paralelo das outras enzimas envolvidas no metabolismo do H,O,. Isso sugere que a enzima



Cu/ZnSOD possui importancia para a resisténcia das células, mas na presenca de quantidades

limitadas de radicais livres (Goulielmos et al., 2003).

2. JUSTIFICATIVA

Nosso grupo vem trabalhando ha alguns anos em projetos de pesquisa relacionados com a
quimioterapia experimental da doenca de Chagas. A quimioterapia especifica da doenca de
Chagas envolve questdes importantes como: a baixa eficacia do tratamento de casos humanos
com BZ e NFX, a considerdvel toxicidade desses compostos, a existéncia de cepas com
resisténcia natural e a resisténcia cruzada entre o BZ e NFX. Tem sido sugerido que a resisténcia
natural do parasita a drogas pode ser um fator importante para explicar as baixas percentagens de
cura detectadas em pacientes chagdsicos. As alteragdes bioquimicas e o mecanismo molecular
pelo qual os parasitas tornam-se resistentes ou susceptiveis a drogas, estdo sendo estudados.

Em um estudo prévio realizado em nosso laboratério, Murta ef al (2001a) investigaram o
papel da fosfoglicoproteina de membrana (PGP) na resisténcia do 7. cruzi a drogas. Os autores
observaram que a resisténcia do 7. cruzi a drogas ndo estd associada com a amplificagdo ou a
superexpressao dos genes PGP (Murta ef al., 2001). Diante disso, os autores analisaram a
expressdo génica diferencial nas populagdes do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, com o
objetivo de identificar genes associados com o fendtipo de susceptibilidade ou resisténcia do
parasita. Utilizando a técnica da representagdo da expressdo diferencial (RDE), os autores
obtiveram 55 fragmentos de genes candidatos a estarem associados com o fenotipo de
susceptibilidade ou resisténcia ao BZ (Murta ef al., 2001b). Dentre os 55 genes selecionados, no
presente trabalho caracterizamos o gene TcFeSOD-A que codifica a enzima Superdxido
Dismutase-A, que foi mais expressa nos parasitas resistentes ao BZ.

A enzima superoxido dismutase (SOD) participa do mecanismo de defesa antioxidante do
T. cruzi (Temperton et al., 1998) e apresenta a fungdo de remover o excesso de anion superoxido

(O7) via dismutacdo, para oxigénio (O) e peroxido de hidrogénio (H>O;). A atividade da SOD



foi inicialmente detectada em 7. cruzi por Boveris & Stoppani (1977). Posteriormente, esse gene
foi clonado e caracterizado em 7. cruzi (Temperton ef al., 1998) e foi encontrada a presenca de
duas isoformas dessa enzima, TcFeSOD-A e TcFeSOD-B no parasita (Ismail et al., 1997). A
presenca da FeSOD foi detectada em todos os estagios de desenvolvimento do 7. cruzi (Ismail et
al., 1997). Entretanto o envolvimento dessa enzima no fenotipo de resisténcia do 7. cruzi a

drogas ainda nao foi descrito.



3. OBJETIVO GERAL
Caracterizar o gene da superoxido dismutase-A (TcFeSOD-A), em populagdes e clones de

Trypanosoma cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol.

3.1- Objetivos especificos

- Determinar o nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A em populagdes de 7. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

- Determinar a organizagdo gendmica e o nimero de cdpias desse gene.

- Verificar a localizagao desse gene nos cromossomas do 7. cruzi

- Clonar, expressar e caracterizar a proteina recombinante TcFeSOD-A.

- Avaliar o nivel de expressdao dessa proteina em populagdes de 7. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

- Determinar a atividade enziméatica da SOD nas populacdes de 7. cruzi sensiveis e resistentes ao
BZ.

- Comparar as seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos do gene TcFeSOD-A das

populacdes de 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.



4. METODOLOGIA

4.1- Cepas de Trypanosoma cruzi

As populagdes e clones do 7. cruzi utilizadas neste estudo estdo listadas na tabela 1, p. 59.
Nos utilizamos uma populacao de 7. cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao benzonidazol
(BZR), seu par sensivel (BZS), um par de clones dessas populacdes (clone 4S e clone 16R)
(Murta & Romanha, 1998), e uma populagdao 17LER com resisténcia induzida in vitro ao BZ, e
seu par sensivel 17WTS (Nirdé et al., 1995), gentilmente cedidas pelo Dr. Philippe Nirdé
(Génétique Moléculaire des Parasites et des Vecteurs- Montepellier/ France). Além disso,
utilizamos 19 cepas do 7. cruzi, sendo 5 naturalmente resistentes: Yuyu; Colombiana; SC-28;
VL-10 e Noel (Filardi & Brener, 1987) ¢ 14 sensiveis: Romano; JA; CI Brener; RS-21; CA-I;

Quaraizinho; Gilmar; Ernane; SMJ; MR; Luna; Buriti; Barra Seca e Sao Felipe.

4.2 Extracido de RNA total

O RNA total das diferentes cepas do 7. cruzi foi extraido com TRIZOL de acordo com o
protocolo do fabricante (INVITROGEN). O sedimento de parasitas (cerca de 1x10°
epimastigotas) foi ressuspendido no TRIZOL (vol/vol). Apds adigdo de 200 pl de cloroférmio, a
suspensao foi homogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente centrifugada a

13.400 xg por 10 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro tubo contendo o

mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -200C por 12-18h. O RNA assim precipitado
foi entdo lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em agua autoclavada, estéril e livre de
RNAse. A concentragdo do RNA total foi determinada por espectrofotdmetro considerando 1

unidade de absorbancia 260,y = 40 pg/ml.

4.3- Extracio de DNA

O sedimento de epimastigotas das populacdes sensiveis e resistentes foi ressuspendido em
tampao de extracao contendo 50 mM de Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5% de
SDS, pH 8,0 e incubado com 1001g/ml de proteinase K por 12h a 37°C. Posteriormente, o DNA

foi extraido com fenol, fenol/cloroférmio/alcool isoamilico 1:1:24 e cloroféormio/alcool



isoamilico 1:24 e precipitado pela adi¢do de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sodio 0,3 M a
-20°C por 12h. O DNA foi entdo lavado 2X com etanol 70% e ressuspendido em 100 ul de
tampdo TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1mM, pH 8,0). A concentragdo do DNA obtido foi
determinada através de eletroforese em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio,

comparado com um padrao de DNA de concentragdo conhecida.

4.4- Reaciio em cadeia da polimerase (PCR)

A PCR foi utilizada para amplificacdo do fragmento do gene TcFeSOD-A utilizado para
varios ensaios. Para o preparo das sondas e PCR de colonia utilizamos os seguintes iniciadores
TcFeSOD-A F forward 5° GTTGAGACGTGCGGTGAATA 3’ ¢ TcFeSOD-A R reverse 5’
CATCGTATGTTGTCCCTG 3°. Esses iniciadores foram desenhados a partir da seqiiéncia
nucleotidica depositada no banco de dados (GenBank, accession number U90722). Cada reagao
continha tampao de reagdo (5S0mM KCIl; e 10mM de Tris-HCI pH 8,5); 1,5 mM MgCl,; dNTPs
(200mM de cada um dos desoxirribonucleotideos); 10 pmoles de cada iniciador; enzima Taq
DNA Polimerase; DNA de 7. cruzi (1 ng/ul), em volume final de 10pl.

As reagdes foram realizadas no termociclador Perkin Elmer ® utilizando o seguinte
programa: desnaturagdo inicial 95°C por 5 min; 30 ciclos de 95°C por 1 min, anelamento 65 °C
por 1 min e extensdo 72°C por 1 min, e ao final dos 30 ciclos foi feita uma extensdo final por 5

min a 72°C.

4.5- Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida

Ap6s a PCR, 3 pul do produto de PCR foi submetido a analise em gel de poliacrilamida a
6%. Para a polimerizacdo do gel foram utilizados persulfato de amoénio (APS) 10% (v/v) e
TEMED (N,N,N’,N’ —tetrametil-ctilenodiamina) 0,05% v/v. O gel foi fixado em 150 ml de
solugdo de etanol a 10% (v/v) com 0,5% de acido acético (v/v), e impregnados por nitrato de
prata a 0,3%. Finalmente, o gel foi lavado em agua deionizada e revelado em solugdo aquosa de
hidréxido de sodio 3% (p/v) com 0,5% de formaldeido (v/v), até o aparecimento das bandas

(Sanguinetti et al., 1994).

4.6- Purificacio do produto de PCR



Os fragmentos de DNA amplificados por PCR foram purificados utilizando o Kit
QIAquick, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). Inicialmente foi adicionado um
tampdo com detergente PB ao produto de PCR, para a ligagdo do DNA na coluna. O DNA
permaneceu ligado na coluna ¢ os outros componentes da reagdo de PCR (magnésio, tampao de
reacdo e outros) foram lavados com o tampao PE contendo etanol por centrifugagcao a 17900 xg
por 1 min. O DNA foi eluido apds a adicao de S0ul de 4gua deionizada aquecida a 95°C por 2

min e centrifuga¢do da coluna.

4.7- RT-PCR quantitativo em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o nivel de mRNA do
gene TcFeSOD-A. Inicialmente foi realizado um RT-PCR utilizando a enzima transcriptase
reversa e o oligonucleotideo dT para converter os mRNAs em cDNA. Para a sintese da primeira
fita de cDNA foi preparado um mix nas seguintes condigdes: 2 Jg de RNA total, 0.5 pg de oligo
d(T), 1X tampao RT, 10 mM DTT, 0.5 mM dNTP, 40 U RNase ¢ 200 U de transcriptase reversa
Superscript II, em um volume final de 20 pl. Todos os reagentes usados foram obtidos da
Invitrogen (Carlsbald, CA). A reacdo do cDNA foi incubada a 42°C por 60 min. Apos a sintese
da primeira fita, a rea¢do foi inativada a 70°C por 20 min, € o ¢cDNA foi diluido 15X em 4gua
deionizada.

O cDNA foi submetido ao PCR em tempo real para amplificagdo e quantificacdo das
seqiiéncias do gene TcFeSOD-A. A amplificacdo foi realizada pelo Sistema de Deteccao da
Seqiiéncia Gene-Amp 5700 (PE Applied Biosystems). Os iniciadores foram desenhados a partir
da seqiiéncia completa de nucleotideos do gene TcFeSOD-A depositada no banco de dados
(GenBank, accession number U90722): RT TcFeSOD-A1 forward 5
GTTGAGACGTGCGGTGAATA 3’ e RT TcFeSOD-A2 reverse 5 GGC GGT TTT CAA AGT
CCT TG 3’. O gene constitutivo hipoxantina guanina fosforibosil transferase do 7. cruzi
(TcHGPRT) foi usado para normalizar a quantidade de amostra analisada. O iniciador
TcHGPRT]1 forward: 5> CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3, e o iniciador TcHGPRT?2 reverse:
5’ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’, foram desenhados a partir da seqiiéncia completa de
nucleotideos do gene (GenBank, accession number L07486).

As reagdes foram preparadas contendo 10 pmoles de cada iniciador, tampao 1X SYBR

GREEN (Applied Biosystems), 25 mM MgCl,, 200 upM dNTP, 1 U AmpliTaq Gold DNA



polymerase, 5 gl de DNA diluido 15X e dgua deionizada para completar o volume final da reacao
de 20 pl. O corante SYBR GREEN intercala na fita dupla de DNA permitindo quantificar o
produto de PCR a cada ciclo da reagdo. Os componentes da reacdo foram homogeneizados ¢ os
20 pl foram adicionados em cada pogo da placa. Apos aplicar as amostras, a placa foi vedada
com um selante e embrulhada em papel aluminio até ser colocada no equipamento.

O programa de amplificagdo foi realizado nas seguintes etapas: 95°C por 10 min e 40
ciclos de desnaturagido a 95°C por 15 seg, e o anelamento/extensdo a 60°C por 1 min. Curvas
padrdo foram utilizadas para cada experimento utilizando quantidades conhecidas dos plasmideos
TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) contendo os genes clonados TcFeSOD-A (10° a 10° moléculas) e
TcHGPRT (10* a 10° moléculas).

Os resultados foram analisados utilizando o programa “Sequence Detection System”
(Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociacao, a intensidade de fluorescéncia

da amostra a cada ciclo e quantificar o nimero de copias conforme a curva padrao.

4.8- Analise de Northern blot

O RNA das diferentes cepas foi submetido a eletroforese em gel de agarose-formaldeido e
transferido para uma membrana de nailon. Inicialmente, foi preparado um gel de agarose 1% tipo
EEO (Sigma, St Louis, MO, E.U.A) em tampao MOPS 1X (0,04M MOPS, 1 mM EDTA, 5 mM
acetato de sodio pH 7,0) contendo 7,7% de formaldeido. As amostras contendo de 10 a 20 pg de
RNA foram aplicadas nas canaletas do gel ¢ submetidas a eletroforese 20V por 4h em tampao
MOPS 1X acrescido de formaldeido 18,7% (vol/vol). O gel contendo as amostras foi transferido
para membranas de nailon, durante 20h, usando tampao SSC 10X concentrado. Posteriormente,
as membranas foram hibridizadas com a sonda do gene TcFeSOD-A marcada com fosforo

radioativo (** P), segundo protocolo descrito por Dos Santos & Buck (1999).

4.9- Southern Blot

A andlise da organizacdo e estimativa do nimero de copias do gene da TcFeSOD-A no
genoma de 7. cruzi foi feita através da andlise do perfil de restricdo gerado por diferentes
endonucleases. Aproximadamente 10 pg de DNA total das diferentes cepas de 7. cruzi foi
digerido com as enzimas de restricdo 4val e Xbal (INVITROGEN). A digestdo foi realizada a

37°C durante 16h. Os fragmentos foram separados por eletroforese em gel de agarose 1% e



posteriormente corados com brometo de etidio (0.5 pg/ml). O gel foi fotografado no aparelho
EAGLE EYE (STRATAGENE) e transferido para membrana de nailon (Hybond- Amersham
Biosciences) em tampao SSC 10X concentrado. A membrana foi hibridizada com a sonda

marcada com **P correspondente ao gene TcFeSOD-A.

4.10- Sondas e Ensaios de Hibridiza¢ao

As sondas utilizadas nos ensaios de Southern e Northern blot foram preparadas a partir da
amplificacdo por PCR do DNA da cepa 17LER de 7. cruzi com os iniciadores especificos para o
gene TcFeSOD-A. Depois da amplificacdo, os produtos da PCR foram precipitados, purificados e
marcados com [**P] dCTP conforme protocolo descrito por Feingberg & Vogelstein (1983). A
pré-hibridizacdo das membranas foram feitas em 15 ml da solucdo G (1% BSA, 500 mM
NaH,PO4, 1 mM EDTA e 7% SDS) (Church & Gilbert, 1984) durante 2h a 50°C. Posteriormente,
a sonda desnaturada (95°C durante 5 min e logo apds 5 min no gelo) foi adicionada a solugdo G e
incubada durante 14h a 60°C para Northern blot e 65°C para Southern blot. Apds a hibridizagao,
as membranas foram lavadas 4 vezes com SSC 2 X (SSC 1X 150 mM NacCl, 15 mM citrato de
sodio) e 0,1% SDS a temperatura ambiente. Apds a lavagem, as membranas foram expostas ao
filme de raio X e incubadas a —70°C. Apos trés dias, os filmes de raio X (Kodak) foram revelados

e fixados.

4.11- Eletroforese de pulso alternado — PFGE

Esta metodologia foi utilizada para localizar o gene TcFeSOD-A nos cromossomas do 7.
cruzi. Os parasitas (~2x108) foram lavados em solugdo salina 0,9% e ressuspendidos em solugao
de PSG (130 mM NacCl, 142 mM Na,HPO., 8 mM NaH,PO. e glicose 2%), para a preparagao
dos blocos (Dos Santos & Buck, 1999). Posteriormente, foi adicionado 1% de agarose de baixo
ponto de fusdo e a solucdo foi transferida para um molde de acrilico. Apos a solidificacdo, os
blocos foram incubados com a solugdo de lise (sarcosil 3%, 1 mg/ml Proteinase K ¢ 500 mM
EDTA pHS3,0) por 48h a 50°C. Em seguida os blocos foram estocados em solugdo de EDTA 500
mM a 4°C até o uso. A eletroforese de pulso alternado foi realizada utilizando o aparelho “gene
navigatorTM system” (Amersham Biosciences). Os blocos contendo as amostras foram
colocados nos pogos do gel de agarose a 1% em tampao TBE 0,5X. A corrida eletroforética foi

realizada com uma voltagem constante (180V) a 9°C. Conforme as condi¢des padronizadas no



laboratorio foram aplicados pulsos homogéneos (N/S, L/O) de 70 seg por 15h, 90 seg por 24h,
200 seg por 15h e 400 seg por 15h, sem interpolacdo. O gel foi corado com brometo de etidio (1
Mg/ml), fotografado pelo programa EAGLE EYE (STRATAGENE) e tratado com tampdes de
desnaturacdo acida, basica e neutraliza¢do. Posteriormente, os cromossomas foram transferidos

do gel para a membrana de nailon e submetido aos ensaios de hibridizagao.

