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Resumo
O sistema de defesa antioxidante nos tripanosomatideos ¢ um potencial alvo para quimioterapia. Este

sistema é baseado no tiol de baixa massa molecular “tripanotiona”, que mantém o ambiente
intracelular reduzido pela agdo da tripanotiona redutase (TR). As vias que metabolizam o peréxido de
hidrogénio em moléculas de agua envolvem as enzimas triparedoxina peroxidase citosdlica
(cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) e a ascorbato peroxidase (APX). No presente trabalho, os
genes que codificam as enzimas antioxidantes cTcTXNPx, mTcTXNPx, APX e TR foram
caracterizados em 18 populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol (BZ). Nossos
resultados mostraram que os niveis de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx foram duas vezes
maior na populacdo do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER), do que seu par
sensivel (17WTS). No entanto, estes genes ndo estdo amplificados no genoma do parasito. Os genes
cTcTXNPx e mTcTXNPx podem apresentam oito e duas copias, respectivamente, dispersas ao longo
do genoma do parasito. Analises de western blot, utilizando anticorpos policlonais anti-cTcTXNPx e
anti-mTcTXNPx, mostraram que o nivel de expressdo destas proteinas nativas foi similar para todas as
amostras, exceto na populacdo 17LER que apresentou um aumento de duas vezes na expressdo. Além
disto, a proteina oxidada mTcTXNPx demonstrou uma expressdo 5.5 vezes maior na populacdo
17LER, comparada ao par sensivel. Analises filogenéticas das proteinas do T. cruzi cTcTXNPx e
mTcTXNPx com outros tripanosomatideos mostraram que elas estdo estreitamente relacionados com
seus homologos em T. brucei. A enzima APX do T. cruzi pode ser considerada um bom alvo para
drogas, uma vez que ela ndo ¢ encontrada em hospedeiros mamiferos. O nivel de mRNA e niimero de
copias do gene TcAPX ndo apresentaram diferengas significativas entre as populagdes do T. cruzi
sensiveis e resistentes ao BZ. O gene TcAPX pode apresentar duas copias dispersas ao longo do
genoma do parasito e esta localizada em uma banda cromossémica em todas as cepas do parasito
analisadas A proteina TcAPX apresentou maior similaridade com a APX de espécies de Leishmania,
quando comparada com plantas. Observamos que o nivel de expressdo da proteina TcAPX foi duas
vezes maior na populagdo do T. cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao BZ (BZR), do que seu par
sensivel (BZS). A tripanotiona redutase ¢ a enzima chave do parasito que mantém o ambiente
intracelular reduzido. O nivel de mRNA e o ntimero de coépias do gene TR ndo apresentaram
diferencas significativas nas amostras analisadas. Este gene apresenta uma tnica copia no genoma do
parasito e esta mais relacionado com a TR de T. brucei, comparado com outros tripanosomatideos.
Baseado nos nossos resultados, sugerimos que a populagdo do T. cruzi com resisténcia induzida in
vitro ao BZ exibe um aumento no nivel da proteina TXNPx juntamente com outras enzimas associadas
com o sistema de defesa antioxidante, como a TcFeSOD-A previamente descrita (Nogueira et al.,

2006), protegendo estes parasitos resistentes contra o estresse oxidativo.
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Abstract
Antioxidant defense in trypanosomatids have been indicated as a potential target for

chemotherapy. This system is based on low molecular weight thiol trypanothione, which
maintain the reduced intracellular environment by the action of trypanothione reductase (TR).
The pathways that metabolize the hydrogen peroxide to water molecules surrounding the
cytosolic (¢cTXNPx) and mitochondrial (mTXNPx) tryparedoxin peroxidase enzymes and
ascorbate peroxidase (APX). In the present work, the genes that encode ¢cTXNPx, mTXNPx,
APX and TR antioxidants enzymes were characterized in 18 T. cruzi populations susceptible
and resistant to benznidazole (BZ). Our results showed that the levels of cTcTXNPx and
mTcTXNPx mRNA were two-fold higher in the T. cruzi population with in vitro-induced
resistance to BZ (17LER) than its sensitive pair (17WTS). However, these genes are not
amplified in the parasite genome. cTcTXNPx and mTcTXNPx genes can have eight and two
copies, respectively, dispersed throughout of the parasite genome. Western blot analysis using
anti-cTcTXNPx and anti-mTcTXNPx polyclonal antibodies showed that the expression level
of native proteins was similar for all samples, except the 17LER population that showed the
expression two-fold more. In addition, the oxidized mTcTXNPx protein demonstrated 5.5-
fold greater expression in the 17LER population than 17WTS. Phylogenetic analysis of
cTcTXNPx and mTcTXNPx proteins from T. cruzi and other trypanosomatids showed that
they are closely related to their homolog in T. brucei. The T. cruzi APX enzyme is considered
a good target for drug because it is not found in mammalian hosts. The mRNA level and copy
number of the TCAPX gene showed no significant difference between T. cruzi populations
susceptible and resistant to BZ. The TcAPX gene presents two copies dispersed throughout of
the parasite genome and it is located in one chromosomal band in all T. cruzi strains analyzed.
TcAPX protein showed greater similarity to APX from Leishmania than plants. The
expression level of TcAPX protein was two-fold more in T. cruzi population with in vivo-
selected resistance to BZ (BZR), than its susceptible counterpart BZS. Trypanothione
reductase is the key enzyme of the parasite to maintain a reduced intracellular environment.
The mRNA level and copy number of the TR gene showed no significant difference in the
samples analyzed. This gene presents a single copy in the parasite genome and it is more
related to TR from T. brucei than other trypanosomatids. Based on our results, we suggest that
the T. cruzi population with in vitro resistance to BZ exhibits an increase in TcTXNPx protein
levels together with other enzymes associated with peroxide metabolism, such as the
previously described TcFESOD (Nogueira et al., 2006), protecting these resistant parasites

against oxidative stress.
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1 INTRODUCAO

1.1 A Doenca de Chagas e 0 Trypanosoma cruz

A doenga de Chagas, que ¢ causada pelo protozoario parasito Trypanosoma cruzi,
constitui um problema de satde publica da América Latina. Estima-se que cerca de 8 a 11
milhdes de pessoas estdo infectadas com o T. cruzi e mais de 100 milhdes vivem em regides
endémicas, sendo que 3 a 5 milhdes destas pessoas vivem no Brasil (CDC 2007; Massad,
2007). O impacto da doenga de Chagas ndo esta limitado apenas as areas rurais da América
Latina em que ocorre a transmissdo pelo inseto vetor. Movimentos da populagdo em grande
escala de regides rurais para areas urbanas e outras regides do mundo estd expandindo a
distribui¢do geografica e alterando a epidemiologia da doenca de Chagas (CDC 2007).

Descoberta ha cem anos e descrita pela primeira vez em 1909, a doenca de Chagas
envolve o parasito T. cruzi, animais domésticos como reservatorios e hospedeiros humanos
em areas rurais ¢ peri-urbanas do México, América Central e do Sul. O T. cruzi, normalmente,
¢ transmitido pelo inseto triatomineo da familia Reduviidae, podendo também ocorrer
transmissdo congénita (Bittencourt, 1963; Gurtler et al., 2003; Dorn et al., 2007), através de
transfusdo sanguinea (Young et al., 2007) ou transplante de orgdos (CDC, 2006) e pela
ingestdo de alimentos ou fluidos contaminados (Benchimol Barbosa, 2006).

O Trypanosoma cruzi, ¢ um protozoario flagelado, pertencente a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Membros desta familia sdo amplamente
distribuidos em diferentes areas geograficas e causam doencas ao homem como a doenca de
Chagas, a doenga do sono e as Leishmanioses (Vickerman, 1994).

O ciclo biolégico do T. cruzi é complexo, apresentando trés formas evolutivas
distintas, entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado (Figura 1). Na por¢do final do trato
digestivo 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 divisoes
binarias no citoplasma celular. Apds 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

19



1 O irseto se alimenta ds sengue humano, deposita
tripomast.gotas

suas  fezes o

ontaminadas e os

metaciclicos penetram selamucosa

&

8 Tripomastigotas =

rretaciclinos no mtasging
postesior.

7 Multiplicagio no intestine
madin

5 Inseto

6 Estégio  epimestipota no tripor.

irtesting médio

A\ = nfective Stage
A: Diagnostic Stage

A O

ingers
astizotas a0

aliinier L do sangue hunneno

2 Os tipomastigotas metaciclicos penetram
naz celulas e se diferenciam em amastigotas.

J os amzstigotas se multiplicamn
por fissio binfria nas células doz
tecidos nfectados

Tr:pomastigolas
podem intectar
outras células e
ze trarsformar
efm arnastigetas
111 110VOS
tecidos
infectados.

A

4 Amast gotas
diferenciam  em  tnpomastigetas  que
romparmn as células e caem no saigue.

icracelulares se

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: CDC, 2000.
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circulagdo sanguinea, onde serdo ingeridos pelo inseto vetor durante a alimentagdo, ou ainda
infectarem células 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 inflamagao, 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, soroldgicos e parasitologicos sugestivos de auto-cura, em
humanos, ja tenham sido apresentados (Zeledon et al., 1988; Brener et al., 2000).

A doenga de Chagas apresenta duas fases: aguda e  cronica.
Na fase aguda ocorre uma infec¢do generalizada pelo T. cruzi, com um alto parasitismo
sanguineo e tecidual nos primeiros meses de infeccdo (dois a quatro). O periodo de incubagdo
do parasita varia entre 4 a 10 dias, sendo que na maioria das vezes o periodo inicial da
infeccao nao ¢ identificado. Nesta fase os pacientes podem apresentar uma sintomatologia que
varia de assintomadtica até, em raros casos em criangas, uma miocardite grave que pode levar a
morte. Quando sintomatica, a fase aguda ¢é caracterizada por febre, linfadenopatia e
hepatoesplenomegalia. A porta de entrada dos tripanosomas pode ser a conjuntiva ocular,
ocorrendo um edema bipalpebral, unilateral, denominado "sinal de Romafia" ou em outros
locais da superficie corporal, o "chagoma de inoculacao". Com frequéncia, a fase aguda passa
despercebida, pois seus sintomas podem confundir-se com os de diversas outras infecgdes
(Rassi et al., 2000). Entretanto, em alguns pacientes, principalmente criangas ou individuos
imunodeprimidos, quadros meningeos graves e de insuficiéncia cardiaca podem estar
associados e ocorrer obito.
A gravidade da infeccdo depende também de outros fatores, entre os quais a viruléncia do
parasita, o tamanho do indculo e a suscetibilidade do paciente afetado (Rassi et al., 2000).

A fase subsequente, conhecida como de laténcia ou indeterminada, ndo apresenta
sintomatologia importante do ponto de vista clinico e pode durar varios anos. Um paciente
nessa fase pode desconhecer sua condi¢do de portador assintomatico da doenca de Chagas e
transmitir involuntariamente a infecgdo por mecanismos diversos. E aceita a idéia de que a
maior parte dos chagésicos persiste nessa fase pelo resto de suas vidas. Dentre os pacientes
infectados, uma proporcao pequena de individuos evolui para a fase cronica da doenca (20-
30%), durante a qual sdo identificados sintomas de comprometimento cardiaco (miocardite
grave) (forma cardiaca), com aumento do volume do coragdo (cardiomegalia) ou digestivo
(forma digestiva), aumento do didmetro de regides do trato digestivo, os "megas":

megaesofago, megacolo, etc (Brener, 1987). H4, nesta fase, gradativa redugdo da qualidade de
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vida e da capacidade de trabalho dos doentes, que passam a necessitar de atengdo médica

constante.

1.2 Caracteristicas genébmicas do T. cruz

O genoma diploide da cepa CL Brener do T. cruzi apresenta um tamanho estimado
entre 106.4 ¢ 110.7 Megabases (Mb) (El-Sayed et al., 2005a). Este tamanho ¢ maior do que o
previamente estimado (87 Mb), baseado em andlises densitométricas do DNA cromossomico
separado por PFGE (Cano et al., 1995 e El-Sayed et al., 2005a). O tamanho do genoma do T.
cruzi ¢ relativamente maior comparado ao tamanho dos genomas de outros protozoarios
parasitos, como, por exemplo, Leishmania major (genoma hapléide tem 33 Mb) ¢ T. brucei
(genoma haploide possui 26 Mb). No genoma haploide, o T. cruzi possui aproximadamente
12,000 genes e cerca de 28 cromossomos, que apresentam significativa variacdo no tamanho
de acordo com a cepa. Além disso, os cromossomos homologos podem se diferenciar
consideravelmente no tamanho. O numero preciso destes ¢ dificil determinar devido a
heterogeneidade no tamanho e recombinacdo dos cromossomos (El-Sayed et al., 2005a; El-
Sayed et al., 2005b).

A organizagdo dos genes dos tripanosomatideos difere daquela conhecida em outros
eucariotos. Sequéncias repetitivas representam cerca de 50% do genoma nuclear do T. cruzi e
podem estar agrupadas ou dispersas no genoma, de acordo com o mecanismo responsavel
pela sua amplificacdo e dispersdo no genoma (Castro et al., 1981; El-Sayed et al., 2005a).
Muitas sequéncias repetitivas e a maioria dos genes do T. cruzi que codificam proteinas estao
presentes em multiplas copias na célula. Genes que codificam tubulinas, calmodulinas,
ubiquitinas, antigenos de superficie de membrana e enzimas da via glicolitica estdo
organizadas em arranjos em ‘“tandem” no genoma deste parasito (aproximadamente 5000
copias de genes estdo em tandem) (Ullu & Nilsen, 1995; El-Sayed et al., 2005a).

A tendéncia do T. 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 sequéncias 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 organizacdo em “tandem” também pode estar
relacionada com a transcri¢do policistronica existente nos tripanosomas, o que facilitaria a
sintese € manutencao dos niveis de mRNAs na célula (Silveira, 2000; Liang et al., 2003).

Os tripanosomatideos apresentam mecanismos de controle da expressdo génica

diferente dos outros eucariotos como transcricdo policistronica, processamento especial de
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pré-mRNA (trans-splicing), edi¢do do mRNA mitocondrial e transcrigio de genes que
codificam proteinas através da RNA polimerase I (Donelson et al., 1999; Campos et al.,
2008). A transcricao policistronica ocorre quando os cromossomos sdo transcritos em longos
mRNAs, que devem ser processados em mRNAs monocistronicos (individuais) antes de
serem traduzidos. A maturacdo dos mRNAs individuais, a partir dos policistronicos, envolve
dois eventos acoplados de processamento de mRNA co-transcricional. O processo de trans-
splicing consiste em adicionar na extremidade 5’ de cada RNA que codifica proteina, uma
sequéncia de 39 a 41 nucleotideos chamada “splice leader” (SL). Adicionalmente, na por¢ao
3’ do mRNA ocorre a poliadenilagdo, que promove a adi¢cdo da cauda poli(A). Ambos os
eventos sao dependentes dos motivos ricos em polipirimidina (poli(Y)) localizados nas
regides intergénicas (Haile e Papadopoulou, 2007; Campos et al., 2008).

A adicdo do SL pode ocorrer como uma forma de individualizar os mRNAs,
juntamente com a poliadenilagdo; ou promover a adi¢do de uma capa (cap) para completar o
processo de maturacdo dos mRNAs (Liang et al., 2003). Existem evidéncias de que a SL
confere estabilidade ao mRNA, impedindo a sua degradacgao, auxiliando também a interagdo
do mRNA com os ribossomas. Transcritos desprovidos da SL perdem a sua estabilidade e nao
sdo traduzidos (Ullu et al., 1996). Além deste processamento diferencial do mRNA, alguns
tripanosomatideos nao possuem introns nos genes (Liang et al., 2003).

Os mRNAs dos tripanosomatideos apresentam na sua extremidade 3’ uma cauda de
residuos de adenina (cauda poli A). Porém, ao contrario dos eucariontes superiores, 0s
mRNAs dos tripanosomatideos ndo apresentam uma sequéncia consenso para adi¢do de
residuos de adenina (Vanhame & Pays, 1995; Liang et al., 2003).

Como mencionado anteriormente, os tripanosomatideos apresentam uma transcri¢ao
policistronica e os promotores da RNA polimerase Il sdo ausentes em todos os genes que
codificam proteinas. Baseado nestes fatos, estes organismos promovem a regulacdo da
expressao génica pelo controle a nivel pos-transcricional. Essa regulagdo ocorre no nivel do
processamento de transcritos primarios (trans-splicing e poliadenilacdo), da estabilidade do
mRNA ou da estabilidade dos produtos da traducdo (Vanhame & Pays, 1995; Teixeira, 1998;
Avila et al., 2001; Bringaud et al., 2007). Sabe-se que os mRNAs do T. cruzi podem ser
estocados no citoplasma numa forma de reprimir a transcri¢gdo (Goldenberg et al., 1985),
sugerindo que a mobilizagdo do mRNA pelos polissomas pode ser um mecanismo de
regulagio pos-transcricional da expressdo de alguns genes em tripanosomatideos (Avila et al.,
2001).

Os genes dos eucariotos apresentam segmentos nas por¢des 5’ e 3’ que sdo transcritos

em RNA mas ndo sdo traduzidos, chamadas regides nao-traduzidas ou 5’ e 3° UTR. O
23



tamanho, em média, das regides 5° ¢ 3> UTR em T. cruzi ¢ 35 e 264 nucleotideos,
respectivamente (Campos et al., 2008). Ambos os segmentos ndo-traduzidos influenciam a
expressdo e fun¢do dos genes, no entanto a regido 3> UTR possui um papel maior nesta
regulacdo pela presenca de elementos cis nos genes do T. cruzi (D'Orso et al. 2003). Este fato
pode ser resultado de diferencas estruturais, na qual a 3° UTR, em média, é 7-8 vezes maior
que a 5> UTR aumentando as possibilidades de influenciar o processamento de mRNA (mais
elementos na sequéncia, sitios de ligacdo de proteina e estruturas secunddrias) (Brandao,
2006; Campos et al., 2008).

Experimentos com parasitas transfectados com o gene amastina mostraram a presenga
na regido 3’ UTR de sequéncias especificas capazes de regular a expressao génica de maneira
estagio-especifica (Teixeira et al., 1995; Nozaki & Cross, 1995; Silveira, 2000). Além disso,
Zafra e colaboradores (2007) sugerem que polimorfismos na regido 3> UTR do gene IL12B
pode influenciar a susceptibilidade de pacientes para o desenvolvimento de cardiomiopatia
chagasica.

Analises das sequéncias do T. cruzi mostraram que as regides UTRs em alguns genes
podem funcionar como marcadores funcionais e moleculares de populacdes do T. cruzi.
Pequenas variagdes em cada UTR (insergdes ou delecdes) podem ser pontos de partida para
estabelecer relacdes entre expressdao de genes e estrutura de populagdes. Dessa forma,
pequenas mudancas nas UTRs podem afetar a expressao de genes (Teixeira et al, 1999). Isto
pode ser uma estratégia evoluciondaria do parasito para adquirir uma vantagem funcional sem
grandes mutacdes em seus genes. O resultado destas alteragdes em protozoarios parasitos €
representado por uma maior habilidade de sobrevivéncia em diferentes ambientes (Brandao,

2006).

1.3 Diversidade genética do T. cruz

O T. cruzi ¢ uma populagdo heterogénea, composta por um grupo de cepas que
apresentam origem e caracteristicas diferentes. Esta surpreendente variacdo intra-especifica
estd sendo documentada por caracterizacao bioldgica e molecular, que incluem morfologia de
formas sanguineas, curva de parasitemia, viruléncia, patogenicidade, sensibilidade a drogas,
perfil antigénico, taxa de crescimento, metaciclogénese e tropismo por tecidos (Murta &
Romanha, 1999; Macedo et al., 2004; Machado et al., 2006).

O primeiro método experimental que demonstrou a extensdo da diversidade genética
do T. cruzi foi a analise eletroforética de variantes de enzimas celulares (isoenzimas). Baseado
na variabilidade das isoenzimas, Miles e colaboradores (1977, 1978, 1980) propuseram a

existéncia de trés clusters isoenzimaticos do T. cruzi, chamados zimodemas Z1, Z2 e Z3.
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Estudos epidemiologicos demonstraram que os zimodemas 1 e 3 estavam associados com a
ciclo silvestre, enquanto que o zimodema 2 estava associado com o ciclo doméstico de
transmissdo (Miles et al., 1978, 1980). Posteriormente outras metodologias foram utilizadas
para a caracterizacdo do T. cruzi e demonstraram a grande diversidade genética desse parasita.

Estudos utilizando marcadores nucleares, como genes que codificam o RNA
ribossomal 24So e 0 miniexon, permitiram a divisdo das cepas de T. cruzi em dois grupos
distintos chamados T. cruzi I e T. cruzi II (Souto et al., 1996, Buscaglia & Di Noia, 2003). Em
abril de 1999, durante o Simposio Internacional Comemorativo dos 90 anos da descoberta da
doenga de Chagas, no Rio de Janeiro, foi adotada a subdivisdo da espécie de T. cruzi em duas
linhagens principais (Anonymous, 1999). Foi oficializada a nomenclatura T. cruzi I referente
ao parasita do ciclo silvestre na América Central e T. cruzi II associado a cepas do ciclo
doméstico da doenga. Os dois grupos de T. cruzi (I e II) 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 et al., 1978). O
zimodema Z3 pode constituir um “cluster” independente com uma diversidade genética baixa
intra-grupo, de acordo com analises de variagdo do tamanho dos cromossomos (Pedroso et al.,
2007).

O grupo T. cruzi I ¢ relativamente homogéneo e raramente encontrado em pacientes
humanos vivendo em areas endémicas. Além disso, este ndo esta associado com os sintomas
patologicos da doenga de Chagas. Por outro lado, o grupo T. cruzi II foi dividido em cinco
sub-grupos (Ila — Ile) e apresenta associacdo preferencial por mamiferos placentarios, em
particular, infecgdes humanas (Brisse et al., 2000; Buscaglia e Di Noia, 2003; Vargas et al.,
2004). Além destas divisdes de grupos de T. cruzi, alguns autores classificaram a cepa CL
Brener como um hibrido, derivado de mudangas genéticas entre cepas do sub-grupo T. cruzi I
e T. cruzi I (Machado e Ayala, 2001; Sturm et al., 2003, Vargas et al., 2004). Fampa ¢
colaboradores (2008) mostraram que proteases de T. cruzi, incluindo a cruzipaina, podem

contribuir na diversificagdo da infec¢ao no hospedeiro entre os genétipos T. cruzi I e I1.

1.4 Quimioterapia da Doenca de Chagas

A quimioterapia da doenga de Chagas apresenta alguns problemas e tem sido alvo de
pesquisas para o desenvolvimento de drogas eficientes contra o T. cruzi, principalmente para
ser utilizado na fase cronica da doenca.

As drogas usadas no tratamento da doenca de Chagas sdo dois nitroaromaticos
heterociclicos, Nifurtimox (NFX — comercializado pela Bayer, mas atualmente descontinuado

no Brasil) e Benzonidazol (BZ), (comercializado pelo Laboratorio do Estado de Pernambuco,
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Brasil) introduzidos ao longo de trés décadas atras (Boiani et al, 2008;
www.lafepe.pe.gov.br). No entanto, estas drogas possuem baixa eficicia de cura
principalmente na fase cronica da doenga (apenas 8%). O NFX e BZ sdo efetivos na cura da
infec¢cdo na fase aguda, levando 76% dos pacientes tratados a cura parasitologica (Cangado,
2002). Em criangas de baixa idade com infec¢do cronica recente foi demonstrado cerca de
55,8% de cura ap6s o tratamento com benzonidazol (Andrade et al., 1996). Além da baixa
eficacia, ambos compostos apresentam diversos efeitos colaterais como disturbios
gastrointestinais, vomito, emagrecimento, leucopenia, neuropatia e dermopatia alérgica (Rassi
& Luquetti, 1992).

O NFX ¢ um derivado 5-nitrofurano ¢ o BZ, um derivado 2-nitroimidazélico, ambos
fazem parte de uma mesma familia, a dos nitroheterociclicos, mas possuem diferentes grupos
quimicos e apresentam diferentes mecanismos de agdo contra o T. cruzi. O grupo nitro de
ambas as drogas ¢ reduzido por nitroredutases, com a formacdo de varios radicais livres e
metabolitos eletrofilicos (Maya et al., 2006; Wilkinson et al., 2008). O radical nitroanion
produzido sofre ciclagem redox com o oxigénio molecular, sendo parcialmente reduzido e
podendo regenerar a droga (Mason & Holtzman, 1975; Maya et al., 2007).

O radical gerado pela redu¢cdo do NFX pode reagir com o oxigénio molecular para
gerar o anion superdxido (O;") e este produzir peroxido de hidrogénio (H,0,), pela acao da
enzima superoxido dismutase. Pode ocorrer a interagdo do H,O, com o O, produzindo o
radical hidroxila (OH’). Este radical hidroxila ¢ um dos radicais de baixa massa molecular
mais toxico produzido por radia¢des ionizantes. Todos esses passos podem causar danos ao
DNA (Olive, 1978) e lipideos e formar peréxido organico (Tappel, 1973; Docampo et al.,
1981).

O mecanismo de a¢do do benzonidazol ainda ndo esta claro. Sabe-se que o BZ inibe o
crescimento do T. cruzi sem estimular a producdo de O, e H,O,. Provavelmente metabolitos
reduzidos do BZ estdo envolvidos no mecanismo, através de ligagdes covalentes com
componentes do parasita ou ligando ao DNA, lipideos e proteinas do T. cruzi (Diaz de
Toranzo et al., 1988; Aldunate & Morello, 1993; Maya et al., 1997 e 2003). O BZ e seus
metabolitos podem também afetar o metabolismo de tripanotiona em T. cruzi (Maya et al.,
1997).

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.
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Maya e colaboradores (2003) mostraram o efeito ¢ o modo de acdo dos
nitroimidazoles (BZ e megazol) e derivados nitrofuranos (NFX) em T. 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 a¢do 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 detoxificacdo do parasita. O megazol € um composto extremamente ativo contra
o T. cruzi, mesmo em cepas do parasita que sdo altamente resistentes ao BZ ¢ NFX (Filardi &
Brener, 1982). Apesar da eficicia terapéutica, este composto apresenta graves efeitos
colaterais, como surgimento de linfomas e outros tipos de tumores (Filardi & Brener, 1982).
Outro composto testado no T. cruzi foi a amiodarona, que apresentou uma atividade efetiva
contra os estagios proliferativos do parasita. Esta droga age interferindo na biossintese de
esterol na membrana dos parasitas (Benaim et al., 2006).

Varios compostos ja foram testados contra o T. cruzi, mas a maioria deles foram
ineficazes e/ou toxicos para os camundongos (Revisado por Brener, 1984; De Castro, 1993).
Estudos de bioquimica basica em T. cruzi tém identificado novos alvos para a quimioterapia
que incluem enzimas como a Tripanotiona Redutase (TR), a Superdéxido Dismutase (SOD)
(Nogueira et al., 2006), 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), a Farnesilpirofosfato Sintase (Docampo, 2001; Rodriguez, 2001; Coura
& de Castro, 2002) e Pteridina redutase (Senkovich et al., 2003). 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, combinagdo de drogas usadas no
tratamento da doenga de Chagas experimental, uso de citocinas recombinantes interleucina 12
(IL-12) e interferon gamma (IFN-0) para ativar as funcdes efetoras do sistema imune. Outras
vias metabdlicas do parasito também té€m sido exploradas como alvos terapéuticos, como a
biossintese de purina, a cadeia respiratoria, analogos de fosfolipideos ¢ miltefosina (Maya et
al., 2007).

Entre outras estratégias para a descoberta de drogas, a procura na biodiversidade local
por produtos naturais bioativos usando bioensaios apropriados ¢ uma interessante alternativa
para pesquisadores em areas afetadas, especialmente em paises com uma rica biodiversidade.
Dados da literatura descrevem que produtos naturais produzidos por plantas, fungos ou outros
organismos sdo a fonte direta para medicamentos disponiveis (Newman & Cragg, 2007; Cota
et al.,, 2008a; b). Extratos de plantas e fungos foram testados em ensaios de inibicdo da

atividade da tripanotiona redutase (TR). Cota e colaboradores (2008a) apresentaram dois
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metabolitos, panepoxidona e hipnofilina, isolados de um fungo tropical basidiomiceto
Lentinus strigosus com significativa atividade inibitoria da TR. A hipnofilina mostrou uma
significante atividade anti-T. cruzi associada com uma menor atividade imunomodulatéria ndo
toxica em leucécitos humanos, sugerindo um bom candidato para o desenvolvimento de
novas drogas (Cota et al., 2008a). Estes autores (Cota et al., 2008b) também isolaram de uma
espécie de Alternaria um derivado de bifenil, capaz de inibir a enzima TR em concentragdes

micromolares.

1.5 Resisténcia Natural e Selecdo de resisténcia do T. cruz a drogas

A maior limitagdo do tratamento da doenca de Chagas, além da baixa eficacia e
toxicidade dos compostos, ¢ a existéncia de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes a
drogas e a resisténcia cruzada entre o BZ ¢ o NFX. E interessante observar que a eficacia do
tratamento especifico da doenca de Chagas difere entre as cepas, nos diversos paises € em
diferentes areas geograficas dentro de um mesmo pais.

Desde 1949, diferengas na susceptibilidade a drogas por cepas de T. cruzi tem sido
relatada (Hauschka, 1949; Bock et al., 1969; Haberkorn & Gonnert, 1972; Brener et al., 1976;
Andrade et al., 1985 ¢ Neal & Van Bueren, 1988). Em um estudo da diversidade de resposta
aos nitrocompostos a infecgdes 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 nao existe doenga
de Chagas humana autoctone (Filardi & Brener, 1987). Este fato sugere que a resisténcia
natural do T. cruzi a derivados nitroheterociclicos pode ser um fator importante para explicar
as baixas percentagens de cura detectadas em pacientes chagésicos 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). Além disto, 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 acao contra
0 parasita.

Em um estudo realizado em nosso laboratorio, 45 cepas do T. cruzi sensiveis e
naturalmente resistentes ao BZ e NFX foram analisadas em relagdo a seis diferentes

marcadores moleculares. O perfil heterozigoto (ZB) agrupou exclusivamente cepas sensiveis e
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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 et al., 1998). No entanto, os zimodemas 1 e 2 foram
encontrados em populagdes de T. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes a drogas.

Toledo e colaboradores (2003) demonstraram a relacdo da diversidade filogenética
entre as cepas do T. cruzi e a sua susceptibilidade in vivo a agentes quimioterapéuticos. Os
dados indicaram que a falha no tratamento clinico, mesmo durante a fase aguda da infeccao,
estd relacionada a cepa do parasita e a sua resisténcia a drogas especificas. No entanto,
durante a fase cronica da doenga, ndo foi possivel correlacionar a cepa do parasita ¢ a
resisténcia a droga devido a baixa taxa de cura obtida.

A resisténcia & droga ¢ um problema importante em protozoarios parasitas. Por
exemplo, em Leishmania spp., que ¢ da mesma familia Kinetoplastidae do T. cruzi, foi
observada a resisténcia a drogas de uso clinico, antimdnios 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 as drogas como a
tubercidina, melarsoprol, diamidina, entre outras (Bacchi, 1993; de Koning, 2008). A
resisténcia a drogas também foi observada em Plasmodium falciparum (Schapira et al., 1993;
Ogbonna & Uneke, 2008), em Giardia lamblia e Trichomonas vaginalis (Johnson, 1993;
Upcroft & Upcroft, 1993; Buckner et al., 1998; Nanda et al., 2006).

Veloso e colaboradores (2001), analisando a eficacia de cura com BZ em
camundongos infectados com T. cruzi, observaram uma mudancga na susceptibilidade ao BZ
em alguns isolados da cepa Berenice, considerada 100% sensivel. Este fato pode ser devido a
selecdo de alguns mutantes resistentes ao BZ que surgiram nesta populacao. Considerando
que as caracteristicas genéticas pode ser um dos fatores que modulam o processo de
sensibilidade ou resisténcia, a variacdo na susceptibilidade a droga pode refletir a plasticidade
genética observada no T. cruzi (Veloso et al., 2001; 2005). 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 T.
cruzi e Leishmania.

A indugdo de resisténcia de cepas do T. cruzi ao BZ através da infecgdo por longo
tempo em hospedeiro vertebrado, na auséncia do estresse da droga foi realizado por Caldas e
colaboradores (2008). Os autores utilizaram diferentes isolados da cepa sensivel Berenice.
Estes parasitos foram isolados de diferentes caes previamente infectados com a cepa Berenice
do T. cruzi (2-10 anos atras) e submetidos a sucessivas passagens em camundongos. Ao

determinar a susceptibilidade das cepas mantidas no camundongo, os autores observaram
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diferentes niveis de resisténcia ao BZ, no qual foram classificadas em parcialmente resistentes
ou resistentes. A resisténcia induzida por longo tempo de infeccdo em cades pode estar
relacionada a adaptabilidade genética do parasita no hospedeiro mamifero. Este alto nivel de
adaptabilidade permite o parasita selecionar estratégias para evadir os efeitos letais do sistema
imune do hospedeiro, podendo ser importante também no desenvolvimento dos mecanismos
de resisténcia a drogas (Caldas et al., 2008).

Com a finalidade de estudar o fenotipo de resisténcia a drogas em T. cruzi, varios
autores obtiveram cepas de T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ ou NFX. Abdo
(1991), conseguiu selecionar in vitro uma populacdo de T. 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 T. cruzi 4 vezes mais resistente ao
NFX. Em 1995, Nirdé e colaboradores conseguiram obter in vitro uma populagao (17LER) de
T. cruzi 23 vezes mais resistente a0 BZ do que a populagdo sensivel (17WTS). Os autores
observaram que o fenotipo de resisténcia foi estdvel mesmo apos diferenciacao de
epimastigotas para amastigotas.

Para investigar o mecanismo de resisténcia ao NFX, Wilkinson e colaboradores (2008)
induziram a resisténcia in vitro do T. cruzi. Os parasitas foram mantidos na presen¢a da droga
(10 uM) por 8 meses e todos os clones foram 4 vezes mais resistentes ao NFX do que os
controles. Os autores realizaram a exposicao destes parasitas a outras drogas do grupo dos
nitroheterociclicos e observaram uma resisténcia cruzada ao BZ, megazol e nitrofurazona.

Em nosso laboratorio, com o objetivo de estudar o mecanismo de resisténcia do T.
cruzi a drogas, uma populagdo (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionados in vivo a
partir da cepa Y do T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi, por ser uma cepa
medianamente resistente in vivo ao BZ e NFX e apresentar um alto pico de parasitemia, no 7°
dia apds a infecgdo. O protocolo foi baseado em 25 tratamentos sucessivos dos camundongos,
com uma dose Unica e alta de BZ. Na auséncia de pressdo do BZ, o fenotipo da populagao
resistente BZR foi estavel apds 6 meses de manutencdo em meio de cultura LIT, apds 20
passagens em camundongos e uma passagem pelo vetor invertebrado, Triatoma infestans
(Murta & Romanha, 1998).

Dos Santos e colaboradores (2008) utilizaram isolados da cepa sensivel (Berenice) do
T. cruzi para induzir a resisténcia in vivo ao BZ, com a pressdo da droga. O fenotipo de
resisténcia permaneceu estavel apos 12 passagens em camundongos € em cultivo acelular. No
entanto, a manutengdo do parasita resistente em cultura acelular induziu a reducio nos niveis
da resisténcia ao BZ, enquanto que nenhuma alteracdo foi detectada em parasitas mantidos

pelo mesmo tempo em camundongos.
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1.6 Mecanismos de resisténcia a drogas

Os mecanismos de resisténcia a droga diferem entre organismos procariotos e
eucariotos, mas alguns principios gerais podem ser identificados. O primeiro efeito para morte
da célula ¢ a interagdo da droga com um ou mais alvos. Assim, a alteragdo nos niveis
intracelulares da droga ou a habilidade da droga afetar o alvo ¢ normalmente observada em
varios organismos. Niveis da droga no sitio alvo podem ser diminuidos por uma variedade de
mecanismos, incluindo a diminuicdo da entrada, aumento da sua eliminacdo e inativagdo por
metabolismo ou sequestro. Além disto, alteragdes nos niveis do alvo primario podem ocorrer
devido a diminui¢do da afinidade do alvo pela droga ou perda completa do alvo (Croft et al.,
2006).

