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RESUMO

A glicose e outras hexoses sdo importantes para o funcionamento das células eucariotas. Os
transportadores de hexoses sdo proteinas transmembrana que levam o substrato para dentro da célula.
Na glicdlise, o aglcar captado é convertido em piruvato e este, por sua vez, é convertido a acetil-CoA
para o ciclo do &cido citrico. A conversdo do piruvato a acetil-CoA conta com a participacdo da
enzima lipoamida desidrogenase (LipDH), uma flavoenzima homodimérica da familia das FAD-
dissulfeto oxiredutase que é também importante para 0 mecanismo de oxireducdo da célula.

Murta et al. (2008, in press), utilizando a metodologia Differential Display (DD) selecionaram
0s genes que codificam o transportador de hexoses (TcrHT1) e a enzima lipoamida desidrogenase
(TcLipDH) como genes mais expressos em uma cepa do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao
benzonidazol BZ e, que, portanto, seriam alvos em potencial para quimioterapia.

Neste estudo, a fim de caracterizar os genes TcrHT1 e TcLipDH, foram analisados os niveis
de mRNA,; a organizacdo gendmica, a amplificagdo e a presenca de polimorfismos; o nivel de
expressdo ou atividade da proteina e a localizacdo cromossémica em cepas do T. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

Ensaios de Northern blot e PCR em Tempo Real confirmaram os resultados de DD e
mostraram que ambos estdo cerca de 2X mais expressos na cepa com resisténcia induzida in vitro ao
BZ, 17LER, quando comparada a seu par sensivel, 17WTS. Por Southern blot confirmamos que o
gene TcLipDH possui duas copias e o TcrHT1, um arranjo em “tandem” e ndo estdo amplificados no
genoma de nenhuma cepa resistente. Além disso, foi encontrado um polimorfismo para o gene
TcrHT1 que ndo esta relacionado ao fendtipo de resisténcia a drogas e sim com o zimodema ao qual
as cepas analisadas pertencem. Os resultados de Western blot mostraram que a enzima TcLipDH esta
igualmente expressa em todas as cepas analisadas a excecdo da cepa 17LER na qual a proteina esta
2X menos expressa em comparacao a 17WTS. Devido a dificuldade de obter anticorpos anti-TcrHT1,
os ensaios de Western blotting foram substituidos pelo ensaio de atividade enzimatica no qual
constatamos que a eficiéncia de captacédo de glicose é 40% menor na cepa 17LER quando comparada
a 17WTS. A localizacdo cromossémica desses genes ndo esta relacionada a resisténcia e é zimodema-
dependente para o gene TcrHT1. Analises de bioinformatica permitiram contextualizar
evolutivamente ambos 0s genes e geraram informacoes interessantes sobre filogenia e anotagcdo no

genoma.
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ABSTRACT

Glucose and other hexoses are important for eukaryote cell function. The hexose
transporters are transmembrane proteins that take the sugar substrate into the cell. This sugar
undergoes glycolysis and is converted into pyruvate which generates Acetil-CoA for the citric
acid cycle. This convertion of pyruvate to Acetil-CoA takes into account the participation of
lipoamide dehydrogenase enzyme (LipDH), a homodimeric flavoenzyme from the FAD-
dissulfide oxidorreductase family that is also important for the redox balance inside the cell.

Murta et al. (2008 in press), using the Differential Display methodology, selected the
genes encoding the Trypanosoma cruzi hexose transporter (TcrHT1) and the lipoamide
dehydrogenase (TcLipDH) as genes with higher expression in a T. cruzi population (17LER)
with in vitro induced resistance to benznidazole (BZ) than in its susceptible pair (17WTS).
These genes could be, therefore, potential new targets for chemotherapy.

In the present study we used T. cruzi strains susceptible and resistant to BZ to
characterize TcrHT1 and TcLipDH genes in their mRNA levels, genomic organization and
polymorphisms, protein expression or activity and, finally, their chromosomal location. We
have also done an in silico characterization using different public databases.

Northern blot and Real Time RT-PCR analysis confirmed the results obtained by DD.
Both genes are in average 2-fold more expressed in the resistant population 17LER compared
to 17WTS. Southern blot analysis confirmed that TcLipDH gene presents 2 copies while
TcrHT1 presents a tandem array. These genes are not amplified in the genome of resistant T.
cruzi samples. In addition, we detected a polymorphism for the TcrHT1 gene that is related to
the zimodeme of T. cruzi instead of the resistance phenotype. Western blot analysis showed
that LipDH enzyme is equally expressed in all strains analyzed, except in 17LER population
that presented 2-fold less expression. Due to the difficulty in obtaining anti-TcrHT1
antibodies, sugar uptake assays were used instead of Western blot and showed that the
TcrHT1 protein has a 40% lower efficiency in 17LER strain when compared to its susceptible
counterpart. Bioinformatic tools allowed us to analyze both genes in the evolutionary context
reinforcing the idea of TcrHT1 and TcLipDH as potential drug targets. We have also
generated interesting information about phylogeny and genome annotation of TcLipDH and
TcrHT1 genes.
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1. INTRODUCAO

1.1. Carlos Chagas e a descoberta da Doenca de Chagas

Em 1907 Oswaldo Cruz designou Carlos Chagas para combater uma epidemia de malaria
que paralisava as obras de prolongamento da Estrada de Ferro Central do Brasil, em Minas
Gerais, na regido do Rio das Velhas. No municipio de Lassance, onde se construia uma estagao
da ferrovia, Chagas instalou um pequeno laboratéorio em um vagdo de trem onde também
dormia. Sabendo da importancia dos insetos hematéfagos como transmissores de doencgas
parasitarias, Chagas examinou alguns barbeiros e encontrou, em seus intestinos, formas
flageladas de um protozodrio. Ele constatou que o protozodrio era uma nova espécie de
tripanossoma, que batizou entdo de Trypanosoma cruzi, em homenagem a Oswaldo Cruz.
Posteriormente, 0 mesmo protozoario foi encontrado no sangue de animais domésticos € no dia

14 de abril de 1909 foi encontrado no sangue da crianca Berenice:

“Num doente febricitante, profundamente anemiado e com edemas, com pléiades ganglionares
engurgitadas, encontramos tripanossomas, cuja morfologia ¢ idéntica a do Trypanosoma cruzi.
Na auséncia de qualquer outra etiologia para os sintomas mérbidos observados e ainda de acordo
com a experimentagdo anterior em animais, julgamos tratar-se de uma tripanossomiase humana,

moléstia ocasionada pelo Trypanosoma cruzi.”

Figura 1: Carlos Chagas e a crianga Berenice, primeira paciente detectada com o parasito T. cruzi no
sangue (Dictionary of Medical Biography, 2007).
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1.2. Caracteristicas genéticas do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi ¢ um protozoario flagelado, pertencente a ordem Kinetoplastida e a
familia Trypanosomatidae, uma familia de parasitos obrigatorios de plantas e animais. E
caracterizado pela presenca de um flagelo que se origina de uma invaginacdo da membrana
plasmatica conhecida como bolsa flagelar e pelo cinetoplasto, que corresponde a uma
condensagdo do acido desoxirribonucléico (DNA) localizado no interior de uma mitocondria
unica ¢ que ocupa boa parte do corpo do protozodrio (Figura 2). Apesar de ndo haver
condensagdo dos cromossomos na divisdo celular, estudos de fracionamento cromossdmico
(Branche et al., 2006) e analises do genoma (El-Sayed, et al., 2005) classificaram o parasito
como um organismo diploide.