4.12- Preparacio de bactérias eletrocompetentes

As bactérias da linhagem TOP 10F’ foram preparadas para a transformagdo por
eletroporagdo. Uma colonia de bactéria foi colocada em 50 ml de meio SOB por 12h a 37°C sob
agitacdo. Desta cultura saturada, 300 pl de células foi incubado em 100 ml de meio SOB (sem
magnésio), a 37°C sob agitacdo por 2 ou 3 horas. O crescimento das bactérias foi monitorado
através de medidas espectrofotométricas, até ser atingido 0,7 (ODggp). Atingindo este crescimento
as bactérias foram incubadas no gelo por 10 min e posteriormente centrifugadas a 4170 xg a 4°C
por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 40 ml de glicerol 10% gelado e centrifugado a
4170 xg por 15 min. O sobrenadante foi descartado e o sedimento ressuspendido e lavado
novamente com glicerol 10% gelado, seguido de centrifugacdo por 15 min. O sedimento foi
novamente ressuspendido em glicerol 10% no volume final de 160 pl. As células foram

aliquotadas (20 pl/tubo) e armazenadas a -70°C.

4.13- Clonagem e expressao da proteina recombinante

Para a clonagem do gene TcFeSOD-A em bactérias, inicialmente realizamos uma
busca da seqiiéncia completa desse gene em banco de dados (GenBank, accession number
U90722). Em seguida, desenhamos iniciadores especificos para a regido codificante do gene:
TcFeSOD-A1 forward 5° CGCGGATCCGATGTTGAGACGTGCGGTGAATATA 3’ e
TcFeSOD-A2 reverse 5’CGCAAGCTTTCAAGTAATCCGGCCGGCGGTTTT 3. Na
seqiiéncia dos iniciadores foram adicionadas seqiiéncias correspondentes ao sitio de
reconhecimento das endonucleases de restrigdo BamHI e Hindlll (sublinhadas na seqiiéncia
de nucleotideos dos iniciadores). Neste estudo utilizamos o vetor de expressio pQE 31
(QIAGEN) que apresenta sitios de restricdo para estas mesmas enzimas.

Inicialmente amplificamos por PCR a regido codificante do gene TcFeSOD-A. Os

produtos de PCR purificados (item 4.9) e o plasmideo pQE31 (200 ng/pl) foram digeridos



com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll a 37 °C durante 12h. Apods a digestdo, as
extremidades do vetor pQE foram desfosforiladas com a enzima fosfatase alcalina (CIAP-
PROMEGA) a 37 °C por 1h. No final do processo a reagao foi aquecida a 80°C por 15 min
para inativagdo da enzima.

Para a purificacdo, os produtos da digestdo foram submetidos a eletroforese horizontal
em gel de agarose 1%, corado com brometo de etidio. As bandas correspondentes ao produto
de PCR e plasmideo, na relacdo de quantidade 3:1, foram excisados do gel e purificadas em
uma mesma coluna, de acordo com o protocolo do fabricante (Kit Qiaquick- QIAGEN). Apoés
cortar a banda do gel, foi adicionado o tampao QG (1:5 v/v) e o tubo foi aquecido a 50°C para
dissolver completamente a agarose. Em seguida, foi adicionado isopropanol para purificagao
do DNA, ¢ todo volume foi colocado em uma coluna. Apos centrifugagdo o DNA permaneceu
ligado, e foi adicionado novamente o tampao QG para remover todo o resto da agarose. Para a
lavagem, foi adicionado o tampdo PE com etanol e a amostra foi centrifugada a 17.900 xg por
1 min. A eluicdo do DNA foi feita com 50 pl de dgua deionizada aquecida a 95°C por 2 min,
seguido da centrifugacao da coluna.

O vetor pQE e o inserto foram submetidos a reacdo de ligagao utilizando 3 unidades/pl
da enzima T4 DNA ligase (PROMEGA), a 15°C durante 12h. O vetor contendo o inserto foi
inserido em bactérias da linhagem TOP 10F’ através da metodologia de eletroporagdo, que foi
realizada da seguinte maneira: 3 pl da reagdo de ligacdo foi adicionada a 20 pl de bactérias
eletro-competentes. A transformagao foi realizada no aparelho eletroporador com voltagem de
4kQ e 330 WF de capacitancia (GIBCO BRL). Posteriormente, foi adicionado 1 ml de meio
Luria-Bertani (LB) sem antibidtico e o tubo foi incubado a 37°C por lh com agitacdo. Em
seguida, as bactérias foram plaqueadas em meio LB dgar com 100 pg/ml de ampicilina e
incubadas a 37°C durante 12h. As colonias de bactérias foram submetidas a PCR com os
iniciadores especificos para o gene da TcFeSOD-A, para a confirmagao da clonagem. Apos a
confirmagdo, as bactérias foram crescidas sob agitagdo (Shaker — Forma Scientific) durante
14h em 5 ml de meio LB com 100 pg/ml de ampicilina. Posteriormente, uma aliquota de 400
1 foi criopreservada em glicerol 50% e o restante da cultura foi utilizada para purificagdo do
plasmideo utilizando o Kit mini-prep, de acordo com o protocolo do fabricante (QIAGEN). O
sedimento de bactérias foi ressuspendido em 250 Ml de tampdo de ressuspensao.
Posteriormente, foi adicionado ao tubo 250 pl de tampao de lise ¢ 350 pl de tampao de

neutralizagdo. A suspensdo foi aplicada na coluna, centrifugada por 10 min e o eluato



descartado. A coluna foi lavada e o plasmideo com o inserto foi eluido em 50 pl de 4dgua
deionizada aquecida a 95°C por 2 min ¢ por centrifugagdo da coluna.

O plasmideo contendo o gene TcFeSOD-A foi inserido em bactérias E. coli da cepa M15,
com a finalidade de induzir a expressdo da proteina recombinante. As bactérias da cepa M15
apresentam o plasmideo pREP4, que possui o gene repressor Lac e o gene de resisténcia ao
antibidtico kanamicina. A transformacao foi feita através de choque térmico nas seguintes
condigdes: 5 Ml do plasmideo pQE 31 foi incubado com 100 pl de células célcio competentes
durante 30 minutos no gelo. Em seguida a amostra foi incubada a 42°C por 30 seg para o choque
térmico. A amostra foi adicionada em 1 ml de meio LB sem antibiotico e incubada a 37°C por 1h
com agitacdo. Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar contendo 100
Mg/ml de ampicilina e 10 yg/ml de kanamicina e incubadas na estufa a 37°C por 12h.

Uma colonia de bactéria positiva para o gene TcFeSOD-A foi incubada em meio LB com
100 pg/ml de ampicilina (AMP) e 10 pg/ml de kanamicina (KANA), durante 14h a 37°C.
Posteriormente, utilizamos 200 ul desse pré-inoculo para 100 ml de meio LB com os antibidticos.
As bactérias foram incubadas a 37°C por 3h sob agitacdao. Quando as bactérias atingiram ODgoonm
de 0,5 a 0,7, foi retirado 1 ml da amostra ndo induzida para analise em SDS-PAGE. Foi
adicionado ao meio 5 mM IPTG para induzir a expressao da proteina. A amostra permaneceu
incubada a 37°C por 4 horas sob agitagdo. Apds a indugdo da expressao, foi coletado 1 ml da
amostra induzida para analise em SDS-PAGE. O restante da amostra foi centrifugado a 4000 xg
por 20 min, o sobrenadante descartado e o sedimento armazenado a -20°C para purificagdo da

proteina recombinante.

4.14- Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar a eficiéncia da expressdo da proteina recombinante, foi feita uma
eletroforese em gel de poliacrilamida. Inicialmente foi preparado um gel a partir da mistura de
0,8% de N,N’-metileno-bis-acrilamida e 30% de acrilamida (p/v). O gel de separagdo (12%) foi
feito adicionando-se a esta mistura Tris-HCI pH 8,8 e SDS nas concentragdes finais de 1,5 M e
0,01%, respectivamente. O gel foi polimerizado pela adi¢ao de persulfato de aménio a 10% em
agua destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ —tetrametil-etilenodiamina 0,05% v/v). O gel de

concentracao (4% de acrilamida), foi preparado como descrito anteriormente para o gel de



separagdo, porém utilizando-se o tampao Tris-HCI pH 6,8 na concentra¢do final de 0,5 M
(Laemmli, 1970).

Para a eletroforese, as amostras foram ressuspendidas em tampao de amostra (SDS 10%,
0,5 mM Tris-HCI pH 6,8, azul de bromofenol 1%, 2B-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%),
fervidas em banho maria por 5 min e aplicadas as canaletas do gel de concentragdo. A
eletroforese foi realizada a 50V para o gel de concentragdo e a 120V para o gel de separagdo,
sendo a corrida acompanhada pelo azul de bromofenol presente no tampao da amostra. O tampao
de corrida continha 25 mM de Tris-HCl, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em pH 8,3. Apods a
eletroforese, o gel foi corado durante 2 horas pelo azul de Coomassie (azul de Coomasie brilhante
R-250 0,25%, metanol 50% e acido acético 10%) a temperatura ambiente ¢ em seguida descorado
com vdrias trocas de solugdo descorante (metanol 10% e 4cido acético 5%) até o fundo do gel se

tornar incolor.

4.15- Teste de solubilidade da proteina recombinante TcFeSOD-A

Para determinar a solubilidade da proteina rTcFeSOD-A, as bactérias da cepa MI15
contendo o gene TcFeSOD-A foram crescidas em meio LB com antibidticos (AMP ¢ KANA) ¢
IPTG e centrifugadas a 4000 xg por 20 min. O sedimento resultante foi ressupendido em tampao
de lise pH 8.0 contendo 100 mM NaH,PO,, 10 mM Tris-HCI e 8 M uréia. Em seguida a amostra
foi congelada a -70°C durante 10 min. Apds o descongelamento foi adicionada na amostra 1
mg/ml de lisozima e a mistura foi incubada no gelo por 30 min. Posteriormente, a amostra foi
sonicada 3 x por 15 seg, com pausas de 15 seg no gelo e centrifugada a 10.000 xg a 4°C por 30
min. O sobrenadante contendo as proteinas soluveis foi coletado e o sedimento foi ressuspendido
em tampao de lise, sonicado 3 x por 15 seg e centrifugado a 10.000 xg por 30 min. Este segundo
sobrenadante foi transferido para outro tubo e ao sedimento restante foi adicionado 50 pl de
tampao de amostra 1X. Em cada uma dessas etapas foi retirado 50 pl de amostra para analise em

gel SDS-PAGE.

4.16- Purificacdo da proteina recombinante TcFeSOD-A

A purificagdo da proteina rTcFeSOD-A sob condigdes desnaturantes foi realizada de

acordo com o protocolo descrito pelo fabricante (Qiagen). A purificagdo foi realizada por



cromatografia de afinidade em coluna contendo uma resina de 4cido nitrilotriacético com niquel
(Ni*"- NTA) (Qiagen), que se associa a cauda de 6 histidinas presente na proteina recombinante
rTcFeSOD-A. As bactérias induzidas com IPTG foram centrifugadas a 4000 xg por 20 min. O
sedimento foi ressuspendido em tampao de lise pH 8.0 (tampao B) contendo 100 mM NaH,POy,
10 mM Tris-HCl e 8 M uréia. A partir do tampao B, foram preparados os tampdes C, D e E, com
diferentes pH: 6.3, 5.9 ¢ 4.5, respectivamente. A lise das bactérias foi realizada a temperatura
ambiente por 1 hora com agitagdo. Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 10.000 xg por 20
min. O sobrenadante foi coletado e uma pequena fracdo (50 pl) retirada para analise em gel SDS-
PAGE. Para cada 4 ml do sobrenadante foi adicionado 1 ml da resina 50% Ni-NTA (Qiagen). A
mistura foi submetida a agitagdo a temperatura ambiente por lh. Apds ligacdo da proteina na
resina, a mistura foi adicionada a coluna (BIORAD) para o empacotamento da resina. O eluato
foi coletado para analise em gel SDS-PAGE. A resina foi lavada por 2 vezes com 4 ml de tampao
C (pH 6.3), e suas fracdes foram coletadas. Em seguida, 500 pl do tampao D (pH 5.9) foi
adicionado a resina por 4 vezes e suas fragdes foram coletadas. Posteriormente, a proteina foi
eluida da resina com 200 ul de tampao E (pH 4.5) por 5 vezes e todas as fragdes foram coletadas.

Uma aliquota de 20 pl de cada fracdo foi submetida a eletroforese SDS-PAGE.

4.17- Dosagem de proteinas

A dosagem da proteina recombinante rTcFeSOD-A e das proteinas totais do 7. cruzi foi
realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Foi utilizada uma placa de ELISA com 96
pogos para realizar este experimento. Uma curva padrao foi feita com a albumina de soro bovino
(BSA), em triplicatas nas seguintes concentracdes: 0.4; 0.8; 1.2 ¢ 1.6 ug de BSA por pogo. Para a
dosagem da proteina rTcFeSOD-A, foram utilizados os volumes de 5, 10 e 15 pl da proteina
concentrada e diluigdes de 5 e 10 vezes. Ja para a dosagem das proteinas totais do 7. cruzi, foram
utilizadas as diluigdes 5, 10 e 50 vezes da proteina concentrada. Apos pipetar 20 yl das amostras
na placa, foi adicionado 180 pl do reagente de Bradford (100 mg Coomassie Brilhant Blue G
250; 50 ml etanol 95% e 100 ml acido fosforico 85%). A placa foi mantida a temperatura
ambiente durante 5 min e posteriormente submetida a leitura a 595 nm em um leitor de ELISA

(BIO-RAD). A concentragdo das proteinas foi calculada com base na curva padrao da BSA.

4.18- Obtenciao de anticorpo policlonal anti-proteina rTcFeSOD-A



Para produgdo de soro policlonal especifico, a proteina recombinante TcFeSOD-A foi
inoculada em coelhos provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Foram utilizados 6
coelhos com 3 meses de idade e pesando cerca de 2,5-3 Kg. Os coelhos receberam 3
inoculagdes subcutaneas nos dias 0, 7 e 21 da seguinte forma: coelho 1 e 2: 300 pg da
proteina sem adjuvante; coelho 3 e 4: 300 pg da proteina com adjuvante de Freund
(SIGMA); coelho 5: controle com adjuvante de Freund (SIGMA); coelho 6: controle com
tampao E (usado na purificacdo da proteina rTcFeSOD-A). Antes das imunizagdes 1ml de
sangue dos coelhos foi coletado para servir como controle pré-imune.

No primeiro dia de inoculagao foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nos dias
subseqiientes o adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). O sangue foi coletado 15 e 30 dias
apos a ultima inoculagdo. Apds coagulacdo, o sangue foi centrifugado a 4170 xg a 4°C por 5

min e o soro aliquotado e armazenado a -20°C.

4.19- Ensaio de ELISA

O ensaio de ELISA foi utilizado para analisar a reatividade e a titulacdo do anticorpo
policlonal anti-rTcFeSOD do 7. cruzi produzido em coelhos. Inicialmente foi feita a
sensibilizagdo da placa de 96 pogos, adicionando como antigeno a proteina rTcFeSOD-A
(1pg/poco). Para a adsor¢ao dos antigenos, as proteinas foram diluidas em tampao carbonato pH
9.6 (35 mM NaHCOs ¢ 15 mM Na,COs) e incubados por 16h a 4°C. Em seguida os pogos foram
lavados com PBS-Tween 20 0,05% (PBS-T) por 3 vezes e bloqueados com uma solucdo de leite
desnatado 2,5% (p/v) em PBS-T por lh a 37°C. Apds o bloqueio, os pocos foram lavados e
incubados em duplicata com os soros dos coelhos anti-tTcFeSOD-A e anti-rTcOYE (controle
positivo) diluidos 1:200, 1:400, 1:800 e 1:1600 em PBS-T por 1h a 37°C. Apds a incubagdo com
os soros, a placa foi lavada 3 vezes com PBS-T. Em seguida ela foi incubada com o conjugado
anti-IgG de coelho marcado com peroxidase (SIGMA), diluido 1:1500 em PBS-T por 1h a 37°C.
Os pogos foram lavados 3 vezes com PBS-T. O revelador foi preparado no momento do uso,
misturando o mesmo volume da solugao A (0,1 M Glicina pH 6.4, 0,5 mg/ml ABTS (SIGMA))
com a solugdo B (tampao citrato pH 3.07, H,0, 0,02%) e em seguida foi adicionado 100 pl/pogo
da solucdo reveladora na placa. A placa teve a reacdo quantificada em leitor de ELISA (BIO-

RAD) a 405 nm e uma leitura diferencial de 450 nm.