Estes mecanismos também j& foram descritos em protozodrios parasitas, mas eles
ainda ndo estdo bem esclarecidos (Ullman, 1995; Engel et al., 2000). No caso de muitas
drogas antiparasiticas ocorre um mecanismo de producao de espécies reativas de oxigénio que
podem causar danos nos lipideos de membrana, proteinas ou DNA (Fries & Fairlamb, 2003).
Provavelmente, multiplos mecanismos estdo envolvidos na resisténcia a drogas. 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 e tripomastigotas de varias cepas do T. cruzi. Os autores observaram que a
resisténcia ao NFX foi acompanhada por uma variedade de mudangas no DNA do parasita,
incluindo o rearranjo cromossomico e a aneuploidia. Os autores mostraram a ocorréncia de
dele¢des ou translocacdes nas bandas cromossomicas entre as cepas sensiveis e resistentes a
droga.

Buckner e colaboradores (1998) observaram que cepas do T. cruzi com resisténcia
induzida in vitro ao fluconazol apresentaram resisténcia cruzada a outros azoles antifiingicos,
como cetoconazol, miconazol e itraconazol. Isto sugere que o mecanismo de resisténcia nao ¢
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 T. cruzi com resisténcia induzida in
vitro a esse inibidor. Os autores observaram um aumento da regulagao 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.
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Uma grande limitagdo no sucesso do tratamento quimioterapico de muitos tipos de
tumores € a emergéncia e o crescimento de subpopulagdes 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 protozodrios
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). Entretanto, um estudo realizado em nosso laboratorio (Murta
et al.,, 2001), mostrou que a resisténcia do T. cruzi a drogas ndo esta associada com a
amplificacao ou superexpressao da PGP.

Recentemente, Wilkinson e colaboradores (2008) descobriram que a enzima
nitroredutase (NTRI) é responsavel pela ativagdo dos compostos NFX e BZ no T. cruzi. Eles
sugerem que o mecanismo de resisténcia a drogas desenvolvido neste parasita estd associado a
redugdo nos niveis de expressao da NTRI. Enquanto que a superexpressao da NTRI pode

resultar na hipersensibilidade e morte do parasita.

1.7 O metabolismo oxidativo e a defesa antioxidante do T. cruz

A maioria dos protozodrios parasitas sao organismos aerobicos € vivem em ambientes
oxigenados. O metabolismo aerobico 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 formagao do anion superoxido, perdxido de hidrogénio e radical hidroxila,
respectivamente (Chance et al., 1979; Turrens, 2003). Algumas dessas espécies (anion
superoxido e peroxido de hidrogénio) também podem ser produzidas por processos
especificos incluindo atividade antimicrobiana e sinalizagdo intracelular (Droge, 2002;
Turrens, 2003).

O anion superoxido nao ¢ muito reativo por si, mas ele € um precursor de dois fortes
oxidantes. O superoxido pode reagir com o 6Oxido nitrico para produzir peroxinitrito, um
agente gerado por macréfagos como sendo a primeira linha de defesa durante a fagocitose.
Adicionalmente, o anion superoxido é um precursor do peroxido de hidrogénio e na presenga
de metais, as duas espécies reativas de oxigénio sdao responsaveis pela formagao de radicais
hidroxila (Turrens, 2004).

Os radicais livres (anion superoxido, peroxido de hidrogénio e o anion hidroxila) sdo
produzidos como intermediarios de muitos processos fisioldgicos e principalmente quando os

organismos sao expostos a condi¢des ambientais como radiacdo, compostos ativos e agentes
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quimicos. No caso de protozoarios parasitas estes radicais podem ser produzidos pelo proprio
processo de respiragao celular, ou por agentes externos como o sistema imune do hospedeiro e
o metabolismo de drogas (Turrens, 2004; Irigoin et al., 2008).

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. A oxidacao de macromoléculas biologicas, se ndo reparadas, coloca o
organismo sob risco e pode resultar no surgimento de varias doengas neurodegenerativas
(Olanow, 1997), mutagdes, carcinogénese, apoptose (Jacobson, 1997), morte celular (Harman,
1982), entre outros (Goulielmos et al., 2003).

Por muitos anos, pesquisadores estudam novos alvos para o desenvolvimento de
drogas farmacéuticas. Estes alvos sdo baseados na identificagdo de componentes celulares e
vias metabolicas e estruturais encontrados no parasito alvo, que ndo estdo presentes no
hospedeiro ou que sdo suficientemente diferentes para atingir apenas os parasitos. No caso
dos tripanosomatideos um dos alvos mais promissores ¢ o sistema de defesa antioxidante
mediado por tripanotiona (Fairlamb et al., 1986).

Os membros da ordem Kinetoplastida, incluindo o T. cruzi, apresentam um
mecanismo de detoxificacdo diferente daquele encontrado no hospedeiro vertebrado. Estes
parasitos ndo apresentam as enzimas glutationa peroxidase dependente de selénio e catalase,
responsaveis pela detoxificagao do peroxido de hidrogénio. Para compensar a auséncia destas
enzimas, os tripanosomatideos utilizam um sistema antioxidante dependente de “tiol”, que
elimina o peroxido de hidrogénio (Turrens, 2004). O metabolismo de peréxido dependente de
tripanotiona envolvendo uma tnica cascata de enzimas foi proposto primeiramente em
Crithidia fasciculata, um tripanosomatideo de inseto (Nogoceke et al., 1997). Participam do
mecanismo de defesa antioxidante destes tripanosomatideos as enzimas ferro-superoxido
dismutase (FeSOD), triparedoxina peroxidase (TXNPx), ascorbato peroxidase (APX),
tripanotiona redutase (TR) e glutationa peroxidase dependente de cisteina (GPx). Elas estdo
distribuidas em compartimentos celulares diferentes e sdo ativas contra varios oxidantes
(Turrens, 2004; Irigoin et al., 2008).

A partir da reacdo desencadeada pela FeSOD, que acarreta a producao de peroxido de
hidrogénio, ocorrem duas reacdes ndo enzimaticas que sao vitais para o processo antioxidante
dos tripanosomatideos. Em T. cruzi, a dehidroascorbato é produzida durante a redugdo do
perdxido de hidrogénio catalizado pela enzima ascorbato peroxidase (Docampo et al., 1976;
Boveris et al.,, 1980; Wilkinson et al., 2000a), e a tripanotiona pode regenerar o acido
ascorbico. Adicionalmente, o mais importante sistema de detoxificacdo de peréxido, comum

em todos os tripanosomatideos, envolve a enzima triparedoxina peroxidase. Esta enzima
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utiliza a triparedoxina (uma tiol-dissulfeto oxidoredutase, homologa a tioredoxina) como
doador de elétrons e reduz substratos como o peroxido de hidrogénio em dagua. A
triparedoxina ¢ reduzida pela enzima tripanotiona (dihidrotripanotiona) e ¢ regenerada pela
tripanotiona redutase (Turrens, 2004) (Figura 2).

No genoma do T. cruzi foram identificadas quatro genes da glutationa peroxidase
(GPx), sendo dois de cada, TcGPxI e TcGPxII. TcGPxI foi localizada no citosol e em
glicossomos, enquanto a TcGPxII foi encontrada no reticulo endoplasmatico (Wilkinson et
al., 2002b; 2002c). Ambas as peroxidases decompdem peroxido organico, especialmente
aqueles derivados de fosfolipideos e acidos graxos, mas elas ndo sdo capazes de decompor
H,0, (Wilkinson et al., 2002b). Esta especificidade ao substrato sugere que sua funcao pode
ser uma forma de prevenir o dano celular, devido a peroxidacdo de lipideos (Irigoin et al.,
2008).

E interessante ressaltar que a transformagio do T. cruzi da forma epimastigota para a
forma infectiva, foi acompanhada pelo aumento da expressio de algumas enzimas
antioxidantes (Irigoin et al., 2008). Atwood e colaboradores (2005) através do proteoma das
formas de desenvolvimento do T. cruzi mostraram que a transicdo de epimastigota para
tripomastigota metaciclico foi acompanhada do elevado nivel de expressdo das proteinas
triparedoxina peroxidase mitocondrial, ascorbato peroxidase, ferro-superdxido dismutase,
triparedoxina (substrato da TXNPx) e tripanotiona sintase (sintese de tripanotiona). Isto pode
ser interpretado como uma pré-adaptagdo do parasita para a infeccdo do hospedeiro
vertebrado a ambientes onde ele pode ser exposto a oxigénio reativo e espécies de nitrogénio,
como aqueles gerados por células do sistema imune (Irigoin et al., 2008).

Em nosso laboratdrio (Nogueira et al., 2006) caracterizamos a isoforma FeSOD-A em
populagdes do T. cruzi sensiveis, com resisténcia induzida in vitro, selecionada in vivo e
naturalmente resistentes ao benzonidazol. Os resultados mostraram a amplificagdo do gene
TcFeSOD-A e um aumento no nivel de mRNA, a superexpressdo da proteina TcFeSOD-A e
um aumento da atividade enzimatica da TcFeSOD em uma populagao do T. cruzi com
resisténcia induzida in vitro ao BZ. A partir destes resultados, neste projeto de tese nos
propusemos investigar se também ocorre uma superexpressao das outras enzimas envolvidas

na defesa antioxidante das populagdes do T. cruzi resistentes ao BZ.
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Figura 2: Metabolismo antioxidante dos tripanosomatideos. Fonte: Turrens, 2004.

1.7.1 Triparedoxina peroxidase (TXNPX)

A enzima triparedoxina peroxidase (TXNPx) pertence a familia das proteinas
peroxiredoxinas. Esta familia inclui um grande numero de moléculas encontradas em
organismos diferentes e com fungdes distintas como detoxificacdo de células e sinalizagao
para proliferacdo ou processos de diferenciagdo celular. As peroxiredoxinas também estdo
presentes em parasitos e possuem um papel crucial na defesa contra o estresse oxidativo
(Hofmann et al., 2002). Esta familia de proteinas reduz o peroxido pela oxidagdo preferencial
de grupos sulfidril dos residuos conservados de cisteina, de maneira dependente de
tioredoxina ou “tiol” (Levick et al., 1998). Além disso, a TXNPx pode decompor peroxinitrito
e com menor eficiéncia perdxido organico (Pifieyro et al., 2008; Irigoin et al., 2008).

As peroxiredoxinas sdo caracterizadas pela presenca de dois dominios conservados
contendo cisteina (regido I e II), o que pode promover a formagdo de dimeros, além de uma
massa molecular altamente preservada (cerca de 20-30kDa) (Rhee et al., 2001; Wilkinson et
al., 2000a; Turrens, 2004). Elas s3o normalmente proteinas soluveis (Tetaud et al., 2001).
Além disso, os dois motivos conservados (VCP) s3o encontrados no sitio ativo destas

proteinas (Tetaud et al., 2001).
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Algumas peroxiredoxinas apresentam funcdo relacionada a regulacdo redox da
transcricdo de genes em mamiferos (Sen e Packer, 1996; Tetaud e Fairlamb, 1998). Por
exemplo, por regular a concentragdo intracelular de perdxido de hidrogénio estas proteinas
podem participar da cascata de sinalizag@o de alguns fatores de crescimento e fator de necrose
tumoral-a, regulando a atividade do fator de transcricdo NF-kB (Jin et al., 1997) e inibindo a
apoptose (Zhang et al., 1997; Tetaud e Fairlamb, 1998). No entanto, em mamiferos cinco
diferentes genes peroxiredoxinas foram identificados, mostrando que estas proteinas podem
desempenhar fun¢des multiplas (Jin et al., 1997; Tetaud e Fairlamb, 1998).

Na maioria dos eucariotos, as peroxiredoxinas fazem parte de uma via de trés
componentes que inclui a tioredoxina e tioredoxina redutase. No entanto, a peroxiredoxina
dos tripanosomatideos difere daquela encontrada nos mamiferos, pois ela ¢ dependente de
tripanotiona. A TXNPx tem sido estudada em véarios protozoarios parasitos como C.
fasciculata (Montemartini et al., 1998), T. cruzi (Lopez et al., 2000; Wilkinson et al., 2000a),
T. brucei (Tetaud et al., 2001) e em espécies de Leishmania (Flohé et al., 2002; Castro et al.,
2002; Lin et al., 2005; Walker et al., 2006). A triparedoxina peroxidase pode estar localizada
no citosol (cTXNPx) ou na mitocondria (mTXNPx) desses tripanosomatideos. Inicialmente,
estas enzimas foram consideradas como “peroxidases pobres” porque sua reatividade contra o
H,0, foi substancialmente menor que as peroxidases cldssicas como catalase e glutationa
peroxidase dependente de selénio (Hofmann et al.,, 2002). Essa baixa eficacia pode ser
compensada pela abundancia das peroxiredoxinas nos tripanosomatideos, na qual elas
representam 0.1 a 0.8% das proteinas totais soluveis (Nogoceke et al., 1997).

A existéncia da proteina ¢cTXNPx no T. cruzi foi evidenciada por ensaios de
imunohistoquimica. Os autores expressaram a proteina recombinante e esta foi sequenciada
para confirmar sua identidade com a proteina cTXNPx. Além disso, eles mostraram uma alta
reatividade desta proteina com o anticorpo anti-TXNPx de C. fasciculata, que reconheceu um
polipeptideo de 21 kDa. Assim, a defesa antioxidante do T. cruzi depende dos mesmos
componentes que constituem o sistema de detoxificagdo de peroxido em C. fasciculata
(TXNPx, triparedoxina e tripanotiona redutase) (Lopez et al., 2000).

Wilkinson e colaboradores (2000) caracterizaram o gene que codifica a enzima
triparedoxina peroxidase citosolica (cTcTXNPx) em T. cruzi. A sequéncia de nucleotideos
correspondente a regido codificante (ORF) do ¢cTXNPx apresenta 600 pb e codifica uma
proteina de aproximadamente 20 kDa. Trujillo e colaboradores (2004) observaram que a
enzima cTXNPx do T. cruzi and T. brucei possuem a capacidade de decompor peroxinitrito.
Dessa forma, a atividade oxidoredutase da cTXNPx pode ser um fator importante para a

sobrevivéncia e proliferacdo de tripanosomatideos na presenca de macrofagos ativados. Em
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2007, Piacenza e colaboradores realizaram a transfeccdo dos genes cTXNPx e mTXNPx em
T. cruzi e observaram sua resposta a varios ensaios com peroxinitrito. Os autores mostraram
que a superexpressao de cTXNPx e mTXNPx confere altos niveis de protecdo a epimastigotas
contra diferentes concentragdes de peroxinitrito. Este dado sugere que as peroxiredoxinas
detoxificam peroxinitrito nas células eficientemente e protege os parasitas dos efeitos
deletérios desse oxidante.

Finzi e colaboradores (2004) investigaram o envolvimento da enzima triparedoxina
peroxidase do T. cruzi frente a uma injuria mediada por oxidantes. Os autores observaram que
em baixas concentragdes de H,O, ocorre a proliferacao das células e o aumento da resisténcia
do parasito a doses sub-letais de H,O, (100uM), se previamente tratados com concentragdes
ndo toxicas de H,O, (20uM). Os resultados também mostraram que o tratamento das células
com diferentes concentragcdes de H,O, em um tempo méaximo de 30 minutos, induz um
aumento dos niveis de triparedoxina peroxidase de maneira dose-dependente. Eles realizaram
a superexpressdo da enzima triparedoxina peroxidase em T. cruzi, mostrando um aumento no
nivel de mRNA (129%), sem o correspondente aumento na expressdo da proteina, sugerindo
que a regulacdo da expressdo do gene ocorre ao nivel poés-transcricional. Os altos niveis de
mRNA associados com os niveis da proteina foram observados apenas em incubagdes com
H,O, por um longo periodo (1-2h), sugerindo que a tradug¢do da proteina triparedoxina
peroxidase ocorre de acordo com a necessidade do parasito. Os parasitos que superexpressam
a triparedoxina peroxidase foram duas vezes mais resistentes ao estresse oxidativo comparado
com os parasitos selvagens (Wilkinson et al., 2000a; Finzi et al., 2004). Wilkinson e
colaboradores (2000a) testaram os niveis da enzima cTXNPx no T. cruzi transfectado tratado
com BZ ou NFX. Os autores observaram que a susceptibilidade das linhagens transfectadas a
estas drogas foi igual a do controle ndo transfectado. Este fato pode também ser explicado por
um desequilibrio no sistema de defesa antioxidante do parasito.

Pifieyro e colaboradores (2008) mostraram que a triparedoxina peroxidase citosolica e
mitocondrial sdo expressas em todos os estagios do ciclo de vida do parasita, incluindo os
estagios infectivos. Além disso, os autores observaram que, ao contrario das peroxiredoxinas
que sdo abundantes, as proteinas TXNPx citosolica e mitocondrial sdo expressas em baixos
niveis em T. cruzi. As TXNPx do T. cruzi podem ser consideradas como fatores de viruléncia
relevante para sobrevivéncia, replicacdo e diferenciagdo dos parasitas no interior da célula
hospedeira. Adicionalmente, as TXNPx do parasita podem contribuir na infectividade sem
afetar a invasdo na célula alvo (Pineyro et al., 2008). Assim, as peroxiredoxinas do T. cruzi
constituem excelentes candidatos para o desenho de inibidores, que podem ser usados no

tratamento da doenca de Chagas.
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A triparedoxina peroxidase de C. fasciculata ¢ um componente essencial do
metabolismo de hidroperdxidos dependente de tripanotiona (Nogoceke et al., 1997). O gene
c¢TXNPx de C. fasciculata apresenta 564 pb e codifica uma proteina de 188 residuos de
aminodcidos. A proteina recombinante da cTXNPx possui uma massa molecular de 22 kDa e
apresenta duas isoformas com diferencas no ponto isoelétrico, 6,2 ¢ 6,3. A comparacao de
sequéncias da cTXNPx demonstrou a presenca de aproximadamente 21 residuos de
aminoacidos altamente conservados em posi¢cdes homologas. Tetaud e Fairlamb (1998)
caracterizaram o gene triparedoxina peroxidase de C. fasciculata e mostraram que este gene
estd organizado em “tandem” correspondendo no minimo cinco copias no genoma deste
parasito. A TXNPx de C. fasciculata esta localizada no citosol (Steinert et al., 1999). Além
disso, esta proteina apresentou a capacidade de reduzir diferentes hidroperoxidos, como
hidroperoxidos lipidicos ou organicos, com atividade similar a reducdo do perdxido de
hidrogénio (Tetaud e Fairlamb, 1998).

Levick e colaboradores (1998) identificaram e caracterizaram a enzima triparedoxina
peroxidase em L. major. A sequéncia de cDNA encontrada correspondeu a um polipeptideo
de 199 aminoécidos, com uma massa molecular de 22 kDa. A triparedoxina peroxidase de L.
major esta localizada em duas bandas cromossomicas, de 640 ¢ 660 Kb, em cromossomos
homologos. A atividade enzimatica desta enzima em L. major demonstrou que o catabolismo
do peroxido de hidrogénio depende da agdo combinada de trés enzimas: triparedoxina
peroxidase, triparedoxina e tripanotiona redutase. Os compostos t-butil hidroperdxido e
cumene hidroperoxido foram pobres substratos para a triparedoxina peroxidase de L. major,
ao contrario da enzima TXNPx de C. fasciculata (Levick et al., 1998). Analise protedmica de
promastigotas de L. guyanensis mostraram que o sistema de defesa antioxidante ¢ um
modulador central da viruléncia em Leishmania em relagdo a sobrevivéncia e persisténcia,
que sdo pré-requisitos para o desenvolvimento da doenga metastatica (Walker et al., 2006).

A enzima triparedoxina peroxidase mitocondrial (mTXNPx) foi caracterizada na
populagio Cl Brener do T. cruzi (Wilkinson et al., 2000a). Este parasito e outros
tripanosomatideos apresentam uma unica mitocondria que contém o cinetoplasto, uma regiao
elétron densa situada entre o nucleo e a bolsa flagelar, onde o genoma mitocondrial esta
localizado. O DNA mitocondrial constitui aproximadamente 20% do DNA celular total do T.
cruzi. Wilkinson e colaboradores (2000a) mostraram que o gene mTXNPx possui uma regiao
codificante de 681 pb com um potencial para codificar um peptideo de aproximadamente 25
kDa. Eles observaram também que este gene apresenta uma Unica copia no genoma do T.
cruzi e que ele esta localizado em duas bandas cromossdmicas homoélogas, 1600 e 1000 kb. A

proteina mTXNPx apresenta uma extensdao de 30 aminoacidos na por¢ao amino-terminal, que
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corresponde a um peptideo sinal de enderecamento para a mitocondria. Com esta extensdo, a
sequéncia de aminoacidos da mTXNPx ¢ maior do que a sequéncia da enzima ¢cTXNPx. No
entanto, ambas as proteinas apresentam similar tamanho, sugerindo que na mTXNPx pode
ocorrer alteragdes pds-traducionais.

As enzimas cTXNPx e mTXNPx pertencem a familia das peroxiredoxinas e possuem
residuos de cisteina sdo responsaveis pela atividade peroxidase destas enzimas (regido I e II).
Ambas as triparedoxinas peroxidases apresentam similaridade na regido I, mas a regido II
diverge entre elas. Outras peroxiredoxinas, incluindo a tioredoxina peroxidase de leveduras,
também apresentam diferengas na regido II, mas isto provavelmente nio afeta a atividade
antioxidante destas enzimas (Chae et al., 1994; Wilkinson et al., 2000a). Estudos estruturais
destas proteinas mostraram que a Cys52 possui um papel na reducdo do perdxido (Alphey et
al., 2000), enquanto a Cys173 pode participar da interacdo da enzima com o doador de
elétrons triparedoxina (Tetaud et al., 2001). Além disso, as peroxiredoxinas cTXNPx e
mTXNPx possuem uma estrutura quaternaria decamérica (Alphey et al., 2000).

Ensaios de transfec¢do dos genes cTXNPx ¢ mTXNPx em epimastigotas de T. cruzi
mostraram que ambas as linhagens de células transfectadas aumentam 2 vezes a resisténcia do
parasito contra o perdxido de hidrogénio exodgeno, comparado com as células controle
(Wilkinson e colaboradores, 2000a). Os autores observaram também que a atividade
peroxidasica das enzimas cTXNPx e mTXNPx foi especificamente dependente de
tripanotiona. Eles testaram a atividade peroxidase destas enzimas utilizando glutationa
redutase ¢ tioredoxina redutase de E. coli e ndo observaram diferencas na oxidagdo do
NADPH.

O peroxido de hidrogénio ¢ uma molécula ndo carregada e pode atravessar a
membrana plasmatica ou membranas de organelas. A compartimentalizacdo das peroxidases
em T. cruzi protege a célula dos efeitos toxicos do peroxido exdgeno, indicando que estes
oxidantes penetram no citosol ¢ na mitocondria. Nas células que superexpressam as enzimas
peroxidases, o metabolismo de peréxido aumenta em ambos 0os compartimentos conferindo
protecdo contra danos celulares.

Em T. brucei, Tetaud e colaboradores (2001) observaram que o gene cTXNPx
pertence a uma familia multigénica organizada em “tandem” como descrito em Leishmania,
C. fasciculata e T. cruzi. Ja o gene mTXNPx apresenta uma tnica copia por genoma haploide
do T. brucei. Analises da atividade especifica das enzimas cTXNPx e mTXNPx mostraram
que a mTXNPx possui atividade 7 vezes menor do que a ¢cTXNPx. Esta diferenca na
atividade pode refletir uma baixa interagdo entre a triparedoxina e a mTXNPx, sugerindo a

presenca de outro doador de elétrons para a mTXNPx (Tetaud et al., 2001). Os autores
39



observaram a expressdo da proteina em ambas as formas sanguineas e prociclicas do parasito.
Assim como T. cruzi, o T. brucei apresenta uma triparedoxina peroxidase localizada no
citosol e outra na mitocondria. No entanto, C. fasciculata possui apenas o sistema de
detoxificag¢do de peroxido localizado no citoplasma (Steinert et al., 1999).

Castro e colaboradores (2002) observaram que o gene cTXNPx em Leishmania
apresenta multiplas copias, provavelmente localizadas no mesmo cromossomo. Enquanto que
o gene mTXNPx apresenta uma Unica copia no genoma deste parasito. Ensaios de Northern
blot utilizando sondas especificas, demonstraram a presenca de quatro transcritos diferentes
para o gene cTXNPx (2,1; 1,7; 1,5 e 1,2 kb) e apenas um transcrito para o gene mTXNPx (1,4
kb). Estes autores observaram também a presenga de dois polipeptideos com massa molecular
menor que a mTXNPx, que possivelmente representam produtos de degradacdo e detectaram
formas diméricas e tetraméricas da proteina mTXNPx de L. infantum. Além disso, eles
determinaram a atividade especifica da mTXNPx e observaram uma especificidade restrita ao
substrato e a sensibilidade ao hidroperédxido lipidico ndo esta limitada a TXNPx mitocondrial.
A TXNPx citosolica encontrada em L. major (Levick et al., 1998), L. donovani, T. brucei e T.
cruzi também mostrou uma especificidade restrita ao substrato (Castro et al., 2002). A
transfeccdo do gene cTXNPx em promastigotas de L. infantum mostrou que os parasitos
transfectados aumentam a resisténcia ao peroxido de hidrogénio, enquanto que os parasitos
superexpressando o gene mTXNPx ndo demonstraram alteragdes significantes na resisténcia a
este composto.

Em Leishmania amazonensis resistentes ao arsenato, Lin ¢ colaboradores (2005)
observaram que o gene cTXNPx apresenta 600 pb e o mTXNPx possui 681 pb, com grande
similaridade (98%) aos genes de L. infantum. A expressdo do gene cTXNPx produziu um
polipeptideo de 25 kDa, enquanto que o0 mTXNPx apresentou dois polipeptideos, 30 e 27
kDa. Esta banda menor foi um produto de degradacdo devido a quebra de um pequeno
fragmento de aminoacidos na regido C-terminal da proteina. Os autores observaram um
aumento de 5 vezes na expressdo do gene cTXNPx na populagdo de L. amazonensis resistente
ao arsenato. Ensaios de transfec¢do mostraram que os parasitos transfectados com a cTXNPx
foram mais resistentes ao perdxido de hidrogénio, comparado com as células controle ndo
transfectadas.

Recentemente, Wyllie e colaboradores (2008) mostraram que a superexpressao da
TXNPx ativa contribui diretamente no mecanismo de resisténcia multifatorial ao antimdnio
trivalente (Sb'") em L. tarentolae. A superexpressdo desta enzima pode conferir resisténcia
por dois mecanismos: sequestro de Sb™" por esta proteina abundante (1-4% da proteina total

em L. major); ou pela atividade enzimatica aumentada para reduzir os niveis de ROS
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induzidos pela exposi¢do ao Sb. Os autores observaram que a atividade peroxidasica da
TXNPx foi essencial para conferir resisténcia a linhagem de células ndo mutadas, que

apresentaram perda na atividade enzimatica (Wyllie et al., 2008).

1.7.2 Ascorbato peroxidase (APX)

Alguns tripanosomatideos, como T. cruzi e Leishmania, apresentam uma via
alternativa para metabolizar o perdxido de hidrogénio proveniente do metabolismo de drogas
ou gerado pelo sistema imune do hospedeiro. Esta via estad localizada no reticulo
endoplasmatico e ¢ catalisada pela enzima ascorbato peroxidase (APX).

O 4cido ascorbico esta envolvido em muitos processos biologicos. Ele ¢ um cofator de
varios passos enzimaticos na sintese de coldgeno, neurotransmissores, hormdnios e carnitina;
participa da absorcdo de ions e possui um papel importante na defesa antioxidante (Levine et
al., 1999; Halliwell, 2001). O ascorbato pode metabolizar diretamente espécies reativas de
oxigénio (ROS), manter o a-tocoferol (vitamina E) na sua forma reduzida e mediar a
transferéncia de elétrons para peroxidases dependentes de ascorbato (Halliwell, 2001;
Wilkinson et al., 2005). Em plantas, ele possui um papel na defesa oxidativa, agindo como
um doador de elétrons para uma familia de proteinas que detoxificam perdxido de hidrogénio,
chamada ascorbato peroxidase que apresenta heme ligado na sua estrutura (Wilkinson et al.,
2005). Estas enzimas foram localizadas em todos os compartimentos das plantas que geram
radical -oxi, apresentando multiplas isoformas (Jespersen et al., 1997). Niveis significativos
de ascorbato e sua forma oxidada, dehidroascorbato (DHA), foram detectados em T. cruzi ¢
estudos anteriores identificaram uma atividade peroxidase dependente de ascorbato associado
ao microssomo (Docampo et al., 1976; Clark et al., 1994).

A enzima ascorbato peroxidase ¢ uma hemoperoxidase. As hemoperoxidases podem
ser divididas em trés classes de acordo com a sequéncia de aminoacidos e a localizacdao
subcelular (Wilkinson et al., 2002a). A classe I inclui as peroxidases intracelulares que podem
ser subdivididas em catalase-peroxidases de bactérias ¢ APX de plantas. As peroxidases
secretadas por fungos e plantas compdem as outras classes. Analises estruturais das
hemoperoxidases da classe I revelaram uma estrutura tri-dimensional conservada, sugerindo
que um mecanismo similar ¢ usado para mediar a redug¢do de perdxido de hidrogénio
(Patterson & Poulos, 1995). Esta estrutura conservada esta situada em duas regides, uma que
permite a ligacdo do cofator heme e outra que constitui a parte redox do centro ativo da
enzima. A comparagdo das sequéncias da APX mostrou que em T. cruzi todos os seis

aminoacidos estdo presentes em posi¢cdes equivalentes (residuos distais R89, W92, HI3;
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residuos proximais H217, W233 e D278), sugerindo que esta enzima funciona de forma
similar a APX de plantas (Wilkinson et al., 2002a).

Wilkinson e colaboradores (2002a) caracterizaram uma hemoperoxidase dependente
de ascorbato em T. cruzi (TcAPX) similar a APX de planta, com atividade associada ao
sistema tripanotiona. O gene TcAPX completo apresenta um fragmento de 987 pb que
codifica uma proteina de 33 kDa. Andlises da sequéncia de aminoacidos indicaram que a
TcAPX apresenta de 30-35% de identidade com a APX de planta. Quando comparada com as
APXs citosodlicas, a TcAPX apresentou uma extensdo de 55 residuos na regido amino-
terminal. Muitas APXs apresentam uma extensao de aminoacidos que equivale a um peptideo
sinal de enderegamento para uma organela, normalmente para o cloroplasto. Outras APXs
possuem um dominio transmembrana na por¢do carboxi-terminal, sendo uma proteina
associada a membrana (Jespersen et al., 1997). Os autores encontraram a TcAPX localizada
no reticulo endoplasmatico do parasito. Adicionalmente, a TcAPX apresenta trés regides
conservadas entre as APXs de plantas. Estas sequéncias sao responsaveis por formar uma
superficie de interagdo com o ascorbato adjacente ao sitio de ligacdo do heme, permitindo que
o ascorbato esteja proximo ao motivo heme. Um fato que distingue a TcAPX das enzimas de
plantas ¢ a presenca de 17 aminoacidos carregados positivamente na por¢ao carboxi-terminal
com funcdo desconhecida. Além disso, sabe-se que mamiferos ndo apresentam a enzima
ascorbato peroxidase, o que torna esta enzima um potencial alvo para a quimioterapia da
doenga de Chagas (Wilkinson et al., 2002a). Esta enzima foi caracterizada apenas na cepa CL
Brener do T. cruzi (Wilkinson et al., 2002a) ¢ ainda nio se sabe o envolvimento da APX com
o fendtipo de resisténcia do T. cruzi a drogas.

Wilkinson e colaboradores (2002a) determinaram também a organizagdo genomica € a
expressdo do DNA e RNA da APX de T. cruzi. Eles observaram que o gene TcAPX apresenta
uma unica copia no genoma do parasito e esta localizado em um cromossomo de 1,7 Kb. O
gene TcAPX possui um transcrito de 1,9 Kb nas formas epimastigotas do parasito. A proteina
recombinante TcAPX apresenta 30 kDa ¢ os testes de especificidade do substrato mostraram
que esta enzima usa o ascorbato como doador de elétrons e que sua atividade foi restrita ao
peréxido de hidrogénio. Mas esta atividade ndo foi detectada na ausé€ncia de tripanotiona,
sugerindo que a redu¢do da dihidroascorbato ocorre devido ao gasto de tripanotiona por um
processo nao-enzimatico. Ainda com relagdo a atividade da enzima, os autores demonstraram
que o peroxido de hidrogénio e azida de sodio inibem a atividade da TcAPX de maneira
dependente da concentracdo e do tempo, na auséncia de ascorbato. Estes compostos inativam

o grupo heme, mostrando assim que a enzima TcAPX apresenta o grupo prostético heme.
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O papel da vitamina C na biologia dos tripanosomatideos ¢ pouco conhecido. Em
outros organismos, ela captura radicais livres e pode estar envolvida em outras reacoes
fisiologicas. Em T. cruzi, a ascorbato age como uma molécula que transfere equivalentes
reduzidos da tripanotiona para a TcAPX hemoperoxidase localizada no reticulo
endoplasmatico. Genes relacionados a TcAPX estdo presentes em espécies de Leishmania,
mas ndo em T. brucei. Esta auséncia pode estar relacionada com o ambiente da célula
hospedeira, no qual T. cruzi e Leishmania sdo parasitos intracelulares enquanto os
tripanosomas africanos sdo extracelulares. Como resultado, a defesa antioxidante dependente
de ascorbato durante a infecgdo pode ser mais crucial para T. cruzi e Leishmania, do que para
T. brucei (Wilkinson et al., 2005).

Adak e Datta (2005) estudaram a enzima ascorbato peroxidase em L. major. Os
autores clonaram, expressaram e caracterizaram uma proteina similar a APX de outros
parasitos. A enzima ascorbato peroxidase apresentou 63% de identidade e 87% de
similaridade com a APX de T. cruzi, enquanto que 35% de identidade e 61% de similaridade
foram observados com a APX de planta. Uma caracteristica observada entre a APX de L.
major e a APX citosolica de soja esta relacionada a uma extensdo de aminoacidos na porgao
N-terminal da proteina. Analises de bioinformatica demonstraram que a extensdo N-terminal
da APX codifica uma regido carregada positivamente (com 12 aminoacidos) seguida de um
alongamento de 22 aminoacidos, que apresenta uma regiao hidrofobica com potencial para
formar um dominio transmembrana. No entanto, os autores mostraram que a sequéncia da
APX de L. major foi altamente compativel com a estrutura da APX citosoélica de soja. Eles
expressaram dois tipos de APX, uma com a extensdo do dominio transmembrana (massa
molecular de 35 kDa) e outra APX sem esta regido N-terminal (massa molecular de 33 kDa).
A APX com dominio transmembrana apresentou maior tendéncia a oligomeriza¢do; na
auséncia de ascorbato a APX de 35 kDa teve sua atividade catalitica inativada; a taxa de
oxidagdo foi maior quando comparada a APX sem o dominio transmembrana e a taxa de
inativacao pelo peréxido de hidrogénio foi 480 vezes maior do que na APX de 33 kDa, na
auséncia de doadores de elétrons. Estas propriedades do dominio transmembrana da APX
permite relacionar a estrutura e a fungdo da APX de L. major.