O projeto genoma do T. cruzi mostrou que o genoma do parasito ¢ composto em cerca de
50% de seqiliéncias repetitivas correspondentes, em sua maioria, a familias de genes de proteinas
de membrana, retrotransposons ¢ repetigdes subteloméricas (El-Sayed et al., 2005). Além disso,
cerca de 20 a 25% do DNA total da célula ¢ encontrado no cinetoplasto. O DNA do cinetoplasto
(kDNA, do inglés kinetoplast DNA) ¢ constituido por dois tipos diferentes de moléculas: os
maxicirculos e os minicirculos. Os maxicirculos contém 20 kilobases (Kb), apresentam 50 copias
por célula e codificam proteinas da cadeia de transporte de elétrons e RNA ribossomico
mitocondrial. J& os minicirculos contém 1.400 pares de bases (pb), 10.000 a 20.000 copias por
célula e codificam pequenos RNAs com atividade no processamento dos transcritos do
maxicirculo (Simpson, 1987).

O fracionamento das bandas cromossomicas através do PFGE (Eletroforese de Campo
Pulsado) e hibridizacdo com sondas de DNA tém sido utilizados para definir o caridtipo
molecular de diferentes cepas e isolados de T. cruzi. Hibridizagdo com sonda derivada de regides
teloméricas indicaram que na cepa CL existem 64 cromossomos € que o contetido nuclear ¢ da
ordem de 87 Mb. Esses 64 cromossomos se dividlem em 20 bandas cromossomicas cujos
tamanhos variam de 0,45 a 3,5 Megabases (Mb), sendo 12 bandas de 3,5 a 1,0 Mb e 8 bandas de
1 a 0,45 Mb (Cano et al., 1995).

O T. cruzi é uma espécie altamente pcolimoérfica e varias abordagens foram realizadas
para agrupar as diferentes populagdes do parasito. Na década de 70 foram realizados os primeiros
estudos de genética de populagdes de T. cruzi. Miles et al. (1978, 1980), analisando o

pcolimorfismo dos perfis eletroforéticos de seis enzimas, reuniu algumas cepas em trés grupos
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principais chamados zimodemas. Os zimodemas Z1 e Z3 agrupavam predominantemente cepas
do ciclo silvestre de transmissao do parasito, € o zimodema Z2, cepas do ciclo doméstico. Devido
ao grande nimero de isoenzimas, fez-se a necessidade do uso de outros marcadores moleculares
para agrupamento das cepas. Em 1996, Souto et al. utilizaram as metodologias de amplificacao
randomica de pcolimorfismos de DNA (RAPD) dos genes espagadores do mini-éxon e reagdo em
cadeia da pcolimerase (PCR) da subunidade 24Sa. do rRNA e mostraram que existem duas
grandes linhagens filogenéticas denominadas por consenso grupos T. cruzi I e T. cruzi II
(Recommendations from a satellite meeting, 1999). A distribuigdo epidemiologica desses grupos
foi investigada, concluindo-se que cepas do grupo T. cruzi I predominam no ciclo silvestre e
cepas do grupo T. cruzi II predominam no ciclo doméstico. Posteriormente, com base na analise
de isoenzimas ¢ RAPD, foi proposta a subdivisao do grupo T. cruzi II em cinco subgrupos
denominados ITa—Ile (Brisse et al., 2000). Apesar de haver trés marcadores (izoenzimas, genes
espagadores do mini-éxon e subunidade 24Sa do rRNA) definindo esses grupos, hd ainda
algumas cepas que ndo se incluem nos grupos T. cruzi | ou T. cruzi Il. Freitas et al. (2006),
utilizando ferramentas de bioinformatica ¢ analisando pcolimorfismos de cinco loci de
microsatélites nucleares, do gene 24Sao do rRNA do gene que codifica a subunidade II da
citocromo oxidase mitocondrial, além de sequéncias dos genes de citocromo B e NADH
desidrogenase conseguiram distribuir 75 cepas de T. cruzi em trés grupos, apresentando a

comunidade cientifica o grupo T. cruzi III além dos grupos I ¢ II previamente conhecidos.

1.3. O ciclo de vida do Trypanosoma cruzi € as formas clinicas da doenca de Chagas

O T. cruzi apresenta variagdes morfologicas ao longo de seu ciclo de vida denominadas
formas tripomastigotas, epimastigotas, amastigotas (Figura 2). A forma tripomastigota ¢ alongada
podendo ser fina ou larga, com cinetoplasto na regido posterior ao nicleo, membrana ondulante e
flagelo livre na regido anterior. Esta forma ¢ altamente infectante, porém nao-replicativa. A
forma epimastigota ¢ alongada, com cinetoplasto anterior ao ntcleo e flagelo que emerge de uma
bolsa flagelar tornando-se livre na regido anterior. E uma forma replicativa e ndo-infectante. A
forma amastigota ¢ arredondada, com cinetoplasto na regido anterior ao nucleo e flagelo curto,

imperceptivel por microscopia optica. E uma forma replicativa e infectante (Prata, 2001).
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Figura 2: Variagdes morfologicas do parasito Trypanosoma cruzi. Da esquerda para a direita: forma
tripomastigota, forma epimastigota e formas amastigotas dentro de células Vero. Nas formas
tripomastigota e epimastigota, estdo indicados o nucleo (N), o cinetoplasto (K), o flagelo (F) e a
membrana (M).

Este parasito ¢ o agente etiologico da doenga de Chagas e pode ser transmitido pelo vetor
triatominio infectado, por transfusdo de sangue, por via congénita, por via oral na ingestdo de
alimentos contaminados, por acidentes de laboratorio, por transplante de 6rgdos e pelo leite
materno (Brener, Andrade & Barral-Netto, 2000).

Na transmissdo vetorial (Figura 3), as formas tripomastigotas sdo adquiridas pelo
hospedeiro invertebrado — barbeiro, inseto triatomineo - ao alimentar-se de sangue infectado. Os
parasitos tripomastigotas migram do intestino anterior para o intestino médio do inseto onde se
diferenciam em epimastigotas e se multiplicam. Os vdarios parasitos epimastigotas migram para o
intestino posterior do inseto, onde se convertem em tripomastigotas metaciclicos. Essas formas
sdo excretadas nas fezes no momento do proximo repasto sanguineo do inseto e se conseguirem
penetrar a mucosa ou a pele do hospedeiro mamifero, atingirdo a corrente sanguinea. Uma vez no
sangue do hospedeiro, os parasitos invadem varios tipos celulares (macrofagos, fibroblastos,
células epiteliais, entre outras) e se diferenciam em amastigotas. Apds sucessivas multiplicacdes
no citoplasma as formas amastigotas transformam-se em tripomastigotas ¢ a célula se rompe
liberando os parasitos no espacgo intercelular. Estas formas podem invadir novas células ou
também cair na corrente sanguinea. Da circulagdo, os parasitos podem infectar outros tecidos ou
um barbeiro ainda ndo parasitado dando continuidade a transmissao da doenca (Tyler & Engman,
2001).

Atualmente, com o controle das transmissdes vetorial e transfusional, a transmissdo oral
tem se tornado a mais importante forma de infecgdo pelo T. cruzi (Coura, 2007). A transmissao

oral pode acontecer pela ingestdo de sucos de frutas, leite cru e carne crua de animais silvestres
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quando mal preparados ¢ contendo fezes de barbeiros infectados (Relatorio Técnico - Consulta
técnica em epidemiologia, prevencdo e manejo da transmissdo da doenca de Chagas como
doenca transmitida por alimentos, 2006).