4.20- Extracao de proteinas totais do 7. cruzi

As formas epimastigotas das cepas de 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ foram
cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT) ¢ obtidas na fase exponencial de crescimento.
Os parasitas foram lavados em PBS por 3 vezes € o sedimento congelado a -70°C. Posteriormente
as massas de parasitas foram submetidas a extragdo de proteinas de acordo com protocolo
descrito por Steindel ef al. (1993). O sedimento de parasitas foi ressuspendido no tampao de lise
pH 8.0 contendo 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCl, detergente NONIDET P-40 (SIGMA) 1% e
coquetel de inibidores de proteases (1000 yg/ml Leupeptina, 2 Jg/ml aprotinina ¢ 5 mM EDTA).
Apds incubagdo por 10 min no gelo, os parasitas foram lisados através de choque térmico (3
ciclos de congelamento-descongelamento em nitrogénio (N,) liquido (-196°C) e banho a 37°C).
Em seguida foram centrifugados a 350 xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante com as proteinas

totais foi dosado, aliquotado e armazenado a -70°C.

4.21- Western blot

A andlise da expressdao da proteina TcFeSOD-A no parasita foi feita por Western blot,
utilizando soro de coelho imunizado com a proteina rTcFeSOD-A. O perfil das proteinas totais
foi resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 12% (Laemmli, 1970).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Towbin et al.,
1979) a 100V por 2h no gelo em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM Glicina; Metanol
20%; pH 8.3).

Ap0s a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite
em po desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3x. Em seguida foram incubadas com o soro de
coelho imunizado com a proteina recombinante rTcFeSOD-A, diluido a 1:5000 a temperatura
ambiente por 1h. As membranas foram lavadas e incubadas por 30 min com o conjugado anti-
IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina, diluido a 1:6000 (Promega). Depois de lavadas, as
membranas foram reveladas com 35 pl e 70 Ml dos substratos 5-bromo-4chloro-3-
indolyphosphate (BCIP) e nitro blue tetrazolium (NBT), respectivamente, em tampao fosfatase

alcalina (AP), de acordo com o protocolo do fabricante (Bio-Rad).

4.22- Analise Densitométrica



A andlise densitométrica da intensidade das bandas do gene e da proteina TcFeSOD-A
visualizadas nos ensaios de Northern blot, Southern blot, localiza¢do cromossémica e Western
blot foi realizada através do aparclho ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o
programa “ImageMaster VDS software”. A imagem foi capturada pelo aparelho VDS e as
andlises realizadas pelo programa, sendo que foi considerado como significativo os valores de

densidade dtica das bandas superiores a 1,5.

4.23- Ensaio de atividade enzimatica da TcFeSOD do T. cruzi

A atividade enzimatica da TcFeSOD nas populagdes do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao
BZ foi determinada indiretamente pela capacidade da enzima inibir a oxidacdo do pirogalol pelo
oxigénio do ar (Ahmed ef al., 2003). O ensaio foi realizado em uma placa de 96 pogos. O tampao
de ensaio 0.05 M Tris-acido cacodilico, pH 8.2 contendo 0.001 M de acido dietilenotriamina
pentaacético (DTPA) foi aerado por agitagdo durante 1h. A solucdo estoque de pirogalol 20 mM
foi preparada em agua. O oxigénio dissolvido nesta solug@o foi removido com o borbulhamento
do nitrogénio puro, para evitar a oxidagdo do pirogalol. A solu¢dao do pirogalol foi mantida
fechada com uma rolha de borracha a 4°C e uma aliquota retirada com uma seringa no momento
do uso, tomando cuidado para ndo formar bolhas e permitir a entrada do oxigénio. Foi preparada
uma solucao estoque (20 pg/ml) da SOD bovina (SIGMA), utilizada como padrdo. Esta solucdo
foi submetida a dilui¢des seriadas ao dobro em agua até a concentragao de 1,25 pg/ml. O volume
de 50 pl (correspondente a 40 pg de proteina) de cada amostra foi aplicado em duplicata na placa
de 96 pogos. Os pocos contendo 50 pl de dgua foram usados como controle. As populacdes e
clones de 7. cruzi usados para este ensaio foram: 17WTS, 17LER, BZS, BZR, Clone 4S, Clone
16R, VL-10, Colombiana, Noel, Buriti ¢ Barra Seca. Foram utilizadas 50 pl de cada amostra do
T. cruzi concentrada e diluidas 2x e 4x em PBS, aplicadas em duplicata na placa.

Imediatamente antes do ensaio, uma aliquota da solugdo estoque (20 mM) do pirogalol foi
diluida 100X com o tampao de ensaio aerado e 150 pl por pogo dessa solucao (0.20 mM) foi
adicionada com a pipeta multicanal. As placas foram mantidas a temperatura ambiente e
submetidas a leitura no leitor de ELISA a 405 nm no tempo zero e ap6s 90 min de reagdo. Os
resultados foram calculados da seguinte forma: foi realizada uma média dos valores da

absorbancia de cada amostra, incluindo o padrdo e o controle, no tempo zero e apds 90 min de



reacdo. O valor da média da absorbancia do branco no tempo de 90 min foi subtraido do valor da
média da absorbancia do branco no tempo zero, ¢ o valor final obtido foi considerado como
100% de oxidacdo do pirogalol. Da mesma forma, foram subtraidos os valores de absorbancia do
padrao ¢ das amostras no tempo de 90 min dos valores obtidos no tempo zero. Baseado no
controle, o valor oxidado das amostras foi calculado e subtraido de 100 para encontrar a
percentagem de inibi¢do. Os valores apresentados na Tabela 3 mostram a média da absorbancia,
do desvio padrao e da percentagem de inibi¢do da oxidagdo do pirogalol obtidos de dois
experimentos independentes. Os mesmos calculos foram realizados para as dilui¢des 25 pl e 12,5
M1 das amostras, que apresentaram resultados correspondentes com os valores de 50 ul de extrato

protéico.

4.24- Sequenciamento

Foi realizado o sequenciamento do gene TcFeSOD-A das seguintes cepas do 7. cruzi:
17WTS; 17LER; Clone 4S; Clone 16R; Yuyu; Barra Seca; Cl Brener; JA; VL-10 e Sao Felipe. O
produto de PCR do gene TcFeSOD-A foi clonado em bactérias E. coli da cepa TOP 10F’
utilizando o plasmideo TOPO. O DNA plasmidial de 5 ml de cultura de bactérias crescidas por
12h foi extraido através do Kit comercial de mini-prep (Qiagen). Foram seqiienciados 3 clones de
cada amostra, sendo o sequenciamento repetido 3 vezes com cada primer (foward e reverse).
Uma aliquota de Ipl (50ng) de DNA foi usada na reagdo de sequenciamento com o Kit
terminador ET DYEnamic (Amersham Bioscience), utilizando os iniciadores M13 forward 5’
GTAAAACGACGGCCAG 3’ e M13 reverse 5> CAGGAAACAGCTATGAC 3’. A reacdo foi
realizada em uma placa de 96 pogos da seguinte forma: 1 pl de DNA (100ng); 4 pl do Kit
terminator ET DYEnamic; 1 pl de iniciador M 13 forward ou reverse (3,3 pmoles) e 4 pl de dgua
deionizada para completar um volume final de 10 pl. Esta reagdo de sequenciamento foi
submetida 2 PCR, com temperatura inicial de desnaturagio de 96°C, 25 ciclos de 15 seg a 92°C,
15 seg a 50°C e 1 min a 60°C. Apos o PCR, foi realizada a precipitagdo das amostras para
purificar o produto de PCR e obter melhor resolugdo no sequenciador.

As amostras foram analisadas no seqiienciador capilar MEGA BACE 400 (Amersham).
Para evitar variabilidade da seqiiéncia, 3 coldnias de cada cepa de 7. cruzi foram seqiienciadas 2
vezes com cada iniciador M13F ¢ M13R. Os dados foram analisados usando os programas

“Phred, Phrap e Consed”. Apenas as seqiiéncias com ‘“Phred” > 20 foram utilizadas no



alinhamento. A seqiiéncia de nucleotideos foi traduzida em seqiiéncia de aminoacidos usando o
programa “Gene Tool”. As seqiiéncias de nucleotideos e de aminoécidos foram alinhadas usando

o software “Clustal X”.



5. RESULTADOS

5.1- Nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A em popula¢des do Trypanosoma cruzi sensiveis e

resistentes ao benzonidazol.

Com a finalidade de confirmar os niveis de expressao diferencial do gene TcFeSOD-A
nas cepas de 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, analisamos o nivel de¢ mRNA desse gene
através de ensaios de Northern blot. Para isto, os RNAs totais das populagdes 17WTS, 17LER,
BZS e BZR do T. cruzi foram separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nailon
e hibridizados com a sonda especifica do gene TcFeSOD-A marcada com **P.

O perfil de hibridizagdo do gene TcFeSOD-A nas amostras de RNA total das cepas do 7.
cruzi revelou a presenga de dois transcritos com tamanhos de 1,2 ¢ 1,6 Kb (Figura 3A). Podemos
observar uma diferenca na intensidade de ambos os transcritos das populagcdes 17WTS e 17LER.
Como controle quantitativo, a mesma membrana foi hibridizada com a sonda correspondente ao
gene do RNA ribossomal do 7. cruzi (Figura 3B), mostrando que a mesma quantidade de RNA
total foi aplicado no gel. A Figura 3C representa um grafico com os valores da anélise
densitométrica da intensidade das bandas, normalizado com os valores das bandas do gene RNA
ribossomal, mostrando um aumento de 3 vezes no nivel de mRNA dos dois transcritos da
populagdo resistente 17LER, em relagdo a populagao sensivel 17WTS. Nao foram detectadas
diferencas significativas no nivel dos dois transcritos das populacdes BZS/BZR.

A fim de complementar os dados obtidos pelo northern blot e analisar de forma
quantitativa os niveis de mRNA do gene TcFeSOD-A entre as cepas e clones de 7. cruzi
sensiveis e resistentes ao BZ, realizamos um PCR quantitativo em tempo real. A quantidade de
RNA total nas diferentes amostras foi normalizada utilizando o gene TcHGPRT do parasita, que
¢ constitutivo e apresenta apenas uma copia por genoma do parasita. Inicialmente foi obtido uma
curva padrio utilizando dilui¢des do plasmideo ao décimo (10° a 10°; 10%a 10* copias) contendo
ambos genes clonados TcFeSOD-A e TcHGPRT, respectivamente (Figura 4 Al e B1). Para
ambos os genes, a intensidade de fluorescéncia de cada amostra, que ¢ proporcional a quantidade
de DNA, foi expresso pelo valor do ciclo do PCR tomado como base de andlise o Cr (cycle
threshold). Observamos que ambas as curvas apresentaram uma linearidade muito boa (= 0.999
para TcFeSOD-A e r* = 0.9995 para TcHGPRT) para uma ampla faixa de concentragdo de

plasmideos.
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Figura 3: Nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A em populagdes do 7. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ. (A) Perfil do northern blot das cepas de 7. cruzi hibridizadas com uma sonda
especifica do gene TcFeSOD-A marcada com 32P. (B) Como controle quantitativo a mesma
membrana foi marcada com uma sonda do gene do RNA ribossomal do 7. cruzi. (C) Grafico de
densitometria das bandas correspondentes aos dois transcritos encontrados no northern blot. O
grafico menor representa a densitometria da banda de 1,2 Kb em uma escala menor, permitindo
melhor visualizagdo da diferenca entre a intensidade da banda nas diferentes amostras. Os valores
da intensidade das bandas foram normalizados com o gene do RNAr- RNA ribossomal. Para

maiores detalher veja a Tabela 1.



O SYBR green I, utilizado para detec¢do das moléculas de DNA amplificadas na PCR, ¢
um composto fluorescente que intercala em DNA dupla fita detectando ndo apenas alvos
especificos, mas também produtos de PCR ndo especificos ou dimeros de iniciadores. O grafico
de dissociagdo para os produtos de PCR amplificados com os iniciadores especificos para os
genes TcFeSOD-A e TcHGPRT, mostrou apenas um pico, demonstrando que somente um
produto especifico foi amplificado (Figura 4 A2 e B2).

A quantidade de moléculas de cDNA do TcFeSOD-A para as diferentes cepas de 7. cruzi
foi determinada por interpolagdo na curva padrdo. Foram usados os valores de Cr obtidos pela
curva padrdo gerada com as quantidades conhecidas dos plasmideos do TcFeSOD-A,
normalizado com os valores de TCHGPRT. O grafico (Fig.4C) mostra um aumento de 4 vezes no
nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A na populagdo 17LER, comparada com a 17WTS. Nao foi
observada diferenca significativa no nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A nas populacdes
BZS/BZR, nos clones 4S/16R ¢ na populagdo sensivel Ernane comparada com a populagdo

naturalmente resistente Yuyu (Fig. 4C).

5.2- Organizacio genomica e namero de copias do gene TcFeSOD-A

A andlise de Southern blot foi realizada para estimar o nimero de copias do gene
TcFeSOD-A, investigando se esse gene esta amplificado no genoma da populacao de 7. cruzi
resistente ao BZ (17LER). O DNA gendmico de 13 populacdes e clones do 7. cruzi foi digerido
com as endonucleases de restricdo Aval e Xbal.

O Southern blot utilizando 4Aval, que apresenta somente um sitio de restricao na seqiiéncia
do gene TcFeSOD-A, hibridizado com a sonda desse gene, revelou fragmentos de 1,2 ¢ 5,4 Kb
nas populagdes 17WTS e 17LER (Figura 5). Ja nas populagdes BZS, BZR e clones 4S e 16R
foram observados fragmentos de 0,98 ¢ 1,26 Kb. Analisando as outras amostras do 7. cruzi,
observamos que o perfil de bandas 1,2 e 5,4 Kb foi especifico para as cepas do zimodema 1 (7.
cruzi ) e o perfil 0,98 e 1,26 Kb especifico para cepas dos zimodemas Z2 e ZB (7. cruzi 1I)
(Figura 5 e Tabela 1).

Quando a sonda TcFeSOD-A foi hibridizada com o DNA gendmico digerido com Xbal,
que ndo possui sitio de restri¢ao na seqii€ncia do gene, observamos uma tnica banda de 9,4 Kb
nas populagdes 17WTS e 17LER e nas cepas do zimodema 1 (Colombiana, Quaraizinho e SC-28)
(Figura 6). Nas cepas do 7. cruzi do zimodema 2 (BZS/BZR,
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Figura 4: Amplificagdo dos genes TcFeSOD-A e TcHGPRT de 7. cruzi por RT-PCR
quantitativo em tempo real. Dilui¢des seriadas dez vezes dos plasmideos recombinantes contendo
o fragmento de cDNA do TcFeSOD-A (A1) e do TcHGPRT (B1) foram analisados por PCR em
tempo real. Os graficos mostram os valores de Ct obtidos para cada uma das dilui¢des (£DP).
Graficos de dissociagdo mostram a especificidade da amplificacdo dos genes TcFeSOD-A (A2) e
TcHGPRT (B2). (C) O grafico mostra o numero de copias do gene TcFeSOD-A em populagdes
do 7. cruzi normalizadas com o TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real
foram obtidos em duplicata de trés experimentos independentes. A barra de erro ¢ o desvio

padrao da média (+ dpm).
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Figura 5: Southern blot do gene TcFeSOD-A de populagdes do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao
BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com Aval e hibridizado com a sonda do gene
TcFeSOD-A marcada com *?P.
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Figura 6: Southern blot do gene TcFeSOD-A de populagdes do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao

BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com Xbal e hibridizado com uma sonda da
TcFeSOD-A marcada com *°P.



clone4S/clonel6R e VL-10) visualizamos uma banda de 14 Kb e nas cepas do zimodema B (Cl
Brener, MR e Luna) observamos a presenca de ambas bandas de 9,4 e 14 Kb. Observamos um
polimorfismo na vizinhanga do gene TcFeSOD-A que foi associado ao zimodema da cepa de 7.
cruzi ¢ ndo com o fenotipo de resisténcia a drogas.

Nos perfis de Southern blot para ambas as enzimas Aval e Xbal, pode ser visualizada uma
diferenca na intensidade das bandas entre as populagdes 17WTS e 17LER. A analise comparativa
por densitometria mostrou que o gene TcFeSOD-A esta duas vezes mais amplificado na
populagdo resistente 17LER do que na 17WTS, sugerindo um aumento no numero de copias
desse gene no genoma da populagdo 17LER. A mesma quantidade de DNA gendmico foi
utilizada para cada cepa. As outras cepas apresentaram a mesma intensidade de bandas

independente do fendtipo de resisténcia a drogas.