Quando a sequéncia de aminoacidos da LmAPX foi comparada com a superfamilia
Classe I, Classe II e Classe III bem como guaiacol peroxidase, a identidade da sequéncia
LmAPX ¢ maior com Classe I (~35%) comparado com outras classes (<18%). A LmAPX ¢
um hibrido funcional entre a citocromo c peroxidase e a ascorbato peroxidase. Este hibrido
mostrou propriedades cataliticas comum com estas duas peroxidases, sendo capaz de oxidar

citocromo c e usar ascorbato como substrato (Dolai et al., 2007; Yadav et al., 2008).
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Recentemente, Dolai e colaboradores (2008) mostraram que a LmAPX de L. major
esta localizada na mitocondia. Os autores observaram também que os niveis de LmAPX em
células que crescem na presenga de 250 uM de H,O, foi seis vezes maior comparado as
células que cresceram na auséncia deste composto. Este dado sugere que a expressdo do gene
LmAPX ¢é super-regulada em resposta a niveis de H,O, celular. Os parasitas foram
transfectados com o gene LmAPX e quando foram expostos ao H,O; celular, estes mostraram
um aumento na resisténcia de 2.5 vezes, comparado com os parasitas controles. A LmAPX
diminui os niveis de ROS, predominantemente, localizados na mitocondria (Dolai et al.,
2008). O possivel papel antioxidante da LmAPX mitocondrial em Leishmania (ausente em
catalase) ¢ que a LmAPX pode detoxificar H,O, na presenga de citocromo ¢ reduzido. A
reducdo do citocromo c¢ ocorre pela via NADH-citocromo b5 redutase ou pelo anion
superoxido, que ¢ gerado pelos complexos I e Il da cadeia respiratéria. Assim, o sistema
LmAPX-citocromo ¢ parece metabolizar simultaneamente ambos H,O, e anion superoxido

(Dolai et al., 2008).

1.7.3 Tripanotiona redutase (TR)

Os tripanosomatideos diferem principalmente dos seus hospedeiros mamiferos pela
sua habilidade de conjugar duas moléculas do tripeptideo glutationa com uma molécula de
espermidina para formar o ditiol N,N-bis(glutationil)-espermidina, conhecida como
tripanotiona (Fairlamb et al., 1985). A tripanotiona junto com a tripanotiona redutase (TR)
apresenta funcdes fisiologicas importantes como manter o ambiente intracelular reduzido e
promover a defesa da célula contra metais pesados, oxidantes e xenobioticos (Fairlamb &
Cerami, 1992), papel descrito para o sistema glutationa da maioria dos organismos.

A TR pertence a familia das flavoproteinas oxiredutases e ¢ enzimaticamente ativa
como um homodimero com dois sitios ativos, sendo cada um formado por residuos de ambas
subunidades (Shames et al., 1986). Esta enzima utiliza o NADPH como co-substrato e FAD
como cofator flavina (Mittal et al., 2005).

Desde a sua descorbeta em 1985, inimeras fungdes biologicas foram diretamente ou
indiretamente atribuidas a tripanotiona, que sdo homeostase redox, sintese de
desoxiribonucleotideos pela ribonucleotideo redutase, conjugagdo e exportacdo de metais e
drogas, remocao glioxal e metabolismo de peroxido (Krauth-Siegel et al., 2007; Castro &
Tomas, 2008). Estas reagdes consomem equivalentes redutores derivados de
dihidrotripanotiona [T(SH),], a forma reduzida da tripanotiona, e gerada pela tripanotiona
disulfeto (TS,). A regeneracdo do ditiol é possivel pela atividade da tripanotiona redutase

(TR), uma enzima presente em todos os kinetoplastideos (Castro & Tomas, 2008).
44



A tripanotiona redutase de C. fasciculata e do T. cruzi foram purificadas (Shames et
al., 1986; Krauth-Siegel et al., 1987) e os autores encontraram propriedades quimicas e fisicas
similares com a glutationa redutase humana. A tripanotiona e glutationa redutase pode reduzir
seus respectivos substratos fisioldgicos pelo mesmo mecanismo catalitico. No entanto, as
enzimas do parasito e do humano diferem na especificidade ao substrato, no qual a glutationa
nao ¢ um substrato ou inibidor da tripanotiona redutase e a tripanotiona nao ¢ substrato para a
glutationa redutase. Esta especificidade ao substrato ¢ um ponto importante para a pesquisa de
inibidores seletivos contra a tripanotiona redutase, sendo, portanto um alvo racional para o
desenvolvimento de drogas tripanosomicidas (Henderson et al., 1988).

A tripanotiona redutase pode catalisar a reducdo de um elétron dos derivados de
naftoquinona e nitrofuranos sintéticos. A reducdo destes compostos promove sua auto-
oxidacdo, com a producdo de anion superoxido. Henderson e colaboradores (1988) mostraram
que estes compostos podem ser substratos para a tripanotiona redutase do T. cruzi na presenga
de oxigénio, sem inativar a proteina. No entanto, esta reducao produz radicais livres, inibe a
reducdo da tripanotiona e causa o consumo de NADPH. Os autores sugerem que a atividade
tripanosomicida dos compostos testados foi especificamente devido a sua redugdo pela
tripanotiona redutase do T. cruzi.

A enzima tripanotiona redutase (TR) foi clonada, sequenciada e purificada em T. cruzi
(Sullivan & Walsh, 1991). Eles amplificaram um fragmento de 1,2 Kb que consiste
aproximadamente a 80% do gene TR, comparado com a sequéncia de C. fasciculata e T.
congolense. A sequéncia da TR apresentou 492 aminoacidos, com uma massa molecular de
54 kDa e 79% de identidade com as sequéncias da TR de outros parasitos. Além disso, o
sequenciamento da TR mostrou que os residuos relacionados com o reconhecimento
especifico da glutationa estao ausentes na TR do T. cruzi.

Estudos para determinar a localizagdo da TR em T. cruzi apresentam resultados
conflitantes. Experimentos usando anticorpo contra um peptideo derivado da TR indicaram
que a enzima esta localizada no citosol e na mitocondria (Meziane-Cherif et al., 1994). Por
outro lado, estudos de fracionamento bioquimico sugerem que a TR ¢ encontrada
principalmente no citosol, com uma porcao significativa (15-25%) presente no glicossomo
(Wilkinson et al., 2002b; 2005). A TR de varios tripanosomatideos, incluindo T. cruzi e T.
brucei, possui uma extensao carboxi-terminal com um pequeno peptideo sinal glicossomal
que pode ser devido a localizagdo citosolica/glicossomal (Sommer et al., 1994). No entanto,
em T. brucei a TR foi detectada exclusivamente em fragdes citosolicas (Schlecker et al.,

2005). Ensaios de imunolocalizagdo em L. amazonensis sugerem a presenga da TR também
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em regides da bolsa flagelar e em outra estrutura intracelular no final posterior de células
promastigotas (Castro-Pinto et al., 2008).

Para investigar o papel da TR, Kelly e colaboradores (1993) realizaram a transfeccao
deste gene em T. cruzi e L. donovani. L. donovani transformadas com o gene LdTR
apresentaram uma atividade enzimatica 14 vezes maior que as controles, enquanto que T.
cruzi superexpressando a TcTR mostraram atividade 10 vezes maior que os parasitos nido
transfectados. Em ensaios de susceptibilidade a nitrofuranos, violeta genciana e ao
metabolismo de perdxido de hidrogénio, os autores ndo observaram diferengas significativas
entre as células que superexpressam a TR e as ndo transfectadas. Este resultado pode ser
devido ao fato de que estes compostos podem nao ser catalisados diretamente pela TR para
produzir radicais livres toxicos.

A estrutura, composicdo do sitio ativo e propriedades -cataliticas da TR de
tripanosomatideos estdo sendo estudadas por varios autores com o objetivo de encontrar um
inibidor desta enzima nos parasitos. Alguns compostos como nifurtimox, derivados de
naftoquinona, acido ditiobis-nitrobenzéico (DTNB), DMSO, amido derivado de lunarina
(PK43), inibidores competitivos (por exemplo poliaminas), conjugados poliaminas-peptideo,
kukoamina, lunarina, nitrofuranos entre outros estdo sendo investigados por varios autores
(Jockers-Scherubl et al., 1989; Hamilton et al., 2003; Krauth-Siegel e Inhoff, 2003). No
entanto, a maioria dos inibidores da TR testados in vitro ndo apresenta uma correlagdo clara
com a atividade tripanosomicida. Isto pode ser devido ao proprio metabolismo celular dos
compostos que provavelmente desenvolvem papéis importantes nesta atividade. Os efeitos de
inibidores nitrofuranos no balango redox dos parasitos podem ser um promissor candidato a
droga.

Tovar e Fairlamb (1996) investigaram a possibilidade de modular os niveis de TR
intracelular em T. cruzi através da transfec¢ao sense e antisense deste gene nos parasitos. As
células superexpressando a forma sense da TR mostrou uma aumento de 4-10 vezes dos
niveis de mRNA, proteina e atividade enzimadtica. Ao contrario, os parasitos transfectados
com a forma antisense da TR ndo apresentaram diferencgas significativas nos niveis de
proteina e atividade enzimatica, comparado com as células controle. O mRNA do gene TR
apresentou um transcrito de 2,1 Kb para todos os parasitos transfectados. Mas a presenga de
uma banda de 3,9 Kb nas células com orientagdo antisense do gene sugere que o
processamento de mRNA antisense ¢ ineficiente nestes parasitos. Assim, analises de rearranjo
de plasmideos revelaram que o evento de inversdo de um gene especifico estd associado com

a delegdo de pequenas regides que flanqueiam o DNA.
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Em T. cruzi, os niveis de dihidrotripanotiona variam entre os estagios de vida do
parasita, na qual cerca de 1.5-2.1 mM em epimastigotas de cultura na presenca de poliaminas
(Piacenza et al., 2007) e 0.5 e 0.12 mM em tripomastigotas e amastigotas, respectivamente
(Ariyanayagam et al., 2003). Embora a biossintese de dihidrotripanotiona ocorra no citosol, a
presenga desta molécula em outros compartimentos celulares estd sendo sugerida devido a
presenca de enzimas que utilizam a tripanotiona reduzida como doador de elétrons (Castro &
Tomas, 2008).

A fim de investigar o papel fisiologico da TR em T. brucei, Krieger e colaboradores
(2000) geraram células contendo o gene da TR controlado pelo promotor do gene induzido
tetraciclina. Eles mostraram que na auséncia de tetraciclina ndo ocorre a transcri¢gdo dos
genes, mas na presenca desta as células aumentam de 4 a 5 vezes a produ¢do da TR. Entre
48h e 72h apos a retirada de tetraciclina do meio, os parasitos sobreviveram com baixos niveis
de TR. Mas apds 96h, a cultura apresentou uma mistura de células mortas e debilitadas. Outro
dado importante demonstrado pelos autores foi que os parasitas com o gene TR deletado
podem sobreviver com apenas 10% da sua atividade normal. Além disso, em parasitas
depletados da TR crescendo em meio livre de tiol, ndo foram capazes de detoxificar
eficientemente o peroxido de hidrogénio e mostraram uma capacidade reduzida em infectar
camundongos quando comparado as células selvagens (Krieger et al., 2000). Assim, estes
autores mostraram que a TR ¢ essencial para a viabilidade do T. brucei, sendo um bom alvo
para droga.

Experimentos de nocaute mostraram que o gene TR ¢ essencial para a sobrevivéncia
de promastigotas e amastigotas em cultura in vitro de Leishmania. Além disso, mutantes de L.
major e L. donovani com metade da atividade normal da TR ndo apresentaram alteragdes na
taxa de crescimento, no contetido de “tiol” ¢ na susceptibilidade ao estresse oxidativo in vitro
(Dumas et al., 1997; Tovar et al., 1998). Estes autores mostraram também que a redugdo em
50% ou menos da atividade da TR reduz a capacidade de varias espécies de Leishmania se
multiplicarem no interior de macrofagos ativados (Dumas et al., 1997; Tovar et al., 1998).
Embora os parasitos Leishmania deficientes em TR parecam ser hipersensiveis ao estresse
oxidativo em macrdfagos, nenhum estudo demonstrou alteragcdes na taxa de metabolismo ou
sensibilidade ao peroxido de hidrogénio adicionado na cultura extracelular de parasitos. Isto
pode ocorrer devido a impossibilidade de se obter parasitos com niveis suficientemente baixos
de TR, para produzir uma taxa limitante no metabolismo de perdxido. Como esperado, os
parasitas deficientes em TR tornaram-se altamente sensiveis ao perdxido de hidrogénio

exogeno (Tovar et al., 1998; Krieger et al., 2000).
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Taylor e colaboradores (1994) caracterizaram o gene TR em L. donovani. Eles
observaram que este gene apresenta uma unica copia no genoma do parasito, esta localizado
em um cromossomo de 1,1 Mb, possui um transcrito de 2,6 Kb e uma proteina de 52 kDa. A
sequéncia de 491 aminoacidos da TR apresentou cerca de 76% de similaridade com C.
fasciculata e 67% de similaridade com a TR de T. cruzi, T. brucei e T. congolense. Os
residuos de aminoacidos envolvidos no reconhecimento do motivo adenosina pirofosfato de
NADPH e FAD e residuos do sitio catalitico, envolvidos na transferéncia de elétrons da TR
para tripanotiona, estdo completamente conservados. O gene TR foi clonado no vetor de
expressdo pTEX e os parasitos foram transfectados. Os autores determinaram um aumento no
numero de copias do gene TR, um aumento no nivel de mRNA e 14 vezes maior a atividade
enzimdtica da TR nos parasitos transfectados, comparados com o controle.

A expressao, purificagdo e caracterizagdo da tripanotiona redutase em L. donovani foi
realizada por Mittal e colaboradores (2005). O sequenciamento do gene TR mostrou que a
regido codificante deste gene possui 1473 nucleotideos, 491 aminoacidos e codifica uma
proteina com massa molecular de 54,6 kDa e ponto isoelétrico de 8,92. Enquanto, que a TR
de T. cruzi e T. congolense codifica uma proteina de 492 aminoacidos, com massa molecular
de 53,4 kDa. Com relagdo a expressdo da proteina recombinante, os autores conseguiram
expressar a TR na forma soluvel diminuindo a temperatura da cultura (22°C) e aumentando o
tempo de indugdo (18h). A enzima TR purificada foi visualizada em uma gel de
poliacrilamida sob condi¢des nativas com massa molecular de 110 kDa, mostrando que a TR
¢ um homodimero como descrito anteriormente. Os autores também testaram drogas anti-
leishmania e inibidores do metabolismo de glutationa em ensaios de atividade enzimatica. O
composto melarsénico inibiu mais que 95% da TR, enquanto que o melarsoprol ndo
apresentou inibigdo significativa. O nifurtimox e a nitrofurazona promoveram a inibi¢do de
20-60% da TR de L. donovani e o antimoénio trivalente inibiu cerca de 60% da atividade da
TR. Isto indica que a inibi¢do da TR pode ser um dos mecanismos de acdo do antimonio.

Mittal e colaboradores (2007) realizaram a caracterizacdo de populagdes de L.
donovani com resisténcia natural ao antimonio. Neste estudo, eles observaram um aumento de
2.0-2.5 vezes na amplificagdo do gene TR dos parasitas resistentes, comparado com os
sensiveis. Esta amplificagdo foi acompanhada pelo aumento da atividade especifica da TR.
Niveis aumentados da TR podem ajudar a manter niveis maiores de tripanotiona reduzida, que
¢ necessdaria para a conjuga¢do com antimonio por efluxo e supera o efeito inibitorio do SbIII.
Estes dados indicam um possivel envolvimento da TR na resisténcia a droga.

O alinhamento da sequéncia de aminoacidos da TR de diferentes espécies de

Leishmania e outros tripanosomatideos mostrou que estas sequéncias sdo altamente
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conservadas, particularmente proximo ao sitio ativo e aos sitios de ligacdo de cofator (Castro-
Pinto et al., 2008). Além disso, a grande conservacao na sequéncia e na estrutura dos sitios de
ligacdo disulfeto encontrada na TR de L. amazonensis ¢ T. cruzi, sugere que inibidores da
enzima de L. amazonensis podem também efetivamente inibir a TR de outros
tripanosomatideos patogénicos, produzindo um modelo usado para teste de novas drogas anti-
tripanosomatideos (Castro-Pinto et al., 2008).

Tamayo e colaboradores (2005) demonstraram a presenga da enzima TR em
Entamoeba histolytica. O gene da TR possui 1476 pb, que corresponde a 491 aminoacidos,
apresenta a sequéncia redutora conservada do sitio catalitico ¢ dominios de ligagdo de
NADPH, FADI e FADII, que s3o Unicos para a TR. A sequéncia da proteina apresenta 86%
de identidade com a TR de T. cruzi e esta claramente distinta das outras redutases por analises
filogenéticas.

Deste modo, a quimioterapia da doenga de Chagas apresenta alguns problemas como:
a baixa eficicia de cura dos compostos usados no tratamento clinico (BZ e NFX),
principalmente na fase cronica da doenga; a consideravel toxicidade dos compostos; a
existéncia de cepas do T. cruzi naturalmente resistentes a drogas e a resisténcia cruzada entre
0 BZ e o NFX. Diante disto ¢ de fundamental importancia a pesquisa de novos alvos para o
desenvolvimento de drogas eficientes contra o T. cruzi

O sistema de defesa antioxidante do T. cruzi difere daquele encontrado nas células de
mamiferos, o que torna as enzimas envolvidas neste sistema potenciais alvos para a
quimioterapia da doenga de Chagas. Este sistema ¢ baseado no tiol de baixa massa molecular
“tripanotiona”, que mantém o ambiente intracelular reduzido pela acdo da tripanotiona
redutase (TR). Fazem parte das vias que metabolizam o peroxido de hidrogénio em moléculas
de 4gua, as enzimas triparedoxina peroxidase citosdlica (cTcTXNPx) e mitocondrial
(mTcTXNPx) e a ascorbato peroxidase (APX).

Em um estudo prévio, nosso grupo demonstrou que a enzima ferro-superoxido
dismutase-A (FeSOD-A) do T. cruzi esta superexpressa em uma populagdo do parasito com
resisténcia induzida in vitro ao BZ (Nogueira et al., 2006). Esta enzima participa da defesa
antioxidante do parasita removendo o excesso de anion superdxido em moléculas de oxigénio
e peroxido de hidrogénio. Como a defesa antioxidante é uma via metabdlica que funciona
sequencialmente em um mecanismo de cascata, nossa hipotese ¢ que os parasitas resistentes
poderiam também apresentar um aumento no nivel de expressdo das peroxidases para
metabolizar o perdxido de hidrogénio gerado em excesso. Diante disto, no presente trabalho,
os genes que codificam as enzimas antioxidantes cTcCTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR

foram caracterizados em 18 populagdes do T. cruzi sensiveis ¢ resistentes ao benzonidazol
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(BZ). O estudo dos genes da defesa antioxidante em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao benzonidazol ¢ de grande importancia para o entendimento dos mecanismos de resisténcia

do parasito a esta droga.
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2 OBJETIVO GERAL

Caracterizar os genes que codificam as enzimas triparedoxina peroxidase citosoélica e
mitocondrial (cTcTXNPx, mTcTXNPx), ascorbato peroxidase (TcAPX) e tripanotiona
redutase (TcTR), em populagdes do Trypanosoma cruzi sensiveis ¢ resistentes ao

benzonidazol.

2.1 Objetivos especificos
- Determinar o nivel de mRNA e tamanho dos transcritos dos genes cTXNPx, mTXNPx,
APX ¢ TR em populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.
- Determinar a organizacao génica e o numero de copias desses genes.
- Verificar a localizagdo desses genes nos cromossomas do T. cruzi
- Clonar, expressar e caracterizar as proteinas recombinantes.
- Avaliar o nivel de expressdo dessas proteinas nas populagdes do T. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.
- Estudar o contexto gendmico destes genes no genoma do parasita
- Realizar andlises filogenéticas destes genes com outros organismos, a partir de sequéncias

depositadas em banco de dados.
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3 METODOS

3.1 Cepas do Trypanosoma cruz

Neste estudo utilizamos uma populagdo do T. cruzi com resisténcia selecionada in vivo
ao benzonidazol (BZR), seu par sensivel (BZS), um par de clones dessas populagdes (clone
9S e clone 27R) (Murta & Romanha, 1998), e uma populagdo 17LER com resisténcia
induzida in vitro ao BZ, e seu par sensivel 17WTS (Nird¢ et al., 1995), gentilmente cedidas
pelo Dr. Philippe Nirdé (Génétique Moléculaire des Parasites et des Vecteurs- Montepellier/
France). Além disso, utilizamos 12 cepas do T. cruzi, sendo 3 naturalmente resistentes:
Colombiana; VL-10; Noel (Filardi & Brener, 1987) e 9 sensiveis: CL Brener; Buriti;

Berenice; Quaraizinho; Gilmar; Romano; Ernane; MR e Luna. .

3.2 Extracdo de RNA total

O RNA total das diferentes cepas do T. 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 adicdo 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 -20°C 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 concentracdo do RNA total foi determinada por

espectrofotometro considerando 1 unidade de absorbancia 260y, = 40 pg/ml.

3.3 Extracdo de DNA

O sedimento de epimastigotas das populacdes sensiveis e resistentes foi ressuspendido
em tampao de extragdo contendo 50 mM de Tris-HCL, 50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e
0,5% de SDS, pH 8,0 e incubado com 100pug/ml de proteinase K por 12h a 37°C.
Posteriormente, o0 DNA foi extraido com fenol, fenol/cloroférmio/alcool isoamilico 1:1:24 e
cloroférmio/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 pl de tampao 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.
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3.4 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
A PCR foi utilizada para amplificagdo do fragmento dos genes cTcTXNPx,
mTcTXNPx, TcAPX e TcTR utilizado para varios ensaios. Para o preparo das sondas, PCR

de colonia, PCR quantitativo em tempo real e PCR para clonagem e expressao utilizamos os

iniciadores listados no quadro abaixo.

Tabela: Lista com os iniciadores dos genes da defesa antioxidante utilizados neste trabalho.

Tamanho | NUmero
GENE Iniciador Forward Iniciador Reverse do de acesso
amplicon | GenBank
CTXNPx | 5’GAGGTGCTTGCAT | 5S>’ ACACCTCGCCATGC
sonda GCTCCA ¥ TTCTCC 3° Hopb
CTXNPx | SGTTGAGACGTGCG | 5’GGCGGTTTTCAAA 214 pb
real time | GTGAATA 3’ GTCCTTG 3° AJ012101
CTXNPx | 5>CGCGTCGACATGT | 5>CGCAAGCTTTCTAC
expressdo | CCTGCGGAGACGCA | GCGACAGCACCAAA | 599 pb
AA Y GT 3
MTXNPX | 5’AAATACACGGCC | GTCCAGGTTAAGA
sonda ACTGTGT 3° AGTCGCA 3° 560 pb
MTXNPx | 5’>CGACAGCCAATAT | 5>CGCAGAATCCCTTT
real time | TCACACCT 3’ ATCGTCAA 3 187pb AJ006226
MTXNPXx | 5’CGCGGATCCCCAT | 5>CGCAAGCTTTTCTC
expressdo | GTTTCGTCGTATGG | AAAATATTCATTTGC | 680 pb
CCGT ¥ 3’
APX 5’CGCGGATCCCCAT | 5’CCGGAATTCCTATT
sonda GGCTTTTTGTTTTGG | TT 987 pb
TTC 3’ ACTCTGCTGGGA 3’ AJ457987
APX 5’CGCGGATCCCCAT | S>CCGGAATTCCTATT
expressdo | GGCTTTTTGTTTTGG | TTGACTCTGCTGGGA | 987 pb
TTC 3’ 3
TR 5’CGCGGATCCCCAT | 5’CCGGAATTCGGCTT M38051
GGTTCACGGGCCCC | TTCCATCTTCTCACC | 1346 pb
CGTT 3 3
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Cada reagdo continha tampao de reagao (5S0mM KCI; 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 T. cruzi (1 ng/ul), em volume final de 10ul.

As reagdes foram realizadas no termociclador Mastercycle Eppendorf ® 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 extensao 72°C por 1 min, e ao final dos 30 ciclos foi feita uma
extensdo final por 5 min a 72°C. Entretanto, a temperatura de anelamento variou de acordo
com cada gene, sendo 65°C para os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX; e 60°C para o
gene TcTR.

3.5 Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida

Apos a PCR, 3 ul do produto de PCR foi submetido a analise em gel de poliacrilamida
a 6%. Para a polimerizacao do gel foram utilizados persulfato de amoénio (APS) 10% (v/v) e
TEMED (N,N,N’,N’ —tetrametil-etilenodiamina) 0,05% v/v. O gel foi fixado em 150 ml de
solucdo 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 4gua deionizada e revelado em solucdo aquosa
de hidroxido de sédio 3% (p/v) com 0,5% de formaldeido (v/v), até o aparecimento das

bandas (Sanguinetti et al., 1994).

3.6 Purificacédo 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 tampao com detergente PB ao produto de PCR, para a ligacdo do DNA na coluna. O DNA
permaneceu ligado na coluna e os outros componentes da reagdo de PCR (magnésio, tampao
de reacdo e outros) foram lavados com o tampdao PE contendo etanol por centrifugacdo a
17900 xg por 1 min. O DNA foi eluido ap6s a adi¢do de 50ul de 4gua deionizada aquecida a

95°C por 2 min e centrifuga¢ao da coluna.

3.7 RT-PCR quantitativo em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o nivel de mRNA dos
genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX. Para determinar o nimero de copias dos genes
cTcTXNPx e mTcTXNPx, utilizamos DNA gendmico. 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 condicdes: 2 ug de RNA total, 0.5 pg de oligo d(T), 1X tampao RT, 10 mM DTT,
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0.5 mM dNTP, 40 U RNase e 200 U de transcriptase reversa Superscript II, em um volume
final de 20 ul. Todos os reagentes usados foram obtidos da Invitrogen (Carlsbald, CA). A
reacdo do cDNA foi incubada a 42°C por 60 min. Apds a sintese da primeira fita, a reagdo foi
inativada a 70°C por 20 min, e o cDNA foi diluido 15X em 4agua deionizada.

O cDNA foi submetido ao PCR em tempo real para amplificagdo e quantificacdo das
sequéncias dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX. A amplificacdo foi realizada pelo
Sistema de Detecgdo da Sequéncia Gene-Amp 7000 (PE Applied Biosystems). Os iniciadores
dos genes cTCTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX (ver quadro item 3.4) foram desenhados a partir
da sequéncia completa de nucleotideos depositada no banco de dados (GenBank, accessions
numbers AJ012101, AJ006226 e AJ457987, respectivamente). O gene constitutivo
hipoxantina guanina fosforibosil transferase do T. cruzi (TcHGPRT) foi usado para
normalizar a quantidade de amostra analisada. Os iniciadores TcHGPRT1 forward: 5’
CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3, e 0 iniciador TcHGPRT2 reverse:
5’ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’, foram desenhados a partir da sequéncia 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 uM dNTP, 1 U AmpliTag Gold DNA
polymerase, 5 ul de DNA diluido 15X e 4gua deionizada para completar o volume final da
reacdo de 20 pl. O corante SYBR GREEN intercala na fita dupla de DNA permitindo
quantificar o produto de PCR a cada ciclo da reacdo. Os componentes da reacdo foram
homogeneizados ¢ os 20 ul foram adicionados em cada poco 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 desnaturagdo a 95°C por 15 seg, € o anelamento/extensdo a 60°C por 1 min. Curvas
padrao foram utilizadas para cada experimento utilizando quantidades conhecidas dos
plasmideos TOPO PCR 2.1 (Invitrogen) contendo os genes clonados cT¢TXNPx (10° a 10°
moléculas), mTcTXNPx (10°* a 10" moléculas) e TcHGPRT (10* a 10* moléculas). Para o
gene TcAPX, realizamos o mesmo programa de amplificagdo e utilizamos a quantificacao
relativa, que nao utiliza curva padrao.

Os resultados foram analisados utilizando o programa “Sequence Detection System”
(Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociagdo, a intensidade de
fluorescéncia da amostra a cada ciclo e quantificar o numero de cdpias conforme a curva

padrao.
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3.8 Analise de Northern blot

O RNA das diferentes cepas foi submetido a eletroforese em gel de agarose-
formaldeido e transferido para uma membrana de ndilon. 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 e 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 as
sondas dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR marcadas com fosforo radioativo

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

3.9 Southern Blot

A andlise da organizacdo e estimativa do niimero de copias dos genes cTcTXNPx,
mTcTXNPx, TcAPX e TcTR no genoma de T. cruzi foi feita através da analise do perfil de
restricao gerado por diferentes endonucleases. Aproximadamente 5 ug de DNA total das
diferentes cepas de T. cruzi foi digerido com enzimas de restricdo especificas para cada gene.
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

e qe 32
hibridizada com a sonda marcada com °“P correspondente aos genes.

3.10 Sondas e Ensaios de Hibridizacao

As sondas utilizadas nos ensaios de Southern e Northern blot foram preparadas a partir
da amplifica¢@o por PCR do DNA da cepa 17LER de T. cruzi com os iniciadores especificos
para os genes TcTXNPc, TcTXNPm, TcAPX e TcTR (ver quadro item 3.4). Depois da
amplificacdo, os produtos da PCR foram precipitados, purificados e marcados com [**P]
dCTP conforme protocolo descrito por Feingberg & Vogelstein (1983). A pré-hibridizagao
das membranas foram feitas em 15 ml da solugao G (1% BSA, 500 mM NaH,PO4, 1| mM
EDTA e 7% SDS) (Church & Gilbert, 1984) durante 2h a 50°C. Posteriormente, as sondas
desnaturadas (95°C durante 5 min e logo apds 5 min no gelo) foram adicionadas a solucao G e
incubadas durante 14h a 60°C para Northern blot e 65°C para Southern blot. Apds a
hibridizag¢ao, as membranas foram lavadas 4 vezes com SSC 2 X (SSC 1X 150 mM Nac(Cl, 15
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mM citrato de s6dio) e 0,1% SDS a temperatura ambiente. Apds a lavagem, as membranas
foram expostas ao filme de raio X e incubadas a —70°C. Apo0s trés dias, os filmes de raio X

(Kodak) foram revelados e fixados.

3.11 Clonagem e expressdo das proteinas recombinantes

Para a clonagem dos genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX em bactérias,
inicialmente realizamos uma busca da sequéncia completa desses genes em banco de dados
(GenBank, accession number AJ012101, AJ006226 e AJ457987, respectivamente). Em
seguida, desenhamos iniciadores especificos para a regido codificante do gene cTcTXNPx
(ver quadro item 3.4). Na sequéncia dos iniciadores foram adicionadas sequéncias
correspondentes ao sitio de reconhecimento das endonucleases de restrigao Sall ¢ HindIII
(sublinhadas na sequéncia de nucleotideos dos iniciadores). Para o gene cTcTXNPx
utilizamos o vetor de expressdo pQE 31 (QIAGEN) que apresenta sitios de restricdo para
estas mesmas enzimas. Para o gene mTcTXNPx, desenhamos iniciadores especificos
acoplados ao sitio reconhecido pelas enzimas de restricdo BamHI e EcoRI (ver quadro item
3.4). A clonagem e expressao desta proteina foi realizada no vetor de expressao pGEX.

Inicialmente amplificamos por PCR a regido codificante dos genes cTcTXNPx e
mTcTXNPx. Os produtos de PCR purificados e os plasmideos pQE31 e pGEX (200 ng/ul)
foram digeridos com as enzimas de restrigdo Sall e HindIll, BamHI e ECcoRI,
respectivamente, a 37 °C durante 3h. Apds a digestdo, as extremidades dos vetores pQE e
pGEX foram desfosforiladas com a enzima fosfatase alcalina (CIAP- PROMEGA) a 37 °C
por 1h.

Os iniciadores do gene TcAPX foram desenhados para ligagdo do gene no vetor
pGEX contendo as sequéncias correspondentes ao sitio de reconhecimento das enzimas de
restricdo BamHI e ECORI (ver quadro com iniciadores no item 3.4). Os plasmideos e a
sequéncia codificante do gene TcAPX foram digeridos com as respectivas enzimas de
restri¢ao, como descrito anteriormente.

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 relagdo de quantidade 3:1, foram excisados do gel e purificadas em
uma mesma coluna, de acordo com o protocolo do fabricante (Kit Qiaquick- QTAGEN). Apds
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 purificaciao
do DNA, e todo volume foi colocado em uma coluna. Apods centrifugagdo o DNA

permaneceu ligado, e foi adicionado novamente o tampao QG para remover todo o resto da
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agarose. Para a lavagem, foi adicionado o tampao 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 agua deionizada aquecida a
95°C por 2 min, seguido da centrifugagdo da coluna.

O vetor pQE ou pGEX e o inserto foram submetidos a reacao de ligagao utilizando 3
unidades/pl da enzima T4 DNA ligase (BioLabs), durante 40 min a temperatura ambiente. O
vetor contendo o inserto foi inserido em bactérias da linhagem TOP 10F’ através de choque
térmico nas seguintes condigdes: 5 pl do plasmideo pQE31/ pGEX foi incubado com 100 pul
de células calcio 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 lh com agitacio. Em seguida, as bactérias foram
plaqueadas em meio LB agar com 100 pg/ml de ampicilina e incubadas a 37°C durante 12h.
As coldnias de bactérias foram submetidas a PCR com os iniciadores especificos para os
genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX, para a confirmagdo da clonagem. Apos a
confirmagdo, as bactérias foram crescidas sob agitacdo (Shaker — Forma Scientific) durante
14h em 5 ml de meio LB com 100 pg/ml de ampicilina. Posteriormente, uma aliquota de 400
ul 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 upl de tampdo de ressuspensio.
Posteriormente, foi adicionado ao tubo 250 pl de tampdo de lise e 350 pl de tampao de
neutralizacdo. 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 agua
deionizada aquecida a 95°C por 2 min e por centrifugacdo da coluna.

Os plasmideos contendo os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX foram inseridos
em bactérias E. coli da cepa BL-21, com a finalidade de induzir a expressdo da proteina
recombinante. A transformacdo foi feita através de choque térmico como descrito
anteriormente neste item. Posteriormente, as bactérias foram plaqueadas em meio LB agar
contendo 100 pg/ml de ampicilina e 10 pg/ml de cloranfenicol e incubadas na estufa a 37°C
por 12h.

Uma colonia de bactéria positiva para os genes cTcCTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX foi
incubada em meio LB com 100 pg/ml de ampicilina (AMP) e 10 pug/ml de cloranfenicol,
durante 14h a 37°C. Posteriormente, utilizamos 200 pl desse pré-inoéculo para 100 ml de meio
LB com os antibioticos. As bactérias foram incubadas a 37°C por 3h sob agitacdo. Quando as
bactérias atingiram ODgoonm de 0,5 a 0,7, foi retirado 1 ml da amostra ndo induzida para

andlise em SDS-PAGE. Foi adicionado ao meio 5 mM IPTG (isopropyl-beta-D-
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thiogalactopyranoside) para induzir a expressdo da proteina. As bactérias transformadas com
o gene ¢cTcTXNPx foram incubadas a 30°C, enquanto que as bactérias contendo os genes
mTcTXNPx e TcAPX foram incubadas a 37°C, por 4 horas sob agitacdo. Apos a inducdo 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 purificacdo da proteina recombinante.

3.12 Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar a eficiéncia da expressao 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¢do 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 concentragdo (4% de acrilamida), foi preparado como descrito anteriormente
para o gel de separagdo, porém utilizando-se o tampao Tris-HCI pH 6,8 na concentracdo 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%, 2p-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 concentracdo 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-HCI, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em pH
8,3. Apds 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
e em seguida descorado com varias trocas de solu¢do descorante (metanol 10% e acido

acético 5%) até o fundo do gel se tornar incolor.

3.13 Teste de solubilidade e purificacdo das proteinas recombinantes cTcTXNPX,
MTCcTXNPx e TCAPX

Para determinar a solubilidade das proteinas rcTcTXNPx, rmTcTXNPx e rTcAPX, as
bactérias da cepa BL-21 contendo os respectivos genes foram crescidas em meio LB com
antibioticos (AMP e cloranfenicol) e 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-HCI1 e 8 M uréia. Em seguida a amostra foi congelada a -70°C durante 10 min.
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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 ul de
tampao de amostra 1X. Em cada uma dessas etapas foi retirado 50 pl de amostra para anélise
em gel SDS-PAGE.