Individuos infectados podem apresentar trés formas clinicas da doenga: a forma aguda, a
forma indeterminada e a forma cronica.

A forma aguda tem as caracteristicas clinicas de uma infec¢do generalizada, podendo ser
de gravidade variavel. O diagndstico ¢ sugerido pela presenca de chagomas de inoculagéo (i.e.
sinal de Romafa ou chagoma cutineo) (Figura 4) e comprovado pela detec¢do de parasitos no
sangue periférico. A morbidade da doenga aguda ¢ sempre maior em criancas. A duragdo desta
fase varia entre 4 ¢ 12 semanas, ao fim das quais o quadro febril e os parasitos no sangue
periférico tendem a desaparecer, os niveis de IgM diminuem e os de IgG aumentam.

A forma indeterminada ¢é caracterizada por um estado de equilibrio parasito-hospedeiro,
raros parasitos no sangue ¢ sem manifestagdes clinicas. Em cerca de 30% dos casos pode ocorrer

uma transi¢ao para a forma cronica anos mais tarde.
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Figura 3: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi
(http://www.dpc.cdc.gov - Centers for Disease Control and Prevention)
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A forma crénica pode ser cardiaca ou digestiva. A cardiaca ¢é caracterizada por
miocardiopatia inflamatéria fibrosante que leva a uma insuficiéncia cardiaca progressiva de curso
fatal. A digestiva ¢ caracterizada por megaesofago e megacolon. Muitos outros 6rgdos podem ser
comprometidos na forma cronica, em menor intensidade, sendo descritos parotidopatias,
duodenopatias, ureteropatias, encefalopatias, entre outras. Muitos casos de formas cronicas
determinadas apresentam uma evolu¢ao benigna e muito lenta da doenga permitindo que o
paciente viva muitos anos e tenha morte nido relacionada com a infec¢do. No entanto, um
percentual significativo de pacientes evolui rapidamente para a morte (Brener, Andrade & Barral-

Netto, 2000).

Figura 4: Chagoma de inoculag¢do no olho (sinal de Romana) com edema inflamatério unilateral
palpebral.

1.4. Quimioterapia

O nifurtimox (5-nitrofurano; NFX), comercialmente conhecido como Lampit®, e o

benzonidazol (2-nitroimidazol; BZ), comercialmente conhecido como Rochagan®, foram
introduzidos na clinica na década de 70. No mecanismo de agdo de ambas as drogas, o grupo
nitro ¢ reduzido por enzimas nitroredutases produzindo radicais livres intermedidrios e
metabolitos eletrofilicos. Para o nifurtimox, o grupo nitro ¢ reduzido e o radical R-NO;™ reage
com oxigénio molecular regenerando a droga. Entretanto, essa reacdo gera anion superoxido
(O2). A enzima superoxido dismutase elimina esse anion superoxido formando H,O,. Na
presenga de Fe’*, o peroxido de hidrogénio e O, geram o radical livie OH™ que se liga a lipides,
DNA e proteinas danificando-os. O mecanismo de agdo do benzonidazol ainda é pouco

conhecido, mas supde-se que metabodlitos produzidos a partir da droga reduzida se liguem
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covalentemente a macromoléculas impedindo o crescimento do parasito (Maya et al., 2007)
(Figura 5).

Apesar da agdo tripanocida nenhum deles ¢ considerado uma droga ideal, pois: (i)
apresentam baixo percentual de cura na fase cronica da doenca (somente 8% contra 76% na fase
aguda) (Cangado, 2002); (ii) produzem efeitos colaterais indesejaveis (distirbios gastrintestinais,
vomito, leucopenia, dermopatia alérgica, dentre outros) (Andrade, 1992); (iii) seu percentual de
acao varia em diferentes cepas do parasito (Brener et al.,1976); (iv) existem populagdes do
parasito naturalmente resistentes ao BZ ou ao NFX ou com resisténcia cruzada a ambos

compostos (Filardi & Brener, 1987).
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Figura 5: Modo de agdo do BZ e do NFX (Maya et al., 2007).

A experimentacao de potenciais drogas para o tratamento da doenga de Chagas recebe
pouco investimento, mas os motivos supracitados tornam necessario o desenvolvimento de novos
quimioterapicos (Nwaka & Hudson, 2006).

As alteragdes bioquimicas e 0s mecanismos moleculares que tornaram os parasitos
resistentes a drogas sdo ainda pouco conhecidos. Para que novas terapias contra as doencas

parasitarias sejam desenvolvidas, ¢ preciso buscar novos alvos intracelulares para drogas e
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compreender as estratégias de defesa da célula parasitada ou do parasito. Experimentos com
produtos naturais ou sintéticos utilizados no tratamento de outras doengas ou ainda direcionados
para alvos metabdlicos especificos do parasito tém sido testados (Coura & Castro, 2002). A
inibi¢do da produgdo de ergosterol pelo parasito ¢ um exemplo desta linha de pesquisa. O
ergosterol ¢ essencial para a sobrevivéncia do T. cruzi que nido consegue utilizar o do hospedeiro
como faz com agucares ¢ aminoacidos. Mcolina et al. (2000) demonstraram que o Posaconazol,
originalmente um antifingico, inibe a prcoliferacdo de epimastigotas pela inibigdo da sintese de

ergosterol, inclusive em cepas com resisténcia cruzada ao BZ e ao NFX.

1.5. Mecanismos de resisténcia em parasitos e estudo de expressdo diferencial em

cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes a drogas

Os principais mecanismos de resisténcia a drogas em microrganismos (revisados por
Ouellette, 2001) sdo: (i) diminuicdo da entrada da droga na célula (Ellenberg & Beverley, 1987);
(i1) eliminagdo da droga pela fosfoglicoproteina de membrana (PGP) ou outras proteinas
transportadoras dependentes de ATP (Krogstad et al., 1987); (iii) diminui¢do da ativagdo da
droga (Shaked-Mishan et al., 2000); (iv) modifica¢do da droga (Ellenberger & Beverley, 1989);
(v) alteragdo da formagdo do complexo alvo-droga (Cowman et al., 1988) ¢ (vi) eficiéncia no
sistema de reparo (Bethke et al., 2007; Trotta et al., 2004).

Com a finalidade de estudar o fendtipo de resisténcia a drogas em T. cruzi, varios autores
obtiveram cepas desse parasito com resisténcia ao BZ ou ao NFX. Nirdé et al. (1995)
conseguiram obter in vitro uma populagdo de T. cruzi 23 vezes mais resistente ao BZ (17LER) do
que o clone da cepa selvagem (17WTS). Nozaki & Engel (1996) induziram resisténcia ao
nifurtimox em formas epimastigotas e tripomastigotas de varias cepas. Em nosso laboratorio,
uma populag@o (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionados in vivo a partir da cepa Y de
T. cruzi (Murta & Romanha, 1998).

Apesar de cepas de T. cruzi com resisténcia natural a drogas terem sido descritas a mais
de 30 anos, pouco se sabe sobre os artificios que o parasito utiliza para contornar a agdo do BZ e
do NFX. A fim de compreender as bases moleculares desse mecanismo de resisténcia, Murta et
al. (2008 — In press) utilizaram as metodologias Representation of Differential Expression ou
RDE (Krieger & Goldenberg, 1998) e Differential Display ou DD (Liang & Pardee, 1992) para
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identificar genes diferencialmente expressos em cepas do T. Cruzi sensiveis e resistentes a drogas.
Os genes identificados nesse estudo sdo candidatos a estarem associados com o fendtipo de
resisténcia a drogas e, portanto, alvos em potencial para a quimioterapia.