5.3- Localizacio do gene TcFeSOD-A nos cromossomas do 7. cruzi.

A fim de avaliar a distribuicdo cromossdomica do gene TcFeSOD-A no genoma do
parasita, os cromossomas das diferentes cepas foram separados por eletroforese de pulso
alternado (PFGE). Os cromossomas foram transferidos do gel de agarose para a membrana de
nailon, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos. A hibridizagdo dos cromossomas com a sonda
TcFeSOD-A, mostrou que este gene pode estar localizado em um ou dois cromossomas,
dependendo da cepa do 7. cruzi. Foi observada uma heterogeneidade em relagdo ao tamanho ¢ ao
numero dos cromossomas do gene TcFeSOD-A entre as diferentes cepas do 7. cruzi.

A Figura 7A mostra o perfil cromossdmico das amostras de 7. cruzi coradas com brometo
de etidio. Observamos um perfil heterogéneo de bandas cromossdmicas entre as diferentes cepas
do parasita, variando de 0,6 a 1,9 Mb. A mesma quantidade de parasitas por bloco foi aplicada
em cada canaleta do gel. A sonda do gene TcFeSOD-A reconheceu duas bandas cromossdmicas
de tamanhos 775 e 880 Kb nas populacdes 17WTS e 17LER (Figura 7B). Ambas as bandas sdo
mais intensas na 17LER comparado com a 17WTS. A andlise densitométrica das bandas
hibridizadas com a sonda TcFeSOD-A, mostrou que essa diferenca ¢ duas vezes maior na
populagao 17LER.

O gene TcFeSOD-A esta presente no cromossoma de 810 Kb nas cepas do zimodema B
(Romano, Cl Brener e JA) e em duas bandas cromossomicas de 970 e 1110 Kb nas cepas do

zimodema 2 (BZS/BZR e clones 4S/16R). Enquanto que a cepa SMJ, pertencente ao Z2,



apresentou bandas com diferentes tamanhos (1107 e 1343 Kb). Com relagao ao zimodema 1, foi
possivel observar bandas cromossdmicas de diversos tamanhos (760Kb na cepa Yuyu; 919 e
1445Kb na cepa SC-28) mostrando um polimorfismo dependente da cepa (Figura 7B). De acordo
com analises densitométricas, nenhuma diferenca significativa na intensidade da banda foi
observada entre as outras cepas sensiveis e resistentes.

De acordo com os nossos resultados, as 4 cepas do zimodema 1 apresentaram diferenga na
localizacdo cromossomica do gene TcFeSOD-A. Diante disso, analisamos outras 5 cepas de 7.
cruzi do zimodema 1 (RS-21, CA-I, Quaraizinho, Gilmar ¢ Colombiana) (Figura 8A). Também
observamos uma grande varia¢do no tamanho dos cromossomas do gene da TcFeSOD-A (Figura
8B e Tabela 1) que foi cepa especifica. A Tabela 1 resume os resultados da localizacdo
cromossomica ¢ o tamanho dos fragmentos de DNA gendmico gerados pela digestdao por Aval do
gene TcFeSOD-A. Analises densitométricas confirmaram o aumento de duas vezes na
intensidade das bandas hibridizadas com a sonda TcFeSOD-A na populagdao 17LER comparado
com seu par sensivel 17WTS. As outras cepas sensiveis e resistentes do 7. cruzi pertencentes ao
zimodema 1, apresentaram bandas com mesma intensidade. Observamos que as diferengas na
localizacdo cromossomica desse gene ndo estdo associadas com o fendtipo de resisténcia ou

susceptibilidade do 7. cruzi a drogas.
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Figura 7: Localizacdo cromossomica do gene TcFeSOD-A em populagdes do 7. cruzi com
diferentes zimodemas e resisténcia a droga. (A) Bandas cromossomicas do 7. cruzi separadas por
PFGE ¢ coradas com brometo de etidio. (B) Southern blot dos pares de cromossomas do 7. cruzi
hibridizados com a sonda especifica do gene TcFeSOD-A marcada com *°P. Marcador de massa

molecular corresponde aos cromossomas de Sacchromyces cerevisae.
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Figura 8: Localizagdo cromossdmica do gene TcFeSOD-A no genoma do 7. cruzi, utilizando
diferentes cepas do zimodema 1. (A) Bandas cromossomicas do 7. cruzi separadas por PFGE e
coradas com brometo de etidio. (B) Southern blot dos cromossomas do 7. cruzi hibridizados com
a sonda especifica do gene TcFeSOD-A marcada com **P. O marcador de massa molecular sdo

cromossomas de Sacchromyces cerevisae.



Tabela 1

Populagdes e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho, a localizagdo cromossomica

e o tamanho dos fragmentos de DNA genomico do gene TcFeSOD-A gerados por Aval.

TcFeSOD-A
T. cruzi Origem' Hospedeiro Sus. Y Localizagdo g?ﬁg::gﬁiiz
cromossomica (Kb) gerados por
Aval (Kb)
17 WT Mex Triatomineo S 1 775; 880 1,2;5,4
17 LE Mex Triatomineo R 1 775; 880 1,2; 5,4
YUYU Ba T. infestans R 1 760 ND
Colombiana Col Humano F.C. R 1 840; 997 1,2;5,4
SC-28 SC D. marsupialis R 1 919; 1445 ND
RS-21 RGS P. megistus S 1 1100; 1194 ND
CA-1 Arg Humano F.C. S 1 808; 1014 ND
Quaraizinho RGS T. infestans S 1 965; 1117 1,2;5,4
Gilmar MG Humano F.A. S 1 1032 ND
Barra Seca RGS T. infestans S 1 ND ND
BZS SP Humano F.A. S 2 970; 1110 0,98; 1,26
BZR SP Humano F.A. R 2 970; 1110 0,98; 1,26
Clone 4S SP Humano F.A. S 2 970; 1110 0,98; 1,26
Clone 16R SP Humano F.A. R 2 970; 1110 0,98; 1,26
SMJ Go Humano F.C. S 2 1107; 1343 ND
Ernane Go Humano F.C. S 2 970; 1110 ND
VL-10 MG Humano F.C. R 2 ND 0,98; 1,26
Noel MG Humano F.A. R 2 ND ND
Sao Felipe Ba Humano F.C. S 2 ND ND
Cl Brener RGS T. infestans S B 810 1,0; 1,3
Romano Arg Humano F.A. S B 810 ND
MR RGS T. infestans S B ND 1,0; 1,3
Luna Arg Humano F.A. S B ND 1,0; 1,3
Buriti RGS T. infestans S B ND ND
JA Go Humano F.C. S B 810 ND

1- Origem das cepas: Mex- México; SP- Sdo Paulo; Ba- Bahia; SC- Santa Catarina; Arg- Argentina; Go-
Goias; RGS- Rio Grande do Sul; Col- Colombia; MG- Minas Gerais.

2- Susceptibilidade in vivo das cepas de T. cruzi a droga (Filardi & Brener, 1987);

3- Zimodema das cepas de 7. cruzi (Murta ef al., 1998).

ND- nio determinado

F.A.- Fase aguda e F.C.- Fase cronica.



5.4- Clonagem e expressiao da proteina recombinante TcFeSOD-A

Com o objetivo de estudar os niveis de expressao da proteina FeSOD-A nas cepas do 7.
cruzi sensiveis ¢ resistentes a drogas, clonamos ¢ expressamos a proteina recombinante
rTcFeSOD-A. O plasmideo pQE foi digerido com enzimas de restrigdo BamHI e HindIll e
submetido a uma reagdo de ligagdo ao produto de PCR do gene TcFeSOD-A. Apds a ligagdo, o
plasmideo recombinante foi transferido para as células de E. coli, e a clonagem foi confirmada
através do PCR de colonia conforme descrito em Materiais e Métodos. O PCR de coldnia
mostrou uma oOtima eficiéncia da clonagem pela presenca do fragmento de 635 pb,
correspondente a seqiiéncia codificante do gene TcFeSOD-A, em todas as colonias de bactérias
analisadas.

A expressao da proteina recombinante foi realizada em bactérias E. coli da cepa M15 por
indugdo com IPTG. O IPTG ¢ um anélogo da lactose, que se liga a proteina repressora Lac. Essa
proteina repressora Lac na auséncia de lactose permanece ligada ao sitio do inicio da sintese de
RNA, impedindo a transcrigdo do gene. Na presenga do IPTG, esta proteina repressora se desliga
e induz a transcrigdo e expressao da proteina recombinante. Apds a indugdo das culturas
transformadas, os extratos bacterianos foram preparados e submetidos a eletroforese em SDS-
PAGE (Figura 9). O perfil eletroforético dos extratos protéicos obtidos das bactérias induzidas
com IPTG, apresentou uma banda com massa molecular de aproximadamente 24 kDa (canaletas
2,4 e 6). Esta banda corresponde a proteina recombinante rTcFeSOD-A ligada a um peptideo de
6 histidinas na sua por¢do amino-terminal, conferindo essa massa molecular. Por outro lado, a

proteina recombinante nao foi expressa nas bactérias na auséncia de IPTG (canaletas 1, 3 e 5).



Figura 9: Indu¢do com IPTG da expressdo da proteina recombinante rTcFeSOD-A do 7. cruzi,
pelas bactérias E. coli M15 transformadas. SDS-PAGE 12% corado com Coomassie blue. MM-

Marcador de massa molecular.



5.4.1- Caracterizacio da proteina recombinante TcFeSOD-A.

5.4.1.1 — Teste de solubilidade da proteina rTcFeSOD-A.

Apo6s obter a eficiente expressdo da proteina recombinante, realizamos um ensaio para
investigar a solubilidade da rTcFeSOD-A. Os procedimentos para a extracdo da proteina
recombinante foram realizados como descrito em Materiais e Métodos. A parte solivel
(sobrenadante) e a insoluvel (sedimento) obtidas da amostra foram submetidas a uma eletroforese
SDS-PAGE (Figura 10). Observamos a presenca da proteina recombinante rTcFeSOD-A (24
kDa) no sedimento (canaletas 1, 2 e 3, Fig. 10), mostrando que ela estd insoluvel nas condigdes
utilizadas na expressdo, provavelmente sob a forma de corpos de inclusdo. Na fracdo soluvel,

visualizamos apenas as proteinas especificas das bactérias.

5.4.1.2- Purificacio da proteina recombinante rTcFeSOD-A

A proteina recombinante rTcFeSOD-A esta ligada a uma cauda com 6 histidinas. Dessa
forma, a purificagdo da proteina foi realizada utilizando uma resina de 4cido nitrilotriacético com
niquel (Ni*’-NTA). Nos procedimentos de purificagio a proteina foi eluida com os tampdes
contendo uréia, Tris ¢ fosfato, com pHs decrescentes (8,0; 6,3; 5,9 ¢ 4,5). As fragdes coletadas
foram submetidas a eletroforese SDS-PAGE (Figura 11). Foi observado na canaleta 1 a presenca
da proteina rTcFeSOD-A e das proteinas das bactérias antes da purificacdo. As canaletas 2 ¢ 3,
que correspondem as lavagens da resina, mostram apenas as proteinas bacterianas que ndo
permaneceram associadas a resina por ndo apresentarem a cauda de histidina. Nas outras
canaletas, foi possivel visualizar a proteina recombinante, sendo que nas canaletas 6 a 9 observa-
se uma banda forte da rTcFeSOD-A. Dessa forma, observamos que a proteina rTcFeSOD-A foi
cluida da resina com eficiéncia no tampao com pH 4.5. A proteina recombinante TcFeSOD-A
purificada foi quantificada pelo método de Bradford e apresentou uma concentragao de 0,5 pg/pl.
A partir de 1,6 L de cultura de bactérias, conseguimos obter 15 mg (30 mL) de proteina

recombinante purificada.
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Figura 10: Teste de solubilidade da proteina recombinante rTcFeSOD-A do 7. cruzi. SDS-PAGE
12% corado com Coomassie blue. O sedimento de bactérias da cepa M15 foi ressuspendido com
tampdo de lise e sonicado para extracdo das proteinas (canaleta 1). Apos centrifugacdo, o
sobrenadante obtido deste sedimento foi coletado e as proteinas soluveis aplicadas no gel
(canaleta 5). O sedimento foi ressuspendido em tampao de lise e sonicado novamente, para
melhor extragdo das proteinas insoliveis (canaleta 2). Apos centrifugag@o, o segundo sedimento

foi ressuspendido com tampao de amostra (canaleta 3). MM- Marcadores de massa molecular.
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Figura 11: Purificacdo da proteina recombinante rTcFeSOD-A com uma cauda de 6 histidinas,
expressa por bactérias da cepa E. coli M15. SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue. Foi
usada uma resina de 4cido nitrilotriacético com niquel (Ni*'- NTA) e a proteina eluida com
tampdes de pHs decrescentes. A ultima canaleta do gel (rTcFeSOD-A) corresponde a mistura do

eluido das fragoes 2, 3 ¢ 4. MM- Marcador de massa molecular.



5.5- Nivel de expressdo da proteina rTcFeSOD-A em populacées de 7. cruzi sensiveis e

resistentes ao BZ.

5.5.1- Imunizag¢do de coelhos para a producido de anticorpo policlonal anti-rTcFeSOD-A e
teste de ELISA

A proteina recombinante foi utilizada para as inoculagcdes nos coelhos e conseqiiente
producao do anticorpo policlonal anti-rTcFeSOD-A, como descrito em Materiais e Métodos.

O anticorpo policlonal anti-rTcFeSOD-A produzido em coelhos foi submetido a ensaios
de ELISA para testar sua reatividade. Foram utilizados os soros dos coelhos coletados aos 15 e 30
dias ap6s a ultima inoculacdo. A Tabela 2 mostra os valores da absorbancia obtidos por ELISA
para a determinacdo dos niveis de anticorpos contra a proteina rTcFeSOD-A produzidos em
coelhos. Esses valores sdao referentes a diluicdo do soro 1:200. Os coelhos imunizados com a
proteina recombinante que tiveram os soros obtidos 15 dias apds a ultima inoculagdo, ndo
apresentaram diferengas na reatividade em relagdo a presenga ou auséncia do adjuvante. Os
coelhos inoculados apenas com a proteina TcFeSOD-A apresentaram diferencgas na absorbancia,
uma vez que durante a primeira inoculacdo parte da proteina foi perdida quando inoculada no
coelho 2. Ao contrario, nos soros coletados dos coelhos 30 dias apds a ultima inoculagdo,
observamos uma maior reatividade nos coelhos desafiados com a proteina ¢ o adjuvante (coelhos
3 e 4), quando comparados com os coelhos inoculados apenas com a proteina, sem o adjuvante
(coelhos 1 e 2). Como esperado para os controles, os coelhos inoculados apenas com adjuvante
(coelho 5) e somente com tampao (coelho 6) apresentaram baixos valores de absorbancia. Para os
ensaios de Western blot foi utilizado o soro do coelho inoculado com a proteina TcFeSOD-A ¢

com adjuvante (coelho 4), obtido 15 dias apds a ultima inoculagao.

5.5.2- Western blot

A expressdo da proteina rTcFeSOD-A nas diferentes cepas de 7. cruzi foi analisada
através de ensaios de Western blot. Extratos das proteinas totais das formas epimastigotas de
diferentes populagdes do parasita foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE. A Figura 12A
mostra o perfil das proteinas totais com massa molecular entre 10 e 100 kDa. As proteinas foram

transferidas para a membrana de nitrocelulose e esta incubada com anticorpo policlonal



Tabela 2

Determina¢do dos niveis de anticorpos contra a proteina rTcFeSOD-A produzidos em coelhos,

pela técnica de ELISA. Os soros foram coletados aos 15 ¢ 30 dias ap6s a ultima inoculacdo e

diluidos a 1:200.

Coelhos Absorbancia a 405nm Desvio Padrao
A) Inoculados com proteina 15 dias 30 dias 15 dias 30 dias
rTcFeSOD-A
1 0.824 0.658 0,009 0,009
2 0.571 0.471 0,022 0,017
3 (+ adjuvante) 0.804 0.816 0,012 0,013
4 (+ adjuvante) 0.802 0.839 0,001 0,001
B) Inoculados sem proteina
rTcFeSOD-A
5 0.093 0.039 0,005 0,001
(somente com adjuvante)
6 0.067 0.041 0,007 0,005

(somente com tampao)

* Este experimento ¢ representativo de dois outros experimentos independentes, que deram

resultados semelhantes.



de coelho anti-rTcFeSOD-A. Observamos que o anticorpo reconheceu um polipeptideo com o
tamanho esperado (~23kDa) para todas as amostras do 7. cruzi analisadas (Figuras 12B e 13A).
A proteina recombinante rTcFeSOD-A purificada foi utilizada como controle positivo. Ela
apresentou uma massa molecular de ~24kDa, cerca de 1kDa maior do que a nativa devido a
presenga da cauda de histidina.