A purificagdo da proteina rcTcTXNPx sob condigdes nativas foi realizada de acordo
com o protocolo descrito pelo fabricante (Qiagen). A purificacio foi realizada por
cromatografia de afinidade em coluna contendo uma resina de 4cido nitrilotriacético com
niquel (Ni*"- NTA) (Qiagen), que se associa & cauda de 6 histidinas presente na proteina
recombinante rcTcTXNPx. 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,PO4, 10 mM Tris-HCl e 100 mM imidazol. A partir do tampao B, foram
preparados os tampdes C, D e E, com diferentes pH: 6.3, 5.9 e 4.5, respectivamente. A lise
das bactérias foi realizada a temperatura ambiente por 1 hora com agitacao. Posteriormente, a
amostra foi centrifugada a 10.000 xg por 20 min. O sobrenadante foi coletado e uma pequena
fragdo (50 pl) retirada para anélise 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 agitacdo a
temperatura ambiente por 1h. Apos 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 fragdes
foram coletadas. Em seguida, 500 ul do tampao D (pH 5.9) foi adicionado a resina por 4
vezes e suas fracdes foram coletadas. Posteriormente, a proteina foi eluida da resina com 200
ul de tampdo E (pH 4.5) por 5 vezes e todas as fragdes foram coletadas. Uma aliquota de 20
ul de cada fracao foi submetida a eletroforese SDS-PAGE.

A purificagdo das proteinas rmTcTXNPx e rTcAPX foi realizada pela técnica de
eletroeluicdo. Submetemos cada proteina recombinante a eletroforese em gel de
poliacrilamida. Posteriormente, incubamos o gel com uma solugdo de KCI1 0,1M a 4°C que
precipita as proteinas do gel tornando-as esbranquigadas e cortamos na regido correspondente
as proteinas mTcTXNPx e TcAPX. Colocamos o fragmento do gel em membranas de didlise
com 3 mL de tampdo de corrida 1x filtrado (25mM de Tris-HCL, 192 Mm de glicina e 0,1%

de SDS em pH 8,3) com extremidades fechadas. Submetemos as membranas a eletroforese
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horizontal contendo tampao de corrida de proteina 1x, durante 3h a 100V. Depois invertemos
a corrente por 10 seg para que as proteinas se desprendam da parede da membrana de didlise.

Coletamos o tampao contendo as proteinas e armazenamos a 20°C.

3.14 Dosagem de proteinas

A dosagem das proteinas recombinantes rcTcTXNPx, rmTcTXNPx, rTcAPX e das
proteinas totais do T. cruzi foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Foi
utilizada uma placa de ELISA com 96 pocgos para realizar este experimento. Uma curva
padrao foi feita com a albumina de soro bovino (BSA), em triplicatas nas seguintes
concentragdes: 0.4; 0.8; 1.2 ¢ 1.6 ug de BSA por poco. Para a dosagem das proteinas
rcTcTXNPx, rmTcTXNPx e rTcAPX, foram utilizados os volumes de 5, 10 e 15 ul da
proteina concentrada e diluigdes de 5 e 10 vezes. Ja para a dosagem das proteinas totais do T.
cruzi, foram utilizadas as diluigdes 5, 10 ¢ 50 vezes da proteina concentrada. Apos pipetar 20
ul das amostras na placa, foi adicionado 180 ul 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

padrdo de BSA.

3.15 Obtencéo de anticorpos policlonais anti-proteina rcTcCTXNPx e rTcAPX

Para produgao de soro policlonal especifico, as proteinas recombinantes cTcTXNPx e
TcAPX foram inoculadas em coelhos provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Foram
utilizados 2 coelhos para cada proteina 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. Antes das imunizagdes
ImL de sangue dos coelhos foi coletado para servir como controle pré-imune.

No primeiro dia de inoculacao foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nos dias
subsequentes o adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). O sangue foi coletado 15 e 30 dias
apos a ultima inoculagdo. Apos coagulagdo, o sangue foi centrifugado a 4170 xg a 4°C por 5
min e o soro aliquotado e armazenado a -20°C. O anticorpo policlonal anti-mTcTXNPx foi

gentilmente cedido pelo Dr. Carlos Robello (Pifieyro et al., 2008).

3.16 Extracao de proteinas totais do T. cruz
As formas epimastigotas das cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ foram
cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT) e obtidas na fase exponencial de

crescimento. Os parasitas foram lavados em PBS por 3 vezes e o sedimento congelado a -
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70°C. Posteriormente as massas de parasitas foram submetidas a extragdo de proteinas de
acordo com protocolo descrito por Steindel et 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 pg/ml Leupeptina,
2 ug/ml aprotinina ¢ 5 mM EDTA). Apds incubagao por 10 min no gelo, os parasitas foram
lisados através de choque térmico (3 ciclos de congelamento-descongelamento em nitrogénio
(N2) 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 ¢ armazenado a -70°C.

3.17 Western blot

A andlise da expressdo das proteinas cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcAPX no parasito
foi feita por Western blot, utilizando soro de coelho imunizado especifico para cada proteina.
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 tampdo de transferéncia (25
mM Tris; 192 mM Glicina; Metanol 20%; pH 8.3).

Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de
leite em p6 desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3x. Em seguida, foram incubadas com
o soro de coelho imunizado com a proteina recombinante rcTcTXNPx, rmTcTXNPx ou
rTcAPX, diluido a 1:5000, 1:1000 e 1:500, respectivamente, 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 ul e 70 ul 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).

3.18 Analise Densitométrica

A andlise densitométrica da intensidade das bandas dos genes e das proteinas
cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR visualizadas nos ensaios de Northern blot,
Southern blot, localizagdo cromossomica e Western blot foi realizada através do aparelho
ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o programa “ImageMaster VDS
software”. A imagem foi capturada pelo aparelho VDS e as analises realizadas pelo programa,
sendo que foi considerado como significativo os valores de densidade oOtica das bandas

superiores ou iguais a 2,0.
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3.19 Andlises de bioinformética dos genes
A sequéncia do genoma do T. cruzi, cepa CL Brener, usada nas analises in silico
descritas neste trabalho foram obtidas do NCBI (Nacional Center for Biotechnology

Information - ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/genbank/). Copias locais dos bancos de dados ndo

redundantes de proteinas e nucleotideos do NCBI (ftp:/ftp.ncbi.nih.gov/blast/db/), GeneDB

(http://www.genedb.org) e TIGR (The Institute for Genomic Research) foram usadas para

buscas por similaridades de sequéncias, através do algoritmo BLAST (Altschul et al., 1990).
As sequéncias dos genes cTcTXNPx (Wilkinson et al., 2000a; AJ012101), mTcTXNPx
(Wilkinson et al., 2000a; AJ006226.1), TcAPX (Wilkinson et al., 2002a; AJ457987) e TcTR
(Sullivan & Walsh, 1991; M38051) foram utilizadas na selegdo dos contigs que apresentaram
similaridade contra as sequéncias alvo. Os melhores alinhamentos obtidos dentro de um
critério de corte de 100 nucleotideos apresentando uma identidade minima de 90%
constituiram nosso conjunto de dados inicial e foram selecionados para posterior anotagao
estrutural e funcional manual. Para o gene cTcTXNPx, foram identificados 9 contigs
potenciais (AAHKO01017795; AAHKO01001715; AAHKO01006290; AAHKO01005376;
AAHKO01003652; AAHK01001127; AAHK01005566; AAHK01002353; AAHK01003652) ¢
para o gene mTcTXNPx 4 contigs (AAHKO01005244; AAHK01001562; AAHKO01017300;
AAHKO01001473). Ja para o gene TcAPX selecionamos 2 contigs (AAHK01002212 e
AAHKO01001145) e para o gene TcTR 3 potenciais contigs (AAHKO01004636,
AAHKO01005034 ¢ AAHK01004332).

A anotacdo dos contigs foi realizada pela utilizacdo da ferramenta de anotagdo

genomica Artemis (http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis). O processo de anotagdo

estrutural esteve centrado na correta identificagcdo da metionina inicial ¢ do codon de
terminagcdo. O processo de anotacdo funcional esteve centrando na identificagdo por
similaridade de sequéncia com os dominios funcionais associados a cada um dos genes em
estudo. O programa Clustal-W (Thompson et al., 1994) foi usado para realizacdo dos
alinhamentos multiplos globais das sequéncias. Utilizamos para tanto os parametros default
do programa. A restri¢do in silico foi realizada pela utilizagdo dos programas Gene Tool Lite
Launcher (DoubleTwist, USA) e SMS (Sequence Manipulation Suite -

http://www.bioinformatics.org/sms2/), que permitiram que os contigs fossem cortados com as

mesmas enzimas de restri¢ao utilizadas nos ensaios de Southern blot para cada gene.
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3.20 Andlises filogenéticas

As sequéncias de aminoacidos das proteinas cTcCTXNPx (EAN86901.1), mTcTXNPx
(EAN84888.1), TcAPX (EAN86798.1) e TcTR (AAA63547.1) do T. cruzi foram
comparadas com sequéncias depositadas no banco de dados nao redundante de proteinas (nr)
do NCBI através do algoritmo BLASTP. Para as proteinas cTcTXNPx foram selecionadas do
banco nr 10 sequéncias de aminoacidos (T. brucei-XP826969.1; L. guyanensis-AAV31765.1;
L. braziliensis-CAM42125.1; L. aethiopica-AAZ23602.1; L. major-CAJ03334.1; L. major-
AAC79432.1; L. infantum-AAL25847.1; L. donovani-AF225212.1; L. donivani-ABP68405.1
e C. fasciculata-AAC15095.1) e para a proteina mTcTXNPx foram selecionadas 7 sequéncias
(T. brucei-XP847032.1; L. major-CAJ03825.1; L. amazonensis-AAX47429.1; L. infantum-
CAMG68108.1; L. donovani-ABP68406.1; L. donovani-AAX73294.1 e L. braziliensis-
CAM36512.1). Como critério de corte, selecionamos proteinas com identidade minima de
70%.

Na analise das proteinas TcAPX e TcTR selecionamos 7 e 9 sequéncias de
aminodcidos, respectivamente, com identidade minima de 60%. As sequéncias selecionadas
para a enzima TcAPX foram L. braziliensis-CAM38361.1; L. major-CAJ07706.1; L.
infantum-CAM71478.1; A. thaliana-CAA67425.1; A. thaliana-CAA67426.1; A. thaliana-
Q05431.1 e A. thaliana-CAA66640.1. Para a enzima TcTR, selecionamos as sequéncias de
aminoacidos dos tripanosomatideos T. brucei-P39051.1; T. brucei-XP823260.1; L.
braziliensis-XP001561849.1; L. infantum-XP001462998.1; L. major-XP001687512.1; L.
amazonensis-ABQ57410.1; L. amazonensis-ABF74601.1; L. donovani-P39050.1 e¢ C.
fasciculata-P39040.1.

Adicionalmente, as sequéncias de aminoacidos das peroxiredoxinas (H. sapiens-
NP002565.1; NP857634.1), mieloperoxidase (H. sapiens-NP000241.1) e glutationa redutase
H. sapiens-NP000628.2) de Homo sapiens foram obtidas do GenBank, e utilizadas como
outgroup.

Posteriormente, utilizamos as sequéncias descritas acima, acrescidas das respectivas
sequéncias de T. cruzi e do outgroup, em analises de alinhamento multiplo global realizadas
pelo programa Clustal-W (Thompson et al., 1994). Os alinhamentos gerados foram utilizados
para calculos de inferéncia filogenética realizados pelo programa MEGA3, pelo método

Neighbor-Joining (Kumar et al., 2004).
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4 RESULTADOS

4A Triparedoxina peroxidase
4A.1 Nivel de mRNA dos genes cTCTXNPx e mTcTXNPx em populagdes do
Trypanosoma cruz sensiveis e resistentes ao benzonidazol.

Com o objetivo de determinar se as enzimas responsaveis pelo metabolismo de
peroxido de hidrogénio apresentam um aumento do nivel de transcricdo nos parasitos
resistentes, analisamos o nivel de mRNA dos genes triparedoxina peroxidase citosolica
(cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) em populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ, através de ensaios de Northern blot. Para isto, o RNA total, depois de separado em gel
de agarose e transferido para membrana de nailon, foi hibridizado com as sondas especificas
dos genes cTcTXNPx e mTc¢TXNPx marcada com **P.

O perfil de hibridizacdo do gene ¢TcTXNPx nas amostras do T. cruzi revelou a
presenca de dois transcritos, um de 1.1 e outro de 1.4 Kb, nas populag¢des do T. cruzi que
pertencem ao zimodema 1 (Z1) ou grupo T. cruzi I: 17WTS, 17LER e Colombiana (Figura
3A). As outras amostras analisadas pertencentes ao zimodema Z2 e ZB, grupo T. cruzi II,
apresentaram apenas um transcrito de 1.4 Kb. O perfil de hibridizagdo utilizando a sonda
especifica para o gene mTcTXNPx foi similar em todas as amostras, apresentando um
transcrito de 0.85 Kb (Figura 3B).

A sonda especifica para o gene do RNA ribossomal foi hibridizada com a mesma
membrana anteriormente utilizada com as sondas cTcTXNPx e mTcTXNPx, para servir como
controle quantitativo (Figuras 3A e 3B). Analises densitométricas da intensidade das bandas
normalizadas com o RNA ribossomal indicou um aumento de duas vezes no nivel de mRNA
de ambos os genes ¢cTcTXNPx e mTcTXNPx na populagdo do T. cruzi com resisténcia
induzida in vitro ao BZ, 17LER, comparado com seu par sensivel 17WTS. As outras amostras
do T. cruzi analisadas ndo apresentaram diferencas significativas no nivel de transcrigdo
destes genes, independente do fenotipo de resisténcia a drogas.

Com o proposito de complementar os dados obtidos pelo Northern blot quantificamos
dos niveis de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx entre as cepas de T. cruzi 17WTS e
17LER através da analise de PCR quantitativo em tempo real (qQPCR). O nimero de
moléculas de cDNA das diferentes amostras foi normalizada utilizando o gene TcHGPRT do
parasito, que ¢ constitutivo e apresenta apenas uma copia por genoma do parasito.
Inicialmente foi obtido uma curva padrio utilizando dilui¢des do plasmideo ao décimo (107 a
10%; 10" a 10% ¢ 10% a 10* copias) contendo os genes clonados cTcTXNPx, mTcTXNPx e

TcHGPRT, respectivamente. Para todos os genes, a intensidade de fluorescéncia de cada
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amostra, que ¢ proporcional a quantidade de DNA, foi expresso pelo valor do ciclo do PCR
tomado como base de andlise o Cr (cycle threshold). Podemos observar que as curvas
apresentaram uma linearidade muito boa (r’= 0.999 para c¢TcTXNPx, r’= 0.998 para
mTcTXNPx e r* = 0.9995 para TcHGPRT) para uma ampla faixa de concentragdo de
plasmideos utilizados.

A detecgao das moléculas de DNA amplificadas na qPCR foi determinada pelo SYBR
green 1. Ele ¢ um composto fluorescente que intercala preferencialmente em DNA dupla fita
detectando ndo apenas alvos especificos, mas também produtos de PCR ndo especificos ou
dimeros de iniciadores. Para comprovar a especificidade da PCR analisamos também a curva
de dissociacao das amostras de cada gene analisado. O grafico de dissocia¢dao gerado para os
produtos de PCR amplificados com os iniciadores especificos para os genes cTcTXNPx,
mTcTXNPx e TCHGPRT, mostrou apenas um pico, demonstrando que somente um produto
especifico foi amplificado (resultados ndo mostrados).

A quantidade de moléculas de cDNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx para as
cepas de T. cruzi foi determinada por interpolagdo na curva padrdo. Foram usados os valores
de Cr obtidos pela curva padrao gerada com as quantidades conhecidas dos plasmideos do
cTcTXNPx e mTcTXNPx, normalizado com os valores de TcCHGPRT. As Figuras 3C e 3D
mostram um aumento de duas vezes no nivel de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx
na populacdo 17LER, comparada com a 17WTS comprovando os resultados obtidos por
Northern blot. Nas outras cepas do T. cruzi analisadas, ndo observamos diferencas
significativas no nimero de moléculas de cDNA dos genes, independente do fendtipo de

resisténcia ou zimodema da cepa.
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Figura 3. Niveis de mRNA dos genes cTcTXNPx ¢ mTcTXNPx em populagdes do T. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ. Perfil do northem blot de populag¢des do T. cruzi obtido usando as sondas marcadas com
32P, especifica para cTCTXNPx (A) e mTXNPx (B). Numero de moléculas de cDNA (razio do numero de
copias do gene/HGPRT) dos genes cTcTXNPx (x109) (C) e mTcTXNPx (x107) (D) em cada populagdo do
T. cruzi testada. Os valores da quantidade de moléculas de ¢cDNA foram normalizados com o gene
TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram obtidos em triplicata de trés

experimentos independentes.

4A.2 Organizacdo gendmica, numero de cdpias e andlises de bioinformatica dos genes
CTCTXNPx e mTcTXNPx

Para investigar a ocorréncia de amplificagdo dos genes cTcCTXNPx e mTcTXNPx no genoma
da populagdo do T. cruzi resistente ao BZ, avaliamos o numero de copias desses genes por
ensaios de Southern blot. O DNA gendmico de 6 populagdes do T. cruzi foi digerido com as
endonucleases de restrigdo BgIIl e Kpnl para o gene cTcTXNPx e as enzimas Hinfl e Xhol
para o mTcTXNPx.

Ensaios de Southern blot utilizando a enzima BglIl, que apresenta um unico sitio de
restricdo no gene cTcTXNPx, hibridizado com uma sonda especifica para esse gene revelaram
a presenca de trés fragmentos de 6.7, 2.9 e 1.9 Kb nas populagdes 17WTS, 17LER e
Colombiana (Figura 4A). J& nas populagdes BZS e BZR foram observados fragmentos de 6.7,
2.9 e 2.4 Kb (Figura 4A). E importante ressaltar que a cepa CL Brener, pertencente ao
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zimodema B do T. cruzi, considerada um hibrido, apresentou o perfil do zimodema Z1 ¢ Z2
(Figura 4A). Estes resultados indicam a presenga de polimorfismos nas cepas do T. cruzi entre
os zimodemas mas que ndo esta relacionado ao fendtipo de resisténcia do parasito a drogas.
Quando a sonda cTcTXNPx foi hibridizada com o DNA gendmico digerido com Kpnl, que
nao possui sitio de restricdo na sequéncia do gene, observamos apenas uma banda de 6.7 Kb
para todas as amostras analisadas (Figura 4B). Além disso, observamos que a intensidade das
bandas especificas do gene cTcTXNPx foi igual em todas as amostras de T. cruzi analisadas,
mostrando auséncia de amplificagdo.

O Southern blot para o gene mTcTXNPx foi realizado com as enzimas de restricao
(Hinfl ¢ Xhol). A enzima Hinfl apresenta um sitio de restrigdo no interior do gene. Devido a
presenca de polimorfismos, observamos a presenga de trés fragmentos de 0.77, 0.56 ¢ 0.3 Kb
em todas as populagdes do T. cruzi (Figura 4C). De acordo com analises densitométricas, ndo
houve diferencas na intensidade das bandas especificas, sugerindo que o gene mTcTXNPx
ndo esta amplificado no genoma do T. cruzi. Quando o DNA genémico foi digerido com a
enzima de restricao Xhol, que nao apresenta sitio de clivagem no interior do gene observamos
que a sonda mTcTXNPx reconheceu apenas um fragmento de 8.6 Kb em todas as amostras
(Figura 4D). A mesma quantidade de DNA gendmico foi utilizada para cada cepa. As cepas
analisadas apresentaram a mesma intensidade da banda independente do fendtipo de
resisténcia a drogas. Este resultado confirma a hipotese de que o gene mTcTXNPx ndo esta
amplificado nas populagdes do T. cruzi.

Com o objetivo de confirmar e quantificar o nimero de copias dos genes cTcTXNPx e
mTcTXNPx no genoma do T. cruzi, as amostras de DNA gendmico dos parasitos foram
submetidas a PCR quantitativa em tempo real (QPCR). A quantidade de DNA total das
populagdes do parasito com resisténcia induzida in vitro e seu par sensivel (17LER e 17WTS)
foi normalizada utilizando o gene TcHGPRT do parasita. Este gene ¢ constitutivo e apresenta
apenas uma copia por genoma do parasita. Inicialmente foi obtido uma curva padrio
utilizando diluicdes do plasmideo ao décimo (107 a 10%, 10" a 10® ¢ 10® a 10* copias)
contendo os genes clonados cTcTXNPx, mTcTXNPx e TcHGPRT, respectivamente. As
curvas padrio apresentaram uma boa linearidade ("= 0.9106 para cTcTXNPx, r’= 0.9213

para mTcTXNPx e 1 = 0.9151 para TcHGPRT) para diferentes concentra¢des de plasmideos.
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Figura 4. Analises de Southem blot dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx de
populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. O DNA total foi digerido
com as endonucleases Bglll (A), Kpnl (B) para o gene cTXNPx ¢ Hinfl (C) e
Xhol (D) para mTcTXNPx. Southem blot foram hibridizados com a sonda
especificados genes cTCTXNPx e mTcTXNPx marcadas com 32P.

A quantidade de moléculas de DNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx para as
cepas de T. cruzi foi determinada por interpolagdo na curva padrdo. A Tabela 1 mostra varias
concentragdes do DNA genomico (200, 100, 50 e 25 ng) das populagdes 17WTS e 17LER.
Nao observamos diferenga no numero de coOpias destes genes nas populagdes do T. cruzi
analisadas. Este dado corrobora com os resultados obtidos por ensaio de Southern blot, em
que os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx nao estdo amplificados nas populagdes sensiveis e

resistentes do T. cruzi, independente do fenotipo de resisténcia a droga.
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Tabela 1. Razdo do numero de copias dos genes cT XNPx e mTXNPx nas populagdes
do T. cruzi sensiveis e com resisténcia induzida in vitro ao BZ.

DNA Razio nimero de copias Razio niimero de copias
T. crugi (ng) cTeTXNPx / TeHGPRT mTeTXNPx / TcHGPRT
17WTS/17LER 17TWTS/17TLER
200
1.2 10
100
12 1,1
1,2 10
13 10

* O DNA total do parasito foi usado em diferentes concentragdes e o valor do nimero
de copias de cada gene normalizado com o gene TCHGPRT. Os dados do RT-PCR
quantitativo em tempo real foram obtidos em triplicata de trés experimentos
independentes.

4A.3 Analises de bioinformatica dos genes cTCTXNPx e mTcTXNPx

Analises in silico de bioinformatica foram realizadas para complementar a
caracterizacdo molecular dos genes ¢cTcTXNPx e mTcTXNPx. Inicialmente, as sequéncias
dos genes alvo foram comparadas contra um banco de dados local (descrito de acordo com a
seccdo 3.20 da parte Métodos) sendo 13 contigs identificados. Como alguns contigs

apresentaram anota¢do incompleta no banco de dados GeneDB (www.genedb.org) essas

sequéncias passaram posteriormente por um processo de anotacdo estrutural e funcional
manual. Nossas andlises revelaram a existéncia de copias completas dos genes cTcTXNPx em
7 contigs (AAHKO01017795; AAHKO01001715; AAHKO01006290; AAHKO01003652;
AAHKO01001127; AAHK01005566; AAHK01002353) e do gene mTcTXNPx em 2 contigs
(AAHKO01005244; AAHKO01001562) (Tabela 2 e 3). O contig AAHK01001127 possui duas
copias do gene cTcTXNPx. O processo de anotacdo estrutural e funcional manual foi
realizado utilizando a ferramenta de anotacao gendmica Artemis

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Artemis/). No processo de re-anotacdo genOmica, as

sequéncias dos genes em estudo foram corretamente ancoradas nos respectivos contigs € a
metionina inicial e codon de terminagdo corretamente identificados e anotados (Figura 5A e
5B). A identidade observada entre os 8 genes cTcTXNPx e 2 mTcTXNPx foi 100% e 99%,

respectivamente (Figura 6).
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As analises in silico mostraram que os genes cTcCTXNPx e mTc¢TXNPx possuem 8§ ¢ 2
copias completas, respectivamente, dispersas ao longo do genoma haploide do T. cruzi. As
analises do mapa de restri¢ao in silico realizado com as enzimas de restrigao BglII, Kpnl e
EcoRI para o gene cTcTXNPx e Hinfl, Xhol e ECORI para mTcTXNPx foram confirmadas por
experimentos de Southern blot utilizando DNA gendmico digerido com as mesmas

endonucleases.

Tabela 2. Contigs contendo pelo menos 8 copias completas do gene cTcTXNPx encontrados

no genoma do T. cruzi.

Query Subject Anotacio Anotacio % Tamanho e
id id completa manual identidade fragmento value

Metioni

cIcTXNPx AAHK01017795 Nio inicial e stop 98 895 00
codon

cIcTXNPx AAHK01001715 Sim - 98 895 00
Metioni

cIcTXNPx AAHK01006290 Nio inicial e stop 99 791 00
codon

cIcTXNPx AAHK01003652 Sim - 97 716 00

cIcTXNPx AAHK01001127 Sim - 97 716 00

cIcTXNPx AAHK01005566 Sim - 99 712 00

cIcTXNPx AAHK01002353 Sim - 99 649 00

Tabela 3. Contigs gendomicos contendo pelo menos 2 copias completas do gene mTcTXNPx

encontrados no genoma do T.cruzi.

Query Subject Anotacio Anotacio % Tamanho e
id id completa manual identidade frapmento value
Metioni
mIcTXNPx AAHK01005244 Nio inicial e stop 100 720 0.0
codon
mIcTXNPx AAHKO01001562 Sim - 98 718 0.0
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Figura 5. Saida grafica do programa Artemis, exemplificando anotagdo estrutural e funcional dos
contigs de T. cruzi contendo copias dos genes em estudo. (A) Contig AAHK01001127 com o gene
cTcTXNPx anotado e (B) contig AAHKO01001562 contendo o gene mTcTXNPx anotado. Os genes

em estudo foram destacados na cor rosa em cada um dos contigs.
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Figura 6. Alinhamento multiplo global das sequéncias de aminoacidos do gene cTXNPx encontrada
nos contigs (A) e do gene mTXNPx dos contigs caracterizados (B). O alinhamento foi realizado no

programa ClustalW.
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4A.4 Analise filogenética

As inferéncias evolutivas entre as peroxiredoxinas do T. cruzi ¢ outros
tripanosomatideos como T. brucei, outras espécies de Leishmania e C. fasciculata foram
determinadas pela utilizagdo do software MEGA3 (Kumar et al., 2004). As arvores
(dendogramas) foram calculadas pelo método Neighbor-Joining com analise de Bootstrap
feita com 1000 réplicas. Além disso, foi utilizado a sequéncia de aminoacidos da
peroxiredoxina encontrada em Homo sapiens como outgroup.

A constru¢do do dendograma foi baseada nas sequéncias de aminoacidos apresentadas
na Figura 7. Para o gene cTXNPx foram usadas 18 sequéncias diferentes e para o gene
mTXNPx foram utilizadas 10 sequéncias. Na Figura 7A podemos observar uma identidade de
83% entre as sequéncias dos genes cTXNPx de T. cruzi e T. brucei que permaneceram
agrupadas em um mesmo ramo, fato que também ¢ observado para as sequéncias de
Leishmania e C. fasciculata. A similaridade de sequéncia dos genes cTXNPx do T. cruzi entre
as espécies de Leishmania e C. fasciculata foi 69 e 67%, respectivamente. Estes dados
sugerem que as ¢cTXNPx de T. cruzi e T. brucei estdo mais estreitamente relacionadas,
mostrando a monofilia do trypanosoma. No caso da mTXNPx, também podemos observar um
alto nivel de similaridade entre os trypanosomas (75%), comparado com as espécies de
Leishmania (71%) (Figura 7B). A mTXNPx do T. cruzi e T. brucei estdo agrupadas no

mesmo ramo, observagao que sugere um grupo monofilético.

4A.5 Localizagdo cromossémica do gene cTcTXNPX

A fim de avaliar a localizagdo do gene cTcTXNPx nos cromossomas do T. cruzi,
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 e Métodos. O tamanho e o nimero dos cromossomas do gene
cTcTXNPx entre as diferentes cepas do T. cruzi mostrou uma grande heterogeneidade (Figura
8A). A hibridiza¢ao dos cromossomas com a sonda cTcTXNPx, mostrou que este gene pode
estar localizado em diferentes cromossomas, dependendo da cepa do parasita (Tabela 4). O
perfil de hibridizacdo dos cromossomas com a sonda cTcTXNPx mostrou que este gene esta
presente em bandas cromossdmicas que variam de 745 a 2.100 Kb (Figura 8B). Nao
observamos correlagdo entre a localizagao cromossdmica do gene cTcTXNPx e o fendtipo de
resisténcia a droga. No entanto, este gene apresentou a mesma localizag¢do para as cepas do T.

cruzi pertencentes ao zimodema ZB (Buriti, Romano e CL Brener) (Figura 8§B).
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Figura 7. Relacoes filogenéticas entre as proteinas TXNPx dos tripanosomatideos. Os

dendogramas das proteinas cTXNPx (A) e mTXNPx (B) foram calculadas pelo método

Neighbor-Joining com analise de Bootstrap feita com 1000 réplicas. Como outgroup, foi

utilizada a sequéncia de aminoacidos de uma peroxiredoxina de Homo sapiens. A barra de

escala representa a distdncia genética de 0.05 e 0.1, respectivamente, por sitio de

substituicdo de nucleotideo.

75



;|u

Glimar
Cluarsizinh

Figura 8. Localizagdo cromossomica do gene ¢cTXNPx em populagdes do T. cruzi com
diferentes zimodemas ¢ resisténcia a droga. Bandas cromossomicas do T. cruzi separadas
por PFGE e coradas com brometo de etidio (A). Southern blot dos pares de cromossomas
do T. cruzi hibridizados com a sonda especifica do gene ¢cTXNPx marcada com 32P (B).

Marcador de massa molecular corresponde aos cromossomas de Sacchromyces cerevisae.
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Tabela 4

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

dos genes cTcTXNPx e TcAPX.

cTcTXNPX TcAPX
T.cruz Origem’ Hospedeiro Sus.? z’® Localizagio Localizaio
cromossémica cromossd mica
(Kb) (Kb)
17 WT Mex Triatomineo S 1 2.100; 1.700; 1.756; 2.000
1.120; 922
17 LE Mex Triatomineo R 1 2.100; 1.700; 1.756; 2.000
1.120; 922
Colombiana Col Humano F.C. R 1 ND 2.000
Quaraizinho RGS T. infestans S 1 1.990; 1.500 2.000
Gilmar MG Humano F.A. S 1 1.700; 1.170 ND
BZS SP Humano F.A. S 2 922 2.000
BZR SP Humano F.A. R 2 922 2.000
Clone9s SP Humano F.A. S 2 ND ND
Clone 27R SP Humano F.A. R 2 ND ND
Ernane Go Humano F.C. S 2 ND 2.000
Berenice MG Humano F.A. S 2 1.700; 922 ND
VL-10 MG Humano F.C. R 2 ND 2.000
Noel MG Humano F.A. R 2 1.720; 1.756; 1.170 ND
Cl Brener RGS T. infestans S B 2.100; 1.990; 1.700; 2.000
922; 745
Romano Arg Humano F.A. S B 2.100; 1.990; 1.700; ND
922; 745
MR RGS T. infestans S B ND 2.000
Luna Arg Humano F.A. S ND 2.000
Buriti RGS T. infestans S 2.100; 1.990; 1.700; ND
922; 745

1- Origem das cepas: Mex- México; SP- Sao 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 T. cruzi (Murta et al.. 1998).

ND- ndo determinado

F.A.- Fase agudae F.C.- Fase cronica.
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4A.6 Clonagem e expressao das proteinas recombinantes cTCTXNPx e mTcTXNPXx

Com o objetivo de estudar os niveis de expressio das proteinas triparedoxina
peroxidase citosolica (cTcTXNPx) e mitocondrial (mTcTXNPx) nas cepas do T. cruzi
sensiveis e resistentes a drogas, clonamos e expressamos as proteinas recombinantes
rcTcTXNPx e rmTcTXNPx. Para a clonagem da proteina rcTcTXNPx foi utilizado o
plasmideo pQE, que apresenta um peptideo com 6 histidinas na sua regido N-terminal. A
regido codificante do gene e o vetor pQE foram digeridos com as enzimas de restricao Sall e
HindIII. A proteina mTcTXNPx foi inserida no vetor de expressdo pGEX, que possui o gene
da glutationa-S-transferase (GST). A regido codificante do gene mTcTXNPx e o plasmideo
pGEX foram digeridos com as endonucleases Baml e EcoRI. Os plasmideos contendo os
genes de interesse foram inseridos em bactérias E. coli linhagem TOP 10F" para a clonagem.
A PCR de colonia mostrou uma 6tima eficiéncia da clonagem pela presenca dos fragmentos
de 600 pb e 680 pb, correspondente a sequéncia codificante dos genes cTcTXNPx e
mTcTXNPx, em todas as colonias de bactérias analisadas (resultados ndo mostrados).

Ap6s a clonagem, realizamos a expressao das proteinas recombinantes em bactérias E.
coli cepa BL-21 através da indugao com IPTG (isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside). O
IPTG ¢ um analogo da lactose que promove a retirada da proteina repressora do sitio de inicio
da sintese de RNA e induz a transcri¢ao e expressdao da proteina recombinante. Os extratos
bacterianos, depois da inducdo, foram submetidos a eletroforese em SDS-PAGE. O perfil
eletroforético dos extratos bacterianos mostrou uma banda com massa molecular de 25 kDa
(canaletas 2, 3, 4, 7, 8 ¢ 9) com maior intensidade (Figura 9A). Esta banda corresponde a
proteina recombinante rcTcTXNPx ligada ao peptideo de 6 histidinas, conferindo essa massa
molecular. Por outro lado, a proteina recombinante ndo foi expressa nas bactérias na auséncia
de IPTG (canaleta 6, Figura 9A). Na Figura 9B observamos uma banda de massa molecular
de 54 kDa (canaletas 4 a 9), correspondente a proteina recombinante rmTcTXNPx (25 kDa)
associada a GST (29 kDa) do vetor pGEX.

Ferramentas de bioinformatica, como os softwares PSORT II e SignalP, foram
utilizadas para predizer e confirmar a localizagdo da proteina mTcTXNPx. Estes programas
indicaram que a mTcTXNPx possui uma localizagdo mitocondrial, com uma probabilidade de

87%.
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Figura 9. Expressao das proteinas recombinantes rcTXNPx (A) e rmTXNPx (B) do T. cruzi,
pelas bactérias E. coli BL21 transformadas induzidas com IPTG em diferentes tempos. SDS-

PAGE 12% corado com Coomassie blue. MW- Marcador de massa molecular.
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4A.7 Teste de solubilidade e purificacdo das proteinas recombinantes rcTCTXNPX e
rmTcTXNPX

Para determinar a solubilidade das proteinas recombinantes rcTcTXNPx e
rmTcTXNPx e posteriormente realizar a purificacdo e producdo de anticorpos policlonais,
realizamos o teste de solubilidade como descrito em Materiais e Métodos. Os extratos de
proteinas soluveis (sobrenadante) e insoluveis (sedimento) foram submetidos a eletroforese
SDS-PAGE. A proteina recombinante rcTcTXNPx de 25 kDa foi soluvel, enquanto que a
proteina mTcTXNPx foi visualizada sob a forma insoltivel com a formagao de corptsculos de
inclusdo.

A purificacdo da proteina rcTcTXNPx foi realizada em uma coluna de acido
nitriloacético com niquel (Ni-NTA) que apresenta afinidade pelo peptideo de 6 histidinas
ligado a proteina recombinante. Como a proteina foi soluvel, realizamos a sua purificacdo sob
condi¢des nativas utilizando um tampao contendo 100 mM imidazol, com pHs decrescentes
(8,0; 6,3; 5,9 e 4,5). Observamos que a proteina rcTcTXNPx foi eluida da resina com
eficiéncia no tampao com pH 4.5, na segunda e terceira eluicdo. A proteina recombinante
rcTcTXNPx purificada foi quantificada pelo método de Bradford e apresentou uma
concentragdo de 0,3 pg/pl. A partir de 1,6 L de cultura de bactérias, conseguimos obter 9 mg
(30 mL) de proteina recombinante purificada (dados ndo mostrados).