A metodologia DD foi realizada sintetizando a primeira fita do cDNA das populagdes
sensiveis e resistentes com trés iniciadores complementares a cauda pcoli-A (T;;C ou T;A ou
T11G). A segunda fita do cDNA foi sintetizada com sete iniciadores aleatorios, separadamente,
a[**P]dCTP, além dos demais desoxirribonucleotideos. As bandas diferencialmente expressas
foram amplificadas, clonadas, seqiienciadas e analisadas em bancos de dados.

A metodologia RDE para analise de genes diferencialmente expressos em populacdes
sensiveis e resistentes a drogas, foi realizada acoplando-se adaptadores as extremidades 5’ e 3’
das moléculas de cDNA da populacao resistente. Em seguida, os cDNAs de ambas as populacdes
foram agrupados, sendo que foi adicionado um excesso molar (80 vezes) de moléculas de cDNA
de populagdo sensivel de modo a hibridizar todo o cDNA da populagdo resistente com o cDNA
complementar da populagdo sensivel. Posteriormente, o cDNA da populacao resistente, o cDNA
da populacdo resistente hibrido com o da populacdo sensivel e o cDNA da populagdo sensivel
foram amplificados com iniciadores complementares aos adaptadores 5’ e 3’. Dessa forma, o
cDNA da populagdo resistente foi amplificado exponencialmente, o cDNA comum aos dois
fendtipos foi amplificado linearmente e o cDNA da populagdo sensivel nao foi amplificado, pois
nao possuia adaptadores. Apds a eletroforese e analise quantitativa e qualitativa, as seqii€ncias de
cDNA da populagdo resistente ndo hibridizadas foram posteriormente amplificadas por PCR,
clonadas, seqiienciadas e analisadas em bancos de dados.

Com a metodologia RDE, Murta et al. identificaram um total de onze genes
diferencialmente expressos na cepa com resisténcia induzida in vitro ao BZ, 17LER, e seu par
sensivel, 17WTS. Destes genes, quatro codificavam proteinas hipotéticas e os demais
codificavam citocromo b5-like (putativo), MASP-putativo, lipoamida transacilase, anquirina,
superoxido dismutase (TcFeSOD-A) e proteinas de choque térmico de 70 e 100 kDa (HSP-70 e
HSP-100).

Com a metodologia DD, foram identificados nove genes no mesmo par. Destes, quatro
codificavam proteinas hipotéticas e os demais codificavam mucina (TcMucll), proteina L12 da
subunidade ribossomal 60S, DNA espagador ribossomico, lipoamida desidrogenase e

transportador de hexoses.
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Mais recentemente, outras metodologias ja foram utilizadas para o estudo de genes
diferencialmente expressos. Villareal et al. (2005) utilizaram a metodologia Random
Differentially Gene Expression (RADES) em diferentes cepas de T. cruzi na presenga € na
auséncia do BZ. Analises de microarranjo foram utilizadas para estudar a resisténcia a drogas em
Leishmania sp. (Guimond et al., 2003), Candida albicans (Barker et al., 2004) e T. cruzi (Murta
et al., 2006, comunicagao pessoal). Entretanto, as metodologias DD e RDE ainda sdo utilizadas
no estudo da expressdo diferencial (Welss et al., 2003; Yamada-Ogatta et al., 2004; Zhu et al.,
2005).

1.6. Caracteristicas do gene TcrHT1 e da proteina transportadora de hexoses

As hexoses glicose, galactose e frutose sdo carboidratos basicos para o funcionamento das
células dos eucariotos. Estas moléculas sdo capazes de atravessar a membrana celular por
intermédio de proteinas transportadoras. Os transportadores de hexose sdo proteinas integrais de
membrana, que permitem a passagem de aglicares como resultado de uma série de modificagdes
conformacionais. Os transportadores apresentam afinidades de acordo com a hexose e apresenta
niveis de expressdo bastante distintos entre os tecidos (Tetaud et al., 1994).

Dentre os transportadores de glicose existem os que fazem co-transporte de solutos
organicos para dentro da célula e cations para fora da célula e os que fazem difusdo facilitada a
favor do gradiente de concentragdo de glicose. Neste segundo grupo encontram-se proteinas
transmembrana homélogas como GLUT1-5 ¢ GLUT7 de mamiferos (Gould & Holman, 1993;
Mueckler, 1994), transportadores de glicose dos kinetoplastida (Barrett et al., 1998) e outros.

O gene codificador da proteina transportadora de hexose do T. cruzi foi caracterizado por
Tetaud et al. (1994) que, utilizando o gene do transportador de hexose de T. brucei (THT1) como
sonda, identificou um clone contendo um inserto de 15 kb na cepa CL de T. cruzi. Analises desse
clone revelaram a presenca de uma ORF que codificava a proteina transportadora de hexose do T.
cruzi (TcrHT1).

O parasito T. brucei expressa duas isoformas do gene do transportador de hexose: o
THT1, que ¢ de baixa afinidade e mais expresso quando o parasito se encontra em meios de alta
concentracdo de glicose como o sangue, € o THT2, que ¢ de alta afinidade e mais expresso

quando o parasito se encontra em meios de baixa concentracdo desse substrato como o interior da
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célula do hospedeiro. Ao contrario, em T. Cruzi existe apenas uma isoforma do gene que codifica
o transportador de hexose.

Pelo menos 8 copias repetidas em tandem do gene TcrHT1 foram identificadas em um
cromossomo da cepa CL (Tetaud et al.,1994), mas pouco se conhece sobre o nimero de copias
em outras cepas do parasito. Quanto a seqiliéncia, este gene possui 52% de identidade e 65% de
similaridade com o gene THT1 do T. brucei. Com o gene THT2 dessa mesma espécie e com o
gene do transportador de hexose de Leishmania enriettii, Pro-1, o gene TcrHT1 apresenta 55% e
54% de identidade ¢ 72% e 73% de similaridade respectivamente (Tetaud et al. 1994).

Analises de Northern blot do RNA total das formas tripomastigotas e epimastigotas da
cepa CL do T. cruzi revelaram a presenca de dois transcritos de mRNA de igual abundancia.
Analises do cDNA desses dois transcritos revelaram que as regides 3’ UTR sdo diferentes em
seqiiéncia e em tamanho (Tetaud et al., 1996).

O TecrHT1 ja foi expresso em ovdcitos de Xenopus e em células ovarianas de hamsters
(células CHO). Esse transportador pertence a mesma superfamilia do GLUTI1 e, de acordo com
perfis de hidropatia, sdo também compostos por 12 dominios transmembrana hidrofébicos
separados por algas hidrofilicas (Figura 6). As regides amino e carboxi-terminais sdo voltadas
para o meio intracelular. A primeira alga ¢ maior que as demais e possui um arranjo de varias
cisteinas espacialmente conservado entre os tripanosomatideos (Tetaud et al. 1997). Essas
cisteinas provavelmente estdo envolvidas na formacao de pontes dissulfeto além de contribuirem
para uma estrutura resistente a digestdo por proteases — uma propriedade importante no
funcionamento bioldgico dessas proteinas nas formas promastigotas encontradas no intestino
médio de insetos (Bringaud & Baltz, 1992). Varias outras proteinas de membrana dos
tripanosomatideos possuem esse arranjo de cisteinas que, por ser conservado, sugere sua
importancia na arquitetura da superficie de membrana dos kinetoplastida (Barrett et al., 1998).
Andlises de aminoécidos de transportadores de glicose de varios kinetoplastida acusaram a
ocorréncia de alguns sitios de glicosilagdo como Asn-81 em T. cruzi, Asn-90 ¢ Asn-91 em T.
vivax e Asn-69 no segundo transportador de T. brucei (Szlabewski, 2000).