O gel SDS-PAGE com as proteinas totais do 7. cruzi, apds a transferéncia para membrana
foi corado por Coomassie blue e a membrana antes de ser tratada com os anticorpos foi corada
com ponceau. Assim, foi possivel visualizar a mesma intensidade das bandas protéicas,
mostrando que a mesma quantidade de proteinas foi aplicada no gel e transferida para a
membrana.

A analise densitométrica mostra que a populacdo 17LER expressa duas vezes mais
proteina do que a 17WTS (Figura 12C e 13B). As outras populagdes de 7. cruzi apresentaram o
mesmo nivel de expressdo da proteina TcFeSOD-A, independente do fenotipo de resisténcia a
drogas (Figuras 12C e 13B).

Com o objetivo de comprovar essa diferenca de expressdao da proteina TcFeSOD-A na
populacdo 17LER, realizamos dilui¢des seriadas ao dobro (2, 4 e 8) de extratos protéicos de
ambas populagdes 17WTS e 17LER (Figura 14). Apdés a incubagdo com o anticorpo anti-
rTcFeSOD-A, observamos uma diferenga de duas vezes na intensidade da banda entre as
populagdes 17WTS e 17LER (Figuras 14B e 14C), confirmando o aumento da expressdo da
proteina TcFeSOD-A na populagao resistente (17LER).

5.6- Atividade enzimatica da SOD nas populacdes de 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.

A fim de avaliar a atividade enzimatica da SOD realizamos um ensaio indireto, que
consiste em medir a habilidade desta enzima em inibir a oxidag¢ao do pirogalol pelo oxigénio do
ar. Utilizamos populagdes do 7. cruzi sensiveis, com resisténcia induzida in vitro, selecionada in
vivo e cepas naturalmente resistentes ao BZ. A Tabela 3 mostra a atividade SOD de extratos
proteicos brutos de populagdes e clones do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Observamos
que o controle positivo, a enzima SOD bovina (3 unidades por pogo) inibiu 100% da oxidagao do
pirogalol. No controle negativo, sem adi¢do de enzima ou extrato, o pirogalol foi totalmente
oxidado (0% de inibicdo). A atividade SOD das amostras de 7. cruzi variou de 16 a 81%
utilizando 50 pl (40 pg) de extrato proteico. A amostra 17LER apresentou uma atividade SOD de

81% e a 17WTS de 37%. As demais populagdes e clones sensiveis e
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Figura 12: (A) Perfil eletroforético das proteinas totais de epimastigotas de populagdes do 7.
cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue; MM- Marcador
de massa molecular; (B) Western blot usando o anticorpo policlonal de coelho contra a proteina
recombinante rTcFeSOD-A; (C) Analise densitométrica da intensidade da banda da proteina

TcFeSOD-A no ensaio de Western blot.
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Figura 13: (A) Western blot usando o anticorpo policlonal contra a proteina recombinante
rTcFeSOD-A; (B) Analise densitométrica da intensidade da banda da proteina TcFeSOD-A no

ensaio de Western blot.
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Figura 14: (A) Perfil eletroforético das proteinas totais do 7. cruzi; (B) Western blot e (C)
Densitometria da proteina rTcFeSOD-A das populagdes 17WTS e 17LER diluidas

sucessivamente ao dobro.



Tabela 3
Atividade superoxido dismutase (SOD) de extratos proteicos brutos de populagdes e clones do 7.

cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol.

Tempo de incubagio da reagdo a temperatura
T. cruzi Resisténcia 0 min ambiente 90 min Atividade
a0 Bz Abs 405nm * Abs 405nm * SOD*
WTS S 0,270 £ 0,004 0,385 £ 0,001 37
LER R 0,167 £0,001 0,202 + 0,001 81
BZS S 0,137 +0,005 0,181 +0,001 50
BZR R 0,179 £0,007 0,233 £ 0,001 47
Clone 4S S 0,245 +0,016 0,379 +0,011 21
Clone 16R R 0,226 +0,001 0,377 +0,004 25
VL-10 R 0,133 £0,001 0,218 £0,005 58
Colombiana R 0,239 +0,004 0,407 + 0,005 16
Noel R 0,122 +0,003 0,249 +0,003 37
Buriti S 0,105 £ 0,001 0,195 £0,001 55
Barra Seca S 0,105 +0,001 0,202 +0,001 52
Controles ***
Positivo - 0,054 +0,001 0,068 £ 0,002 100
Negativo - 0,064 + 0,001 0,265 +0,001 0

* Os resultados das absorbancias apresentados correspondem a média e desvio padrdo de um experimento.
Foi feito um segundo experimento que mostrou resultados semelhantes.

** A atividade SOD foi determinada pela percentagem de inibi¢ao da oxidagdo do pirogalol. Foi utilizado
50 pl de extrato bruto contendo 40 pg de proteina das amostras/ 200 pl de reacao.

***Controles: Positivo - foram adicionadas 3 unidades da enzima SOD bovina (SIGMA)/ 200 pl de

reagdo; Negativo - sem adig@o de enzima SOD ou extrato.



resistentes ndo apresentaram diferengas significativas na atividade enzimatica. Os valores
apresentados na Tabela 3 mostram a média e o desvio padrdo de um experimento. Foi feito um
segundo experimento que mostrou resultados semelhantes. Os mesmos calculos foram realizados
para as dilui¢des 25 ul e 12,5 pl das amostras, que apresentaram resultados correspondentes com
os valores de 50 pl de extrato proteico (dado ndo mostrado). Os experimentos foram realizados

em duplicata.

5.7- Seqiiéncias de nucleotideos e de aminoacidos do gene TcFeSOD-A das populacdes de 7.

cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.

Analisamos a presenga de polimorfismos nas seqiiéncias de nucleotideos e de
aminoacidos, do gene TcFeSOD-A em 10 populacdes e clones do 7. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ. Para a clonagem e o sequenciamento utilizamos um fragmento amplificado por PCR de
635pb, que corresponde a regido codificante (ORF) do TcFeSOD-A. As amostras de 7. cruzi
analisadas foram 6 sensiveis: 17WTS, Clone 4S, Barra Seca, Sao Felipe, Cl Brener e JA e 4
resistentes: 17LER, Clone 16R, Yuyu ¢ VL-10. O agrupamento destas amostras de acordo com o
zimodema e a susceptibilidade a drogas pode ser visualizada na Tabela 1. As seqiiéncias das
amostras analisadas foram depositadas no banco de dados GenBank, com niimeros de acesso de
AY864902 a AY864911 e serdo disponibilizadas apos a publicacdo do trabalho. A Figura 15
mostra o multi-alinhamento de nucleotideos do gene TcFeSOD-A das diferentes cepas de 7. cruzi
e a seqiiéncia da FeSOD-A da cepa Tulauen C2 depositada no banco de dados (GenBank, nimero
de acesso U90722). Comparando as seqiiéncias de nucleotideos, podemos observar a presenga de
11 mutagdes, sendo que 8 estdo associadas com os zimodemas das cepas de 7. cruzi. Observamos
que as cepas do Z1 (grupo 7. cruzi 1) apresentaram nucleotideos diferentes das cepas do
zimodemas Z2 ¢ ZB (grupo 7. cruzi II). As outras 3 mutacdes foram especificas para algumas
cepas de 7. cruzi. Comparando as seqiiéncias de aminoacidos das amostras de 7. cruzi utilizadas
(Figura 16), observamos que as 11 mutac¢des nucleotidicas deram origem a duas substitui¢des de
aminoacidos. As amostras do zimodema 1 apresentaram o aminoacido lisina (basico) na posigdo
78 ¢ as demais amostras do Z2 ¢ ZB o aminoacido treonina (hidrofilico). Nos clones 4S e 16R
observamos uma substituicdo do aminoacido alanina (neutro) na posi¢do 16 pelo aminoacido

treonina (hidrofilico) presente nas outras amostras. Nao houve relacdo entre as mutagdes e a



resisténcia do 7. cruzi a drogas. Observamos também que nenhuma das mutacdes estd presente
nos residuos de ligag@o ao ion Ferro.

As Figuras 17 e 18 mostram o alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido
codificante ¢ de aminoacidos das isoformas TcFeSOD-A (numero de acesso U90722) e
TcFeSOD-B (numero de acesso U90723). Os iniciadores utilizados para a clonagem, preparo da
sonda e RT-PCR quantitativo do gene TcFeSOD-A estao representados na Figura 17. A isoforma
TcFeSOD-A possui uma regido codificante de 635pb, enquanto que a TcFeSOD-B apresenta
587pb (Figura 17). Comparando as seqiiéncias de aminoacidos, observamos que a identidade
entre ambas isoformas ¢ baixa, cerca de 41% (Figura 18). A TcFeSOD-A apresenta 31
aminoacidos na regido amino-terminal, que estdo ausentes na isoforma TcFeSOD-B. Por outro
lado, a TcFeSOD-B apresenta 17 aminoacidos na regido carboxi-terminal ausentes na TcFeSOD-
A (Figura 18).

Em nossas analises observamos um erro na seqiiéncia TcFeSOD-A da cepa Cl Brener
depositada no banco de dados (GenBank, numero de acesso U90722). Observamos a delecao de
um Unico nucleotideo na seqiiéncia da FeSOD-A do 7. cruzi (nucleotideo G na posigao 557),
comparada com as seqiiéncias de nucleotideos das nossas amostras, incluindo a cepa Cl Brener.
Isso resultou na substitui¢do dos 26 aminodcidos localizados na por¢do carboxi-terminal da

seqiiéncia da proteina TcFeSOD-A (Figuras 15 ¢ 16).
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Figura 15: Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido codificante das populagdes e
clones do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Essas seqiiéncias foram depositadas no GenBank
com os respectivos numeros de acesso: JA (AY864907); Cl Brener (AY864906); Clone 4S
(AY864905); VL-10 (AY864911); Sdo Felipe (AY864909); Clone 16R (AY864908); 17LE
(AY864902); 17WT (AY864903); Barra Seca (AY864904) e Yuyu (AY864910). A seqiiéncia do
gene TcFeSOD-A (SOD) da cepa Tulauen C2 (numero de acesso U90722, GenBank) também foi
utilizada no alinhamento para comparacdo. As mutagdes encontradas estdo marcadas com uma

seta (]). O sinal (+) mostra o erro encontrado na seqiiéncia TcFeSOD-A depositada no banco de
dados.
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Figura 16: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos das populacdes e clones do 7. cruzi
sensiveis ¢ resistentes a0 BZ (numeros de acesso AY864902 a AY864911) e da TcFeSOD-A
(SOD) do 7. cruzi depositada no banco de dados (niimero de acesso U90722). As setas (])

mostram os pontos onde ocorreram as substitui¢des dos aminodcidos (16 Ala — Tre; 78 Lis —

Tre) e o sinal (+) mostra o erro encontrado na seqiiéncia TcFeSOD-A depositada no banco de

dados. O asterisco (*) mostra os sitios de ligagao do ion ferro.



SOD_A
S0D_B
Consensus

Consensus

SOD_A
S0D_B
Consensus

SOD_A
S0D_B
Consensus

SOD_A
S0D_B
Consensus

Consensus

1 10 20 | 30 40 50 60 70 80 90 100 110 120 130
| + M . . H ) 1
HIEITGRGHEETGEGGTERHTJTHIEEHTTGEEHGﬂBﬁECECHTGGCBTTGHTEHGETHCGCGHCEEFGECTBHECTTTIRHHHCEHHETEGCECECEGEEEGHETTGECCH&ETTGGGGTTTHHCTEGH
ATGGTCTT-CAGCATTCCT-CCGET==~CCCA--~TGGGGCTACGATGGG

essscssessessssersserssssrenssssnsseseesseseesseseretereussnasseseneseseesesesesNOBOCLEA. CoBCACC Ly CCRag. . .CLLN., . . TEGGGCT 2a02TEG

131 140 150 160 170 180 130 200 210 220 230 240 250 260
1 |
AGGATGGATGTGCCCCTGTCTTCAGCCCGCGCCAGATGGART TGCACTACACCARACACCACAAGGCGTATGTGGACARAT TRARTGCGCTGGCAGGGACARCATACGATGGGARGAGCAT TGAGGAGAT
CTTGCGG----~CARRAGGCCTCTCARAGCAGCAGGTGACGCTCCACTACGACARGCACCATCAGGGGTATGTGACGARACTCARCGCTGCGGCGCAGACARACTCCGC---~GCTTGCARCGARGAGC~
aggachhb. ... .CaaaabglcTCacaaallacCAGaTGaaacTcCACTACaaCARACACCAcaAGGeGTATGTGaacARAcTaRRcGCgecGGCacaGACARaaTaCta. . . . aagaliCRacGRaGAGa.

261 270 280 230 300 310 320 330 340 350 360 370 380 330

| |
TATCCTTGCGGTCGCAARTGACGCCGAGAAGARGGGTCTTTTCARCCARGCCGCACAGCATTTTARCCACACCTTTTACTTCCGTTGCATCACCCCTARTGG-GARGGCGATGCCARAG=---TCCCTTGA
~ATCGAGGAGATCATCAG-GACGGAGARRGGCCCCATCTT--CARCCTTGCGGCGCAGATTTTTARCCACACGTTCTACTGGGAGAGCATGTGTCCTARTGGCGGTGGCGRA-GCCGACGGGARRACT TGC
ATCcagGaGaTCacafa,GACGcaGAaRabaaccalCTT, ,CARCCaaGCcGCaCAGaaT TTTARCCACACCTTcTACTgeccagalbCATcaccCCTAATGG, GaaGGCGA, GCCaRaG, . ,aaalTTGa

391 400 410 420 430 440 450 460 470 480 430 500 510 520

| + 1
GTCTGCTGTTACGGCCCAGT TTGGTTCGGTGGARCAGT TTARAGATGCCTTTGTGCAGGCAGGGETGAATARCTTTGECTCGGETTGEACGTGECTGTGCGTGEACCCGTCGARTAAGAATCAGCTCGTT
CGACGAGATCAACGCTTCATTTGGCAGTTTTGCGAAGT TCARGGAGGAGT TTACAAACGTGECTGTGGGCCACT TTGGCTGCGETTTGGLGTGGCCTGTGAAGGACAC-~CARTTCCGGCARA-CTGAAG
cgachagalcRacGCccaal TTGGcacggTghaaalGT TcARaGAghacTTTacaafcGeabeghThaacaRCTTTGECTceGGT TgGalGTGGCcgggcaalbbACal , ,CafaT aabaaaaf .CTcaag

521 530 540 550 560 570 580 590 600 610 820| B30 540 650
I & + & & + & + & & I
ETTEHCHHIREGHEEHHEEEEEEHTGTEECTIRHCGBHGGHC---—IGEEEECEEIEETCGEHGTEEHIETETGEBHGEHIGEEIHCT’EHHEGHCIITEtHﬁHCEECE*EEEEERTTRETTEH
GTCTACCAGACGCATGACGCGGGATGTCCACTGACAGAGCCCARCTTGARGCCTCTCCTTACATGCGATGTATGLGAGCATGCGTACT! AGGCCT
aTcgACafRgACGaacafCGCcGGATGTCCacTaACaaRGeal., . . . ThaacCCeeTCCTcalAggcGATGTaTGGGAGCATGCGTACTACaaGGACTacaRaAACcallghcCGGaaTACETEA. s vues

651 660 670 680 690 694
| |

TTTGGARCGTTGTCARCTGGARGRACGTGGARCGACARCTTTGA

D R T P T P Py

Figura 17: (A) Alinhamento das seqiiéncias de nucleotideos da regido codificante da TcFeSOD-

A (numero de acesso: U90722) com a TcFeSOD-B do 7. cruzi (nimero de acesso: U90723). Os

retangulos verdes representam a localizacdo dos iniciadores utilizados para a clonagem e preparo

da sonda do gene TcFeSOD-A. Os retangulos em azul mostram a localizagcdo dos iniciadores

utilizados para o RT-PCR quantitativo em tempo real.
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Figura 18: Alinhamento das seqiiéncias de aminoacidos da TcFeSOD-A (ntimero de acesso

U90722) com a TcFeSOD-B (ntimero de acesso U90723) do 7. cruzi.