Por outro lado, a proteina recombinante rmTcTXNPx foi purificada pelo metodologia
de eletroeluicao. Esta metodologia consiste em eluir a proteina de interesse do gel de
poliacrilamida em tampdo de corrida, utilizando a transferéncia de corrente elétrica. A
proteina eluida foi visualizada em eletroforese SDS-PAGE como um polipeptideo de 54 kDa,
(25 kDa rmTc¢TXNPx + 29 kDa GST do vetor pGex), sem contaminantes de outras proteinas.
A dosagem da proteina rmTcTXNPx demonstrou uma concentragdo de 0,5 pg/ul, mostrando

a eficiéncia deste método de purificagdo (dados nao mostrados).

4A.8 Nivel de expressdo das proteinas cTCTXNPx e mTcTXNPXx

A proteina recombinante rc TcTXNPx purificada foi utilizada no ensaio de imunizagao
dos coelhos para a produc¢do de anticorpos policlonais. O anticorpo policlonal contra a
proteina rmTcTXNPx foi, gentilmente, cedido pelo nosso colaborador Carlos Robello. Os
anticorpos foram utilizados em ensaios de Western blot para determinar o nivel de expressao
das proteinas cTcTXNPx e mTcTXNPx nas populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao

BZ.
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Extratos de proteinas totais das formas epimastigotas de diferentes cepas do T. cruzi
foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE (Figura 10). O perfil eletroforético demonstrou a
presenca de proteinas com massa molecular variando de 10 a 100 kDa (Figura 10A). As
proteinas totais foram transferidas do gel para uma membrana de nitrocelulose e esta incubada
com o anticorpo policlonal anti-cTcTXNPx na diluicdo 1:5000 e anti-mTcTXNPx diluido
1:1000. Os resultados de Western blot mostraram que o anticorpo anti-cTcTXNPx reconheceu
um polipeptideo de aproximadamente 23 kDa para todas as amostras analisadas do T. cruzi
(Figura 10B). A proteina recombinante purificada foi aplicada no gel como um controle
positivo. Ela apresentou uma massa molecular de 25 kDa, cerca de 2 kDa maior devido a
presenca de seis histidinas.

Adicionalmente, o anticorpo anti-cTcTXNPx reconheceu um polipeptideo de 46 kDa
em algumas amostras. Este polipeptideo provavelmente corresponde a proteina cTcTXNPx
oxidada na sua forma homodimérica. As analises de western blot utilizando o anticorpo anti-
mTcTXNPx reconheceu os polipeptideos de 25 e 50 kDa em todas as amostra do T. cruzi.
Esses polipeptideos correspondem a proteina nativa e na forma homodimérica oxidada,
respectivamente (Figura 10C). A proteina recombinante mTcTXNPx associada a GST (54
kDa) foi utilizada como controle positivo.

Com o objetivo de quantificar o nivel de expressdao das proteinas cTcTXNPx e
mTcTXNPx em cada cepa do parasito, a mesma membrana foi incubada com o anticorpo
policlonal anti-rTcHSP-70. Estudos prévios mostraram que o nivel de expressdo da proteina
TcHSP-70 foi igual entre as populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ (Murta et al.,
2008). Analises densitométricas da banda cTcTXNPx e mTcTXNPx normalizadas com a
TcHSP-70, mostrou que o nivel de expressdao de ambas as proteinas foi similar em todas as
amostras analisadas exceto na populacdo resistente 17LER, na qual observamos um aumento
de 2 vezes comparada ao seu par sensivel 17WTS (Figuras 10B e 10C). Além disso, a
proteina mTcTXNPx de 50 kDa, reconhecida pelo anticorpo especifico, demonstrou um
aumento no nivel de expressdao de 5,5 vezes na populacdo 17LER comparada com seu par

17WTS.
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Figura 10. Perfil eletroforético das proteinas totais de epimastigotas de populagdes do T. cruzi
sensiveis e resistentes ao BZ (A). SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue; MW-
Marcador de massa molecular; Western blot usando o anticorpo policlonal de coelho contra a
proteina recombinante rcTcTXNPx (B) e o anticorpo policlonal anti-rmTcTXNPx (C). Ambas
as membranas foram incubadas com o anticorpo policlonal da proteina HSP-70, que foi usada
como normalizador. Como controle positivo, utilizamos as proteinas recombinantes

rcTcTXNPx e rmTcT XNPx.
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4B Ascorbato Peroxidase

4B.1 Tamanho do transcrito e nivel de mRNA do gene TcAPX nas populacBes do T.
cruz sensiveis e resistentes ao BZ.

A fim de determinar o tamanho do transcrito do gene TcAPX nas diferentes
populagdes do T. cruzi, realizamos ensaios de Northern blot. Para isto, os RNAs totais das
populagdes 17WTS, 17LER, BZS, BZR, CL Brener ¢ Colombiana do T. cruzi foram
separados em gel de agarose, transferidos para membrana de nailon e hibridizados com a
sonda especifica do gene TcAPX marcada com *’P. A sonda do gene TcAPX reconheceu dois
transcritos em todas as amostras do T. cruzi analisadas, sendo um de 2.6 € outro de 3.3 Kb
(Figura 11A).

A quantifica¢@o do nivel de mRNA do gene TcAPX das amostras de T. cruzi sensiveis
e resistentes ao BZ foi realizada utilizando a técnica de PCR quantitativo em tempo real
(qPCR). O gPCR utilizando a quantificacao relativa determina a relacdo entre o nimero de
moléculas em diferentes amostras considerando o ciclo da reagdo. Quanto menor o ciclo da
quantifica¢do, maior o numero de moléculas de cDNA produzidas e vice-versa. Dessa forma,
a intensidade de fluorescéncia de cada amostra, que € proporcional a quantidade de cDNA, foi
expresso pelo valor do ciclo do PCR tomado como base de analise o Ct (cycle threshold).
Antes de utilizar o método de delta-delta Ct (AACt), € necessario realizar um experimento de
validag¢do que permita demonstrar que a eficiéncia da amostra alvo e da amostra de referéncia
sdo aproximadamente iguais. A curva de eficiéncia foi realizada para ao gene TcAPX e
TcHGPRT com diluigdes da amostra, apresentando um valor abaixo de 0.1. A quantidade do
alvo, normalizado com o controle endogeno e relativo ao calibrador ¢ dado pela formula final
224€ O Ct do alvo subtraido ao Ct do controle endogeno (HGPRT) determina o valor do
delta Ct e este valor subtraido ao Ct do calibrador (amostra sensivel) determina o AACt. A
partir deste valor, a razdo relativa do nimero de moléculas do gene TcAPX foi calculado na
formula final.

Como normalizador, usamos o gene HGPRT do T. cruzi que ¢ constitutivo e apresenta
apenas uma copia no genoma do parasita. Na Figura 11B podemos observar a razao relativa
do nimero de moléculas das amostras sensiveis e resistentes do gene TcAPX, normalizadas
pelo TcCHGPRT. O gene TcAPX ndo apresentou diferengas significativas no nivel de mRNA

entre as populacdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ testadas (Figura 11B).
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Figura 11. Nivel de mRNA do gene TcAPX em populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ. Perfil do northern blot das cepas do T. cruzi hibridizadas com uma sonda especifica do
gene TcAPX marcada com **P (A). A quantidade relativa de moléculas de cDNA do gene
TcAPX foi determinada pela PCR quantitativa em tempo real (B), utilizando o método de
quantificacdo relativa. Os valores da quantidade de moléculas de cDNA foram normalizados
com o gene TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram obtidos em

triplicata de trés experimentos independentes.

4B.2 Organizagdo gendmica, numero de cépias e analises de bioinformética do gene
TcAPX

O estudo da organizagdo gendmica e nimero de copias do gene TcAPX no T. cruzi
envolveu ensaios de Southern blot e andlises de bioinformatica. Dentre as andlises de
bioinformatica, realizamos restricdo in silico, anotagdo das copias do gene encontradas no
genoma do T. cruzi, alinhamento destas coOpias ¢ a constru¢do da arvore filogenética
comparando a distancia evolutiva do gene TcAPX entre os tripanosomatideos.

Os ensaios de Southern blot foram realizados para determinar a organizagdo genémica

do gene TcAPX. O DNA total de populagdes do T. cruzi foi digerido com duas enzimas de
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restri¢do, a Aval ¢ Xhol, transferido para membrana de nailon e hibridizado com a sonda
especifica do gene TcAPX marcada com P*.

A enzima de restricdo Aval apresenta um unico sitio de clivagem no interior do gene
TcAPX. O perfil do Southern blot com essa enzima e hibridizado com a sonda TcAPX
mostrou a presenga de um fragmento de 0.85 Kb em todas as amostras analisadas (Figura
12A). Como a endonuclease corta o interior da sequéncia do gene TcAPX, deveriamos
observar a presenca de dois fragmentos no southern blot. No entanto, ndo observarmos a
presenca do outro fragmento, pois este provavelmente apresentou um tamanho pequeno (159
nucleotideos) e nao foi reconhecido pela sonda especifica. Esta hipotese foi confirmada por
analises de restri¢ao in silico de um contig contendo o gene TcAPX com a enzima Aval, na
qual seriam gerados dois fragmentos (Figura 12C). As analises de densitometria mostraram
que a intensidade da banda foi similar em todas as amostras analisadas, independente do
fenotipo de resisténcia a drogas. Este resultado sugere que o gene TcAPX ndo estd
amplificado nas populag¢des do T. cruzi analisadas.

O Southern blot utilizando a enzima Xhol, que ndo possui sitio de restri¢do no interior
da seqiiéncia do gene TcAPX, hibridizado com a sonda especifica deste gene revelou apenas
um fragmento de 4.6 Kb em todas as populagdes do T. cruzi (Figura 12B1 e B2). De acordo
analises densitométricas, nenhuma diferenca significativa foi observada na intensidade da
banda entre as populacdes sensiveis e resistentes do parasito. Também nado visualizamos a
presenca de polimorfismos deste gene nas amostras analisadas.

A sequéncia do gene TcAPX foi usada para realizar uma analise comparativa das
sequéncias depositadas no banco de dados, conforme descrito em Métodos. Apos selecionar
as sequéncias com identidade maior que 95% e E-value de 0.0, identificamos 2 contigs
contendo a sequéncia do gene TcAPX. Os contigs AAHK01002212 e AAHKO01001145 foram
submetidos ao software Artemis para anotacdo manual. Observamos que as sequéncias do
gene TcAPX estavam completas e foram corretamente anotadas (Figura 13).

A identidade entre as duas sequéncias TcAPX encontradas nos contigs, determinada
pelo alinhamento, foi de 98% (Figura 14). Além disso, podemos sugerir que o gene TcAPX

apresenta duas copias dispersas ao longo do genoma hapléide do T. cruzi.
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Figura 12. Southem blot do gene TcAPX de populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com Aval (A), Xhol (B) e hibridizado com
a sonda do gene TcAPX marcada com 3%P. Andlise de restricdo in silico (C), na qual os
contigs que apresentam o gene TcAPX foram digeridos com as mesmas enzimas de

restri¢ao usadas anteriormente.
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Figura 13. Saida grafica do programa Artemis, exemplificando anota¢do estrutural e
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AAHKO01001145 (A) e AAHKO01002212 (B) do gene TcAPX. O gene de interesse foi

destacado nacorrosaem cadaum dos contigs.
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Figura 14. Alinhamento multiplo das sequéncias de aminodcidos do gene TcAPX encontrada

nos contigs caracterizados. O alinhamento foi realizado no programa ClustalW.

4B.3 Andlise filogenética

As sequéncias do gene APX de T. cruzi, Leishmania spp. e Arabidopsis thaliana
depositadas no GenBank - NCBI foram utilizadas para a analise filogenética. O alinhamento
das sequéncias selecionadas foi realizado no software Mega3. Posteriormente, uma arvore
filogenética foi construida usando o método Neighbor-Joining com 10 sequéncias de
aminoacidos, dentre elas: Trypanosoma cruzi Tc-APX-001145 e Tc-APX-002212;
Leishmania major Lm-CAJ07706.1, Leishmania infantum Li-CAM71478.1 ¢ Leishmania
brazilienses Lb-CAM38361.1; Arabidopsis thaliana At-CAA67425.1, At-CAA67426.1, At-
Q05431 e At-CAA66640.1. Uma peroxidase dependente de heme de H. sapiens,
mieloperoxidase, foi utilizada como outgroup ja que esta espécie nao possui enzima
peroxidase dependente de ascorbato. Os tripanosomatideos Trypanosoma brucei e Crithidia
fasciculata ndo foram incluidos na analise filogenética, pois o gene ascorbato peroxidase esta
aparentemente ausente nestas espécies. Analisando a arvore filogenética podemos observar
que as seqiiéncias de T. cruzi e Leishmania (similaridade APX entre os parasitos foi 57%)
foram agrupadas na mesma clade, enquanto que a APX de A. thaliana foram agrupadas em
outra clade (similaridade APX T. cruzi e A. thaliana foi 25%) (Figura 15). A estrutura da
arvore filogenética revela uma clara divergéncia entre APX de tripanosomatideos e planta,

representando uma ramificacdo dicotdmica.
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Figura 15. Relagdes filogenéticas entre a proteina TcAPX dos tripanosomatideos e uma
espécie de planta. O dendograma da proteina TcAPX foi calculado pelo método Neighbor-
Joining com analise de Bootstrap feita com 1000 réplicas. Como outgroup, foi utilizada a
sequéncia de aminoacidos de uma peroxidase dependente de heme (mieloperoxidase) de
Homo sapiens. A barra de escala representa a distancia genética 0.1 por sitio de substituicdo

de nucleotideo.

4B.4 Localizagdo do gene TcAPX nos cromossomas do T. cruz.

Com a finalidade de determinar a localizagdo cromossomica do gene TcAPX no
genoma do T. cruzi, 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 e Métodos.

Na Figura 16A observamos um perfil heterogéneo de bandas cromossomicas entre as
diferentes cepas do parasita, variando de 0.6 a 1.9 Mb. A sonda especifica do gene TcAPX
reconheceu uma banda cromossdmica de aproximadamente 2000 Kb em todas as amostras de
T. cruzi analisadas (Figura 16B). A localizagdo do gene TcAPX no genoma do T. cruzi ndo
apresentou diferencas, de acordo com o fenotipo de resisténcia a drogas ou o zimodema da

cepa.
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Figura 16. Localizagdo cromossdmica do gene TcAPX em populagdes do T. cruzi com diferentes
zimodemas e resisténcia a droga. Bandas cromossomicas do T. cruzi separadas por PFGE e
coradas com brometo de etidio (A). Southern blot dos pares de cromossomas do T. cruzi
hibridizados com a sonda especifica do gene TcAPX marcada com 32P (B). Marcador de massa

molecular corresponde aos cromossomas de Sacchromyces cerevisae.

4B.5 Clonagem e expressdo da proteina recombinante rTcAPX

Para determinar os niveis de expressdo da proteina TcAPX nas populagdes do T. cruzi
foi necessario obter a proteina recombinante para produgdo de anticorpos policlonais. Assim,
realizamos a clonagem e expressdo da proteina recombinante rTcAPX. Para a clonagem,
utilizamos o plasmideo pGEX, que possui o gene GST (Glutationa-S-Transferase). A regido
codificante do gene TcAPX foi digerida com as enzimas BamHI e EcoRI para a ligagdo no
plasmideo pGEX. O plasmideo pGEX foi digerido com as mesmas enzimas de restrigdo, para
formar extremidades coesivas e promover a ligacdo entre o fragmento e o vetor. Apos a
ligacdo, o plasmideo recombinante foi transformado em bactérias E. coli e a clonagem
confirmada através do PCR de coldnia (descrito em Métodos). O PCR de colonia mostrou
uma 6tima eficiéncia da clonagem pela presenca do fragmento de 987 pb, correspondente a
sequéncia codificante do gene TcAPX, em todas as colonias de bactérias analisadas
(resultados ndo mostrados).

A expressdo da proteina recombinante rTcAPX foi realizada em bactérias E. coli

linhagem BL-21, induzida por um anéalogo da lactose o IPTG. Na presenca do IPTG as
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bactérias expressaram a proteina rTcAPX. Os extratos bacterianos, ap6s a inducdo das
proteinas por 6 horas, foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE (Figura 17A). O perfil da
eletroforese mostrou a presenca de uma banda forte com massa molecular de
aproximadamente 62 kDa. Este polipeptideo corresponde a proteina recombinante rTcAPX
(33KDa) fusionada com a GST (Glutationa-S-Transferase) (29 KDa), conferindo essa massa
molecular. Na auséncia de IPTG, a proteina recombinante nao foi expressa pelas bactérias

(canaletas 1, 2 e 3).

4B.6 Solubilidade e purificacdo da proteina recombinante rTcAPX

Os extratos bacterianos contendo a proteina recombinante rTcAPX foram submetidos
ao teste de solubilidade. As proteinas do sobrenadante (parte soliivel) e do sedimento (parte
insoluvel) foram separadas em gel SDS-PAGE 12%. O perfil eletroforético apresentou uma
banda forte de aproximadamente 62 kDa no sedimento, mostrando que ela esta insolivel nas
condigdes utilizadas na expressao, provavelmente sob a forma de corpusculos de inclusdao. Na
fragdo soluvel, observamos uma banda muito fraca da rTcAPX e as proteinas especificas das
bactérias (dados nao mostrados).

Posteriormente, purificamos a proteina rTcAPX através da metodologia de
eletroeluicao. Este método foi utilizado pela dificuldade de purificar a proteina em coluna que
reconhece a GST e clivar a GST que esta associada a proteina recombinante. A purificacao da
rTcAPX em coluna ndo ficou muito boa e apresentou um rendimento muito baixo (dados nao
mostrados). J& a purificacdo pela eletroeluicdo apresentou uma eficiéncia boa. A Figura 17B
representa uma eletroforese SDS-PAGE mostrando que a proteina de aproximadamente 62
kDa equivalente a rTcAPX fusionada a GST foi eficientemente purificada. Apos a
purificacdo, a proteina rTcAPX foi quantificada pelo método de Bradford e apresentou uma
concentragdo 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 17. Indugdo com IPTG da expressdo da proteina recombinante rTcAPX (A) do T. cruzi,
pelas bactérias E. coli BL21 transformadas. Purificagdo da proteina recombinante rTcAPX pelo
método de eletroeluicao (B). SDS-PAGE 12% corado com Coomassie blue. MW- Marcador de

massa molecular.

4B.7 Nivel de expressdo da proteina TcCAPX

Apoés ensaios de purificagdo e dosagem, a proteina rTcAPX foi utilizada para a
imunizacdo de coelhos, a fim de promover a produgdo de anticorpos policlonais contra esta
proteina. Os anticorpos policlonais anti-rTcAPX foram utilizados para determinar o nivel de
expressao dessa proteina nas populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes a drogas.
Ensaios de Western blot foram realizados utilizando proteinas totais do parasito em
eletroforese SDS-PAGE 12% (Figura 18A). O gel mostrou o perfil das proteinas totais do
parasito que possuem variagdo de massa molecular entre 10 e 100 kDa. As proteinas totais
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose e esta foi incubada com o anticorpo
policlonal anti-rTcAPX na diluicdo 1:500. Apds a revelacdo pelo método colorimétrico,
podemos observar que o anticorpo anti-TcAPX reconheceu um polipeptideo com massa
molecular de 33 kDa correspondente a proteina TcAPX do T. cruzi (Figura 18B). A proteina
recombinante utilizada como controle apresentou 62 kDa devido a GST fusionada a proteina.

Como controle quantitativo, incubamos a mesma membrana com o anticorpo
policlonal anti-TcHSP-70. Esta proteina previamente caracterizada em nosso laboratorio

apresenta igual nivel de expressdo entre as amostras do T. Cruzi sensiveis e resistentes a droga.
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Anadlise densitométrica, apds a normalizagdo com TcHSP-70, mostrou um aumento de 2 vezes
na intensidade do polipeptideo TcAPX da populagdo com resisténcia selecionada in vivo ao
BZ (BZR), comparado com seu par BZS. As outras amostras ndo apresentaram diferencgas
significativas na intensidade da banda, independente do fenotipo de resisténcia a droga. Para
confirmar este resultado, realizamos um ensaio de Western blot utilizando dilui¢des seriadas
ao dobro (2, 4 e 8 vezes) dos extratos protéicos da populacdo resistente BZR e seu par
sensivel (BZS). Na Figura 18C podemos visualizar um aumento de 2 vezes na intensidade da
proteina TcAPX da populagdo BZR, em relacdo a BZS. Este resultado confirma um aumento
do nivel de expressdo da proteina TcAPX na populagdo com resisténcia selecionada in vivo ao

BZ (BZR).
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Figura 18. Perfil eletroforético das proteinas totais de epimastigotas de populagdes do T. cruzi
sensiveis e resistentes ao BZ (A). SDS-PAGE 12% corado por Coomassie blue; MW- Marcador
de massa molecular; Westem blot usando o anticorpo policlonal de coelho contra a proteina
recombinante rTcAPX (B) ¢ analises de western blot das populagdes BZS e BZR do T. cruzi em
diluicoes sucessivas ao drobro (C). A membrana foi hibridizada com o anticorpo policlonal da
proteina HSP-70, que foi usada como normalizador. Como controle positivo, utilizamos a

proteina recombinante rTcAPX.
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4C Tripanotiona Redutase (TR)

4C.1 Nivel de mRNA e organizacdo gendmica do gene TcTR

Com o objetivo de investigar o tamanho do transcrito do gene TcTR nas populagdes do T.
cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, realizamos ensaios de Northern blot. Os RNAs totais de 6
populagdes deste parasito foram extraidos, submetidos a eletroforese em gel de agarose,
transferidos para membrana de néilon e hibridizados com a sonda especifica do gene TcTR
marcada com **P.

Ensaios de Northern blot hibridizados com a sonda especifica do gene TcTR mostrou a
presenca de um unico transcrito de 1.0 Kb em todas as populagdes do T. cruzi analisadas,
independente do fenotipo de resisténcia a drogas (Figura 19). Como controle quantitativo, foi
utilizado o gene do RNA ribossomal para mostrar que a mesma quantidade de mRNA foi
aplicada no gel (Figura 19). Analises de densitometria mostraram o transcrito da populagao
BZR foi 1,5 vezes mais expresso, comparado com a populacdo BZS. Valores abaixo de 2
vezes foram considerados como nao significativos. No entanto, analises de PCR quantitativo
em tempo real serdo realizadas para quantificar o nivel de expressdo deste gene nas amostras

do T. cruzi.
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Figura 19. Nivel de mRNA do gene TcTR em populagdes do T. cruzi sensiveis e

resistentes ao BZ. Perfil do northem blot das cepas de T. cruzi hibridizadas com
uma sonda especifica do gene TcTR marcada com 32P (A). Como controle
quantitativo a mesma membrana foi marcada com uma sonda do gene do RNA

ribossomal do T. cruzi (B).
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A fim de investigar a organiza¢dao gendomica ¢ o numero de copias do gene TcTR em
populagdes do T. cruzi sensiveis ¢ resistentes ao BZ, realizamos ensaios de Southern blot e
analises de bioinformatica. O DNA genomico de 6 populagdes do parasito foi digerido com as
endonucleases de restricio Aval e Xhol e o produto da digestdo foi submetido a andlise por
Southern blot. A membrana com o DNA digerido foi hibridizada com a sonda especifica para
o gene TcTR.

A enzima de restri¢do Aval apresenta um Unico sitio de clivagem no interior do gene
TcTR. Quando utilizada no ensaio de Southern blot, a sonda especifica para o gene TcTR
reconheceu apenas um fragmento com tamanho de 3.2 Kb (Figura 20A). Em analises de
restri¢do in silico utilizando o programa GeneTool (DoubleTwist, USA), observamos que a
enzima Aval corta a seqiliéncia alvo em dois fragmentos. No entanto, um destes fragmentos
possui um tamanho muito pequeno (42 nucleotideos) e provavelmente a sonda ndo o
reconheceu. Esta teoria foi confirmada por analises de restrigdo in silico de um contig
contendo o gene TcTR com a enzima Aval, na qual seriam gerados dois fragmentos, um de
2.9 e outro 3.2 Kb (Figura 20C).

Analise densitométrica mostrou que este o fragmento apresenta a mesma intensidade
entre as amostras de T. cruzi analisadas. Este resultado sugere que o gene TcTR ndo esta
amplificado em nenhuma das populagdes do parasito analisadas, independente do fendtipo de
resisténcia a drogas ou cepa especifica.

Quando a enzima Xhol , que ndo apresenta nenhum sitio de restricdo no interior da
seqiiéncia do gene TcTR, foi utilizada em ensaio de Southern blot observamos a presenga de
um fragmento de 6.2 Kb em todas as amostras utilizadas (Figura 20B). As analises de
densitometria mostraram que o gene TcTR nao esta amplificado nas amostras do parasito,
pois ndo observamos nenhuma diferencga significativa na intensidade da banda especifica.

Quando a enzima Xhol , que ndo apresenta nenhum sitio de restricdo no interior da
sequéncia do gene TcTR, foi utilizada em ensaio de Southern blot observamos a presenga de
um fragmento de 6.2 Kb em todas as amostras utilizadas (Figura 20B). As analises de
densitometria mostraram que o gene TcTR ndo estd amplificado nas amostras do parasito,

pois nao observamos nenhuma diferenga significativa na intensidade da banda especifica.
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Figura 20. Southern blot do gene TcTR de populagdes do T. cruzi sensiveis e
resistentes a0 BZ. O DNA total de cada cepa foi digerido com Aval (A), Xhol (B)
e hibridizado com a sonda do gene TcTR marcada com 32P. Analise de restricdo in

silico (C), na qual o contig que possui o gene TcTR foi digerido com as mesmas

enzimas de restri¢cdo usadas anteriormente.
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4C.2 Numero de copias e analises filogenéticas do gene TcTR

A sequéncia de nucleotideos do gene TcTR (niimero de acesso M38051.1) foi
utilizada para uma analise comparativa com as sequéncias do genoma do T. cruzi depositadas
no GeneDB, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos. Apds selecionar as sequéncias com
identidade maior que 95% e E-value de 0.0, identificamos 3 contigs (AAHK01004636,
AAHKO01005034 ¢ AAHK01004332) contendo a sequéncia do gene TcTR. Os contigs foram
analisados através da ferramenta da anotagdo gendmica Artemis. Como resultado, apenas 1
contig (AAHKO01004636) apresentou copia completa do gene TcTR (Figura 21). Além disso,
podemos sugerir que o gene TcTR apresenta uma copia dispersa ao longo do genoma
hapléide do T. cruzi.

Para a andlise filogenética do gene TR, foram utilizadas 11 sequéncias de aminoacidos
de diferentes tripanosomatideos como T. cruzi, T. brucei e C. fasciculata. Como nao existe
tripanotiona redutase em humanos, o gene glutationa redutase de Homo sapiens foi utilizado
como outgroup. Podemos observar na Figura 22 que a TR do T. cruzi e T. brucei estdo mais
estreitamente relacionadas (82%), do que as espécies de Leishmania ¢ C. fasciculata (63 e
67%) (Figura 22). Este fato sugere a presenca de um grupo monofilético, ja que a TR de T.
cruzi e T. brucei estdo no mesmo agrupamento. Assim, a proteina TR apresenta maior

similaridade entre o género Trypanosoma, em relacao aos outros tripanosomatideos.
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Figura 21. Saida gréafica da anotagdo estrutural e funcional do contig AAHKO01004636, que possui
o gene TcTR do T. cruzi, feita pelo programa Artemis. O gene de interesse TcTR cormresponde ao

retangulo na cor rosa.
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Figura 22. Relacoes filogenéticas entre a proteina TcTR dos tripanosomatideos. O dendograma da
proteina TcTR foi calculado pelo método Neighbor-Joining com analise de Bootstrap feita com
1000 réplicas. Como outgroup, foi utilizada a sequéncia de aminodcidos de uma glutationa
redutase de Homo sapiens, ja que esta espécie ndao possui tripanotiona redutase. A barra de escala

representa a distancia genética 0.05 porsitio de substituicdo de nucleotideo.
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5 DISCUSSAO

A quimioterapia especifica da doenga de Chagas, limitada ao BZ e ao NFX, apresenta
baixa eficiéncia de cura, principalmente na fase cronica da doenga e consideravel toxicidade
(Urbina & Docampo, 2003). Além disso, podemos citar a existéncia de cepas do T. cruzi
naturalmente resistentes a estes compostos e o fenotipo de resisténcia cruzada entre BZ e
NFX, agravando ainda mais a eficacia do tratamento clinico. E importante salientar também
que ndo existe vacina contra a doeng¢a de Chagas. Todos estes pontos sdo de extrema
relevancia e direcionam para a busca de novos alvos para a quimioterapia da doenca de
Chagas (Castro et al., 1988; Pifieyro et al., 2005).

A habilidade de protozoarios parasitas, como Plasmodium falciparum, Leishmania
spp., T. cruzi e T. brucei, desenvolver resisténcia as drogas utilizadas para o seu tratamento
demonstra a adaptabilidade genética destes parasitos. Provavelmente, o estresse da droga
promove a selecdo de estratégias apropriadas para escapar dos efeitos letais dos compostos. A
ocorréncia de resisténcia natural a diferentes drogas tem sido descrita em populacdes do T.
cruzi (Brener et al., 1976; Filardi e Brener, 1987; Neal & Van Bueren, 1988). Alguns autores
tém sugerido a sele¢do de parasitas resistentes, para explicar a persisténcia do parasita no
hospedeiro vertebrado apos um tratamento prolongado (Andrade et al., 1977, Veloso et al.,
2001). Estudos mostraram também que a resisténcia a drogas pode ser selecionada in vivo
durante a manutencdo do parasita em camundongos tratados com BZ (Murta ¢ Romanha,
1998) ou induzida in vitro sob pressdo de droga (Nirdé et al., 1995; Villarreal et al., 2005;
Wilkinson et al., 2008). Recentemente, Caldas e colaboradores (2008) demonstraram que a
indugdo de resisténcia de cepas do T. cruzi ao BZ também pode ocorrer durante a infecgdo por
longo tempo no hospedeiro vertebrado, na auséncia do estresse da droga. Isto pode explicar,
em parte, a baixa eficacia de cura observada em individuos com doenga de Chagas cronica
tratados com BZ.

Os mecanismos de resisténcia a drogas em protozoarios parasitas ja descritos (Ullman,
1995; Engel et al., 2000; Pradines et al., 2005), incluem: a diminui¢ao da entrada da droga na
célula, o aumento da sua eliminagdo, a diminuicao da sua ativagao e alteragdes na enzima alvo
para diminuir a intera¢do enzima-droga. Entretanto, estes mecanismos ainda ndo estdo bem
esclarecidos.

Dados da literatura mostraram que bombas de efluxo de drogas dependente de ATP
como a fosfoglicoproteina de membrana (PGP), estdo relacionadas com os mecanismos de
resisténcia a drogas em alguns protozodrios parasitas (Ullman, 1995). A associagdo da
superexpressdo dessa proteina na resisténcia a drogas foi descrita em Leishmania resistente ao

arsenato ¢ antimoniais (Legare et al., 2001) e em P. falciparum resistente a cloroquina
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(Cowman et al., 1991). Entretanto, Murta e colaboradores (2001) observaram que o feno6tipo
de resisténcia do T. cruzi ao BZ nao esta associado com a amplificagdo ou superexpressdo dos
genes PGP. Além deste mecanismo, a resisténcia de Leishmania ao metotrexato pode ser
explicada por varios mecanismos, incluindo a redu¢do da entrada da droga na célula mediada
pela modulagdo da expressdo de uma série de transportadores de folato (Guimond et al.,
2003). Os autores observaram que o gene do transportador de &cido folico FTS5 foi deletado na
linhagem de parasitas resistentes ao metotrexato.

A expressao diferencial de genes como mecanismo de resisténcia a drogas também foi
observada em outros tripanosomatideos. Em T. brucei, a superexpressio do gene
transportador ABC tipo MRPA resultou em um aumento de 10 vezes na resisténcia in vitro do
parasita ao melarsoprol (Koning, 2008). Enquanto que em L. tropica resistente ao
metotrexato, o gene DHFR-TS (Dihidrofolato Redutase-Timidilato Sintetase) estava
amplificado no genoma do parasita. Assim, existem 3 mecanismos de resisténcia a drogas que
normalmente ocorrem em Leishmania que sao: a forma¢ao de amplicons extracromossomicos
circular ou linear; eventos de delegdo de genes que resulta na diminui¢do da expressao destes
e o envolvimento da aneuploidia no genotipo de resisténcia a droga (Ubeda et al., 2008).
Nestes parasitas pode ocorrer também a modulacdo dos niveis de RNA de um gene, sem
mudancgas no numero de copias de DNA. Mas este processo foi observado com pouca
frequéncia (Ubeda et al., 2008).

Guimond e colaboradores (2003) estudaram a modulagao da expressdo de varios 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 a quimioterapia e consequentemente o desenvolvimento de
drogas eficazes contra os parasitas resistentes.

Estudos sobre os mecanismos de agdo do NFX ¢ do BZ em T. cruzi sugerem que estes
compostos agem como pro-drogas, no qual o grupo nitro de ambos os compostos ¢ reduzido
para grupo amino por intermédio de nitroredutases, com a formacgdo de radicais livres e
metabolitos eletrofilicos (Wilkinson et al., 2008). O NFX pode agir como um agente da
ciclagem redox, produzindo anion superéxido (O;) e este produzir peroxido de hidrogénio
(H20,), pela agdo da enzima superdxido dismutase. Pode ocorrer a interagao do H,O, com o
O, produzindo o radical hidroxila (OH"). Todos estes radicais podem causar danos ao DNA
(Olive, 1978), lipideos e formar peroxido organico (Tappel, 1973; Docampo et al., 1981).

No caso do BZ, provavelmente, seus metabolitos reduzidos estdo envolvidos no mecanismo

de agdo através de ligacdes covalentes com componentes do parasita ou ligando ao DNA,
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lipideos ¢ proteinas do T. cruzi (Diaz de Toranzo et al., 1988; Aldunate & Morello, 1993;
Maya et al., 1997 e 2003). O BZ pode atuar principalmente através da formacao de
conjugados proteina-droga ou tiol-droga (Maya et al., 2007; Irigoin et al., 2008). No entanto,
¢ importante re-analisar este mecanismo para avaliar a concentracdo e localizagdo da
produgdo de O, e o local onde estas drogas estdo presentes. Além disso, € necessario utilizar
novas metodologias para detecgdo de oxidantes ¢ conhecer a biologia redox do T. cruzi.

Como anteriormente descrito, os compostos nitroheterociclicos, como o BZ e NFX,
sdo pro-drogas e necessitam de ativagdo para mediar & atividade citotdxica. Desta forma,
fatores que reduzem/previnem este processo podem desencadear a resisténcia. Recentemente,
Wilkinson e colaboradores (2008) mostraram que uma nitroredutase dependente de NADH
(NTRI) apresenta um papel na ativagdo da droga. Os autores sugerem que o mecanismo de
resisténcia do T. cruzi ao BZ ¢ NFX pode ocorrer pela redugdo nos niveis de NTRI nos
parasitos resistentes, enquanto que a superexpressao desta nitroredutase pode resultar na
hipersensibilidade do parasito. Em concordancia com este estudo, em nosso laboratorio,
Murta e colaboradores (2006) mostraram que a dele¢do de copias do gene que codifica outra
nitroredutase tipo I TcCOYE (Old Yellow Enzyme, também chamada Prostaglandina Sintetase)
esta associada com o fendtipo de resisténcia do T. cruzi ao BZ. Os autores observaram
também uma redugdo de 7 vezes no nivel de expressdo desta enzima na populagdo do T. cruzi
com resisténcia induzida in vitro ao BZ. Estas nitroredutases podem ser responsaveis pela
ativacdo do BZ. Nos parasitos resistentes que apresentam diminui¢do na expressdo destas
enzimas, a droga ¢ pouco ativada e, portanto ndo ¢ toxica fazendo com que os parasitos
resistentes sobrevivam mesmo sobre a pressao de droga.

Durante a infecgdo, o T. cruzi invade diferentes tipos de células e os parasitas sdo
expostos a espécies reativas de oxigénio (ROS), como o anion superoxido (O,"), peroxido de
hidrogénio (H,0,), peroxinitrito (ONOQO") e radical hidroxila (HO'), produzidos pelo préprio
processo de respiracdo celular, ou por agentes externos como o sistema imune do hospedeiro e
o metabolismo de drogas (Irigoin et al., 2008).