Estudos foram realizados a fim de investigar os residuos responsaveis pelo
reconhecimento do substrato nos transportadores de hexose dos tripanosomatideos. Gould &
Holman (1993) mostraram que residuos de aminoacidos presentes na hélice 7 podem apresentar
essa funcdo. No entanto, ainda hoje ndo se sabe ao certo como o transportador reconhece e

transporta do substrato.
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Quanto a interagdo do substrato com o transportador de T. cruzi, Tetaud et al. (1996)
utilizou andlogos de D-glicose com substituigdes em cada um dos carbonos e analisando a
cinética do transporte desses compostos mostrou que os grupos hidroxila dos carbonos C-2, C-4 e
C-6 da glicose s3o os mais importantes para a interacdo entre o substrato e o transportador. O
grupo hidroxila em C-2 aparentemente é o mais importante no reconhecimento do substrato, visto
que a afinidade por D-glicose ¢ consideravelmente mais alta que aquela por 2-DOG. O
transportador de T. cruzi também transporta D-frutose com relativamente alta afinidade (Km ¢ de

0.682 mM, enquanto o da D-glicose ¢ de 84,1 uM), mas nao transporta D-galactose.
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Figura 6: Estrutura secundaria da proteina transportadora de hexose de T. cruzi e comparagdo com o
transportador de glicose GLUT1 de mamiferos. EX - face extracelular; IN - face intracelular; @ - cisteina;
Y - sitio de glicosila¢do (adaptado de Barret et al.,1998).

1.7. Caracteristicas do gene TcLipDH e da enzima lipoamida desidrogenase

A lipoamida desidrogenase (LipDH) ¢ uma dissulfeto oxidorredutase que cataiza a reacao
dihidrcolipoamida + NAD™ = lipoamida + NADH + H' utilizando FAD como cofator. Esta

enzima ¢ encontrada na mitocondria de todos os organismos aerdbicos e em alguns organismos
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anaerdbicos, como ¢ o caso da forma prociclica de T. brucei, encontra-se fracamente ligada a
membrana plasmatica, pois estes organismos ndo possuem uma mitocondria desenvolvida
(Portela & Stopopani, 1991; Else, Hough & Danson, 1992).

A LipDH ¢ o componente E3 do complexo da piruvato desidrogenase (Figura 7),
responsavel pela formagdo de acetil-CoA para o ciclo do acido citrico, e do complexo da 2-
oxoglutarato desidrogenase, responsavel pela conversdo de 2-oxoglutarato a succinil-CoA para o
ciclo do 4cido citrico (Williams, 1992). E nesta via metabélica que sdo produzidos precursores
importantes de bases nitrogenadas e alguns aminoacidos (Figura 8).

Ensaios de Southern blot utilizando uma sonda para uma regido idéntica da LipDH de T.
cruzi e T. brucei apresentarma somente uma banda sugerindo que ambas as espécies possuem
somente um gene que codifica esta enzima em todas as formas de vida desses parasitos.
Entretanto, isso ndo exclui a idéia da existéncia de outras lipoaida desidrogenases, visto que
varios organismos possuem mais de uma isoforma desta enzima.

Em T. cruzi, o gene que codifica a LipDH (TcLipDH) possui 1.431 pb e codifica uma
enzima homodimérica com 50 kDa por subunidade (Lohrer & Krauth-Siegel, 1990). Esse gene
possui dois alelos 99% idénticos em cromossomos ainda ndo identificados. Ambos expressam
transcritos de 2,1 Kb e codificam proteinas idénticas. A proteina é expressa em todas as formas
do ciclo de vida do T. cruzi e possui cerca de 79% de identidade com a LipDH de T. brucei
(Krauth-Siegel & Schoneck et al., 1997).

A TcLipDH ¢ um bom alvo para a quimioterapia, pois as diferencas estruturais entre a
LipDH do parasito e a do hospedeiro garantem que drogas sejam sintetizadas especificamente
para a enzima do parasito. Além disso, ela é capaz de seqiiestrar radicais livres do citoplasma e da
membrana, portanto, a inibigdo desta enzima pode interferir no mecanismo antioxidante do
parasito. Um terceiro fator que a torna um alvo interessante para drogas tripanosomicidas € que
ela é capaz de reduzir naftoquinonas e derivados de nitrofuranos como menadiona e nifurtimox
em um elétron contribuindo para a concomitante produgdo de radicais de anion superoxido (O;")
e peroxido de hidrogénio (H,0O,) (Grinblat, Sreider & Stoppani, 1991).

Foi mostrado também que as flavoenzimas LipDH, tripanotiona redutase e glutationa
redutase realizam também uma oxidagdo ndo-especifica lenta de NADPH com oxigénio
molecular. O consumo de NADPH também diminui a prote¢ao contra radicais livres (Blumenstiel

et al., 1999; Salmon-Chemin et al., 2001).
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Figura 7: Esquema do representativo do complexo piruvato desidrogenase. 24 subunidades da piruvato
desidrogenase (E1) e 12 subunidades da LipDH (E3) se ligam ao centro do complexo enzimatico formado
por 24 subunidades da lipoamida transacilase (E2). (Lodish et al., 2000).
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Figura 8: Metabolismo energético em tripanosomatideos, a exce¢do da forma sanguinea de T. brucei que
possui uma mitocondria pouco desenvolvida. Transporte de glicose, ciclo do acido citrico e fosforilagao
oxidativa (Hannaert et al., 2003).
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2. Justificativa

Em 1980 estimava-se que mais de 18 milhdes de pessoas na América Latina estivessem
infectadas pelo Trypanosoma cruzi (WHO, 1991). Naquela época, mais de 250 milhdes de
dolares/ano eram gastos com marca-passos € cirurgias intestinais, cerca de 1.000 délares/ano
eram gastos, por paciente, com consultas e cuidados médicos, ¢ o auxilio desemprego por
invalidez chegava a 399 mil dolares (Dias, 1987; Schofield & Dias 1991).

Na década de 90 foram instituidas iniciativas de controle da transmissdao da doenca de
Chagas em paises do Cone Sul concentrando esforcos na eliminagdo de vetores com inseticidas,
no melhoramento de moradias e em campanhas educacionais. Essas medidas contribuiram para
queda no nimero de infectados 18 milhdes para 10 milhdes em 2001 (Schofield, Jannin &
Salvatella, 2006), queda na estimativa DALY de 2,7 milhdes (World Bank, 1993) para 649.000
atualmente e queda do numero de mortes anuais de 45 mil para 13 mil atualmente (WHO, World
Health Report,2004). Em 9 de junho de 2006, o Ministério da Saude do Brasil recebeu a
Certificacdo Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da Doenga de Chagas gragas a
eliminacdo das popula¢des domésticas e peridomésticas do Triatoma infestans na area endémica.