6- DISCUSSAO

O tratamento da doenga de Chagas ¢ problematico, devido a baixa eficacia de cura com
BZ e o NFX, principalmente na fase cronica da doenca; consideravel toxicidade destes
compostos; existéncia de cepas do 7. cruzi resistentes a drogas e a resisténcia cruzada entre o BZ
e o NFX. Acredita-se que os parasitas resistentes a drogas possam superexpressar ou deletar
alguns dos genes envolvidos no metabolismo da droga, a fim de sobreviverem e se adaptarem no
organismo.

A metodologia da Representagdo da Expressao Diferencial (RDE) (Krieger &
Goldenberg, 1998) ¢ uma importante ferramenta para estudar a expressao diferencial de genes em
células e organismos sob diferentes condi¢cdes. A RDE tem sido utilizada na identificagdo de
genes diferencialmente expressos durante a metaciclogénese do 7. cruzi (Krieger et al., 1999). Os
autores observaram que alguns genes sdo transientemente expressos durante a metaciclogénese,
enquanto outros estdo presentes apenas na forma epimastigota e outros no tripomastigota
metaciclico (Krieger ef al., 1999). Dessa forma, Avila e colaboradores (2001) isolaram o gene da
metaciclogenina, que ¢ diferencialmente expresso durante a transformagdo do parasita da forma
epimastigota para a tripomastigota metaciclica. Recentemente, Yamada-Ogatta e colaboradores
(2004) clonaram e caracterizaram dois genes obtidos por RDE, que foram superexpressos em
tripomastigotas metaciclicos (metaciclogenina I e II). Murta ¢ colaboradores (2001b), utilizando
esta metodologia, selecionaram 55 fragmentos de genes diferencialmente expressos em
populacdes do 7. cruzi resistentes ao BZ. Um dos genes obtidos foi o TcFeSOD-A que codifica a
enzima Ferro Superdxido Dismutase-A (FeSOD-A). Os autores observaram uma maior expressao
desse gene na populagdo 17LER do 7. cruzi resistente ao BZ, em relagdo ao seu par sensivel
(17WTS). No presente trabalho nos caracterizamos esse gene em relagdo ao nivel de mRNA, a
amplificagdo do gene, localizacdo cromossomal no DNA gendmico, expressao da proteina,
atividade enzimatica e polimorfismo de nucleotideos ¢ aminoacidos do gene TcFeSOD-A em
cepas do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.

A superoxido dismutase (SOD) ¢ uma metaloenzima que participa da defesa antioxidante
do T cruzi, removendo o excesso de anion superdxido (O;") via dismutagdo, para oxigénio (O;) e
peroxido de hidrogénio (H,O;) (Fridovich, 1974; Boveris & Stoppani, 1977, Fridovich, 1997;
Temperton ef al., 1998, Turrens, 2004).



Drogas anti-tripanosomicidas utilizadas para o tratamento da doenca de Chagas
promovem a geragdo do anion superdxido (O;’). Por exemplo, o nifurtimox ¢ enzimaticamente
reduzido produzindo radicais nitro-anion e em condigdes aerdbicas a redugao resulta na formagao
de O, e a producao de H,O, (Docampo & Moreno, 1984). O anion superoxido (Oy’) ndo atravessa
facilmente a membrana celular e a dismutagdo para H,O, ocorre no compartimento em que o
radical ¢ formado. Por esta razdo, muitos eucariotos incluindo o 7. cruzi, apresentam diferentes
superdxido dismutases em distintos compartimentos celulares, como no citosol e na mitocondria
(Temperton et al., 1998).

O mecanismo de a¢do do NFX e do BZ tem sido estudado em 7. cruzi. O NFX ¢ reduzido
pela enzima tripanotiona redutase (Docampo et al., 1981; Henderson et al., 1988). O radical
gerado pode reagir com o oxigénio molecular para gerar o anion superdxido (O;") e este produzir
perdxido de hidrogénio (H,0,), pela acdo da enzima superdxido dismutase. Pode ocorrer a
interagdo do H,O, com o Oy produzindo o radical hidroxila (OH"), que ¢ um dos radicais mais
toxicos, de baixo peso molecular, também produzido por radiacdes ionizantes. Todos esses
passos podem causar danos ao DNA (Olive, 1978) e lipideos e formar peroxido organico (Tappel,
1973; Docampo et al., 1981).

O mecanismo de a¢do do BZ ainda ndo esta claro. Sabe-se que o BZ inibe o crescimento
do 7. cruzi em concentragdes que ndo estimulam a produgdo de O, e H,O,. Assim, o efeito
tripanosomicida do BZ ndo depende de radicais de oxigénio como o NFX (Moreno ef al., 1982;
Maya et al., 2003). Provavelmente metabolitos reduzidos do BZ estdo envolvidos no mecanismo
de acdo, através de ligagdes covalentes com componentes do parasita ou ligando ao DNA,
lipideos e proteinas do 7. cruzi (Diaz de Toranzo ef al., 1988; Aldunate & Morello, 1993; Maya
etal., 1997 e 2003).

Parasitas como Leishmania spp., T. cruzi, T. brucei, Plasmodium falciparum e Giardia
lamblia, t€ém desenvolvido a capacidade de adquirir resisténcia as drogas utilizadas para o seu
tratamento, selecionando mecanismos apropriados para sobreviver aos compostos antiparasitarios
(Buckner ef al., 1998). A resisténcia natural de cepas do 7. cruzi ao BZ e NFX tem sido descrita
na literatura (Hauschka, 1949, Bock ef al., 1969, Haberkorn & Gonnert, 1972, Brener et al.,
1976; Andrade ef al., 1985 e Neal & Van Bueren, 1988). Alguns autores tém sugerido a
ocorréncia de sele¢do dos parasitas resistentes, para explicar a persisténcia do parasita no
hospedeiro vertebrado apdés um tratamento prolongado (Andrade er al., 1977, Veloso et al.,
2001). Filardi e Brener (1987) isolaram cepas do 7. cruzi de vetores silvestres no estado de Santa

Catarina, onde ndo existe a doenga de Chagas humana autdctone. Tem sido sugerido que as



baixas percentagens de cura de pacientes chagasicos sejam explicadas pela resisténcia do 7. cruzi
a droga. As cepas de 7. cruzi VL-10 e Colombiana naturalmente resistentes ao BZ e NFX
também apresentaram resisténcia ao azol antifingico D0870 (Molina et al., 2000). Para obter um
modelo de resisténcia a droga in vivo em T. cruzi, Murta ¢ Romanha (1998) selecionaram uma
populacdo e clones deste parasita com resisténcia in vivo ao BZ. Os autores utilizaram a cepa Y
do T. cruzi, que foi selecionada a partir de sucessivas passagens em camundongos tratados com
uma Unica dose alta da droga.

Os mecanismos de resisténcia a drogas em protozoarios parasitas ja descritos (Ullman,
1995; Engel et al., 2000), incluem: a diminui¢do da entrada da droga na célula, o aumento da sua
eliminagdo, a diminui¢do da sua ativagdo e alteragdes na enzima alvo para diminuir a interagao
enzima-droga. Estes mecanismos ainda ndo estdo bem esclarecidos. No entanto, a resisténcia de
Leishmania ao metotrexato pode ser explicada por varios mecanismos, incluindo a reducdo da
entrada da droga na célula mediada pela modulagao da expressao de uma série de transportadores
de folato (Guimond et al., 2003). Os autores observaram que o gene do transportador de acido
folico FTS foi deletado na linhagem de parasitas resistentes ao metotrexato.

Estudos mostram que a superexpressao da fosfoglicoproteina de membrana (PGP) esta
relacionada com os mecanismos de resisténcia a drogas em alguns protozoarios parasitas
(Ullman, 1995). A PGP funciona como uma bomba de efluxo de droga dependente de ATP que
reduz o acimulo de compostos citotoxicos dentro da célula. A associacdo da superexpressao
dessa proteina na resisténcia a drogas foi descrita em Leishmania resistente ao arsenato e
antimoniais (Legare ef al., 2001) e em P. falciparum resistente a cloroquina (Cowman ef al.,
1991). Entretanto, recentemente Murta e colaboradores (2001) observaram que o fendtipo de
resisténcia do 7. cruzi ao BZ nio esta associado com a amplificagdo ou superexpressao dos genes
PGP.

Buckner e colaboradores (1998) mostraram que cepas do 7. cruzi com resisténcia
induzida in vitro ao fluconazol apresentaram resisténcia cruzada a outros azoles antifingicos,
como cetoconazol, miconazol e itraconazol. Isto sugere um mecanismo de resisténcia que nao €
unico para a estrutura molecular do fluconazol, mas que ¢ um mecanismo seletivo de resisténcia
aos azoles. Por outro lado, a populacdo do 7. cruzi resistente ao fluconazol ndo apresentou
resisténcia ao BZ e a anfotericina B.

Engel e colaboradores (2000) utilizando epimastigotas de 7. cruzi geraram resisténcia a
um inibidor da enzima cisteina protease (Cruzipaina, 57 kDa) e observaram um aumento da

regulacdo da via secretora nestes parasitas resistentes. Ocorreu um aumento das vesiculas entre o



complexo de Golgi e a bolsa flagelar e um aumento das cisternas do Golgi. Os parasitas
resistentes ao inibidor de cisteina protease foram sensiveis ao NFX e ao BZ, sugerindo que estas
drogas sdo mediadas por mecanismos diferentes. Em nosso trabalho, observamos a
superexpressdao do gene TcFeSOD-A em populagdes de 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro
ao BZ, em resposta ao estresse gerado por esta droga.

No presente estudo, as analises de Northern blot das populagdes sensiveis e resistentes do
T. cruzi ao BZ hibridizadas com a sonda do gene TcFeSOD-A, mostraram dois transcritos um de
1,2 Kb e outro de 1,6 Kb. Ismail e colaboradores (1997) analisando o alinhamento das seqiiéncias
de nucleotideos e de aminoacidos do gene SOD do 7. cruzi com as seqiiéncias das SODs de
outros organismos, identificaram duas isoformas da enzima FeSOD: FeSOD-A e FeSOD-B
(GenBank, numeros de acesso: U90722 ¢ U90723, respectivamente). Esses autores analisando o
nivel de transcricdo do mRNA desses genes FeSOD-A e FeSOD-B no 7. cruzi encontraram um
unico transcrito de 1,2 Kb para ambas as isoformas. Por outro lado, Temperton ¢ colaboradores
(1996) também encontraram dois transcritos, um de 1,2 Kb e outro de 1,9 Kb, mas os autores nao
sabem se os transcritos sao derivados de um mesmo gene ou de genes diferentes. Dessa forma,
nossos resultados discordam dos apresentados por Ismail e colaboradores (1997), uma vez que
mostramos que o gene TcFeSOD pode apresentar dois transcritos em epimastigotas do 7. cruzi. E
importante ressaltar que em nossos experimentos utilizamos como sonda a seqiiéncia inteira
codificante do TcFeSOD-A ¢ Ismail e colaboradores (1997) utilizaram duas sondas especificas
para cada seqiiéncia de cDNA das isoformas FeSOD-A e FeSOD-B. Ja, Temperton e
colaboradores (1996) usaram como sonda o gene TcFeSOD-B. Uma hipdtese para explicar o
reconhecimento dos dois transcritos em nosso trabalho ¢ que ambos correspondem a isoforma
TcFeSOD-A, no qual ocorrem diferentes niveis de maturagdo do mRNA, sendo o transcrito maior
um pré-mRNA imaturo e o transcrito de 1.2 Kb o mRNA maduro apos seu processamento. Com
0 objetivo de esclarecer futuramente estes resultados pretendemos utilizar sondas especificas para
cada isoforma e verificar a expressao ¢ o tamanho dos transcritos.

Com relagdo ao nivel de mRNA do gene TcFeSOD nas diferentes cepas do 7. cruzi
analisadas, observamos uma diferenca quantitativa dos transcritos. Ambos os transcritos (1,2 ¢
1,6 Kb) apresentaram um aumento de 3 vezes no nivel de mRNA na populagdo resistente 17LER
comparada com seu par sensivel (17WTS). Por outro lado, as outras amostras do 7. cruzi
analisadas apresentaram o mesmo nivel de mRNA independente do fenotipo de resisténcia.
Ismail e colaboradores (1997), observaram que a TcFeSOD-A foi constitutivamente expressa em

todos os estagios de desenvolvimento do parasita, e que a TcFeSOD-B mostrou uma maior



expressdao nas formas epimastigota, comparado com as tripomastigota e amastigota. Além disso,
o nivel de mRNA do gene TcFeSOD-B parece ser muito maior no estdgio de epimastigota
quando comparado com o TcFeSOD-A.

Os nossos resultados do RT-PCR quantitativo em tempo real confirmaram os resultados
de Northern blot, mostrando que o nivel de transcricdo do gene TcFeSOD-A ¢ 4 vezes maior na
populacdo 17LER do que na 17WTS. Neste estudo, nds utilizamos um iniciador especifico para o
TcFeSOD-A, que ndo se alinha com a seqiiéncia de nucleotideos da TcFeSOD-B, confirmando a
expressao diferencial da isoforma TcFeSOD-A na populagdo 17LER do 7. cruzi.

Paramchuk e colaboradores (1997), caracterizaram em L. chagasi as duas isoformas
LcFeSOD-A e LcFeSOD-B. Os autores observaram um aumento no nivel de mRNA do gene
LcFeSOD-A de 1,5 vezes e do LcFeSOD-B de 3,0 vezes em promastigotas ¢ amastigotas na fase
logaritmica em relacdo a fase estacionaria. Uma hipotese levantada por esses autores para
explicar a presenca de duas isoformas da FeSOD com a mesma fun¢do na L. chagasi, foi que as
isoformas podem estar localizadas em compartimentos celulares diferentes. A LcFeSOD-A
apresenta uma extensdo de 31 aminoacidos hidrofobicos € uma homologia com um peptideo
transitorio mitocondrial (Bowler et al., 1989; Paramchuk et al,.1997), ausente na LcFeSOD-B.
Isto sugere que a LcFeSOD-A pode ser mitocondrial, enquanto que a LcFeSOD-B seja
citoplasmatica. Em 7. cruzi, a isoforma TcFeSOD-A também possui uma extensdo de 31
aminoacidos na por¢do amino terminal, muito similar & encontrada na isoforma LcFeSOD-A.
Enquanto que ambas enzimas TcFeSOD-B e LcFeSOD-B sao desprovidas desta extensdo. Uma
outra evidéncia que concorda com a idéia de compartimentalizagdo das isoformas da SOD, ¢ a
geracdo de toxicidade na mitocondria pela acdo da droga tripanosomicida violeta de genciana.
Essa toxicidade na presenca de O, possibilita a geragao de O, e a produgdo de H,O, (Kelly et al.,
1993). Assim, pode ser necessdria a presenca da enzima SOD na mitocondria. A hipotese da
compartimentalizagdo das isoformas da FeSOD de L. chagasi também pode ser aplicada em T.
cruzi, uma vez que foi observado uma similaridade entre esses genes dos parasitas.

A comparacao da seqiiéncia de aminodcidos das duas isoformas da FeSOD do 7. cruzi
com as de L. chagasi foi realizada por Paramchuk ez a/ (1997). Além disso, as seqiiéncias de
nucleotideos das isoformas TcFeSOD-A do 7. cruzi e de L. chagasi apresentou 55% de
identidade, enquanto que entre a TcFeSOD-B e a LcFeSOD-B apresentou 62% de identidade.
Esta similaridade sugere que estes genes podem ser unicos nos tripanosomatideos e que de

alguma forma ambos s30 necessarios para a sobrevivéncia do parasita (Paramchuk ez al.,1997).



Outra explicacdo para a presenga das duas isoenzimas no mesmo organismo ¢ que uma
enzima pode ser constitutivamente produzida e a outra pode ser induzida por um estresse externo,
como radicais livres de oxigénio. Esta sugestdo foi baseada no fato de que a FeSOD ¢ produzida
constitutivamente em E. coli, em condigdes anaerdbicas, entretanto, MnSOD ¢ produzida em
resposta a presenca de oxigénio. Assim, a LcFeSOD-A pode ser produzida em resposta ao
estresse oxidativo, enquanto, que a LcFeSOD-B pode ser constitutivamente expressa,
funcionando como um mecanismo de defesa constante (Paramchuk et al.,1997). Em T. cruzi,
nossos resultados sugerem que a enzima TcFeSOD-A pode ser mais expressa sob condigdes do
estresse gerado a partir do processamento das drogas tripanosomicidas.

A isoforma LcFeSOD-B de L. chagasi foi localizada em um cromossoma com alta massa
molecular ¢ organizado no genoma do parasita como um gene multi-copias. Muitos genes
metabolicamente essenciais de L. chagasi sdo localizados em cromossomas com alta massa
molecular (Lighthall & Giannini, 1992; Paramchuk ef al,, 1997) e organizados em arranjos em
“tandem” (England et al., 1982; Paramchuk et al,1997). Isto suporta a idéia de que o gene
LcFeSOD-B ¢ constitutivamente expresso, funcionando como um mecanismo de defesa inicial.
Ao contrario, a isoforma LcFeSOD-A pode ser expressa sobre condi¢des de estresse, uma vez
que ela se localiza em um cromossoma com baixa massa molecular e apresenta uma cdpia
simples.