As espécies reativas de oxigénio podem causar danos a varios componentes celulares,
incluindo lipideos de membrana e acidos nucléicos, levando a morte do parasita. Para escapar
deste dano celular por ROS, todos os organismos apresentam diferentes enzimas antioxidantes
(Pineyro et al., 2005). Existem diferentes vias de detoxificacdo de hidroperdxidos, com
diferente especificidade ao substrato e em diferentes compartimentos como mitocondria,
glicossomo, reticulo endoplasmatico e citosol. No caso dos tripanosomatideos, eles perderam
as enzimas catalase e glutationa peroxidase dependente de selénio, que metabolizam

rapidamente H,O; (Flohé¢ et al., 1999). Por outro lado, estes apresentam um sistema particular
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de defesa antioxidante contra hidroperdxidos, caracterizados em diversos parasitas do género
Crithidia, Trypanosoma e Leishmania, baseado no tiol de baixa massa molecular tripanotiona
(Nogoceke et al., 1997; Krauth-Siegel et al., 2003). Em T. cruzi, as enzimas envolvidas no
metabolismo de hidroperdxido dependente de tripanotiona estdo sendo caracterizadas:
glutationa peroxidases dependente de cisteina, uma hemoperoxidase dependente de ascorbato
e duas triparedoxina peroxidases (Wilkinson et al., 2000a, b; 2002).

Existe uma ampla evidéncia de que a sobrevivéncia e a viruléncia do parasita
dependem do sistema de defesa antioxidante endégeno, que pode ser semelhante ou ndo a
defesa antioxidante do hospedeiro. Dependendo do grau de parentesco dos sistemas do
hospedeiro e parasito, as enzimas envolvidas na defesa antioxidante do parasito podem ser
consideradas como alvos potenciais para drogas. Este conceito tem sido amplamente validado
para o sistema tripanotiona em tripanosomatideos (Floh¢ et al., 1999; Cota et al., 2008a; b).

Os membros da ordem Kinetoplastida, incluindo o T. cruzi, apresentam um
mecanismo de detoxificacdo diferente daquele encontrado no hospedeiro vertebrado. Estes
parasitos ndo apresentam as enzimas glutationa peroxidase dependente de selénio e catalase,
responsaveis pela detoxificagdo do peroxido de hidrogénio. Para compensar a auséncia destas
enzimas, os tripanosomatideos utilizam um sistema antioxidante dependente de “tiol”, que
elimina o peroxido de hidrogénio (Turrens, 2004). Participam do mecanismo de defesa
antioxidante destes tripanosomatideos as enzimas ferro-superoxido dismutase (FeSOD),
triparedoxina peroxidase (TXNPx), ascorbato peroxidase (APX), tripanotiona redutase (TR) e
glutationa peroxidase dependente de cisteina (GPx). Elas estdo distribuidas em
compartimentos celulares diferentes e sdo ativas contra varios oxidantes (Turrens, 2004;
Irigoin et al., 2008).

Em 2006, nosso grupo (Nogueira et al.) demonstrou um aumento no nivel de
expressao da proteina ferro-Superoxido dismutase-A (TcFeSOD-A) na populagao do T. cruzi
com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER), comparado com seu par sensivel. Esta
enzima participa da defesa antioxidante do parasita removendo o excesso de anion superoxido
em moléculas de oxigénio e peroxido de hidrogénio (Bannister et al., 1987). Como a defesa
antioxidante ¢ uma via metabolica que funciona sequencialmente em um mecanismo de
cascata, nossa hipdtese era que os parasitas resistentes poderiam também apresentar um
aumento no nivel de expressdo das peroxidases para metabolizar o perdxido de hidrogénio
gerado em excesso. Nossos resultados confirmaram esta hipotese, pois observamos um
aumento no nivel de expressdo das proteinas triparedoxina peroxidase citosolica e

mitocondrial e ascorbato peroxidase em populagdes do T. cruzi resistentes ao BZ.
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Dados da literatura mostraram que enzimas peroxidases podem ser essenciais para a
sobrevivéncia de parasitas submetidos a pressdo de drogas. Entamoeba histolytica resistente
ao metronidazol apresentou um aumento de 3 vezes no nivel de mRNA do gene TXNPx
(Wassmann et al., 1999). Adicionalmente, quando parasitas foram transfectados
simultaneamente com os genes ferro-superdxido dismutase e TXNPx, o nivel de mRNA do
gene TXNPx foi 20-30% maior comparado com os parasitas superexpressando apenas o gene
TXNPx. Similarmente, Lin e colaboradores (2005) observaram em L. amazonensis resistente
ao arsenato um aumento de 5 e 4 vezes no nivel de transcricdo dos genes cTXNPx e
mTXNPx, respectivamente. Wyllie e colaboradores (2008) observaram um aumento de 6.5 e
1.8 vezes nas enzimas TXNPx citosélica e mitocondrial, respectivamente, em L. tarentolae
resistente ao antimonio trivalente. Estes estudos corroboram com nossos resultados, que
mostraram um nivel de mRNA dos genes TXNPx citosélica e mitocondrial duas vezes maior
na populagao resistente 17LER, comparada ao seu par sensivel (17WTS).

Em T. cruzi, alguns estudos mostraram que a superexpressao das enzimas cTXNPx e
mTXNPx protegem os parasitos dos danos causados pelo peroxido de hidrogénio, t-butil
hidroperoxido e peroxinitrito (Wilkinson et al., 2000a; Finzi et al., 2004; Piacenza et al.,
2008). No entanto, estudos demonstraram que o T. cruzi superexpressando estas peroxidases
ou outras enzimas antioxidantes foram igualmente susceptiveis as drogas NFX e BZ, similar
ao controle ndo-transfectado (Kelly et al., 1993; Wilkinson et al., 2000a, 2002). Este resultado
pode refletir um desequilibrio na defesa antioxidante dos parasitos transfectados, que
superexpressam apenas uma das enzimas envolvidas na via de detoxificagdo de ROS. Além
disso, outro possivel fator que influencia os parasitos transfectados a serem susceptiveis a
drogas pode ser a compartimentalizacdo das enzimas responsaveis pelo sistema de defesa
antioxidante.

A compartimentaliza¢do das peroxiredoxinas em T. cruzi protege a célula contra os
efeitos toxicos do peroxido exogeno, indicando que estes oxidantes podem penetrar o citosol e
a mitocondria. Em células superexpressando enzimas peroxidases, o metabolismo de peroxido
aumenta em ambos os compartimentos, protegendo contra o dano celular (Turrens, 2004).
Devido a sua localizagdo, a cTXNPx pode ser importante durante o estresse oxidativo gerado
por fontes externas similar ao dano oxidativo de macrofagos, pois o primeiro produto de
estresse oxidativo produzido no parasito deve ser no citosol. Enquanto que, no processo de
estresse oxidativo gerado pela propria mitocondria da célula, a mTXNPx pode ser mais ativa
(Lyer et al., 2008).

Nossos dados mostraram que ambas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nivel

de expressao de proteina duas vezes maior na populacao resistente 17LER, comparado com a
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sensivel 17WTS. Uma maior expressdo de 5.5 vezes foi observada na forma homodimérica da
proteina mTcTXNPx também na populacao resistente 17LER. Estes dados sugerem que o
nivel de expressdo aumentado das proteinas cTcTXNPx e mTcTXNPx pode estar relacionado
com o mecanismo de resisténcia do T. cruzi ao BZ. Em L. amazonensis resistente ao arsenato,
Lin e colaboradores (2005) descreveram também um concomitante aumento do nivel de
expressdao destas duas peroxiredoxinas. Outro estudo demonstrou um maior aumento na
expressdo da proteina cTXNPx em L. tarentolae resistente ao antimonio trivalente (Wyllie et
al., 2008).

Estudos demonstraram que o T. cruzi superexpressando o gene ¢cTXNPx foi mais
infectante para macrofagos e camundongos produzindo peroxinitrito, do que os controles
(Irigoin et al., 2008). Resultados similares foram obtidos em L. donovani transfectado com
cTXNPx, que foram mais resistentes a oxidantes e mais virulentos a macréfagos, que células
controle (Lyer et al., 2008). Pifieyro e colaboradores (2007) mostraram que a superexpressao
de ambas as proteinas cTcTXNPx e mTcTXNPx tornam o T. cruzi mais resistente a defesa
oxidativa de macréfagos. Além disso, a proteina recombinante TXNPx citosdlica pode
funcionar como um antigeno candidato a marcador da infec¢do sintomdtica ou assintomatica
de L. infantum na Leishmaniose canina visceral (Silvestre et al., 2008).

As peroxiredoxinas cTcCTXNPx e mTcTXNPx estdo expressas em todos os estagios do
ciclo de vida do T. cruzi, incluindo as formas infectantes (Pificyro et al., 2007). O nivel de
expressdo de ambas as enzimas ¢ similar, indicando uma expressdo constitutiva que pode ser
essencial para o sucesso da infeccdo. Além disso, estes autores sugerem que as TXNPx
podem ser consideradas como fatores de viruléncia relevante para a sobrevivéncia, replicagdo
e diferenciagdo dos parasitos no interior da célula hospedeira. Jirata e colaboradores (2006)
mostraram em L. aethiopica que a peroxiredoxina 1 (citosolica) foi predominantemente
expressa na forma amastigota, enquanto que a peroxiredoxina 2 (mitocondrial) apresentou
uma expressao constitutiva nos diferentes estagios de desenvolvimento deste parasito.

Nossos dados demonstraram a presenca de dois transcritos do gene cTcTXNPx em
amostras de T. cruzi do zimodema 1. Em contraste, as outras cepas do T. cruzi apresentaram
apenas um transcrito, mostrando uma associag¢ao entre o numero de transcritos € o zimodema,
mas ndo com o fendtipo de resisténcia do T. cruzi a droga. Os dois transcritos observados para
o gene cTcTXNPx pode ser devido a diferentes niveis de maturagdo do mRNA, diferencas no
tamanho das regides 5’ e 3° UTR ou diferengas no tamanho da cauda poli-A do mRNA
(Teixeira e DaRocha, 2003). Em L. major foi observado um transcrito de 1,6 Kb nas formas
promastigotas e promastigotas metaciclicos de L. major. A detec¢do de um unico transcrito

sugere que nao existem genes adicionais relacionados com as peroxiredoxinas. No entanto,
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este fato ndo exclui a possibilidade de que genes transcreveram um mRNA com o mesmo
tamanho ou genes que sao quiescentes sob determinadas condic¢des (Levick et al., 1998).

TXNPx pertence a familia das peroxiredoxinas, apresentando dominios conservados
com residuos de cisteina na sua sequéncia de aminoacidos, responsaveis pela reducdo de
peroxido. Em T. cruzi, a TXNPx possui uma estrutura decamérica organizada como um
pentamero de dimeros simétricos (Pifieyro et al., 2005). Nossas analises de western blot
usando anticorpos policlonais anti-cTcTXNPx ou anti-mTcTXNPx mostraram a presenca de
dois polipeptideos para cada anticorpo especifico da TXNPx. Estes polipeptideos
correspondem as formas oxidadas (homodimérica) e reduzidas (monomérica) das proteinas
cTcTXNPx ou mTcTXNPx. Alguns autores demonstraram a ocorréncia de dois ou trés
polipeptideos por SDS-PAGE, provavelmente representando dimeros ou tetrdmeros destas
proteinas (Guerrero et al., 2000; Wilkinson et al., 2000a; Pifieyro et al., 2005; Pifieyro et al.,
2008). Guerrero e colaboradores (2000) clonaram e expressaram a enzima cTcTXNPx de T.
cruzi. Os autores observaram a presenca de dois polipeptideos, 23 kDa ¢ 40 kDa, que foram
reconhecidos em ensaios de western blot utilizando o anticorpo contra cTXNPx de C.
fasciculata. O polipeptideo de 40 kDa representa, provavelmente, um produto de dimerizagao
que ¢ observado em outras proteinas da familia peroxiredoxina sob condigdes reduzidas
(Floh¢ et al., 1999; Montemartini et al., 1999; Guerrero et al., 2000). No entanto, estes dois
polipeptideos nao foram encontrados por Lopez e colaboradores (2000). Estes autores
observaram uma banda polipeptidica de 21 kDa correspondente a cTXNPx.

Recentemente, nosso grupo descreveu uma analise protedmica de populagdes do T.
cruzi sensiveis e resistentes ao BZ (Andrade et al., 2008). Dentre algumas proteinas
selecionadas como diferencialmente expressas, os autores observaram que a triparedoxina
peroxidase apresentou uma grande diferenca de expressao (15 vezes) na populacdo resistente.
Esta diferenga no nivel de expressdo da triparedoxina peroxidase obtida por nossas analises de
western blot, de 2 e 5.5 vezes aumentada na populagdo 17LER, comparado as analises de
proteoma pode ser explicada pela especificidade e sensibilidade do anticorpo policlonal
quando comparado com a metodologia de eletroforese bidimensional e também as formas
reduzidas e oxidadas da proteina.

Analises da organizagdo genomica do gene c¢TcTXNPx por Southern blot usando
enzimas de restri¢ao e analises de bioinformatica sugerem que este gene esta presente em sete
contigs diferentes e possui multiplas copias (provavelmente oito) dispersas ao longo do
genoma do parasito. Wilkinson e colaboradores (2000a) sugeriram que o gene cTcTXNPx do
T. cruzi apresenta multiplas copias organizadas em tandem. Em L. major, este gene possui 8 a

13 copias no genoma que estdo organizadas em tandem como arranjos imperfeitos de
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unidades repetidas, incluindo sequéncias intergénicas polimoérficas e genes (Levick et al.,
1998). Similar ao observado em L. major, a organiza¢dao genomica do cTcTXNPx do T. cruzi
pode apresentar também arranjos imperfeitos de repeti¢do. Avila e colaboradores (2001)
mostraram que o gene metaciclogenina do T. cruzi esta flanqueado por duas sequéncias em
repeticdes em “tandem”. A expressdo sincronica de ambos os genes durante a
metaciclogénesis sugere uma interagdo funcional entre eles. Dados da literatura sugerem que
o gene mTcTXNPx pode apresentar apenas uma copia no genoma do T. cruzi (Wilkinson et
al., 2000a). Entretanto, nossos dados de Southern blot e analises de bioinformatica indicaram
que o gene completo mTcTXNPx estd presente em dois contigs diferentes, sugerindo a
presenca de duas copias dispersas ao longo do genoma do parasito.

Alguns autores demonstraram que parasitos resistentes a drogas podem superexpressar
genes como resultado da sua amplificagdo no genoma (Guimond et al., 2003; Nogueira et al.,
20006). Por outro lado, alguns genes apresentaram um elevado nivel de mRNA e proteina, sem
amplificacao no genoma (Guimond et al., 2003). Nossos resultados mostram que os genes c- €
mTcTXNPx apresentam um nivel de mRNA aumentado na populagdo resistente 17LER, mas
ndo estdo amplificados no genoma do T. cruzi. Este aumento da transcricdo pode ser
explicado pela presenca de mudangas nas regides 3’ ou 5’ UTR ou mutacdes nos fatores trans
(Guimond et al., 2003). E importante salientar que como esperado observamos uma relagio
positiva entre o aumento do nivel de transcri¢do e traducao das proteinas c- e mTcTXNPx na
populagdo do T. cruzi resitentes ao BZ.

Estudos filogenéticos envolvendo genomas de tripanosomatideos e que utilizam
exclusivamente sequéncias de genes preditos in silico tem se mostrado bastante elucidativos
com relagdo a diferentes aspectos da biologia desses organismos (EI-Sayed et al., 2005b).
Alvarez e colaboradores (1996) em seus estudos produziram arvores filogenéticas usando trés
genes que codificam proteinas (a tubulina, gliceraldeido-3-fosfato e tripanotiona redutase) e
sugerem que tais genes pertencem a grupos monofiléticos distintos em T. cruzi. Tal
constatacdo estd associada a maior similaridade de sequéncias (sequéncia completa e/ou
dominios) observada entre os genes de T. cruzi e T. brucei que ndo acontece com relagdo aos
genes presentes, por exemplo, em Leishmania ou C. fasciculata.

Analises filogenéticas das proteinas preditas para os genes cTXNPx ¢ mTXNPx foram
realizadas comparando-se as sequéncias do T. cruzi com outros tripanosomatideos. Nossos
resultados sugerem que as cTXNPx e mTXNPx apresentam um alto nivel de similaridade
entre os trypanosomas (83 ¢ 75%) quando comparado com as espécies de Leishmania e C.
fasciculata (>69 e¢ 67%). O fato das espécies T. cruzi e T. brucei estarem no mesmo

agrupamento, sugere a monofilia do género Trypanosoma. Estes dados corroboram com os
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resultados obtidos por Castro e colaboradores (2002) que mostraram a presenga de grupos
monofiléticos entre trypanosomas para ambas as proteinas cTXNPx e mTXNPx.

Nogoceke e colaboradores (1997) construiram uma arvore filogenética das proteinas
da familia peroxiredoxina. Eles observaram que a evolu¢dao molecular da peroxiredoxina
envolveu todos os filos de bactérias até¢ vertebrados, mas isto ndo reflete simplesmente a
divergéncia filogenética das espécies. Provavelmente, algumas peroxiredoxinas de T. brucei e
L. mexicana, por exemplo, foram adquiridas por endosimbiose de bactérias ¢ integradas no
genoma nuclear dos tripanosomatideos. A evolu¢do molecular demonstrou uma diversidade
funcional da familia peroxiredoxina, mostrando que estas proteinas ndo desempenham apenas
a funcdo de peroxidases ou proteinas antioxidantes (Montemartini et al., 1998).

Uma das particularidades observadas no T. cruzi ¢ que seus cromossomas nao se
condensam durante a divisdao nuclear (Solari, 1980). Entretanto, com a utilizacao da técnica de
eletroforese de campo pulsado (pulse field gel electrophoresis - PFGE), foi possivel verificar
que o genoma do T. 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). Em
2005, El-Sayed e colaboradores ao realizarem o sequenciamento do genoma do T. cruzi
observaram que este parasita possui aproximadamente 28 cromossomas.

Em nossos estudos, utilizamos o PFGE para separar os cromossomas e fazer estudo de
localizagao de genes. O resultados demonstraram que o gene ¢cTcTXNPx estd localizado em
diferentes bandas cromossomicas, variando de 745 a 2.100 Kb dependendo da cepa do
parasita. No entanto, a localizagdo cromossdmica deste gene ndo apresentou correlagdo com o
fenotipo de resisténcia a droga. Na cepa CL Brener, observamos que este gene esta localizado
em cinco bandas cromossémicas (2.100, 1.990, 1.700, 922, 745 Kb). Entretanto, Wilkinson e
colaboradores (2000a) sugerem que o gene cTcTXNPx estd localizado em uma unica banda
cromossomica de 800 Kb na populagdo CL Brener do T. cruzi. A diferenga encontrada entre a
localiza¢do cromossomica do gene cTcTXNPx entre Wilkinson e colaboradores (2000a) e os
nossos dados podem ser explicados por diferencas metodologicas, tamanho da sonda utilizada
na hibridizacdo do Southern blot e as diferengas entre as cepas analisadas.

A pesquisa basica por vias metabolicas que sdo cruciais para a viabilidade ou
infectividade do parasito e que sdo distintas daquelas encontradas no hospedeiro mamifero,
pode promover um desenho racional de drogas (Irigoin et al., 2008). Os tripanosomatideos
apresentam duas enzimas no sistema de defesa antioxidante que ndo sdo encontradas em
mamiferos, ascorbato peroxidase e tripanotiona redutase. Estas enzimas estdo sendo estudadas
e sdo essenciais para a sobrevivéncia de tripanosomatideos expostos a ROS (Irigoin et al.,

2008).
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A superexpressdo de componentes do sistema de defesa oxidativo dos
tripanosomatideos pode alterar a sensibilidade aos agentes tripanocidas e hidroperoxidos
exdgenos. Wilkinson e colaboradores (2002a) demonstraram que células do T. cruzi
transfectadas com o gene TcAPX foram duas vezes mais resistentes a exposicdo de H,O,
exogeno, do que a linhagem selvagem. Em L. major superexpressando LmAPX, Dolai e
colaboradores (2008) também observaram um aumento de 2,5 vezes na resisténcia ao H,O,
exogeno, diminuindo os niveis de ROS na mitocondria. Em nosso estudo mostramos que a
proteina TcAPX apresenta um nivel de expressdo duas vezes maior na populagao do T. cruzi
com resisténcia selecionada in vivo ao BZ (BZR), comparada com seu par sensivel (BZS).
Nosso estudo mostra pela primeira vez uma associag¢ao da proteina TcAPX com o fendtipo de
resisténcia de um parasito a drogas.

A expressdao aumentada da TcAPX pode prevenir potencialmente danos letais que

resultam da interacdo do H>O, com componentes do reticulo endoplasmatico, onde a proteina
esta localizada. E interessante salientar que a APX de L. major apresenta uma regido
hidrofobica de 22 aminoacidos na por¢cdo N-terminal da proteina que pode desempenhar um
papel importante no controle da susceptibilidade ao H>O, e na oxidagao de ascorbato (Adak &
Datta, 2005). Estes autores observaram também que a LmAPX possui uma inativacao
dependente de H,O; na auséncia de doadores de elétrons como ascorbato.
Dados da literatura mostraram que a LmAPX de L. major ¢ muito instavel em um sistema
depletado de ascorbato (Adak & Datta, 2005). Entretanto, a LmAPX pode promover
adaptagdes bioquimicas mostrando uma atividade pseudocatalase para degradar H,0O,
exdgeno durante o estresse oxidativo, quando o nivel de ascorbato celular pode ser menor
pelo metabolismo de radicais oxi (Dolai et al., 2007). Além disso, em baixas concentracdes de
ascorbato, a LmAPX pode catalisar a oxidacdo de H,O, para oxigénio molecular em pH
fisiologico (Dolai et al., 2007).

Nossos dados mostraram que o gene TcAPX apresentou dois transcritos (2.6 ¢ 3.3 Kb)
em todas as populagdes do T. cruzi, independente do fendtipo de resisténcia a drogas ou
zimodema da cepa. Ao contrario, Wilkinson e colaboradores (2002a) encontraram apenas um
transcrito (1.9 Kb) em epimastigotas da cepa CL Brener. Esta diferenga no nimero e tamanho
dos transcritos pode ser resultado de diferentes niveis de maturagcdo do mRNA, diferengas no
tamanho das regides 5’ ¢ 3° UTR ou diferengas no tamanho da cauda poli-A do mRNA
(Teixeira e DaRocha, 2003).

Dolai e colaboradores (2008) demonstraram que o nivel de transcricdo do gene
LmAPX em L. major foi 6 vezes maior em parasitos que cresceram na presenga de HyO,,

comparado com o controle. Este resultado confirma a idéia dos autores de que a expressao do
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gene LmAPX foi super-regulada em resposta ao H,O». Resultados similares foram observados
em cultura de células de soja tratada com H,0, exogeno, alterando o nivel de transcricao da
APX (Lee et al., 1999). Wilkinson e colaboradores (2002a), em células do T. cruzi
superexpressando o gene TcAPX, mostraram um aumento no nivel de transcricdo do mRNA
de 5 vezes, comparado com as células ndo transformadas. Entretanto, em populacdes do T.
cruzi resistentes ao BZ nao observamos diferengas significativas no nivel de mRNA do gene
TcAPX.

Como os kinetoplastideos perderam o controle da transcricdo, eles apresentam
algumas opgdes para a regulacdo da expressdo génica, como controle do splicing;
poliadenilacao; compartimentalizacdo do RNA; controle da traducao e degradagdo de proteina
e mRNA. Adicionalmente, altos niveis de mRNA e proteina podem ser obtidos com o
aumento do nimero de copias do gene (Clayton et al., 2008). No caso do gene TcAPX do T.
cruzi, observamos apenas um aumento no nivel de expressdo da proteina na populagdo
resistente BZR, sem nenhuma alteracdo no niumero de copias do gene nem aumento do nivel
de mRNA do gene TcAPX.

A disponibilidade das sequéncias do genoma do T. cruzi permitiu um melhor
entendimento do contexto gendémico ¢ arranjo de genes nos contigs. Desta forma, nossas
analises de bioinformatica e Southern blot sugerem que o gene TcAPX apresenta duas copias
completas em contigs diferentes, dispersas ao longo do genoma do parasito. Ao contrario,
Wilkinson e colaboradores (2002a) estudando a organizagdo genomica do TcAPX
propuseram que este gene apresenta uma Unica copia no genoma do T. cruzi. A discrepancia
entre os resultados pode ser explicada pelo fato que no ano de 2002, o genoma deste parasito
ndo estava totalmente sequenciado e que os resultados por Southern blot algumas vezes sao
inconclusivos. Em nossas andlises ambas as técnicas apresentaram os mesmos resultados. Em
L. major, Dolai e colaboradores (2008) revelaram a presenga de apenas uma copia do gene
LmAPX no genoma do parasito.

Nossas analises de inferéncia filogenética sugerem que a proteina APX de T. cruzi e
das espécies de Leishmania estdo estreitamente relacionadas (57%), representando uma
ramificacdo dicotomica, quando comparadas a APX de A. thaliana (25%), que inicialmente
foi utilizada nos estudos de caracterizagdo do sitio ativo da enzima. Esta andlise sugere a
presenca de um grupo monofilético entre a APX de T. cruzi e a APX das espécies de
Leishmania, uma vez que esta clade inclui todas as espécies descendentes de uma espécie
ancestral.

Estudos evolutivos sugerem uma origem evolucionaria comum das hemoperoxidases

de tripanosomatideos e plantas, de onde podem ter divergido. Como uma possivel evidéncia
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de tal fato, temos algumas enzimas deste grupo, incluindo uma peroxidase dependente de
glutationa do T. cruzi, que apresenta grande similaridade com aquelas encontradas em plantas
e cuja origem pode estar relacionada a um evento de transferéncia génica (Wilkinson et al.,
2002a; b).

Desde que os tripanosomatideos perderam a glutationa redutase e tioredoxina redutase,

a tripanotiona redutase (TR) ¢ a inica enzima que conecta o sistema redox baseado em tiol e
NADPH nestes parasitos. A TR ndo ¢ responsavel por metabolizar H,O,, mas ¢ fundamental
para manter o ambiente intracelular reduzido, regenerando a dihidrotripanotiona (T(SH)) e
permitindo a ac¢do das enzimas APX e TXNPx citosélica e mitocondrial (Turrens, 2004).
E interessante ressaltar que a deplecio de TR em T. brucei nio é acompanhada por um
aumento da regula¢do da biossintese de tiol (Krieger et al., 2000), enquanto que a baixa
regulacdo da sintese de T(SH;) promove um aumento de duas vezes na atividade da TR
(Ariyanayagam et al., 2005). Provavelmente, células selvagens com 10% de atividade de TR
podem sustentar o balango redox de tiol em células na fase estacionaria (Krieger et al., 2000).
Em contraste, interferindo na biossintese de T(SH,) observa-se um impacto mais severo na
homeostase redox, que ¢ parcialmente compensado pelo aumento da regulacdo da TR
(Krauth-Siegel & Comini, 2008). A transfec¢do do gene TR em T. cruzi e L. donovani
mostrou que a reagdo catalizada pela TR nao esta limitada a concentracao de H,O, (Kelly et
al., 1993).

Em nosso estudo de caracterizagdo da TR do T. cruzi mostramos que este gene
apresenta um Unico transcrito de 1.0 Kb em todas as amostras analisadas. De acordo com
dados densitométricos normalizados com o gene rRNA, ndao encontramos diferencas
significativas no nivel de mRNA do gene TcTR entre as amostras sensiveis e resistentes ao
BZ. Tovar ¢ Fairlamb (1996) observaram um transcrito de 2.1 Kb em T. cruzi transfectado
com o gene TR. Eles mostraram também que as células transfectadas apresentaram um
aumento de 4 a 10 vezes nos niveis de mRNA, proteina e atividade enzimatica.

Nozaki e colaboradores (1996) caracterizaram a TR nas formas tripomastigota e
epimastigota de cepas do T. 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 nao observaram diferenca no nivel de mRNA, na
organizagdo genOmica e na sequéncia de nucleotideos do gene da tripanotiona redutase entre
as cepas sensiveis e resistentes ao NFX. Este resultado corrobora com nossos dados
mostrando que ndo houve diferenga no nivel de mRNA, nem amplificagdo do gene TR em

populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.
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Em L. donovani com resisténcia natural ao antimdnio, a TR foi 2 a 2.5 vezes
amplificada no genoma do parasito resistente, comparado a cepa sensivel. Esta amplificagao
foi acompanhada pelo aumento da atividade especifica da TR. Os autores sugerem que o
aumento nos niveis da TR pode ajudar a manter os niveis elevados de tripanotiona reduzida,
que € necessaria para conjugar com antimonio para efluxo e retornar aos efeitos inibitorios do
antimoénio trivalente (Mittal et al., 2007). Estes dados indicam o possivel envolvimento da
TR na resisténcia a drogas em Leishmania.

Com relagdo a organizacdo gendmica, nossos resultados de bioinforméatica e Southern
blot sugerem que o gene TcTR do T. cruzi apresenta apenas uma copia no genoma do
parasito. Similar a este resultado, Taylor e colaboradores (1994) observaram uma Unica copia
do gene TR no genoma de L. donovani. Os autores também observaram que os parasitos
transfectados com o gene TR apresentaram um aumento no niimero de copias, no nivel de
mRNA e na atividade enzimatica da TR.

Analises filogenéticas do gene TR em T. cruzi realizadas por Alvarez ¢ colaboradores
(1996) revelaram pela matriz de distdncias uma maior similaridade de sequéncia com T.
brucei (distancia de 0.12) do que aquelas observadas em Leishmania e C. fasciculata, valores
da matriz de distancia de 0.29 e 0.25 respectivamente.

Mais recentemente, Castro-Pinto e colaboradores (2008) construiram um dendograma
evidenciando as relagdes filogenéticas entre a TR de varios tripanosomatideos. Em seus
estudos foi observado que as sequéncias de aminoacidos das TR de Leishmanias do Novo
Mundo (L. amazonensis e L. braziliensis) formaram um grupo separado das espécies do
Velho Mundo. Além disso, os autores constataram a presenga do grupo monofilético do
Trypanosoma para o gene TR, dados esses que confirmam nossos resultados.

As proteinas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nivel de expressdo aumentado
na populacdo do Trypanosoma cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ, enquanto a
expressao da proteina TcAPX esta maior na populagdo do parasito com resisténcia in vivo ao
BZ. Estes resultados mostram que o mecanismo de resisténcia em popula¢des do T. cruzi
naturalmente resistentes ou com resisténcia selecionada in vivo ao benzonidazol ¢ diferente
daquele observado em populagdes do parasito com resisténcia induzida in vitro ao BZ.

A maioria dos estudos sobre os mecanismos de resisténcia a drogas em parasitos foram
baseados em modelos produzidos pela indugdo artificial de resisténcia. Em contraposi¢ao,
existem raros estudos sobre os mecanismos de resisténcia a drogas em amostras isoladas de
pacientes resistentes (Ullman, 1995). Estudos comparativos da susceptibilidade entre cepas do
T. cruzi a drogas demonstraram que nao existe correlagdo entre a susceptibilidade in vivo e in

vitro (Neal & Van Bueren, 1988; Scoth & Mathews, 1987; Ribeiro-Rodrigues et al., 1995;
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Villarreal et al., 2005; Dos Santos et al., 2008). Esta auséncia de correlagdo pode explicar,
pelo menos em parte, diferengas nos mecanismos de resisténcia a drogas observado em
populagdes do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro e selecionada in vivo ao BZ.

Em um estudo de expressdo diferencial de genes do T. cruzi, Villarreal e
colaboradores (2005) analisaram populagdes do parasito com resisténcia induzida in vitro e
selecionada in vivo ao BZ. Em concordancia com nossos resultados, os autores observaram
que os mecanismos associados com resisténcia natural a drogas sdo diferentes daqueles
encontrados na resisténcia induzida in vivo. Este fato pode ocorrer uma vez que a resisténcia
do T. cruzi a drogas ¢ um processo complexo entre os estagios do parasita, envolvendo nao
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 tém sido descrita no tratamento de Tripanosomiase Africana e
Leishmaniose (Target, 1985; Berger & Fairlamb, 1992). Murta e colaboradores (1999)
observaram a existéncia de cooperagao entre o tratamento com o BZ e a resposta imune do
hospedeiro contra a infecgdo com T. cruzi.

Genes diferencialmente expressos ou eventos de mutacdo genética podem explicar a
hipotese de que a resisténcia a drogas em parasitos ¢ um fendomeno multigénico. Em
Plasmodium falciparum, Sidhu e colaboradores (2002) observaram que a resisténcia deste
parasito a cloroquina pode ocorrer por diferentes mutagdes pontuais no gene pfcrt. Em nossos
estudos, mostramos que a expressao génica diferencial de enzimas desidrogenases e proteinas
do sistema antioxidante podem estar desenvolvendo a resisténcia do T. cruzi a drogas. No
entanto, as enzimas da defesa antioxidante, possivelmente envolvidas na resisténcia do T.
cruzi a drogas apresentam diferengas em relagdo ao tipo de resisténcia, cepa do parasito ¢ a
localizagdo intracelular de cada proteina. O T. cruzi pode apresentar um mecanismo proprio
de susceptibilidade ou resisténcia, de acordo com a situacdo que foi exposto. No caso de um
estresse temporario, o parasito pode ser capaz de desenvolver mecanismos transientes.
Enquanto que para niveis estabilizados ou altos de quimioresisténcia, comparado aos parasitos
selvagens, eles podem iniciar novos mecanismos por um longo periodo de tempo (Villarreal
et al., 2005).

O nosso resultado mostrando que o nivel da proteina APX estd aumentado na
populagdo do T. cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao BZ pode ser explicado também
pelo fato deste parasito invadir a célula do hospedeiro. O ambiente celular do hospedeiro pode
interferir no aumento da expressdo da APX, j4 que este fendmeno ndo foi observado na
populagdo do parasito com resisténcia induzida in vitro ao BZ. Alguns autores sugerem que a

defesa antioxidante baseado em ascorbato pode ser essencial durante a infec¢do do T. cruzi e
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Leishmania, comparado com T. brucei que aparentemente nao possui a proteina APX e ¢ uma
parasita extracelular (Wilkinson et al., 2002a). O estudo desta via dependente de ascorbato em
protozodrios parasitos pode ser um potencial alvo para a quimioterapia.

Modelos produzidos pela inducdo artificial de resisténcia fornecem importantes
informagodes em relagdo ao mecanismo de resisténcia (Ullman, 1995). O sistema in vitro pode
permitir visualizar os mecanismos de resisténcia em um sistema mais limpo, como por
exemplo, nutrientes do meio de cultura e concentragao efetiva da droga definidos. Os modelos
in vitro enfatizam alguns mecanismos moleculares que provavelmente também ocorrem in
vivo, mas eles sdo dificeis de serem detectados em isolados de campo ou em amostras
selecionadas in vivo devido a limitagdo na determinagdo do fenotipo, isolamento de amostras,
manutengdo dos parasitos in vitro e outros.

Em bactérias, leveduras e células de mamiferos ha uma adaptagdo ao estresse
oxidativo quando as células sdo inicialmente sujeitas a uma baixa concentracdo nao toxica de
peroxido de hidrogénio e quando posteriormente sdo expostas a uma concentracao sub-letal
deste composto. Células podem desenvolver resisténcia através do aumento da expressao de
genes que codificam enzimas envolvidas na prote¢do antioxidante e sistema de reparo
(Steenkamp, 2002; Finzi et al., 2004). Baseado nos nossos resultados, sugerimos que a
populagdo do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ exibe um aumento no nivel da
proteina TXNPx juntamente com outras enzimas associadas com o sistema de defesa
antioxidante, como a TcFeSOD-A previamente descrita (Nogueira et al., 2006), protegendo
estes parasitos resistentes contra o estresse oxidativo. Adicionalmente, na populag¢do do T.
cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao BZ observamos um aumento no nivel de
expressdo da proteina TcAPX. Como estudos futuros para esta tese, pretendemos realizar
ensaios funcionais, como transfec¢do de genes, para comprovar o possivel envolvimento das

enzimas da defesa antioxidante no fenotipo de resisténcia do T. cruzi ao benzonidazol.
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6 CONCLUSOES

- O nivel de mRNA dos genes cTcTXNPx e mTcTXNPx é duas vezes maior na populagdo do
T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) comparado com seu par sensivel
(17WTS);

- Os genes TcAPX e TcTR ndo apresentam diferengas significativas no nivel de mRNA ente
as populagoes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ analisadas.