Apesar dos avancos, a doenca de Chagas ainda representa um sério desafio. H4 outras
espécies da subfamilia Triatominae além de T. infestans que sdo potenciais vetores da doenga; ha
varias espécies de mamiferos que sdo reservatdrios em potencial; ha outras formas de infecgdo
pelo T. cruzi além da vetorial (i.e. transmissdao por via oral); ainda ndo foi estabelecida uma
quimioterapia mais eficiente, menos toxica e de custo mais baixo e a resisténcia natural de cepas
do T. cruzi ao BZ e/ou ao NFX ¢ outro fator importante no combate a doenga. Estes dados
reforgam a necessidade do desenvolvimento de novas estratégias de controle de transmissao e
terap€uticas, incluindo a identificagdo de novos alvos e novas drogas tripanocidas.

Murta et al. (2008, in press), utilizando as metodologias RDE ¢ DD de estudo da
expressao diferencial em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes a drogas, identificaram varios
genes que podem estar relacionados com o fenotipo de resisténcia a drogas € que, portanto, sao
candidatos em potencial para novas abordagens terapéuticas.

Neste estudo caracterizamos dois genes que foram indicados pela metodologia DD como

estando mais expressos em uma cepa do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ.
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3. OBJETIVOS

3. 1. Objetivo geral

Caracterizar os genes que codificam a enzima lipoamida desidrogenase (TcLipDH) ¢ a
proteina transportadora de hexoses (TcrHT1) em cepas do Trypanosoma cruzi sensiveis e

resistentes ao benzonidazol.

3. 2. Objetivos especificos

Os genes TcLipDH e TcrHT1 foram avaliados com relagéo:

« ao nivel de mRNA;
« 4 sua organizagdo no genoma,
« alocaliza¢do cromossdmica;

ao nivel de expressao ou atividade das proteinas;

. a anotacdo em bancos de dados e inferéncia filogenética.

35



4. MATERIAL E METODOS

4.1. Cepas do Trypanosoma cruzi

Neste estudo utilizamos uma populagao do T. cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao
benzonidazol (BZR) e seu par sensivel (BZS); um par de clones dessas populacdes (clol6R e
clo4S) (Murta & Romanha, 1998); uma cepa com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) ¢
seu par sensivel (17WTS) (Nirdé et al, 1995), gentilmente cedidas pelo Dr. Philippe Nirdé
(Génetique Moléculaire des Parasites et des Vecteurs- Montepellier/ France). Além disso,
utilizamos dez cepas de T. cruzi, sendo seis sensiveis (CL, MR, Luna, Ernane, Quaraizinho e
Gilmar) e cinco naturalmente resistentes (Colombiana, VL-10, Noel, Yuyu e SC-28),
previamente caracterizadas por Filardi & Brener (1987). As formas epimastigotas do parasito
foram mantidas em meio liquido Liver Infusion Triptose (LIT) a 28°C (Camargo, 1964). As

caracteristicas principais das cepas utilizadas neste estudo estdo presentes na Tabela 1.

4.2. Extracao 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 parasitos (cerca de 1x10° epimastigotas) foi
ressuspendido em TRIZOL (vol/vol). Em seguida foram adicionados 200 pl de cloroférmio a
suspensao que foi homogeneizada e incubada por 15 min no gelo. A amostra foi centrifugada a

13.400 Xg por 10 min e o sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro tubo contendo

o mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -200C por 12 a 18h para precipitagdo do
RNA. O RNA precipitado foi lavado com etanol 70%, seco e ressuspendido em dagua
autoclavada, estéril e livre de RNAse. A concentragcio do RNA total foi determinada por

espectrofotometro considerando 1 unidade de absorbancia 260,,, = 40 pg/mL.
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Tabela 1: Caracteristicas das populagdes e clones do T. cruzi utilizadas neste estudo.

Cepa Hospedeiro Susceptibilidadea Zimodema® Grupo de T. cruzi® Origem
17WTS Triatoma infestans S 1 I México
17LER Triatoma infestans R 1 I México
SC-28 Didelphis marsupialis R 1 I Santa Catarina
Colombiana | Caso cronico humano R 1 I Colombia
Quaraizinho Triatoma infestans S I I R.G do Sul
Gilmar Caso agudo humano S I I Minas Gerais
Yuyu Triatoma infestans R 1 I Bahia
BZS-Y Caso agudo humano S 2 I Sao Paulo
BZR-Y Caso agudo humano R 2 I -
Clone 4S Clone da cepa BZS S 2 II -
Clone 16R Clone da cepa BZR R 2 11 -
VL-10 Caso croénico humano R 2 I Minas Gerais
Noel Caso agudo humano R 2 I Minas Gerais
Ernane Caso cronico humano S 2 II Goias
CL Triatoma infestans S B II R. G. do Sul
MR Triatoma infestans S B I R.G. do Sul
Luna Caso agudo humano S B II Argentina

*Susceptibilidade a drogas: R(resistente), S(Sensivel) como descrito por Filardi & Brener (1987).
®Zimodema, como previamente descrito por Murta et al. (1998).
“Grupos de T. cruzi (Fernandes et al., 1994; Recommendations from a Satellite Meeting, 1999).

4.3. Extracdo de DNA

O sedimento de epimastigotas das populacdes sensiveis e resistentes foi ressuspendido em
tampao de extragdo (50 mM de Tris-HCI, 50 mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5% de SDS, pH
8,0) e incubado com 100 pg/mL de proteinase K por 12h a 37°C. Posteriormente, o DNA foi
extraido com fenol, fenol/cloroférmio/alcool isoamilico (1:1:24) e cloroférmio/alcool isoamilico
(1:24) e precipitado pela adi¢cdo de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sodio 0,3M a 20°C por
12h. O DNA foi entdo lavado 2 vezes com etanol 70% e ressuspendido em 100 uL de tampao TE
(Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0). A concentragao do DNA obtido foi determinada por

espectrofotometro considerando 1 unidade de absorbancia 260 nm = 50 pg/mL.
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4.4. Reacdo em Cadeia da Pcolimerase (PCR)

As reacoes de PCR foram feitas com 10 pL/tubo, sendo: 1 uL de tampao de reagao 10
vezes concentrado, 1 pL de dNTP (200 uM de cada um dos desoxirribonucleotideos), 1 uL de
cada iniciador especifico (10 pmoles/uL) senso ¢ anti-senso, 1 uLL. de DNA genomico de T. cruzi
(1 ng/uL), 0,1 uL de Taq DNA pcolimerase (Invitrogen) e agua autoclavada q.s.p. 10 puL. Os
iniciadores utilizados nas PCRs foram desenhados a partir da seqiiéncia nucleotidica completa
dos genes TcLipDH e TcrHT1 disponiveis no banco de dados (nimero de acesso no Genebank:
X89112 e U05588, respectivamente) e constam na tabela 2. Cada reagdo foi submetida a
amplificagdo no termociclador Perkin Elmer® com o seguinte programa: desnaturacdo inicial a
95°C por 5 min, seguidos de 30 ciclos de trés etapas (desnaturacdo a 95°C por 1 min, anelamento
65°C por 1 min e extensao a 72°C por 1 min). Ap6s os 30 ciclos foi feita uma extensao final por

5 min a 72°C.

4.5. Eletroforese de DNA em gel de pcoliacrilamida

Apods a PCR, 3 puL do produto da reacdo foram submetidos a andlise em mini-gel de
pcoliacrilamida. Para a pcolimerizagdo de 10 mL da solu¢ao de pcoliacrilamida 6% foram
utilizados 125 pL de persulfato de aménio 10% e 12,5 uL. de TEMED (N,N,N’,N’ — tetrametil-
etilenodiamina) 0,05%. Apo6s a eletroforese a 100 V durante 1h, o gel foi fixado em 150 mL de
solugdo de etanol a 10% com 0,5% de acido acético e impregnados por nitrato de prata a 0,2%.
Finalmente, o gel foi lavado em agua deionizada e revelado em solucao aquosa de hidréxido de

s6dio 3% com 0,5% de formaldeido, até o aparecimento das bandas (Sanguinetti et al., 1994).