Nossas analises de Southern blot do DNA gendmico digerido com as enzimas de restri¢ao
Aval e Xbal e hibridizado com a sonda TcFeSOD-A, mostraram uma diferen¢a na intensidade da
banda do gene TcFeSOD-A, sugerindo que ele esteja amplificado na populagdo 17LER.
Observamos também uma diferenca no tamanho dos fragmentos do gene na amostras digeridas
com ambas enzimas, o que mostra uma variagdo na vizinhanga do gene. Por analises
comparativas de densitometria, ndés detectamos um aumento de 2 vezes na intensidade da banda
na amostra 17LER comparada com a 17WTS. Nao foram encontradas diferencas significativas na
intensidade das bandas entre as outras cepas do 7. cruzi sensiveis e resistentes analisadas. A
diferenca na intensidade das bandas hibridizadas pode refletir uma variagdo na abundancia de
unidades repetidas do gene ou no grau de identidade com a seqiiéncia de DNA usada como
sonda. Assim, quanto mais intensa a banda maior serd o seu numero de copias no genoma ou a
complementariedade da sonda com o DNA molde. Interessantemente, a seqiliéncia de
nucleotideos da isoforma TcFeSOD-B nao apresenta sitios para enzima de restricdo Aval,

utilizada em nossos experimentos de Southern blot. Isso refor¢a nossos dados mostrando que a



sonda utilizada foi especifica para o gene TcFeSOD-A. Além disso, aumentamos a temperatura
de hibridizagdo para obtermos maior especificidade da sonda TcFeSOD-A.

O controle da expressdo génica na etapa de transcricdo € uma importante resposta ao
estresse oxidativo na maioria dos organismos (Steenkamp, 2002; Finzi et al., 2004). No entanto,
em tripanosomatideos a regulacdo da expressdo génica ocorre principalmente ao nivel pos-
transcricional (Vanhame & Pays, 1995; Finzi et al., 2004). Recentemente, varios estudos tém
mostrado a importancia das regides 3° UTR e intergénicas na regulacdo da expressdo dos genes
em tripanosomatideos (Jefferies et al., 1991; Ramamoorthy et al., 1992; Teixeira et al., 1995;
Charest et al., 1996; Ismail et al., 1997). Desde que essas regides apresentem sinais para
poliadenilacdo e trans-splicing, o nivel de mRNA pode ser regulado por um ou ambos os
mecanismos. Alternativamente, a regido 3° UTR possui sitios de ligagdo para proteinas que
podem influenciar na estabilidade do mRNA (Ismail ef al., 1997). No entanto, n6s observamos
que o aumento no nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A no 7. cruzi ¢ mediado pela amplificagao
do DNA, sugerindo que a regulacdo desse gene ndo ocorre a nivel pés-transcricional.

Em 7. brucei, Kabiri e Steverding (2001) identificaram a FeSOD envolvida na regulagao
do desenvolvimento do parasita. Foi observado que nas formas sangiiineas, a regulacdo da SOD ¢
provavelmente determinada por um mecanismo pos-transcricional, j& que nenhuma mudanga no
nivel de mRNA da SOD foi observada entre as formas finas e largas. Entretanto, na forma
prociclica presente no inseto, o nivel de mRNA da FeSOD foi menor comparado com as formas
sangiiineas.

Uma varia¢do no nimero de copias do gene TcFeSOD no 7. cruzi e em Leishmania tem
sido descrita na literatura. Temperton e colaboradores (1996), utilizando uma sonda do gene
TcFeSOD-B para analise de Southern blot, demonstraram que em epimastigotas este gene pode
estar presente no genoma do 7. cruzi com um baixo niimero de copias. Ao contrario desses dados,
Ismail e colaboradores (1997), sugerem que os genes TcFeSOD-A e TcFeSOD-B estdo presentes
no genoma do 7. cruzi como unidades repetidas em multiplas copias. Em tripanosomatideos, a
maioria dos genes apresentam uma organizagdo repetida em “tandem”, embora existam alguns
exemplos de genes que estdo presentes em uma Unica copia (Tannich ef al., 1991; Thomas et al.,
1995; Ismail et al., 1997). Paramchuk et al (1997), observaram que em L. chagasi o gene
LcFeSOD-A pode estar presente em uma simples copia no genoma, enquanto que o LcFeSOD-B
pode estar organizado em multiplas copias no genoma do parasita. Em L. fropica, Ghosh e
colaboradores (2003) sugerem a presenca de uma simples copia ou um baixo numero de copias

do gene FeSOD. Analises quantitativas indicaram 2 ou 3 copias do gene por genoma hapldide do



parasita. Dessa forma, ainda existem controvérsias a respeito do numero de copias do gene
FeSOD no genoma desses tripanosomatideos.

Em populagdes de 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ utilizadas neste
trabalho, nos detectamos um aumento de 3 vezes no nivel de mRNA e uma amplificacdo do gene
TcFeSOD-A. A superexpressao dos genes y-glutamilcisteina sintetase, P-glicoproteina A, pterina
redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua amplificagdo e por outros
mecanismos foi observada em mutantes de Leishmania resistentes ao metotrexato (Guimond et
al., 2003). Os autores detectaram também a presenca de trés novos genes (glutationa sintase, S-
adenosilhomocisteina hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) que sdo superexpressos nos
parasitas resistentes a droga, entretanto esses genes ndo estdo amplificados no genoma do
parasita.

Interessantemente, as analises de Southern blot e sequenciamento do gene TcFeSOD-A
mostraram um polimorfismo na seqiiéncia de nucleotideos desse gene associado com o
zimodema da cepa do 7. cruzi. Cepas classificadas como Z2 e ZB (grupo 7. cruzi 1I)
apresentaram o mesmo perfil, que foi diferente das cepas Z1 (grupo 7. cruzi I). Entretanto, os
perfis observados ndo estdo associados com o fenotipo de resisténcia a drogas em 7. cruzi. O
polimorfismo provavelmente, estd associado a alguma alteracdo nucleotidica da vizinhanca do
gene TcFeSOD-A.

Variagdes no caridtipo do 7. cruzi tém sido descritas (Wagner & So, 1990; Alves et al.,
1996; Henriksson et al., 1996). Uma interessante caracteristica deste parasita ¢ que o tamanho do
seu genoma varia entre cepas (Dvorak er al.,, 1982) e clones de uma mesma cepa (McDaniel &
Dvorak, 1993). Esta variabilidade no contetdo do DNA do 7. cruzi pode gerar implicacdes na
organizacdo genomica do parasita, como por exemplo, o numero de repeti¢des de determinados
genes (Henriksson ef al., 1996). Analises do caridtipo sugerem que o 7. cruzi ¢ diploide e que o
genoma esta distribuido em pares homoélogos de cromossomas, que geralmente diferem em
tamanho. A hibridizagdo de bandas cromossomicas com sondas especificas de DNA revelou uma
grande diversidade no cariétipo entre as cepas do 7. cruzi (Henriksson ef al., 1996). No entanto,
uma certa correlagdo foi encontrada entre o perfil de hibridizacdo ¢ a divisdo das cepas nos dois
grandes grupos 7. cruzil e T. cruzi I1 (Henriksson et al., 1996).

Vargas e colaboradores (2004) observaram que em 7. cruzi o numero ¢ o tamanho das
bandas cromossdmicas variam consideravelmente entre as cepas: 19-22 bandas cromossémicas
foram observadas exclusivamente no grupo 7. cruzi 11 e 17-18 bandas no grupo 7. cruzi 1. O

grupo 7. cruzi 11 mostrou bandas com tamanhos maiores (acima de 3,3 Mb) quando comparado



com o grupo 7. cruzi I. Os autores observaram que o clone CL Brener apresenta 52 cromossomas
e o tamanho do genoma ¢ de aproximadamente 70 Mb. De acordo com os nossos resultados, o
gene TcFeSOD-A no clone Cl Brener do 7. cruzi esta localizado em um cromossoma de 810 Kb.
Temperton e colaboradores (1996) observaram que o gene FeSOD-B esta localizado em dois
cromossomas no clone CI Brener, um de 460 Kb ¢ outro de 1200 Kb. Isso refor¢a nossos dados
mostrando que a sonda utilizada no Southern blot foi especifica, reconhecendo apenas o gene
TcFeSOD-A.

Em nosso estudo observamos um perfil heterogénio de bandas cromossdmicas entre as
diferentes cepas do 7. cruzi, também descrito por outros autores (Engman ef al., 1987; Wagner &
So, 1990; Henriksson et al., 1990; 1993; 1995). Nossos resultados mostraram que o gene
TcFeSOD-A pode estar localizado em um ou dois cromossomas proximos ou homologos,
dependendo da cepa do 7. cruzi analisada. Observamos um polimorfismo no tamanho dos
cromossomas dependente da cepa, principalmente para as amostras do zimodema 1. A
variabilidade cromossomica pode ocorrer devido a presenga de cromossomas homologos com
diferentes tamanhos, a variagdo do tamanho do teldmero ou a ocorréncia de pequenas delegdes ou
inser¢des (Henriksson et al., 1996). A localizagdo do gene TcFeSOD-A nao est4 correlacionada
com a resisténcia a drogas, mas sim com o zimodema da cepa. Observamos que a populagdo
17LER apresentou intensidade das bandas cromossomicas 2 vezes maior comparado com seu par
17WTS. Provavelmente, o aumento da intensidade das bandas na populacdo resistente a droga
esteja refletindo a amplificacdo do gene TcFeSOD-A nessa populagdo, também observado na
andlise de Southern blot.

Dados da literatura mostram que a resisténcia induzida ao NFX numa cepa de 7. cruzi
provocou algumas mudangas no DNA incluindo o rearranjo cromossdmico ¢ a aneuploidia
(Nozaki et al., 1996). Os autores mostram a ocorréncia de delecdes ou translocagdes nas bandas
cromossOmicas entre as cepas sensiveis e resistentes a droga. Na cepa resistente CA/NR1 os
autores observaram que o conteudo de DNA ¢ de G-C era maior nos parasitas resistentes do que
nos sensiveis, na auséncia ou presenca da droga, sugerindo que esta cepa pode ter uma
aneuploidia estdvel. De acordo com nossos resultados a populagdo resistente 17LER apresenta
amplificacdo do gene TcFeSOD-A.

A expressdo da proteina recombinante TcFeSOD-A foi produzida em bactérias E. coli
cepa MI15 induzidas por IPTG. A purificacdo dessa proteina foi realizada sob condigdes
desnaturantes, com base no resultado do teste de solubilidade que mostrou que a proteina

expressa era insoluvel. Altos niveis de expressdo de proteinas recombinantes em uma variedade



de sistemas de expressdao podem levar a formacdo de agregados insoliveis, que em E. coli sao
conhecidos como corpos de inclusdo. Em 7. brucei, a expressdo da proteina recombinante
rTbFeSOD em bactéria também foi insoluvel (Kabiri & Steverding, 2001).

Nos analisamos o nivel de expressdo da rTcFeSOD-A por Western blot, utilizando o
anticorpo policlonal anti-rTcFeSOD-A obtido em coelho. A proteina TcFeSOD-A, com tamanho
esperado de 23 kDa, esta presente em todas as cepas do 7. cruzi. Observamos por analises
densitométricas, um aumento de 2 vezes na expressdo da proteina TcFeSOD-A na populagdo
17LER comparado com a 17WTS. Nenhuma diferenca significativa foi observada entre as outras
cepas sensiveis e resistentes. Interessantemente, na populacdo 17LER ocorre amplificacdo do
gene TcFeSOD-A, que leva ao aumento do nivel de mRNA e superexpressao dessa proteina.

Kabiri & Steverding (2001), expressando a proteina recombinante FeSOD em 7. brucei
observaram duas bandas da FeSOD de 22 e de 24 kDa. Essas duas bandas podem representar
duas isoenzimas diferentes ou elas podem ser formas parcialmente degradadas de uma enzima.
Durante a diferenciacdo das formas largas em prociclica uma proteina de 24 kDa foi detectada
quando o nivel da proteina de 22 kDa comega a aumentar. Essas proteinas FeSOD podem ser as
isoformas da FeSOD (FeSOD-A e FeSOD-B) encontradas em 7. cruzi e em L. chagasi, na qual
uma isoforma pode ser produzida constitutivamente e a outra induzida por estresse oxidativo.
Outra explicacdo para a presenga das duas isoenzimas pode ser a compartimentalizagdo, como
discutido anteriormente. No 7. brucei, enquanto as formas sangiiineas tém uma mitocondria
menos desenvolvida com a auséncia dos citocromos, as formas prociclicas tém uma mitocondria
ativa promovendo a fosforilacdo oxidativa. Desde que a mitocondria ativa produz anion
superdxido (Loschen er al., 1974, Kabiri & Steverding, 2001), uma segunda isoenzima FeSOD na
forma prociclica do parasita pode ter uma fungao similar a MnSOD de eucariotos superiores (Van
Loon et al., 1986; Zhu & Scandalios, 1995; Kabiri & Steverding, 2001). Essa idéia corrobora
com a hipotese discutida por Paramchuk e colaboradores (1997), de que as isoformas da FeSOD
podem ser expressas em diferentes compartimentos da Leishmania ¢ do T. cruzi. Os autores
observaram que durante o desenvolvimento do ciclo de vida do 7. brucei, o nivel de expressao da
proteina foi 4 e 6 vezes menor na forma fina que nas formas prociclica e larga, respectivamente
(Kabiri & Steverding, 2001).

Em nosso trabalho avaliamos a atividade enzimatica da TcFeSOD através de um método
indireto que mede a capacidade da enzima inibir a oxidacao do pirogalol pelo oxigénio do ar. A
oxidag¢do do pirogalol ¢ dependente do pH, por isso preparamos um tampao com pH 8.2 e

retiramos todo o oxigénio dissolvido na solugdo. Neste ensaio observamos que o extrato total da



populagao 17LER inibiu 81% da oxidag¢do do pirogalol e o extrato da populagdo 17WTS apenas
37%. Por outro lado, ndo observamos nenhuma diferenca significativa nos valores da inibigdo
para as populacdes e clones do 7. cruzi com resisténcia selecionada in vivo BZS/BZR e nem nas
cepas do 7. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao BZ. A populagdo 17LER foi a que
apresentou maior atividade SOD. A atividade enzimdtica na populacdo 17LER foi o dobro da
17WTS. Esse resultado estd de acordo com o aumento da producdo da proteina TcFeSOD-A na
populagao 17LER.

Esse ensaio enzimatico da FeSOD utilizado em nosso trabalho também foi utilizado para
outros organismos. Ahmed e colaboradores (2003) identificaram e caracterizaram a FeSOD do
parasita protista Perkinsus marinus, um parasita de ostra (Marklund & Marklund, 1974). Kabiri
& Steverding (2001) também utilizaram este ensaio para determinar o tipo da SOD encontrada
em 7. brucei. Eles observaram que na presenca do perdxido de hidrogénio a oxidagdo do
pirogalol ndo foi inibida pela SOD do 7. brucei, confirmando que o 7. brucei apresenta o tipo
FeSOD, encontrada em 7. cruzi e em outros tripanosomatideos (Le Trant ez al., 1983). Outros
estudos também demonstraram a presenga da FeSOD na bactéria Desulfovibrio gigas (Dos
Santos et al., 2000) e na cianobactéria Anabaena sp. (Li et al., 2002).

A andlise da seqiiéncia nucleotidica e de aminoacidos do gene TcFeSOD-A de dez
populagdes e clones do 7. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ mostrou a presenga de 11 mutagdes
de nucleotideos. Trés mutagdes foram cepa especifica. As outras 8§ mutagdes foram associadas
com os zimodemas do 7. cruzi. As cepas do zimodema 1 (grupo 7. cruzi 1) apresentaram 8
nucleotideos distintos das cepas dos zimodemas Z2 ¢ ZB (grupo 7. cruzi II). Observamos que as
11 mutacgdes deram origem a duas substituicdes de aminoacidos. Uma substituicao foi especifica
para os clones 4S e 16R e outra especifica para os grupos I e Il de 7. cruzi. Nao observamos
nenhuma alteragdo no sitio ativo da enzima TcFeSOD-A e nos residuos de ligagdo do ion ferro.
Machado & Ayala (2001) fazendo a relacdo filogenética entre as seqiiéncias de nucleotideos dos
genes nucleares Tripanotiona redutase ¢ DHFR-TS e dos genes mitocondriais citocromo oxidase
e NADH desidrogenase, de cepas do 7. cruzi pertencentes aos diferentes zimodemas, separaram
os grupos de 7. cruzi I e Il de acordo com o zimodema da cepa. As cepas do grupo 7. cruzi 1 (Z1)
apresentaram alelos em um mesmo clade (A), enquanto que o grupo 7. cruzi 11 (Z2 e ZB)
mostraram alelos em diferentes clades (B, C ¢ D). Em nosso trabalho, utilizando o gene
TcFeSOD-A, também foi possivel observar a divisdo das cepas do 7. cruzi nos dois grupos, 7.
cruzi 1 e T. cruzi 1. Dessa forma, observamos que o polimorfismo no gene TcFeSOD-A estd

relacionado aos grupos de 7. cruzi e ndo ao fenotipo de resisténcia a droga.