- Os genes cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR ndo estdo amplificados no genoma das
cepas do T. cruzi analisadas independente do fendtipo de resisténcia a drogas;

- Analises de bioinformatica e Southern blot sugerem que os genes cTcTXNPx e mTcTXNPx
apresentam oito e duas copias por genoma e os genes TcAPX e TcTR, possuem duas e uma
copia dispersas ao longo do genoma do T. cruzi.

- O gene cTcTXNPx pode estar localizado em varios cromossomas do parasito de acordo com
o zimodema da cepa, independente do fenotipo de resisténcia a drogas. Ao contrério, o gene
TcAPX esta localizado em uma banda cromossomica em todas as populagdoes do T. cruzi
analisadas.

- As proteinas cTcCTXNPx e mTcTXNPx estdo duas vezes mais expressas na populagdo do T.
cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER), em relagdo ao seu par sensivel
17WTS, consistentes com os niveis de mRNA destes genes observados na mesma populagao
resistente. Além disto, observamos que a proteina mTcTXNPx na sua forma oxidada
demonstrou uma expressao 5.5 vezes maior na populagdo 17LER, comparada ao par sensivel.

- O nivel de expressao da proteina TcAPX esta duas vezes maior na populacdo do parasito
com resisténcia selecionada in vivo ao BZ (BZR), comparado ao seu par sensivel.

- As relagdes filogenéticas das proteinas cTcTXNPx, mTcTXNPx, TcAPX e TcTR com os
outros tripanosomatideos mostram que todas as proteinas do T. cruzi analisadas estdo
estreitamente relacionados com T. brucei, com exce¢do da APX que ndo é encontrada neste
parasito. A proteina TcAPX estd mais relacionada com esta proteina em espécies de
Leishmania do que com plantas.

- O nivel de mRNA, o niumero de copias dos quatro genes analisados e o nivel de expressao
das proteinas por eles codificadas sdo semelhantes para todas as cepas de T. cruzi sensiveis e

naturalmente resistentes ao BZ.
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Conclusdo final
- Nossos resultados sugerem que as enzimas da defesa antioxidante podem estar

participando do fendtipo de resisténcia do T. cruzi a drogas.

7 CONSIDERACOES FINAIS

- As proteinas cTcTXNPx e mTcTXNPx apresentam um nivel de expressdo aumentada na
populagdo do Trypanosoma cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ, enquanto a
expressao da proteina TcAPX esta maior na populagdo do parasito com resisténcia in vivo ao
BZ. Estes resultados mostram que o mecanismo de resisténcia em populacdes do T. cruzi
naturalmente resistentes ou com resisténcia selecionada in vivo ao BZ ¢ diferente daquele
observado em populagdes do parasito com resisténcia induzida in vitro ao BZ. Este fato pode
ocorrer uma vez que a resisténcia do T. cruzi a drogas ¢ um processo complexo entre os
estagios do parasita, envolvendo outros elementos do sistema imune do hospedeiro que
podem interferir na susceptibilidade do parasita a droga.

- Os resultados obtidos da caracterizagdo da proteina Ascorbato peroxidase (TcAPX) em
populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ estdo sendo organizados para serem
submetidos a publicacdo. Além disto, pretendemos concluir os ensaios de caracterizacdo da
enzima tripanotiona redutase (TcTR), como determinar o nivel de expressdo desta proteina e
realizar o ensaio de atividade enzimatica em cepas do parasito sensiveis e resistentes ao BZ.

- Os resultados apresentados nesta tese abrem perspectivas para novas linhas de pesquisa.
Pretendemos realizar ensaios funcionais, como transfeccio de genes, para comprovar o
possivel envolvimento das enzimas da defesa antioxidante no fendtipo de resisténcia do T.

cruzi ao BZ.

116



8 ANEXOS

117



Pamsitol Res (2009) 104:835-844
DO1 10.1007/500436-008-1 2641

Molecular characterization of cytosolic and mitochondrial
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Abstract Antioxidant defense in Trypanosomatids has been
indicated as a potential target for chemotherapy. Tryparedoxin
peroxidase (TXNPx) participates in this defense by metabo-
lizing hydrogen peroxide to water molecules. In this work,
genes encoding both cytosolic (¢ TeTXNPx) and mitochondrial
(mTcTXNPx) TXNPx were characterized in 15 benmidazole-
susceptible and resistant Tnpanosoma cruzi strains. Northem
blot and real-ime RT-PCR analyses revealed that the levels
of ¢ TeTXNPx and mTcTXNPx mRNA were two-fold higher
in the in-vitro-induced resistant 17 LER 7. cruzi population
than its drug-susceptible counterpart 17 WTS. The mRNA
levels for both genes were similar among the other T. oruzi
samples studied. No amplification of these genes was
observed in the pamsite genome. In silico analyses indicated
that ¢cTcTXNPx and mTcTXNPx genes present eight and two
copies, respectively, dispersed in the parasite genome. By
western blot analysis, anti-cTcTXNPx and anti-mT¢TXNPx
polyclonal antibodies recognized a 23- and 25-kDa pepude,
respectively, in all 7 cruzi samples analyzed. The expression
levels of these native proteins were similar for all samples
except 17 LER, which displayed two-fold greater expression.
In addition, the oxidized mTcTXNPx protem (50 kDa)
demonstrated 5.5-fold greater expression in the 17 LER
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population than 17 WTS. Our findings demonstrate increased
expression of the cytosolic and mitochondrial TcTXNPx in
the T cnei population with in-vitro-induced resistance to
benmidazole.

Abbreviations

c¢TeTXNPx  cytosolic tryparedoxin peroxidase 7. cruzi

mTcTXNPx  mitochondrial tryparedoxin peroxidase 7.
crzi

TXNPx tryparedoxm peroxidase

BZ benznidazole

ROS reactive oxygen species

Introduction

Chagas disease, which s caused by the protozoan parasite
Trypanosoma cruzi, constitutes a major public health
problem m lLaun America. It s estimated that 8 to
11 million people are infected with 7" cruzi, and more than
100 million live in endemic regions (CDC 2007). The
impact of Chagas disease is no longer limited to rural areas
of Latin America m which vector-bome transmission
occurs, Large-scale population movements from rural to
urban areas and 1w other regions of the world have
expanded the geographic distribution and changed the
epidemiology of Chagas disease (CDC 2007),

Currently, there is no vaccine available and the medicines
used for chemotherapy, a nitrofuran, nifuruimox (NFX
Bayer) and a 2-nitroimidazole, benmnidazole (BZ—Roche),
have low efficacy for treating the chronic phase of the
disease and severe side effects (Urbina and Docampo 2003).
BZ acts via reductive stress, which mvolves the covalent
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modification of macromolecules such as DNA, proteins,
and lipids by reduced nitro intermediates (Docampo 1990).
BZ and its metabolites are akso thought 1o affect rypano-
thione metabolism in T. eruzi (Maya et al. 1997).

T’ cruzi strains susceptible and naturally resistant to BZ
and NFX have been described previously (Filardi and
Brener 1987; Muna et al. 1998; Toledo et al. 2004). Pant of
the failure to cure chagasic infection after treatment may be
due to differences in the drug susceptibility of the 7. cruzi
strain and/or the genetic diversity of host (Filardi and
Brener 1987). Different protocols have been described in
the literature for development in viro 7. cruzi strains
resistant to NFX (Nozaki et al. 1996) and BZ (Nirde et al.
1995). However, comparative studies of drug susceptibility
between I. cruzi strains detected no correlations between
drug susceptibility in vitro and in vivo (Neal and Van
Bueren 1988). In a previous study, we selected and
biologically characterized an in-vivo-selected BZ-resistant
population and 7. ornuzi clones (Murta and Romanha 1998).
Recently, the deletion of copies of the genes encoding two
different nitwroreductases, type I: old yellow enzyme
(TeOYE), also named prostaglandin synthase (Murta et al,
2006) and NTR-1 (Wilkinson et al. 2008), has been
associated with in vitro BZ and NFX resistance in T crusi,
However, the mechanism of drug resistance in this parasite
remains poorly understood, especially in those parasites
with in-vivo-selected and natural resistance o BZ

To avoid cellular damage caused by reactive oxygen
species (ROS), organisms have developed different antox-
idant defense systems that include antioxidant enzymes and
low molecular weight antioxidants (Turrens 2004). Trypa-
nosomatids, especially T cruzi, have a unigue system of
antioxidant enzymes that are dependent on the thiol
trypanothione (N'AN-bisglutathionylspermidine), which
removes peroxides via the tryparedoxin pathway to regulate
oxidative (Turrens 2004), The antioxidant enzymes work
sequentially in different sub-cellular compartments of 7.
cruzi to promote hydroperoxide detoxification (Wilkinson
et al. 2000).

Tryparedoxin peroxidase (TXNPx) belongs to a wide-
spread family of peroxiredoxins, which are found in
different organisms performing distinet functions including
general cell detoxification and specific signaling during
proliferation or differentiation processes (Hofmann et al.
2002). In parasites, TXNPx catalyzes the reduction of H.0,
or small-chain organic hydroperoxides to water or alcohols,
respectively, and a peroxynitrite reductase activity has been
reported in wypanosomes (Tryjillo et al. 2004). These
enzymes use tryparedoxin, a thioredoxin-related protein, as
an electron donor, which is in mm reduced by dihydro-
rypanothione. Trypanothione is mamtained in its reduced
form (T(SH3)) by the action of trypanothione reductase and
the NADPH cofactor (Turrens 2004).

&) Springer

The peroxiredoxin of rypanosomatids differs from that
of mammals because it is dependent on trypanothione.
TXNPx has been swmdied in the protozoans Crithidia
Jasciculata (Montemartini et al. 1998), T brucei (Tetaud
et al. 2001), Leishmania spp. (Castro et al. 2002; Lin et al.
2005), and T. crzi (Wilkinson et al. 2000; Lopez et al.
2000), and is located in the cytwosol (cTcTXNPx) or
mitochondria (mTcTXNPx) of these rypanosomatids.

c¢TcTXNPx and mTcTXNPX present two domains that
are common to subgroup 2-Cys, which is present
antioxidant enzymes from the peroxiredoxin family (I and
II region). These domains have cysteine residues that are
responsible for the peroxidase activity. The amino acid
sequences of the | region are identical for both enzymes:
however, they differ for region Il. These differences in the
11 region do not interfere with the antioxidant activity
(Pifieyro et al. 2005).

In this work, we evaluated the levels of transcription of the
cTeTXNPx and mTeTXNPx genes, as well as their copy
numbers, chromosomal locations, and protein expression levels
in 15 BZsusceptible or resistant 7. cruzi strains and clones.

Materiak and methods
T ¢ruzi strams

Fifteen T. cru=i strains and clones were used in this study.
The in-viro-induced resistant 7" cruzi population 17 LER
was derived from the susceptible Tehuantepec ¢l2 strain 17
WTS (Nirde et al. 1995). The 17 LER parasites were
maintained in the presence of 220 uM BZ, which
corresponds to a dose of BZ 23 times greater than that
required to kill 50% of the 17 WTS parasites. The in-vivo-
selected resistant T, cruzi population BZR was derived in a
previous siudy (Murta and Romanha 1998) from the
susceptible Y strain (BZS). Resistant BZR parasites were
maintained in mice treated with a single high dose of BZ
(500 mg/kg body weight) administered orally at the peak of
parasitemia. Mice were bled 6 h after drug administration
and the blood was seeded i LIT medium at 28°C m order
to obtain a parasite mass. We also used two clones -9 5§, a
susceptible clone derived from BZS, and ~27 R, a resistant
clone denved from BZR.

The in vivo susceptibility of the remaming nine strains
of T eruzi to BZ and NFX has been characterized
previously (Filardi and Brener 1987). Of these strams, six
were susceptible (CL Brener, Berenice, Quaraizinho,
Gilmar, Buriti, and Romano) and three were naturally
resistant (Colombiana, VL-10 and Noel) to both drugs. All
T. cruszi strains were previously classified as zymodemes
Z1, 22, or 7B, according to their isoenzyme palterns
(Muria et al. 1998).
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RNA and DNA preparations

The protocols used for the preparation of total RNA and
DNA from 7. cruzi were as previously described (Nogueira
et al. 2006). About 10 pg of total DNA from different 70
cruzi strains was digested with the restriction enzymes Bglll
and Kpnl (Invirogen, Carlsbad, CA, USA). The DNA and
RNA fragments were separated by electrophoresis in 1%
agarose gels, stained with ethidium bromide (0.5 pg/mi),
photographed, and blotted onto nylon membranes
(Nogueira et al. 2006). Southem and northem blots were
hybridized with “P-labeled ¢TcTXNPx and mTcTXNPx
probes, according to a previously described protocol (Murta
et al. 2006).

Real-time RT-PCR

Real-time RT-PCR was performed according protocol
described by Nogueira et al. (2006). The cDNA was used
for real-time PCR amplification in an ABI Prism 7000
Sequence Detection System SDS (PE Applied Biosysiems,
Foster City, CA, USA). The specific primer sequences RT
TeTXNPcl forward: 3'-GTTGAGACGTGCGGTGAATA-
3'; and RT TcTXNPe¢2 reverse: 5-GGCGGTTTTC
AAAGTCCTTG-3"; were selected from the complete
nucleotide sequence of cTcTXNPx (GenBank Accession
number AJ012101) using the Primer Express software (PE
Applied Biosystems). The complete nucleotide sequence of
the mTcTXNPx (GenBank Accession number AJ006226.1)
gene was used to select the specific primer sequences
TXNPm nPCR1 forward: 5-GCGACAGCCAATATTCA
CACCT-3' and TXNPm nPCR1 reverse: 5-CGCAGAA
TCCCTTTATCGTCAA-3'. The T cruzi housekeeping uni-
copy gene hypoxanthine-guanine phosphoribosyltransferase
(TcHGPRT) was used to normalize the amount of sample
(Nogueira et al. 2006). Standard curves were prepared for
each experiment using known quantities of TOPO PCR 2.1
plasmids (Invitrogen) containing the ¢ TeTXNPx, mTcTXNPx,
and TcHGPRT genes. Raw products were quantified using the
Sequence Detection System data analysis software and
normalized to the TCHGPRT values for each sample.

Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)

The T. cruzi chromosomes were separated by PFGE in a
gene navigator TM system (Amersham Pharmacia,
Buckinghamshire, UK), as previously described (Murta
et al. 2006). After testing different electrophoresis con-
ditions and switch times, the best conditon for cTeTXNPx
was: 70 s for 15 h, 90 s for 24 h, 200 s for 15 h, and 400 s
for 15 h at 180 V. After electrophoresis, the gels were
transferred onto Hybond nylon membranes (Amersham) as
described by the manufacturer. The membranes were

hybridized with the “P-labeled ¢TcTXNPx gene probe,
according to the protocol described below.

Probes and hybndizanon

Probes for Southern and norther blot assays were obtained
by amplifying DNA from the Y stram by PCR with primers
specific forthe 7. cruzi ¢TeTXNPx and mTe TXNPx genes.
Primer cTcTXNPx forward: 5-GAGGTGCTTGCATG
CTCCA-3" and reverse: 3-ACACCTCGCCATGC
TTCTCC-3' and primer mTcTXNPx forward: 5-AAATA
CACGGCCACTGTTGT-3" and mTeTXNPx reverse: 5%
GTCCAGGTTAAGAAGTCGCA-3'. Amplification was
carried out as previously described (Murta et al. 2006).
After amplification, the PCR products were recovered from
the agarose gel, purified, and labeled with [«-*P] dCTP
using a random priming procedure. Blots were pre-treated
and hybndized with a specific probe according to a
previously described protocol (Nogueira et al. 2006).

Cloning of the ¢TeTXNPx and mTcTXNPx genes

A 599-bp segment corresponding to an open reading frame
(ORF) of the cTcTXNPx gene from the complete nucleo-
tide sequence (GenBank Accession number AJ012101) was
amplified using primers: TXNpQE! forward: 5'-
CGCGTCGACATGTCCTGCGGAGACGCAAA-3' and
TXNpQE2 reverse: 5-CCCAAGCTTTCTACGCGACAG
CACCAAAGT-3". The underlined sequences correspond to
Sall and Hindlll restnction sites, respectively, to facilitate
cloning. A 650 bp sequence comesponding to an ORF of the
mTcTXNPx gene was amplified using primers: Txmitop
GEX1: 5-CGCGGATCCCCATGTTTCGTCGTATG
GCCGT-3" and TxmitopGEX2: 5-CCGGAATTCTTCT
CAAAATATTCATTTGC-3'. The underlined sequences cor-
respond to BamHl and EcoR| restriction sites, respectively.
PCR amplification was camed out with genomic DNA from
the " cruzi 17 WTS strain wsing the following progmm: 95°C
for 5 min, followed by 30 cyeles of 94°C for 1 min, 60°C for
1 min, and 72°C for 5 min. The PCR products encoding
cTcTXNPx or mTecTXNPx were digested with restriction
enzymes and then inserted into the corresponding sites of the
pQE-31 and pGEX expression vector, respectively (Qiagen,
Valencia, CA, USA).

Purification of reTcTXNPx recombmant protein
and production of polyclonal antiserum

The Escherichia coli BL21 stram was transformed with the
pQE31-cTeTXNPx and pGEX-mTcTXNPx construct
Transformed cells were cultured for 4 h in the presence of
1 mM isopropyl-B-b-thiogalactopyranoside (IPTG—Promega,
Madison, W1, U.S.A) at 30°C and then harvested and lysed.

4 Springer

120



K38

Parsitol Res 2009) 104:835-844

The 6x His-tagged recombinant protein produced in E.
coli BL21 was purified using nickel-nitrilotnacetic acid
(Ni-NTA) coupled to sepharose (Qiagen). The mTe TXNPx
GST-tagged recombinant protein was purified by electro-
elution (Bio-Rad, Hercules, CA, USA) according to the
manufacturer’s instructions. The ¢TeTXNPx polyclonal
antiserum immune production was performed as previously
described (Nogueira et al. 2006). The anti-mTcTXNPx
polyclonal antibody was provided by Dr. Carlos Robello
(Pifieyro et al. 2008).

Western blotting analysis

Total protein from different I' cruzi strains was obtained as
previously descnibed (Nogueira et al. 2006). Proteins
(20 pg) were separated by electrophoresis in 12% SDS
polyacrylamide gels and electrotransferred onto nitrocellulose
membranes (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). The membranes
were treated according to Nogueira et al. (2006). The anti-
¢TcTXNPx and anti-mTcTXNPx antiserums were used at
dilutions of 1:5,000 and 1:2,000, respectively.

Densitometnic and statistical analysis

All Southern and northem autoradiograms and western blot
membranes were photographed and analyzed using Image-
Master VDS software (Pharmacia Biotech). Differences
were considered significant when the intensity band ratio
was equal to or higher than twofold.

Biomformatic analyses

The T’ cruzi clone CL Brener genome sequence used in the
in silico analysis described in this work was obtained from
the National Center for Biotechnology Information (NCBI)
fitp 2/ fip.ncbinih.gov/genbank/.

A locally compiled DB of T. cruzi sequences was built
by parsing sequences from Genbank, GeneDB http:/Avww.
genedb.org, and The Insttute for Genomic Research
(TIGR), and used for sequence smilanty searches. Sinu-
lanty searches agamst this locally compiled DB were
carried using the BLAST (Altschul et al. 1990) algorithm.

We used the previously described sequences of
¢T¢TXNPx (Wilkinson et al. 2000; AJO12101) and
mlIcTXNPx (Wilkmson et al. 2000; AJOU6226.1) to scan
the local compiled 7. cruzi DB for contigs presenting
similarities against the query sequences. Blast hits presenting
a minimum identity of 90% over a 100-nucleotide stretch
were selected for further manual annotation. For ¢ TeTXNPx,
we identified nine potential contigs (AAHK01017795;
AAHKOI001715; AAHKO1006290; AAHKO1005376;
AAHKO1003652; AAHKO1001127; AAHKO01005566;
AAHKO01002353; AAHKO01003652), and for mTcTXNPx,
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we identified 4 (AAHKO01005244; AAHKO01001562;
AAHKO1017300; AAHK01001473).

The annotation and graphical output of the contigs was
performed using ARTEMIS software (hup:/Aswww.sanger.
ac.uk/Software/Artemis/) and in-house developed PERL
(Practical Extraction and Report Language) scripts to
analyze and format the resulis. All in silico searches and
analyses described above were carried out in a local server
using an in-house copy of the DBs and software.

Global multiple sequence alignments were performed
using Clustal-W (Thompson et al. 1994), followed by visual
inspection and manual adjusmment with SeaView (Galtier
et al. 1996) http//pbil. univ-lyonl fr/software/seaview html
and GeneDoc hupy/www.psc.edu/biomed/genedoc/.

Results
T cruzi ¢TeTXNPx and mTeTXNPx mRNA levels

We investigated the mRNA levels of T. cruzi cytosolic and
mitochondrial TeTXNPx enzymes by northem blotting and
real-ime RT-PCR analysis. The hybridization profile with
the **P-labeled cTeTXNPx gene specific probe showed the
presence of two tanseripts, one of 1.1 kb and other of
1.4 kb in size, in T. cruzi samples from Zymodeme 1 (Z1)
or T. cruzi group 1: 17 WTS, 17 LER, and Colombiana
(Fig. 1a). The other samples belonging 1o zymodemes 72
and ZB. T. cruzi group I, presented a transcript of 1.4 kb.
The hybridization profile of the mTcTXNPx gene was
similar for all T cruzi samples, presenting a transcript of
0.85 kb (Fig. 1b).

A ribosomal RNA gene probe was used as a quantitative
control for both the ¢c-and m-T¢TXNPx genes (Fig 1a and b).
Densitometric analyses of band intensities normalized to
the rRNA profile indicated a two-fold increase in the
mRNA level of both c- and m-TcTXNPx genes in the 7.
cruzi population with in-vitro-induced resistance 1o BZ (17
LER) compared to its susceptuble parr (17 WTS). No
differences were observed in the wanscription levels of
these genes for the other 7. crizi strams regardless of their
drug-resistance phenotype.

The mRNA levels of ¢- and m-TecTXNPx were quanti-
fied by real-time RT-PCR for eight 7" cruzi strains. Number
of ¢cDNA molecules (copy number) were normalized by
comparison with those obtained for the single-copy T. cruzi
housekeeping gene TcHGPRT. The results indicate that the
number of ¢- and m-TcTXNPx ¢cDNA molecules in the 17
LER population was two-fold higher than that in the 17
WTS populaton (Fig. lc and d). No differences were
observed in the levels of ¢- and m-TcTXNPx transcription
for the other T cruzi strains regardless of their drug-
resistance phenotype or zymodeme.
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Genomic organization, copy number, and bioinformatic
analyses of the ¢cTcTXNPx and mTeTXNPx genes

We also determined the genomic organization and copy
number of ¢- and m-TeTXNPx genes in the susceptible and
resistant 70 cruei strains. Southem blot analysis of parasite
genomic DNA digested with Bglll, which has one
restriction site within the cTcTXNPx gene, hybridized with
a specific probe revealed three fragments of 1.9, 2.9, and
6.7 kb in the 17 WTS, 17 LER, and Colombiana
populations, respectively (Fig. 2a). The BZS and BZR
populations demonstrated these same fragments, except for
a small fragment that was 2.4 kb instead of 1.9 kb.
Interesting, the CL Brener strain from zymodeme B-hybrid
parasite, presenied both Z1 and Z2 profiles (Fig. 2a). These
results indicate the presence of a polymorphism in the
c¢TcTXNPx gene sequence that seems 1o be related to the
T. cruzi zymodeme rather than its drug-resistance pheno-
type. Hybrdization of blots containing DNA digested with
Kpnl, which has no restriction sites within the gene
sequence, demonsirated a single band of 6.7 kb for all
samples (Fig. 2b).

Southern blot analysis of DNA digested with two
restriction enzymes (Hinfl, for which there is a restniction
site within mTeTXNPx, and Xhol, for which there s not)
and hybndized with the specific probe, showed bands of
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0.3, 0.56, and 0.77 kb for all samples (Fig. 2¢), whereas
Xhol-digested DNA contained only one band of 8.6 kb
(Fig. 2d). Densitometric analysis of the bands showed no
amplification or differences in copy number of either gene.
The copy number of the ¢c- and m-T¢TXNPx genes in the
I' eruzi populations was also determined by real-time PCR.
Assuming that one T cruzi parasite contains 0.33 pg of
DNA (Moser et al. 1989) and that TcHGPRT is a single-
copy gene (Allen and Ullman 1994), cTcTXNPx and
mTcTXNPx copy numbers were estimated using 200,
100, 50, and 25 ng of genomic DNA from the 17 WTS
and 17 LER populations. The results show that the copy
number rano of the ¢cTcTXNPx and mTcTXNPx genes were
the same for the 17 WTS and 17 LER populations (data not
shown), indicating that these genes are not amplified in the
genome of BZ-resistant parasites. These data are
agreement with those obtained by Southern blot analysis.
With the goal of a complete characterization of the
cTcTXNPx and mTcTXNPx genes, we camed out several
in silico analyses together with the experimental
approaches. Initially, the c TcTXNPx and mTcTXNPx genes
sequences were compared against the local compiled
database (according described in section 2.10) and 13
contigs were identified. Since that some contigs contained
incomplete annotation in the database, we performed
manual annotation and sequence analyses. The resulis
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Fig. 2 Southem blot analysis of the ¢TcTXNPx and mTeTXNPx
genes from benznidazolesusceptible and -resistant T oruzi popula-
tons. Toml DNA extmcts (5 ug) were digested with Bgill (a), Kpnl
(b), endomxclaases for cTcTXNPx and Hinfl (¢), and ARol (d) for
mTcTXNPx gancs. Southarn blots were hybridized with a **P-labeled
¢TeTXNPx and mTeTXNPx-specific probe. The molecular weight
markers (kb, left-hand side) were derived from A phage DNA digested
with Hindlll and X 174 DNA digested with Haelll. The strains used
are lised in Table |

indicated that seven (AAHKO01017795; AAHKO01001715;
AAHKO01006290; AAHK01003652; AAHKO01001127;
AAHKO01005566; AAHKO01002353) and two
(AAHKO01005244; AAHKO01001562) contigs containing
full copies of the ¢TcTXNPx and mTc¢TXNPx genes,
respectively. The AAHKO01001127 contig contains two full
copies of the ¢cTcTXNPx gene. Although the T° crezi data
presented in the databases reflects a draft of the genome

Fig. 3 Chromasomal location
of the ¢ TcTXNPx gene in the
T’ oruzi strains with different
zymodems and drug-resistance
phenotypes. a Chromosomal
bands from the T~ crzi strains
were scparated by PFGE and
staincd with cthidium bromide.
b Southern blots of the
chromosomes using a
*p.labeled cTcTXNPx-specific
probe. Whole chromosomes
from Saccharomyces cerevisae
were used as molecular waght
markers
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assembly (El-Sayed et al. 2003), we can suggest based on
the in silico analyses that the cT¢TXNPx and mTeTXNPx
genes present eight and two full copies per haploid genome,
respectively, with both being dispersed throughout the
parasite genome,

The in silico restriction map analysis performed with
Bglll, Kpnl, and EcoRI for the ¢cTcTXNPx gene and Hinfl,
Xhol, and EcoRl for the mTcTXNPx gene (data not shown)
was confirmed by wet lab experiments using parasite
genomic DNA digested with the same endonucleases.

Chromosomal location

Chromosomal localization of the cTeTXNPx gene inthe 70
cruzi genome was examined by pulsed field gel electro-
phoresis (PFGE). Figure 3a shows that the size and number
of the chromosomes differed markedly among the 7. cruzi
strains. Chromosomes hybridization with the ¢TeTXNPx-
specific probe showed that this gene is present in
chromosomal bands that range from 745 to 2,100 kb (Fig.
3b, Table 1). No correlaion between the chromosomal
location of the cTcTXNPx gene and the drug-resistance
phenotype was observed. However, in T ¢ruzi strains from
the ZB zymodeme (Burit, Romano and CL Brener), the
c¢TcTXNPx gene was located on the same chromosomal
bands (Fig. 3b and Table 1).

cTeTXNPx and mTcTXNPx protein expression

A 6x His-tagged recombinant ¢TcTXNPx protein was
generated and used as an antigen for producing rabbit
anti-cTcTXNPx polyclonal antibodies. These antibodies
were used for westen blottng to evaluate the level of
enzyme produced by each 7. cruzi strain. Westem blot
analyses using total extracts of I’ cruzi proteins showed that
the anti-cTcTXNPx polyclonal antibody recognized a
polypeptide of 23 kDa in all samples, corresponding to
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Table 1 Thypanasoma crzi populations and clones used in this stdy

T owzi Ongin* Host Sus. Z cTcTXNPx
Chromosomal location (kb)
17 WTS Mex Triaomine S 1 2,100; 1,700; 1756; 1,120; 922
17 LER Mex Triaomine R 1 2,100; 1,700; 1,756; 1,120; 922
Colombina Col Human C. P. R 1 ND
Quaraizinho RGS T. infestans s 1 1,990; 1,500
Gilmar MG Humm A. P. s 1 1,700; 1,170
BZS 5P Human A. P. 5 2 922
BZR 5P Humm A. P. R 2 912
Clone 9 8§ 5P Human A. P. 5 2 ND
Clone 27 R 5P Human A. P. R 2 ND
VL-10 MG Human C. P. R 2 ND
Berenice MG Human C. P. S 2 1,700, 922
Nod MG Human A_ P, R 2 1,720; 1,756; 1,170
Cl Brener RGS T infestans S B 2,100, 1,990; 1,700; 922; 745
g Arg Hum A. P s B 2,100; 1,990; 1,700; 922; 745
Bunti RGS T infesuns S B 2,100; 1,990; 1,700; 922; 745

Chromosomal location of cTETXNPx gene

Mex Mexico, SP Sio Paulo, B4 Bahi, SC Santa Catanina, Arg Argentina, GO Goids, RGS Rio Grnde do Sul, Cal Colombia, MG Minas Genis,
SF, BA, 5C, GO, RGS, snd MG arc difforent states of Brzil, S susceptible, R resistant, ND not done, AP, acute phase, C.F. chronic phase

“Origin

BSus, in vivo drug susceptibility to BZ and NFX as previously described (Filandi and Brener 1987)
“Z, rymodeme classification as previously descnbed (Murta et al. 1998)

the native protein, and a 25 kDa polypeptide representing
the recombinant protein (Fig. 4a). Additonally, this
antibody recognized a 46 kDa polypeptide in some
samples. This polypeptide probably corresponds to oxi-
dized, homodimenc form of the ¢TcTXNPx protein. In
order to quantify the expression level of ¢ TcTXNPx in each
strain, the same membrane was incubated with anti-
rTcHSP70 polyclonal antibody. The expression level of
TcHSP70 protein has been observed to be equal in both
BZ-suscepuible and -resistant T cruzi populations (Mura
et al. 2008). Densitometric analysis of the ¢cTcTXNPx band
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Fig. 4 cTcTXNPx and mTeTXNPx protan expression. Wesem blot
analysis using polyclonal mbbit antiscrum mised against the recom-
binant proteins ¢ T¢TXNPx (a), mTeTXNPx (b), and TcHSP70 (a and

using TcHSP70 as a reference showed that the level of
c¢TeTXNPx protein expression was similar for all samples
tested except 17 LER, which exhibited a two-fold higher
level than 17 WTS (Fig. 4a).

Western blotanalysis using the anti-mT¢TXNPx polyclonal
antibody showed that it recognized 25 and 50 kDa polypep-
tides in all 7 cruzi samples studied. These polypeptides
correspond to the native protein and the oxidized, homodi-
meric form of the mTcTXNPx protein, respectively (Fig. 4b).
The GST-tagged recombinant mTeTXNPx protein of 54 kDa
was used as a positive control. Densitometric analysis of the

,E
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b, botton). The drug-resistance phenotypes and zymodemes of the T
enezi strains analyzed are listad in Table 1. As a pasitive control, we
usad the recombinant reTe TXNPx and miTe TXNPx proteins
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mTcTXNPx polypeptides using TcHSP70 as a reference
showed that the levels of native (25 kDa) and oxidized
(50 kDa) mTeTXNPx protein were two-fold and 55-fold
higher in the 17 LER population compared to its suscepuble
pair 17 WTS, respectively. The expression level of these
polypeptides was the same for all others samples analyzed
regardless of BZ resistance (Fig. 4b). These resulis were
confirmed by the double serial dilutions of the protein
extracts from 17 WTS and 17 LER populations (data not
shown)

Discussion

Trypanosomatids present a unique mechanism for detoxifi-
cation of peroxides that is dependent on trypanothione,
which differs from that found in veriebrates. Therefore,
antioxidant defense is a promising target for chemotherapy.
Tryparedoxin peroxidase (TXNPx) participates m this
defense by metabolizing hydrogen peroxide to water
molecules. Previous studies carried out by our group using
proteomic analysis indicated that tryparedoxin peroxidase
protein was more expressed in the T° eruzi population with
in-vitro-induced resistance to BZ (17 LER) (Andrade et al.
2008). In the present work, we have extended these results
by characterizing both cylosolic and mitochondrial trypar-
edoxin peroxidase in others nine strains of 7. cruzi that
were either susceptible or natrally resistant to BZ Our
results demonstrated that the expression levels of these
native protems, using specific polyclonal anubodies, were
similar for all samples except 17 LER, which displayed
two-fold greater expression. In addition, the oxidized
mTcTXNPx protein (50 kDa) demonstrated 5.5-fold greater
expression in the 17 LER population than 17 WTS. The
data presented here show that both ¢TeTXNPx and
mTcTXNPx enzymes have an increased level of expression
i the in-viro-induced BZ-resistant 7. cruzi population, a
siuation that is different from that observed in the in-vivo-
selected BZ-resistant and naturally resistant strains.
Literature data have shown that peroxidase enzymes can
be essential for the survival of parasites subjected 1o drug
pressure. Metronidazole-resistant Entamoeba histolytica
presented a three-fold increase in its mRNA level of
TXNPx (Wassmann et al. 1999). Interestingly, when para-
sites were transfected simultaneously with genes encoding
ron-superoxide dismutase and TXNPx, the mRNA level of
enzyme TXNPx was 20-30% greater than in parasites
overexpressing only TXNPx. Similarly, in arsenate-resistant
Leishmania amazonensis an increase of five- and fourfold in
the transcription levels of the ¢ TXNPx and mTXNPx genes,
respectively, was alsodescribed (Lin etal. 2005). L. wrentolae
resistant to rivalent antimony has been reported an increase
of 65- and 1.84old in cytosolic and mitochondrial TXNPx

&) Springer

enzymes, respectively (Wyllie et al. 2008). Altogether, these
findings are in agreement with our results showing an
increase in the mRNA level of the TXNPx enzyme in
drug-resisiant parasites.

In T. cruzi has been reporied that overexpression of
cTeTXNPx or mTeTXNPx enzymes protects the parasite
from either hydrogen peroxide or organic peroxide r-butyl
hydroperoxide damage (Finz et al. 2004; Wilkinson et al.
2000). However, parasites overexpressing either peroxi-
dases were equally susceptible to NFX and BZ similar to
parental control (Wilkinson et al. 2000). This result may
reflect an imbalance in the antioxidant defense these
parasites overexpressing only one enzyme involved in the
pathway of ROS detoxification.