4.6. Northern Blot

A fim de confirmar as analises de DD, inicialmente foram realizados ensaios de Northern
blot. Para esses experimentos, o RNA das diferentes cepas do T. cruzi foi submetido a
eletroforese em gel de agarose-formaldeido e transferido para uma membrana de nailon. Foi

preparado um gel de agarose 1% (Sigma) em tampao MOPS 1X (0,04 M MOPS, 1 mM EDTA, 5
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mM acetato de soédio pH 7,0) contendo 7,7% de formaldeido. As amostras contendo de 10 a 20
ug de RNA foram aplicadas no gel e submetidas a eletroforese a 20V por 4h em tampao MOPS
1X acrescido de formaldeido 18,7% (v/v). O gel contendo as amostras foi transferido para
membrana de ndilon durante 12h usando tampao SSC 10X (1,5 M NaCl, 150 mM citrato de
sodio). Posteriormente, as membranas foram hibridizadas com sondas especificas para cada gene

marcadas com fosforo o[**P]JdCTP, segundo protocolo descrito por Dos Santos & Buck (1999).

4.7. Southern Blot

Foram preparadas uma digestdo de 14 pg de DNA genémico com a enzima Sall e outra
com a enzima ECORI para o gene TCcrHT1 e uma digestao de 14 pg de DNA gendmico com a
enzima Aval e outra com a enzima ECORI para o gene TcLipDH. Todas as reagdes foram
realizadas por 16h a 37°C. Os fragmentos originados foram separados por eletroforese em gel de
agarose 1%. Esses géis foram corados com brometo de etidio 0,5 pg/mL, transferidos para
membranas de nailon (Hybond-Amersham Biosciences) em tampao SSC 10X e as membranas
foram hibridizadas com a sonda para o gene de interesse marcada com a[**P]dCTP.,

A andlise dos perfis de restrigdo permitiu a avaliagdo da organiza¢do gendmica desses

genes.

4.8. RT-PCR Quantitativo em Tempo Real (RT-gPCR)

Para a confirmagdo da expressdo diferencial dos genes TcLipDH e TcrHT1 foi feito
também um RT-PCR Quantitativo em tempo real (RT-PCRq). O cDNA utilizado nesses ensaios
foi sintetizado a partir de uma solugdo de 10,5 pL contendo 2 pg do RNA total, 1 puL de
coligonucleotideo-d(T) a 500 pg/mL, 4 uL de tampao RT 5X, 2 uL de DTT (10mM), 1 uL de
dNTP mix (10 mM de cada desoxinucleosideo), 0,5 uL. de RNAse (40 U/uL) e 1 pL da enzima
transcriptase reversa Superscript II 200 U/uL (Invitrogen) totalizando um volume final de 20 pL.
Essa reacdo foi incubada a 42°C por 60 min, em seguida a 70°C por 20 min e depois colocada a
4°C. O cDNA obtido foi diluido 15 vezes em dgua estéril e livre de DNAse. Os iniciadores

utilizados para os genes TCLipDH e TcrHT1 amplificam, respectivamente, fragmentos de 283 pb
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e 157 pb (Tabela 2). O gene constitutivo e de copia unica que codifica a enzima hipoxantina
guanina fosforibosil transferase (TCHGRPT) foi usado para normalizar a quantidade da amostra
analisada. Os iniciadores especificos para este gene amplificam um fragmento de 412 pb (Tabela
2).

As reagdes de PCR Quantitativo foram realizadas em placa de 96 pocos. Foram feitas 21
reacOes para andlise de cada gene, sendo uma triplicata para cada uma das 6 cepas analisadas
(17WTS/17LER, BZS/BZR, CL/Colombiana) e uma triplicata de controles negativos. Cada
reacdo continha um volume final de 20 pL, sendo 1uL de cada iniciador senso e anti-senso (10
pmoles/uL cada), 2,5 uL de tampao Sybr Green 10X (Applied Biosystems), 3 pL. de MgCl, 25
mM, 2,0 uL. de ANTP 12,5 mM, 0,1 pL. Amplitag Gold DNA Polymerase (5 U/uL) e 10,4 pL
agua deionizada. Apds a adicdo das reagdes na placa, a cada pogo foram adicionados 5 uL do
cDNA diluido 15X. Os controles negativos ndo receberam cDNA. A placa foi devidamente
selada e colocada no aparelho ABI Prism 7900, Sequence Detection System SDS (Applied
Biosystems) com o seguinte programa: 1 ciclo de 95°C por 10 min; 40 ciclos de 95°C por 15 seg
seguido de extensdo e anelamento a 60°C por 1 min. Os resultados foram normalizados com o

gene TCHGPRT e a diferenca no nivel de expressao foi analisada entre os pares.

4.9. Sondas e ensaio de hibridizacéo

As sondas foram utilizadas nos ensaios Northern e Southern blot. Elas foram preparadas a
partir da amplificacdo por PCR do DNA da cepa Y do T. cruzi com iniciadores especificos para
cada gene. A sonda para o gene TcLipDH foi sintetizada para o gene inteiro ¢ a sonda para o gene
TcrHT1 foi sintetizada para um fragmento de 457 pb do gene. Apo6s a amplificacao, os produtos
de PCR foram purificados e precipitados com fenol/cloroférmio e marcados com o[**P]dCTP
conforme protocolo descrito por Feinberg & Vogelstein (1983). Uma pré-hibridizacdo das
membranas foi feita com 15 mL de solucdo constituida por 1% BSA, 500 mM NaH,;PO4 1 mM
EDTA e 7% SDS (Church & Gilbert, 1984) a 60°C durante 2 h. Em seguida, a sonda foi
adicionada a esta solugdo e a membrana foi hibridizada durante 14 horas a 60°C. Para os ensaios
de Southern blot a hibridizagao foi realizada pelo mesmo tempo a 65°C. Depois da hibridizagao,
as membranas foram lavadas 4 vezes com SSC 2X e 0,1% SDS a temperatura ambiente. Apds a

lavagem, a membrana foi exposta ao filme de raio-X e incubada a —70 °C.
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4.10. Eletroforese de Pulso Alternado (Pulsed Field Gel Electrophoresis)

Para fazer a localizagdo cromossomica dos genes TcLipDH e TcrHT1 foi feita uma
eletroforese para separa¢ao dos cromossomos de diferentes cepas de T. cruzi.

Para o preparo de blocos de agarose contendo células de T. cruzi, um numero de
aproximadamente 2 x 10° de parasitos epimastigotas foram lavados em solugdo salina 0,9% e
ressuspendidos em solugdo PSG (130 mM NacCl, 142 mM Na,HPO4, 8 mM NaH,PO, e glicose 2
%). Aos parasitos foi adicionada uma solu¢do de agarose de baixo ponto de fusdo que foi entdo
transferida para um molde de acrilico para gerar os blocos. Apos pcolimeriza¢do da agarose, os
blocos foram incubados em uma solugdo de lise de sarcosil 3%, 1 mg/mL de Proteinase K e 500
mM de EDTA pH 8,0 por 48h a 50°C. Em seguida, os blocos foram estocados em solugdo de
EDTA 500 mM a 4°C.