O multi-alinhamento entre as seqiiéncias de nucleotideos da regido codificante e de
aminoacidos das isoformas TcFeSOD-A e TcFeSOD-B, depositadas no GenBank, mostrou uma
grande diferenca entre elas. A identidade entre as seqiiéncias de aminoacidos das isoformas
FeSOD-A ¢ FeSOD-B do T. cruzi ¢ de apenas 41%, conforme ja descrito por Ismail ¢
colaboradores (1997). Adicionalmente, nds detectamos um erro na seqiiéncia depositada no
GenBank, que apresentou a dele¢ao de 1 nucleotideo (na posi¢ao 557) comparado com as nossas
seqiiéncias. Este fato resultou na substitui¢do dos 26 aminodcidos localizados na por¢ao carboxi-
terminal da proteina TcFeSOD-A.

Temperton e colaboradores (1998) realizaram um estudo de superexpressdao (de 5 a 8
vezes) do gene FeSOD-B em 7. cruzi, através de ensaios de transfec¢do. Surpreendentemente, os
epimastigotas transfectados foram 2 vezes mais sensiveis ao BZ ¢ a violeta de genciana do que os
parasitas nao-transfectados. Uma possivel explicagdo para esse aumento da sensibilidade a drogas
nos parasitas transfectados com a FeSOD-B, pode ser devido a um desequilibrio causado no
sistema de defesa oxidativo do parasita, que resulta no aumento da taxa de produ¢dao do HyO,,
levando o parasita a morte. O resultado mostrado por Temperton e colaboradores (1998) discorda
dos dados obtidos em nosso trabalho, no qual observamos que o 7. cruzi resistente ao BZ
apresenta uma superexpressao da proteina TcFeSOD-A. Além disso ¢ importante ressaltar que, os
autores transfectaram o gene TcFeSOD-B em 7. cruzi e nossos resultados mostram que o gene
TcFeSOD-A esta amplificado nos parasitas resistentes ao BZ.

A habilidade de metabolizar o H,O; ¢ limitada nos tripanosomatideos, os efeitos causados
pelas drogas podem ser aumentados pelo aumento da concentragdo de H,O, ou através da
geracao de radicais hidroxila (OH") a partir do H,O, (Temperton et al., 1998). Tem sido mostrado
por Yim e colaboradores (1990) que a SOD também pode catalisar a produgdo de radical
hidroxila (OH) a partir do H,O,, o que pode explicar em parte o aumento da sensibilidade ao Oy
em E. coli que superexpressa a FeSOD. Foi observado também em células de E. coli
superexpressando a Cu/ZnSOD de Drosophila, que altos niveis acumulados de H,O, pode
inativar a enzima Cu/ZnSOD modificando a histidina do sitio ativo da proteina (Blech & Borders,
1983; Goulielmos ef al., 2003).

Uma outra hipdtese pode explicar o aumento da sensibilidade do 7. cruzi transfectado as
drogas testadas. As enzimas envolvidas no metabolismo do H,O,, como a tripanotiona redutase,
triparedoxina peroxidase e ascorbato peroxidase (Turrens, 2004), ndo estdo sendo superexpressas
nos parasitas transfectados com a enzima SOD (Temperton ef al.,1998). Dessa forma, o processo

de detoxificagdo nas células transformadas fica deficiente, sendo que o parasita se torna mais



sensivel. Em condi¢des normais, a quantidade de H,O, produzido deve ser proporcional a
quantidade de O;" que ¢ metabolizado pela enzima SOD. Assim, as outras enzimas do sistema de
defesa oxidativo do parasita conseguem metabolizar o H,O, e proteger o parasita do estresse
oxidativo.

As populagdes do 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ utilizadas em nosso
trabalho, possivelmente desencadeiam um sistema de detoxificacdo que ocorre em sincronia.
Pode-se especular que no parasita resistente ocorre uma superexpressdo da TcFeSOD-A, que
aumenta a producdo de H,O, intracelular, e que provavelmente estd ocorrendo também um
aumento da expressao das enzimas tripanotiona redutase, triparedoxina peroxidase e ascorbato
peroxidase responsaveis pela detoxificagdo do H,O,. Dessa forma, o parasita se torna resistente
ao BZ. Os niveis de expressao desses genes ¢ dessas enzimas serdo avaliados futuramente em
nosso laboratorio.

Finzi e colaboradores (2004) mostraram que epimastigotas de 7. cruzi quando tratados
com uma concentra¢do determinada de H,O, (até 20uM) tém a capacidade de proliferar (Finzi et
al.,2004). Em bactérias (Demple & Halbrook, 1983), leveduras (Davies et al., 1995) e células de
mamiferos (Wiese et al., 1995), existe uma adaptacgdo ao estresse oxidativo quando as células sao
expostas a diferentes concentragdes de H,O,. As células podem desenvolver resisténcia
aumentando a expressdo de genes que codificam enzimas protetoras e sistemas de reparo
(Pearson & Steigbigel, 1981; Finzi et al., 2004).

Estes autores mostraram também que os niveis da enzima triparedoxina peroxidase sdo
aumentados de maneira dose dependente, quando as células do 7. cruzi sdo tratadas com baixas
concentragdes de H,O,. E que sobre condi¢des de estresse (altas concentragdoes de H,O;) os
niveis da enzima aumentam com o tempo, tornando os parasitas mais resistentes ao estresse
oxidativo. Os parasitas que superexpressam a triparedoxina peroxidase sdo duas vezes mais
resistentes ao estresse oxidativo comparado com os parasitas selvagens (Wilkinson et al., 2000;
Finzi et al., 2004). Em nosso trabalho mostramos que a TcFeSOD-A estd duas vezes mais
expressa nos parasitas resistentes a droga do que nos sensiveis. Para compensar o aumento da
expressdo da TcFeSOD-A e o conseqiiente aumento dos niveis de H,O; intracelular, os parasitas
podem estar superexpressando a enzima triparedoxina peroxidase e tornando o parasita resistente
a droga. O fenétipo de resisténcia a drogas em 7. cruzi parece ser multigénico, onde varias
enzimas poderiam estar atuando no processo.

Assim como a SOD, a enzima tripanotiona redutase participa do sistema de defesa

oxidativo do 7. cruzi. Nozaki e colaboradores (1996) caracterizaram a tripanotiona redutase nas



formas tripomastigota e epimastigota de cepas do 7. cruzi sensiveis e com resisténcia induzida in
vitro ao NFX. A resisténcia ao NFX observada nas formas tripomastigotas das cepas resistentes
foi de 3 a 8 vezes maior comparada com as sensiveis, enquanto que na forma epimastigota a
resisténcia ao NFX foi 10 vezes maior. Os autores ndo observaram diferenga no nivel de mRNA,
na organizacdo gendmica e na seqiiéncia de nucleotideos do gene da tripanotiona redutase entre
as cepas sensiveis e resistentes ao NFX.

Estudos de transfec¢do do gene SOD tém sido realizados em diferentes organismos,
conferindo resisténcia ao paraquat. O paraquat ¢ um herbicida que age como um gerador
intracelular de O,, H,0, e secundariamente HO™ (Goldstein et al., 2002). Paramchuk e
colaboradores (1997), testando o efeito da superexpressao das isoformas FeSOD-A e FeSOD-B
em L. chagasi, tratadas com quantidades diferentes de paraquat, observaram que os parasitas
transfectados foram mais resistentes ao paraquat quando comparado com os parasitas selvagens.
Em células de E. coli transformadas com a enzima Cu/ZnSOD de Drosophila também foi
observada a resisténcia ao paraquat (Goulielmos et al., 2003). Da mesma forma, células de E. coli
transformadas com a enzima TcFeSOD-B de 7. cruzi apresentaram protecdo contra o paraquat
(Ismail et al., 1997). Este resultado corrobora com nossos dados da associagdo da TcFeSOD-A
com a resisténcia ao BZ.

Os promastigotas de L. chagasi transfectados também foram testados na presenca de
H,0,, ¢ ndo foi observada nenhuma protegdo. Isso mostra que mesmo o gene da SOD estando
superexpresso nos parasitas, as enzimas envolvidas no metabolismo do H,O; ndo apresentam um
aumento na expressao, tornando deficiente o sistema de defesa oxidativo do parasita. Uma outra
explicagdo para a susceptibilidade dos parasitas transfectados com a SOD ao H,0,, pode ser pelo
fato de que o H,O; inativa a FeSOD através da oxidagdo dos seus residuos de triptofano, o que
resulta na provavel modificagdo do sitio ativo da enzima (Beyer & Fridovich, 1987, Paramchuk
et al., 1997). Isso sugere que o H,O; esta inativando a a¢do da superexpressao da SOD em L.
chagasi ¢ nenhuma resisténcia foi observada (Paramchuk et al., 1997).

A resisténcia observada em células de E. coli superexpressando a Cu/ZnSOD de
Drosophila foi dependente da concentragdo da droga. Quando a concentracdo do paraquat ¢ alta
(>1.2mM), as células interrompem o seu crescimento e apresentam uma taxa minima de
sobrevivéncia. Em concentragdes altas da droga a enzima Cu/ZnSOD nao ¢ eficiente no
mecanismo de detoxificagdo. Da mesma forma que foi observada em outros organismos, o
aumento da a¢do da Cu/ZnSOD ndo esta acompanhado pelo aumento paralelo das outras enzimas

envolvidas no metabolismo do H,O, (Goulielmos ez al., 2003). Isso sugere que a enzima



Cu/ZnSOD possui importancia para a resisténcia das células, mas na presenca de quantidades
limitadas de radicais livres (Goulielmos et al., 2003).

Ghosh e colaboradores (2003) demonstraram que a transfeccdo com o gene SOD em L.
tropica ¢ L. donovani inibiu o crescimento dos parasitas na presenga de menadiona (gerador de
0,) e aumentou a sensibilidade ao H,0,. Isto foi observado uma vez que o gene da SOD foi
inserido na orientacdo antisenso no vetor de expressdao, promovendo a redugdo nos niveis de
mRNA da SOD, na expressdo da proteina e na atividade funcional da enzima. Foi observado
também que a deficiéncia da SOD nestes parasitas resulta em uma grande redugdo do
crescimento e sobrevivéncia dos amastigotas em macrofagos. Estudos de transfeccdo em 7. cruzi
serdo realizados em nosso laboratorio para comprovar o envolvimento do gene TcFeSOD-A na
resisténcia do 7. cruzi a drogas.

Nossos dados mostram um aumento do nimero de copias e no nivel de mRNA do gene
TcFeSOD-A, superexpressao da proteina TcFeSOD e aumento da atividade enzimatica na
populagdo de 7. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER), mas ndo em populagdes
com resisténcia selecionada in vivo ou naturalmente resistentes ao BZ. Isto sugere que em
populagdes selecionadas in vivo ou com resisténcia natural ao BZ, a regulagdo do gene pode ser
mediada por mecanismos diferentes. De fato, a resisténcia do 7. cruzi a drogas pode ser um
processo complexo entre os estdgios do parasita, envolvendo ndo apenas mecanismos
bioquimicos, mas outros elementos do sistema imune do hospedeiro que podem interferir na
susceptibilidade do parasita a droga. Esta interacdo multipla, parasita, droga e sistema imune tem
sido descrita no tratamento de Tripanosomiase Africana e Leishmaniose (Target, 1985; Berger &
Fairlamb, 1992). Murta e colaboradores (1999) observaram a existéncia de cooperagdo entre o
tratamento com o BZ e a resposta imune do hospedeiro contra a infec¢do com 7. cruzi. Estudos
comparativos de susceptibilidade do 7. cruzi a drogas demonstraram que ndo existe correlagao
entre a susceptibilidade in vivo e in vitro (Neal & Van Bueren, 1988; Scoth & Mathews, 1987,
Ribeiro-Rodrigues et al., 1995).

Em nosso trabalho mostramos que a populagdo de 7. cruzi com resisténcia induzida in
vitro ao BZ (17LER) apresenta amplificacdo do gene TcFeSOD-A, aumento do nivel de mRNA,
superexpressdo da proteina e aumento da atividade enzimatica. Observamos também a presenca
de polimorfismos na seqiiéncia nucleotidica do gene TcFeSOD-A e diferencas na localizagdo
desse gene nos cromossomas € no DNA genomico das diferentes cepas do 7. cruzi analisadas.
Houve uma associagdo entre esses polimorfismos e o zimodema da cepa de 7. cruzi e ndo com o

fenotipo de resisténcia ou susceptibilidade a droga. O BZ nao induz estresse oxidativo no 7.



cruzi, no entanto ele provoca um efeito toxico. Como anteriormente descrito, 0 mecanismo de
acdo do BZ ainda ndo foi totalmente elucidado. Sabe-se que metabdlitos reduzidos do BZ se
ligam a moléculas vitais do parasita. De maneira indireta esses metabdlitos reduzidos do BZ
podem agir em alguma via metabdlica e provocar a indugdo do estresse oxidativo nesse parasita.
Dessa forma, o aumento da expressao da proteina TcFeSOD-A pode ser um mecanismo de defesa
desenvolvido pelo 7. cruzi para a detoxificagdo oxidativa.

Estudos de transfecgdo do gene TcFeSOD-A em 7. cruzi serdo realizados para comprovar
o envolvimento desse gene no fendtipo de resisténcia do parasita ao BZ. Serdo avaliados também
os niveis de expressdao das enzimas tripanotiona redutase, triparedoxina peroxidase e ascorbato
peroxidase, essenciais para a defesa antioxidante do parasita, nas populagdes do 7. cruzi sensiveis
¢ resistentes ao BZ. Ensaios de Northern blot utilizando sondas especificas das isoformas
TcFeSOD-A e TcFeSOD-B serdo realizados para investigar a natureza dos dois transcritos
encontrados em nossos resultados. Dessa forma, sera possivel esclarecer se os transcritos
correspondem as duas isoformas da TcFeSOD.

Concluindo, nossos resultados mostram uma associagdo da amplificacdo do gene

TcFeSOD-A com a resisténcia in vitro do T. cruzi ao BZ.



7- CONCLUSOES

- Andlise de Northern blot com a sonda do gene TcFeSOD-A mostrou a presenga de dois
transcritos, um de 1,2 Kb e outro de 1,6 Kb para todas as amostras de 7. cruzi analisadas.

- O nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A ¢ trés vezes maior na populagdo de 7. cruzi com
resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) comparado com seu par sensivel (17WTS);

- O gene TcFeSOD-A estd duas vezes mais amplificado na populacdo de 7. cruzi 17LER
comparado com a 17WTS;

- A proteina TcFeSOD-A estd duas vezes mais expressa na populacao resistente 17LER do que
na sensivel 17WTS;

- A atividade enzimatica da TcFeSOD ¢ duas vezes maior na populagdo 17LER do que na
17WTS;

- O nivel de mRNA do gene TcFeSOD-A, o nimero de cdpias e a expressdao da proteina ¢é
semelhante para todas as cepas de 7. cruzi sensiveis, naturalmente resistentes e com resisténcia
selecionada in vivo ao BZ.

- O perfil de Southern blot gerado com as enzimas de restricado Aval e Xbal e hibridizado com a
sonda do gene TcFeSOD-A mostrou uma associacdo com o zimodema das cepas de 7. cruzi
analisadas e ndo com o fendtipo de resisténcia a drogas;

- O gene TcFeSOD-A pode estar localizado em um ou dois cromossomas, dependendo da cepa
do 7. cruzi analisada e ndo estd associado com o fendtipo de resisténcia do 7. cruzi a drogas;

- O seqiienciamento do gene TcFeSOD-A mostrou 11 mutagdes nucleotidicas e duas alteragdes
na seqiiéncia de aminoacidos (16 Ala - Tre; 78 Lis -Tre). As mutagdes estdo associadas ao

zimodema e ndo ao fendtipo de resisténcia a drogas.

Concluséo final

- O gene TcFeSOD-A estd amplificado na populacdo do Trypanosoma cruzi com resisténcia

induzida in vitro ao BZ.
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