Recently, our group has shown that iron-superoxide
dismutase-A (FeSOD-A), a mitochondrially localized enzyme,
is overexpressed in a T cnezi population with in-vitro-induced
resistance to BZ (Nogueira et al. 2006). This enzyme also
participates in the antioxidant defense of parasites, removing
excess superoxide radicals by converting them to oxygen and
hydrogen peroxide (Bannister et al. 1987). As antioxidant
defense is a metabolic pathway that functions sequentially,
we anticipated that the resistant parasite would also
overexpress peroxidases m onder to metabolize hydrogen
peroxide. Interestingly, we observed that both mparedoxin
peroxidase protein levels were increased and can protect this
resistant parasite against the oxidative stress generated by
benznidazole.

Companmentalizaton of peroxiredoxins in 7 cruzi
protects the cell against the toxic effects of exogenous
peroxide, indicating that these oxidants may penetrate the
cviosol and mitochondria. In cells overexpressing peroxi-
dase enzymes, peroxide metabolism increases at both sites,
protecting against cellular damage (Turrens 2004). Due to
its localization, ¢cTXNPx would be mportant during
oxidative stress generated by external sources like the
macrophage oxidative burst because the pnmary build-up
of oxidative stress products would be in the cytosol. In the
event of oxidative stress generated by the cell’s own
mitochondrion, mTXNPx would be more active (Lyer
et al, 2008). Our data show that both c- and m-TeTXNPx
presented a two-fold higher protein level in the resistant 70
cruzi population 17 LER than in its susceptible pair 17
WTS. The highest expression, 5.5-fold, was observed for
the homodimeric form of the mTc¢TXNPx enzyme. These
data suggest that overexpression of ¢- and m-TeTXNPx in
I cruzi could be associated with BZ resistance. Lin et al.
(2005) also described a concomitant increase in the
expression of cytosolic and mitochondrial TXNP in
arsenite-resistant L. amazonensis. In addition, the largest
increase m cytosolic TXNPx protein levels has been
observed in L. tarentolae resistant to trivalent antimony
(Wyllie et al. 2008).
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Our data demonstrate the presence of two transcripts of
the cTcTXNPx gene in 7. cruzi samples from zymodeme 1.
In contrast, the other T. cruzi strains presented only one
transcript, showing an association between the transcript
number and the zymodeme, but not the drug-resistance
phenotype. The two transcripts observed for the ¢ TcTXNPx
gene could be due to different maturation levels of the
mRNA, differences in the size of the 5’ and 3" UTR regions,
or differences in the size of the mRNA poly-A il (Teixeira
and DaRocha 2003).

TXNPx belongs to a family of peroxiredoxins having
cysteine residues in conserved domains of their amino acids
sequence that are responsible for peroxide reduction. In 7.
cruzi, TXNPx presents a decamernic structure organized as
one pentamer of symmetrical dimers (Pifieyro et al. 2003).
Our western blot analysis using the antu-¢TcTXNPx or anti-
mTcTXNPx polyclonal antibodies shows the presence of
two polypeptides for each TXNPx-specific antibody. These
polypeptides correspond to forms of the cTeTXNPx or
mTe TXNPx oxidized (homodimeric) and reduced (monomeric)
protein. Some authors have demonstrated the occumence of two
to three polypeptides by SDS-PAGE, probably representing
dimers or teramers of these proteins (Wilkinson et al. 2000;
Pifleyro et al. 2005; Pueyro et al. 2008; Guerrero et al. 2000).
Also, the difference of the tryparedoxin peroxidase expression
level obtained by our westem blot analysis, two- 1o 5.5-fold
mcreased in the 17 LER population, compared to proteomic
analysis (15-fold) (Andrade et al. 2008) can be due to high
sensibility and specificity of the polyclonal antibody when
compared with 2D electrophoresis methodology and to forms
oxidized and reduced of protein.

Genomic organization analysis of the cTcTXNPx gene by
Southemn blot using restriction enzymes and bioinformatic
analysis suggested that the ¢TcTXNPx gene is present in
seven different contigs and has multiple copies (probably
eight) dispersed throughout the parasite genome. Previous
results have also shown that the ¢TcTXNPx gene presents
multiple copies organized in tandem in T cruzi (Wilkinson
et al. 2000). In L. major, this gene presents between eight to
13 copies in the genome that are organized in tandem as
imperfect arrangements of repeated units, including poly-
morphic intergenic sequences and genes (Levick et al.
1998). Similar to observations in L. major, the genomic
organization of the T oruzi ¢TcTXNPx can alo present
imperfect arrangements of repetition. Wilkinson et al.
(2000) have suggested that the mTeTXNPx gene can
present only one copy in the 7. cruzi genome. However,
our Southern blot and bioinformatic analyses indicated that
the mTcTXNPx complete gene is present in two different
contigs, suggesting the presence of two complete copies
dispersed throughout the parasite genome,

Data from the literature have shown that drug-resistant
parasites can overexpress genes as a result of ther

amplification in the genome (Guimond et al. 2003;
Nogueira et al. 2006). On the other hand, some genes
demonstrate increased mRNA and protein levels, but are
not amplified (Guimond et al. 2003 ). Our results show that
c- and m-TeTXNPx genes presented increased mRNA
levels in the 17 LER-resistant population but no DNA
amplification in the T. cruzi genome.

In bacterial, yeast, and mammalian cells, there is an
adaptation to oxidative stress when cells are first subjected
to low, non-toxic concentrations of hydrogen peroxide and
then exposed to higher sub-lethal concentrations. Cells can
develop resistance by increasing expression of genes that
encode protective and repair system enzymes (Steenkamp
2002; Finzi et al. 2004). Based on our results, we suggest
that the T cruzi population with in vitro resistance to BZ
exhibits an increase in TcTXNPx protein levels together
with other enzymes associated with peroxide metabolism,
such as the previously described TeFeSOD (Nogueira et al.
2006), protecting these resistant parasites against oxidative
stress. Further studies are underway to determine whether
co-overexpression of both enzymes TXNPx and TcFeSOD
in susceptible 70 cruzi populations confers BZ resistance to
the parasites.
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Differential gene expression in three pairs of Trypanosoma ouzi populations or clones susceptible or
resistant to benznidazole (BZ) was investigated by differential display (DD) and representation of dif-
ferential expression (RDE). GenBank searches of 14 genes selected by DD showed that four sequences
corresponded to different hypothetical proteins and the others were very similar to T. cruzi genes encoding
mucin {TMUC), dihydrolipoamide dehydrogenase (TeLipDH), the hexose transporter (TeHT), or a riboso-
mal protein. Sequence analysis was performed on 34 clones obtained by RDE: approximately half of
these clones encoded 14 different hypothetical proteins and the other half encoded proteins invalved
with siress response, antioxidant defence, metabolism, transporter proteins, surface proteins. ribosomal
proteins and others. The mRNA levels of eight T cruzi genes obtained by RDE and DD were analysed
by nerthern blotting to confirm the differential expression of these sequences. For six of the eight genes,
Td.ipDH, TeHT, TeFeSOD-A (iron superoxide dismutase-A), TcHSP70, TcHSP100 (heat shock protein) and Tes2
(thiol-transferase), mRNA levels in the drug-resistant T, cuzi population were at least twice those in the
susceptible population. Further analysis of TcHSP70 showed that although the levels of Td15P70 mRNA
were four-fold higher in T. cruzi BZ-resistant population, no corresponding increase was cbserved in the
levels of TcHSP70 protein expression. The results suggest that TCHSP70 is not directly associated with the
T. eruzi drug resistance phenotype.

© 2008 Elsevier BV. All rights reserved.

1. Intreduction

peroxide) (Docampo, 1990; Maya et al., 2003). BZ actsviaa different
mechanism, reductive stress. This mechanism involves the covalent

Chagas disease is caused by the protozoan parasite Trypanosoma
cruzi. It is a widespread and important disease in Latin Amer-
ica, where 16-18 million people are infected (World Health and
Organization, 2002). Current treatment is based on the admin-
istration of nitrofuran nifurtimox (NFX) and 2-nitroimidazole
benznidazole (BZ). These drugs have toxic side effects and a very
low efficacy for treatment of the chronic phase of the disease
(Urbina and Docampo, 2003 ). NFX acts via the reduction of its nitro
grouptounstable nitroanion radicals, which react to produce highly
toxic reduced oxygen metabolites (superoxide anion and hydrogen

# Note: nucleotide sequence data reported in this paper are vailable in the
CenBank™ under the accession numbers EHD35783-EHO35834
* Corresponding Juthor, Tel: +55 31 33497781 fax: 435 31 32053515,
E-mail address: smurta@yahoo.com (SMF. Murta).

0001-706X/$ - see front matter © 2008 Elsevier B.Y. All rights reserved.
doi: 10,1016/ jactatropica 2008 04.011

maodification of macromolecules, such as DNA, proteins and lipids.
by reduced nitro intermediates (Docampo, 1990)

T. cruzi strains have different susceptibilities to BZ and NFX
(Filardi and Brener, 1987: Murta et al., 1998; Toledo et al., 2004)
This may partly account for differences in the efficacy of drug treat-
ment. T cruzistrains resistant to NFX (Nozaki et al., 1996), BZ (Nirdé
et al, 1995), azole (Buckner et al, 1998), and cysteine-protease
inhibitors (Engel et al., 2000) have been developed in vitro to inves-
tigate these differences. However, comparative studies found no
correlation between T. cruzi drug susceptibility in vitro and in vivo
(Nealand Van Bueren, 1988). Ina previous study, in vivo BZ-resistant
population and clones of T. cruzi were selected and characterised
(Murta and Romanha, 1998). However, the mechanism of drug
resistance used by this parasite remains poorly understood.

The identification of genes differentially expressed in drug-
susceptible and drug-resistant T. cruzi populations may provide
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insight into the molecular basis of drug resistance. Techniques
such as differential display (DD) (Liang and Pardee, 1992) have
allowed researchers to associate differentially expressed genes
with drug resistance in cancer cells (Wang et al., 2002) and in
Candida aibicans (Liu et al., 2005). Villarreal et al. (2005) used the
random differentially expressed sequences (RADES) technique to
analysedifferential gene expression in representative T. cruzi strains
exposed to BZ. Each strain was found to actindependently of its own
genetic cluster when subjected to a drug stress. Microarray analysis
has also been used to study drug resistance in various micro-
organisms: Leishmania (Guimond et al., 2003), C albicans (Barker
et al., 2004), and T. cruzi, recently investigated by our group. The
deletion of copies of a gene encoding old yellow enzyme (TcOYE),
a NADPH flavin oxidoreductase, has been associated with in vitro-
induced BZ resistance in T. aruzi (Murta et al.. 2006).

Representation of differential expression (RDE) (Krieger and
Goldenberg. 1998) has been used to identify genes differentially
expressed duringT. cruzi metacyclogenesis. RDE is based on the PCR
amplification of specific cDNA sequences expressed by a target pop-
ulation. after subtractive hybridisation with a large molar excess of
cDNA sequences from a related cell population. DD involves the sys-
tematic amplification of 3'-terminal portions of mRNAs, which are
converted to ¢cDNA and amplified: the amplification products are
then separated by electrophoresis in DNA sequencing gels (Liang
and Pardee, 1992).

In the present study, we used RDE and DD to investigate differ-
ential gene expression in T. cruzi populations or clones susceptible
or resistant to benznidazole, selected in vivo (Murta and Romanha,
1998) and induced in vitro (Nirdé et al., 1995). We analysed the
mRNA levels of eight T. cruzi genes identified by RDE and DD, to
confirm the differential expression of these sequences, Further, we
characterised TcHSP70 gene, identified by RDE, determining gene
copy number and levels of protein production in 10 BZ-susceptible
and BZ-resistant T. cruzi strains or clones.

2. Materials and methods
2.1. T. cruzi strains

The BZ-resistant T, cruzi population (17 LER) derived from the
Tehuantepec ¢12 susceptible wild-type strain (17 WTS) (Nirdé et
al., 1995) was obtained in vitro by increasing the concentration of
benznidazole (N-benzyl-2-nitro-1-imidazolacetamide, Rochagan,
Roche Co.) in a stepwise manner. 17 LER parasites are resistant
to 220puM BZ. We used a BZ-resistant T. auzi population (BZR),
derived from the Y strain( BZ-susceptible population BZS). BZR was
selected in vivo through 25 successive passages in mice treated
with a single high dose of BZ (500 mg kg of body weight) (Murta
and Romanha, 1998). We also used two clones: Clone 45, a sus-
ceptible clone derived from BZS and Clone 16R, a resistant clone
derived from BZR. The other four T. cruzi strains used in the South-
ern and northern analyses were previously characterised according
to their in vivo susceptibility to BZ and NFX (Filardi and Brener,
1987). Two of these four strains were susceptible (CL Brener and
Berenice) and two were naturally resistant (Yuyu and VL-10)to both
drugs.

2.2 RNA and DNA preparations

Total RNA and DNA from T. cruzi samples were extracted as pre-
viously described (Murta et al., 1998). Southern and northern blots
were hybridised with %P-labelled RDE and DD fragments using
protocol previously described (Murta et al.. 2006).

2.3. Differential display (DD)

The DD method described by Liang and Pardee (1992) involves
systematic amplification of the 3'-terminal portions of mRNAs and
resolution of the fragments on a DNA sequencing gel. Aliquots of
total RNA from T. cruzi populations (17 WTS and 17 LER) and clones
(Clone 45 and Clone 16R) were treated with DNase | (Promega,
Madison, WI) 1o prevent genomic DNA contamination and RNA
was then purified, using the RNeasy kit (Qiagen, Valencia, CA). The
first-strand cDNA was synthesised, using 10 g of total RNA, 1«
first-strand buffer, 10 mM DTT, 0.5 mM dNTP. 40 U RNasinand 200U
Superscript Il reverse transcriptase (Invitrogen, Carlsbald, CA)ina
final volume of 20 jul. We used the following anchored primers in
this reaction: Ty C (5'-TTTTTTTITTTC-3"), Ty, G (5'-TTTTTTTITTIG-
3 or TyA (5-TTTTTTTTTTTA-3')L All reactions were allowed to
proceed for 1h at 42<C and were then stopped by incubation
at 70°C for 20min. The second-strand of the cDNA was synthe-
sised by PCR. using a combination of the corresponding anchored
primer, Tyy(A. C or G), and one of the following arbitrary primers
(APs). AP1, 5-AGCCAGCGAA-: AP2, 5'-GACCGCTTGT-3"; AP3, 5'-
AGCTGACCGT-3"; AP4, 5'-GCGTACTCCAC-3'; APS, 5'-GTTGCGATCC-
3; APB, 5'- GCAATCGATG-3"; AP7, 5'-CCGAAGGAAT-3'. PCR was
carried out in duplicate, in a reaction mixture containing 0.2 pM
of each random primer (AP1-AP7), 0.2uM Ty (A, Cor G), 2pM
deoxyribonucleoside triphosphate, 5 1LCi [a-**P]dCTP (Amersham
Pharmacia, Upsala, Sweden), 1x Taq buffer, 25 mM MgCl,, 1 U Tag
DNA polymerase (Invitrogen). 100 ng template cDNA and water,
bringing the final reaction volume up to 25 pl. The PCR conditions
were as follows: initial denaturation at 95 “C for 5 min, followed by
30cyclesof 1 minat 94-C. | minat 55-C, 1minat 72+C, and a final
extension phase for 5min at 72-C. PCR products were separated
by electrophoresis in denaturing 6% polyacrylamide-7 M urea gels,
transferred onto a filter under vacuum { BioRad, Hercules, CA,USA.)
and placed against X-ray film at —-70+C. The fragments of differen-
tially expressed PCR products were recovered from the sequencing
gel, re-amplified with same set of primers, inserted into the pCR 2.1
plasmid (TA Cloning kit, Invitrogen) and sequenced.

24. Representation of differential expression (RDE)

RDE was used, according to the protocol described by Krieger
and Goldenberg (1998). Populations of "tester” cDNA molecules
(resistant T. cruzi samples— 17 LER, BZR and Clone 16R). to which a
specific set of adaptors was added. were hybridised with an excess
of “driver” cDNA molecules (susceptible T. aruzi samples—17 WTS,
BZS and Clone 45S) to sequester from the tester all {or at least
most) sequences common to the driver. Following hybridisation,
the molecules were amplified by PCR using primers complemen-
tary to the adaptors added to the tester cDNA. In this system,
molecules present only in the tester population should be exponen-
tially amplified: those common to the tester and driver populations
should be linearly amplified, and those exclusive to the driver pop-
ulation should not be amplified as they lack the adaptors. This
subtractive amplification procedure was repeated twice, increas-
ing the extent to which the driver molecules were in excess with
each repetition. After the first RDE cycle, the subtractive amplifi-
cation products were inserted into the BamHI site of pBluescript
KS® (Stratagene): each amplicon had a BamHI adapter at each end.
The positive clones were sequenced and the nucleotide sequences
analysed.

2.5, Gene identification

Sequencing reactions were carried out using protocol previ-
ously described (Murta et al., 2006). The nucleotide sequences
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were identified by performing a BLAST search using the TcruziDB
database (http://TcruziDB.org) and non-redundant NCBI database
from the National Center for Biotechnology Information website.
We performed nucleotide-nucleotide BLAST (BLASTN) and trans-
lated query versus protein database (BLASTX) searches of the
sequences. The best matches to nrnucleotide or nr protein database
were considered in this study.

2.6, Cloning of the TdHSP70 gene

A 2037 bp segment corresponding to the TcHSP70 ORF (Gen-
Bank accession number for complete nucleotide sequence, X67716)
was amplified using the following primers: TcHSP70-forward
5 -cgegeatccg ATGACGTACGAGGGAGCCATCGGC-3' and  TcHSP70-
reverse 5'-cgcaagcttCTACAAGGGAGAAAACCAACGGGT-3'. The PCR
product encoding TcHSP70 was digested with BamHI and Hindlll
and inserted into the corresponding sites of the pQE-31 expression
vector (Qiagen) containing a 6+ His-tag. Protocols for purification
of the recombinant rTcHSP70 protein and production of poly-
clonal antiserum were as previously described (Nogueira et al.,
2006).

T

2.7. Western blotting analysis

The levels of expression of TcHSP70 were determined by west-
ern blot analysis according to Murta et al. (2006), using antiserum
raised against recombinant rTcHSP70 at 1:5000 dilution.

2.8. Densitometric analysis

All autoradiographs of Southern and northern blots, and west-
ern blot membranes were photographed and analysed using
ImageMaster VDS software (Pharmacia Biotech). Differences were
considered significant if the band intensity ratio was at least 1.5-
fold.

3. Results
3.1. Differential display (DD) analysis
An autoradiograph of the sequencing gel depicting the PCR prod-

ucts obtained with the random primers, AP2, AP4, AP7, AP5 and
AP6, is shown (Fig. 1A-E, respectively). The bands differentially

1,6 TyA

A

=

P B
==

29
8 8

44k

Fig. 1. Autoradiograph of 'P-Labelled PCR products obtained with primers AP2 (A), AP4 (B), AP7 (CL AP (D) and AP6 (E). PCR was carried out in duplicate using the anchored
primer Ty (A, C or G} and each arbitrary primer (AF). PCR products were separated by electrophoresis in a 6% denaturing polyacrylamide-7 M urea gel. The fragments
differentially expressed, indicated by arrows, were recovered from the sequencing gel, re-amplified with the same set of primers, cloned and sequenced. The fragment sizes

are listed in table as supplementary data.
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Table 1

Analysis of sequences from differentially expressed fragments in BZ-resistant and BZ-susceptible T. cuzi populations abtained by DD and RDE validated by northern blot

GenBank accession number T. quzi sample Tech* Best match to NR protein or NR Match mRNA level ratio®
nuckeotide database®

EHO35833 Clone 16R DD T. oz mucin-like protein gene, complete cds £i/914965 Clone 45= Clone 168

EHO035834 17 LER DD T. cnuzt Ipd gene-dihydrolipoamide i/ 1834570 17 WTS< I7 LER (two-fold)
dehydrogenase, allele 2

EHO35784; EHO35786 17 LER; Clone 16R Db T. cruzi CL hexose transporter gene. complete £ii453379 17 WTS< I7 LER (two-fold )
cds Clone 45= Clone 168

EHO35754 17 LER'WTS RDE Heat shock protein 70 [T. ogi] £il 10626 17 WTS< I7 LER (four-fold)

EHD35796 17 LER'WTS RDE Heat shock protein 100 (clp protein), putative il 71408672 17 WTS< I7 LER (2.6-fold)
[T enuzi)

EHO35804 17 LER'WTS RDE iron superoxide dismutase A [T. cruzi] §il62529248 17 WTS< I7 LER (three-fold)

EHO35822 BZS/BZIR RDE Mucin-associated surface protein (MASF), gi71665513 BZ5= ©ZR
putative [T. cruzi]

EHD35832 BZS/BIR RDE Thiol-transferase Tc52 [T enuzi] gil 124109201 17 WTS< I7 LER (three-fold);

BZ5< BZR (two-fold)

* Tech, techniques used: DD: differential display or RDE: representation of differential expression,

b Results of sequence similarity szarches were obtained using the BLAST algorithm (BLASTX and BLASTN) against TeruziDB and the non-redundant NCB! databases.

* The mRNA level ratio was determaned by Northern blot analysis. Total RNA from drug-susceptible (S) and drug-resistant (R) (17 WTS/17 LER: BZS/BZR: Clone 45iClone
16R) T ouzi samples were hybridised with the 2 p-labelled gene-specific probe. A ribosomal RNA probe was used as a quantitative loading control for each membrane. The
mRNA level ratio was determined by comparative densitometnic analysis between transcripts from 5 and R T, cruei pairs.

expressed are indicated with arrows. The profile of bands generated
with the random primers AP1 and AP3 was complex. but no band
displaying differential expression was observed (data not shown).
We isolated 14 differentially expressed bands using DD: eight spe-
cific tothe T_ cruzi population with resistance to BZ (17 LER) induced
in vitro, one specific to the susceptible T. cruzi population (17 WTS)
and five specific to the T. cruzi clone with resistance to BZ selected
in vivo (Clone 1GR) (Fig. 1). No fragment was specific to the suscep-
tible T. cruzi clone (Clone 45). The T. cruzi populations (BZS and BZR)
were not submitted to DD analysis. The differentially expressed
bandsidentified (Fig. 1 ) were recovered from sequencing gel and re-
amplified with the same set of primers. All bands were inserted into
pCR TATopo(Invitrogen) and sequenced. The nucleotide sequences
of the fragments obtained by DD were between 99 and 313bp
in length (Table - Supplementary data). Searches for similarity to
sequences in GenBank identified nine different T. cruzi genes dis-
playing significant similarity to the query sequences. Four of these
sequences corresponded to different hypothetical proteins and 10
were highly similar to T. cruzi genes encoeding mugcin (TeMUCH)
(two fragments), dihydrolipoyl dehydrogenase (TcLipDH ) (one frag-
ment), the hexose transporter (IcHT) (two fragments), the GOS
ribosomal protein L12 (four fragments), and ribosomal intergenic
spacer DNA (one fragment) (Table - Supplementary data).

Northern blot analysis was performed to determine the levels of
mRNA of three T. cruzi genes - TeMUQ!, TcHT and TeLipDH (Table 1) -
to confirm that these genes were differentially expressed. Northern
blot profiles of total RNA from drug-resistant and drug-susceptible
T.cruzi strains hybridised with the *2P-labelled gene-specific probe,
showed 0.8 and 2.4kb transcripts for the ToMUQI and TclipDH
genes, respectively (data not shown). TcHT transcripts presented
polymorphisms specific to the T. cruzi strains: one transcript for 17
LER/17 WTS (2.Gkb) and two transcripts for BZS/BZR populations
(1.9 and 2.6 kb) (data not shown). A ribosomal RNA probe was used
as a quantitative loading control for each membrane. Comparative
densitometric analysis showed that TcLipDH and TcHT mRNA lev-
els in the drug-resistant T. cruzi population (17 LER) were at least
double those in the susceptible (17 WTS) population (Table 1). The
other T. cruzi samples analysed (BZS/BZR and Clone 45/Clone 16R)
presented similar transcript levels. We detected no differences in
TeMUCI mRNA levels between the T, cruzi strains and clones anal-
ysed, regardless of their drug-resistance phenotype. The results
show that two of the three genes obtained by DD were overex-
pressed in 17 LER.

3.2, Representation of differential expression (RDE) analysis

We obtained 34 clones with the RDE approach: 13 were obtained
using 17 LER/17 WTS, 10 with BZS/BZR and 11 with Clone 16R/Clone
45. All 34 clones were sequenced four times and their nucleotide
sequences analysed. GenBank searches showed that these 34 frag-
ments corresponded to 28 different T. cruzi genes. Almost half of
these fragments (16 fragments) encoded 14 different hypotheti-
cal proteins and the other part (18 fragments) corresponded to
14 different T. cruzi genes. In relation to pairs: three of the 13
fragments obtained with 17 LER/17 WTS corresponded to differ-
ent hypothetical proteins. Ten fragments presented high levels
of similarity to seven different T. cruzi genes: cytochrome b5-
like putative (two fragments), chitin-binding like protein. putative
(one fragment). dihydrolipoamide branched chain transacylase
(three fragments): one fragment each for the ankyrin repeat pro-
tein, the iron superoxide dismutase-A (TcFeSOD-A), the 70kDa
heat shock protein (TcHSP70). and the 100kDa heat shock protein
(TcHSP100) (Table - Supplementary data). Seven of the 10 frag-
ments obtained with BZS/BZR (T. cruzi Y strain) corresponded to
six different hypothetical proteins. Three were highly similar to
the following T. cruzi genes: conserved mitochondrial carrier pro-
tein, thiol-transferase (Tc52) and mucin-associated surface protein
(TcMASP). Six of the 11 different fragments obtained with Clone
16R/Clone 45 corresponded to different hypothetical proteins. The
remaining five fragments corresponded to four different T. aruzi
genes: GOS ribosomal protein L44, 5'-3'exonuclease XRND, zinc
finger protein 1 (ZFP1) (two fragments), and polypyrimidine bind-
ing protein (PTB) (Table- Supplementary data). Fragments with
code numbers 17C40, YCO8 and YC28 corresponded to the same
hypothetical protein (gi[71406711), identified as the product of a
gene overexpressed in the T. aruzi populations: 17 LER/17 WTS and
BZS/BZR.

Northern blot analyses were performed to determine the lev-
els of mRNA for five T. aruzi genes identified by RDE: TcFeSOD-A,
TcHSP70, TcHSPI00, Tc52 and TcMASP (Table 1). We detected two
major mRNA transcripts on northern blots of TcFeSOD-A, at 1.2 and
1.6 kb (data not shown). The T. cruzi genes TcHSP70 and TcHSPI0O
presented transcripts of 2.1 and 0.52kb, respectively (data not
shown), for all T cruzi samples analysed. We detected a 2.1kb
transcript in northern blot analyses of Tc52 and a 2.0kb transcript
on northern blots of TcMASP (data not shown). Comparative den-
sitometric analysis, using a ribosomal RNA probe, showed that
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TcFeSOD-A, TcHSP70 and TcHSP100 mRNA levels were two to four
times higher in the in vitro drug-resistant T. cruzi (17 LER) popu-
lation than in the susceptible (17 WTS) population (Table 1). The
other T, aruzi samples analysed (BZ5/BZR and Clone 45/Clone 16R)
presented similar transcript levels. Interestingly, Tc52 mRNA levels
in 17 LER were three times those in 17 WTS population and twice
higher in BZR (a population with in vivo-selected resistance) than
in BZS (a susceptible population) (Table 1). By contrast, no differ-
ences in TcMASP mRNA levels were found between the susceptible
and resistant strains of T. cruzi and the clones analysed, regardless
of drug-resistance phenotype. Four of the five genes obtained by
RDE were overexpressed in resistant T. cruzi.

3.3. Genomic organization of the TcHSP70 gene

Genomic organization of TcHSP70 gene was determined by
Southern blot analysis of DNA from T. aruzi strains digested with
two restriction enzymes Sacl cutting within the TcHSP70 gene, and
with Xbal. which does not cut within this gene. Hybridisation of
the blots with a TcHSP70 gene-specific probe revealed that Sacl-
digested DNA from all T. aruzi populations contained bands of 0.5
and 1.7 kb, whereas Xbal-digested DNA samples presented a single
band of 27 kb (data not shown). No difference in band intensity was
observed for any of the T. cruzi strains analysed.

3.4 Levels of TcHSP70 protein expression

We generated 6+ His-tagged TcHSP70 recombinant proteins
as antigens for the generation of rabbit anti-TcHSP70 polyclonal
antibody. We used this antibody in western blot analyses to deter-
mine whether populations of parasites producing different levels
of TcHSP70 mRNA also produced different amounts of the TcHSP70
proteins. Western blot analysis of T. cruzi extracts probed with a
rabbit anti-recombinant TcHSP70 antibody revealed two bands:
one at 70kDa and another at 73 kDa (data not shown). The inten-
sity of the bands was similar for all T. cruzi samples, regardless of
drug-resistance phenotype.

4. Discussion

Current BZ and NFX treatment for Chagas disease is unsatisfac-
tory for several reasons: a decrease in cure efficacy, particularly
during the chronic phase of the disease; considerable toxic side
effects; the existence of BZ and NFX naturally resistant T. cruzi
strains; and cross resistance between these two drugs (Filardi and
Brener, 1987; Urbina and Docampo, 2003; Toledo et al.. 2004).
However, few studies have investigated the mechanism of drug
resistance in T. cruzi.

In this study. we identified 48 fragments that corresponded
to 36 different T, cruzi genes upregulated in T. cruzi populations
and clones resistant to BZ, using the RDE and DD methodolo-
gies. Approximately half of these genes were highly similar to
genes encoding hypothetical proteins and have orthologs in the
Leishmania major and/or T. brucei genomes. Proteomic analysis of
different developmental forms of T. cruzi resulted in the identifi-
cation of 2784 polypeptides; 1008 of these correspond to genes
annotated as encoding hypothetical proteins (Atwood et al.,, 2005).
We also found 18 differentially expressed genes encoding proteins
associated with drug stress (heat shock proteins (HSPs)), enzymes
involved in antioxidant defence, metabolism, transpornt proteins,
surface proteins, and others. We used northern blot analysis of the
mRNA levels of a subset of the differentially regulated genes to ver-
ify our findings. 5ix of the eight upregulated genes identified by
RDE and DD were confirmed by northern blotting. TcLipDH, TcHT,

TcFeSOD-A, TcHSP70, TcHSP100 and Tc52 mRNA levels in the drug-
resistant T. auzi (17 LER) population were at least twice those in
the susceptible (17 WTS) population.

The cellular response to various chemical or physical stresses is
represented at the molecular level by the induced synthesis of a
set of highly conserved proteins: heat shock proteins, which pro-
tect cells against oxidative stress and prevent cell death (Park et
al., 2000). T. cruzi responds to heat shock by synthesising HSPs,
which have molecular masses of about 100, 90, 70 and 60 kDa (de
Carvalho et al., 1990). In this study, the TcHSP70 and TcHSPI1 00 genes
selected by RDE presented higher levels of mRNA in the in vitro
drug-resistant T. cruzi population than in the susceptible one. Calini
et al. (2003) showed that HSP70 overproduction in mouse fibrob-
lasts acts as a radioprotective mechanism against DNA damage and
increases long-term viability. In this present work, we also have
characterised TcHSP70 gene in 10 T, cruzi populations susceptible
and resistant to BZ. Southern blot analysis of genomic DNA with a
TcHSP70 probe revealed a profile typical of multiple copies of the
gene in tandem, and this is in accord with previously reported data
(Requena et al., 1988). However, no amplification or differences
were observed in copy number of the TcHSP70 gene between BZ-
resistant and -susceptible T. cruzi populations. Although the levels
of TcHSP70 mRNA were four-fold higher in the in vitro T. cruzi BZ-
resistant population (17 LER), western blot analysis showed that the
level of expression of TcHSP70 protein was equal in all T. cruzi pop-
ulations regardless of BZ resistance. This suggests that the TcHsP70
mRNA of resistant population may be partially degraded, resulting
in anon-proportional increase in TcHSP70 protein levels. Insupport
of this hypothesis is the finding that the regulation of trypanose-
matid gene expression occurs mainly at the post-transcriptional
level (Vanhame and Pays, 1995).

The physiological function of lipoamide dehydrogenase (LipDH)
is the dehydrogenation of protein-bound dihydrolipoamide as part
of the mitochondrial pyruvate dehydrogenase and 2-oxoglutarate
dehydrogenase complexes (Blumenstiel et al., 1999). Additionally,
LipDH like trypanothione reductase (TR), catalyses the NAD(P)H-
dependent reduction of disulphide substrate, thus maintaining
a reducing intracellular medium (Schoneck et al, 1997}, It has
been shown that LipDH catalyses the single-electron reduction of
nitrofurans, concomitantly generating superoxide anion radicals
and/or hydrogen peroxide (Sreider et al, 1992). LipDH has thus
been indicated as a potential target for the development of new
chemotherapeutic agents. Interestingly. like TcLipDH, Tc52 gene
encoding thiol-transferase is also overexpressed in T. cruzi popu-
lations with BZ resistance selected in vivo (BZR) and induced in
vitro (17 LER). This gene encodes a 52 kDa protein in 7. cruzi (Tc52)
that shares motifs with glutathione S-transferase (Ouaissi et al..
1995). The involvement of TeLipDH and Te52 genes on T. cruzi drug-
resistance phenotype should be investigated further.

Whole-genome sequencing revealed the considerable expan-
sion of several families of surface proteins in T. auzi. including
mucin, mucin-associated surface proteins (MASPs), trans-sialidase
(TS) and GPG3, which are encoded by several hundred genes in
the genome (El-Sayed et al, 2005). These surface proteins are
putative targets for chemotherapeutic intervention, because T.
cruzi simultaneously expresses numerous copies of TS, mucin and
probably MASPs. Interestingly. genes encading mucin and MASP
proteins were selected by RDE and/or DD as upregulated in the
drug-resistant T. cruzi population. However. northern blot analysis
showed that TcMASP and TaM UC were expressed to similar levels in
BZ-resistant and -susceptible T. cruzi populations.

The transport of glucose in trypanosomatids has been exten-
sively studied (Barrett et al., 1998). Drug uptake into a parasite isa
prerequisite for any intracellular toxic activity. The gene encodinga
protein of the hexose transporter (TcHT) has been cloned and char-
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acterised in T. cruzi (Tetaud et al.. 1994). The capacity of the TcHT
to transport p-fructose with a higher affinity than the mammalian
hexose transporters may represent a more useful means of develop-
ing toxic molecules specific for T. cruzi(Tetaud et al., 1996). Our data
demonstrate that TcHT is overexpressed in T. cruzi parasites resis-
tant to BZ, and reinforce the importance of this gene as a worthwhile
drug target.

Villareal et al. (2005) recently analysed the differential gene
expression in BZ-resistant T. aruzi parasites, using the RADES tech-
nique. Twelve differentially expressed sequences were deposited
in GenBank. Ten of the 12 fragments showed sequence similarity
to various T. cruzi hypothetical proteins and two presented sig-
nificant matches to the T. aruzi succinate dehydrogenase enzyme.
The authors also observed a random distribution of differential
bands, suggesting that each strain acts independently of its own
genetic cluster when briefly subjected to stress. Thus, the mech-
anisms involved in natural resistance to drugs are different from
those involved in induced resistance, consistent with the findings
of this study.

The drug resistance mechanism in prolozoan parasites may
involve differential expression of some genes associated with drug
metabolism; this leads to a lower drug concentration inside the
cell, an increase in its elimination, a decrease in its activation and
changes in the target enzyme, hence reducing the drug-enzyme
interaction (Ullman, 1995; Borst and Ouellette, 1995; Guimond et
al., 2003). Superoxide dismutase (SOD) is a metalloenzyme that is
a central component in antioxidant defence in most organisms. It
removes excess superoxide radicals by converting them to oxygen
and hydrogen peroxide (Bannister et al., 1987). The gene TcFeSOD
was also selected by RDE. In a previous study. we have charac-
terised the gene in 25 T cruzi strains susceptible and resistant to BZ
(Nogueira et al., 2006). We have observed TcFeSOD-A gene amplifi-
cation, increased mRNA levels and protein expression and TcFeSOD
enzyme activity in a T. cruzi population having an in vitro-induced
resistance to BZ (17 LER). Further characterisation of the other dil-
ferentially expressed genes is required to determine their possible
involvement in the drug resistance phenotype in T. qruzi.
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