A eletroforese de pulso alternado foi realizada no equipamento Gene Navigator TM
System (Amersham Biosciences). Os blocos contendo os parasitos foram colocados em canaletas
separadas de um gel de agarose 1% em tampao TBE 0,5X. A eletroforese foi realizada com
pulsos norte/sul, leste/oeste de 250 V por 24 h, 250 V por 24 h, 750 V por 24 h e 1000 V por 24
h. Ao final da corrida o gel foi corado com brometo de etidio (1 pg/mL), fotografado com o
programa EagleEye (Stratagene) e tratado com tampdes de desnaturagdo acida (HCI 0,25 M),
neutralizacao (NaOH 0,5 M e NacCl 1,5 M) e equilibrio (NaCl 1,5 M e Tris-HCI1 0,5 M ph 7,4).
Posteriormente, os cromossomos foram transferidos do gel para membrana de nailon e a

membrana foi utilizada para hibridizacdo com sonda especifica para o gene.
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Tabela 2: Iniciadores utilizados para PCR, sintese de sondas e PCR Quantitativo em Tempo Real.

Tamanho do fragmento

esperado
Toda a sequéncia codificadora do gene TcLipDH 1.434 pb
Senso 5" CGCGGATCCCCATGTTCCGTCGTTGTGCAGTCAAG 3’ (toda a ORF do gene)
Anti-senso 5’ CGGGAATTCTTAAAAGTTAATAGTCTTCGCGAC 3’ Numero de acesso: X89112

Toda a sequiéncia codificadora do gene TcrHT1
5" CGCGGATCCCCATGCCATCCAAGAAGCAGACTGAT 3’
5" CGGGAATTCTCACGCGGCTTGACGGTTGCCAGG 3’

Senso

Anti-senso

1.635 pb
(toda a ORF do gene)
Numero de acesso: U05588

Clonagem e sonda do gene TcLipDH nos ensaios de localizacdo cromossdémica
5’ CGCGGATCCCCATGTTCCGTCGTTGTGCAGTCAAG 3’
5’ CGGGAATTCTTAAAAGTTAATAGTCTTCGCGAC 3’

Senso

Anti-senso

1.434 pb
(toda a ORF do gene)

Numero de acesso: X89112

Sonda do gene TcLipDH nos ensaios de Northen e Southern blot
5" CGCGGATCCCCATGTTCCGTCGTTGTGCAGTCAAG 3’
5 TCATCAAACGGCAAGAAGGG 3’

Senso

Anti-senso

500 pb
(nt 1 ao nt 500)
Numero de acesso: X89112

Clonagem e sondas do gene TcrHT1
5" CGCGGATCCCCATGCCATCCAAGAAGCAGACTGAT 3’
5" CGGGAATTCTCTGCCCGGCATAGATCGACCCAATC 3’

Senso

Anti-senso

450 pb
(nt 273 ao nt 723)
Numero de acesso: U05588

PCR em tempo real para o gene TcLipDH
5 CCAACTTTGCACGCTACGG 3’
5’ TCATCAAACGGCAAGAAGGG 3’

Senso

Anti-senso

283 pb
(nt 217 ao nt 500)
Numero de acesso: X89112

PCR em tempo real para o gene TcrHT1
5" AGTTCCTTCACGTGGACG 3’
5’ CTGTGCCTTTTCTACGCT 3°

Senso

Anti-senso

157 pb
(nt 922 ao nt 1.079)
Numero de acesso: U05588

PCR em tempo real para o gene TCHGPRT
5’ CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3’
5> ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3’

Senso

Anti-senso

412 pb
(nt 337 ao nt 749)
Numero de acesso: L07486

* As regides sublinhadas sdo seqiiéncias reconhecidas pelas enzimas de restrigdo BamHI ¢ EcoRI, que
foram adicionadas aos iniciadores senso e anti-senso, respectivamente. Essas enzimas possuem seqiiéncias
de restricdo no sitio multiplo de clonagem do vetor pGEX 5X-3, permitindo a digestdo e ligagdo do
produto de PCR ao vetor de expressao.
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4.11. Clonagem dos genes TcLipDH e TcrHT1 em vetores de expressao

Para a expressdo das proteinas recombinantes, toda a seqiiéncia codificante do gene
TcLipDH foi clonada enquanto o gene TcrHT1 foi clonado somente dos nucleotideos 273 ao 726.
Os fragmentos de interesse foram amplificados com os iniciadores especificos (Tabela 2). Em
cada iniciador senso e anti-senso foi adicionada uma seqiliéncia reconhecida pela enzima de
restricdo BamHI ou EcoRI, que também reconhecia uma seqiiéncia no sitio de clonagem multipla
do vetor de expressdo pGEX-5X-3 (GE Healthcare). O plasmideo e os produtos da PCR foram
digeridos com as enzimas de restricdo a 37 °C durante 8 h e os vetores recombinantes (pGEX-
TcLipDH ou pGEX-TcrHT1) foram construidos com a enzima T4 DNA Ligase (Biolabs) de
acordo com as informagoes do fabricante.

Os vetores recombinantes foram inseridos em bactérias E. ccoli cepa BL-21(DE3)pLysS
através da metodologia de choque térmico, que foi realizada da seguinte maneira: 5 pL de um dos
vetores foram incubados com 100 pL de bactérias calcio-competentes durante 30 min no gelo.
Em seguida o tubo foi incubado a 42°C por 30 segundos e resfriado no gelo imediatamente para o
choque térmico. As bactérias transformadas foram adicionadas a 1 mL de meio Luria Bertani
(LB) sem antibidtico e incubadas a 37 °C por 1h com agitacdo. Em seguida, as bactérias foram
plaqueadas em meio LB 4gar com 100 pg/mL de ampicilina e incubadas a 37°C durante 12 h. A
confirmacao da clonagem foi feita através de PCR das colonias transformadas com os iniciadores
especificos.

Para confirmar as clonagens, realizamos PCR de colonia utilizando o mesmo protocolo
descrito no item 4.4, porém, ao invés de DNA gendmico, utilizamos pequenas quantidades das
colonias transformadas com o plasmideo recombinante.

As coldnias positivas foram induzidas a expressar as proteinas recombinantes mediante a
adicao de IPTG 2 mM, a 37°C, sob agitacdo por até 6h.

Como utilizamos o vetor pGEX 5X-3, as proteinas TcLipDH e TcrHT1 foram expressas
com a proteina de fusdo GST (Glutationa S-Transferase) de Schistosoma japonicum. Devido a
dificuldade de comprar o fator Xa, necessario para clivagem da GST, as proteinas recombinantes
TcLipDH e TcrHT1 permaneceram ligadas a proteina de fusdo. Desta forma, também
expressamos ¢ purificamos a GST para utiliza-la como controle positivo em nossos experimentos.

Essa expressao também foi feita com IPTG 2 mM, a 37°C, sob agitacao por até 6h.
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4.12. Eletroforese de proteinas em gel de pcoliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar a eficiéncia da expressdo das proteinas recombinantes, foi feita uma
eletroforese em gel de pcoliacrilamida. Inicialmente foi preparado um gel a partir da mistura de
0,8% de N,N’-metileno-bis-acrilamida ¢ 30% de acrilamida. O gel de separacdo foi feito
adicionando-se a 3,3 mL de acrilamida 30%, 4 mL de agua, 2,5 mL de Tris-HCI 1,5M pH 8,8 ¢
100 pL. de SDS 10%. O gel foi pcolimerizado pela adi¢do de 40 uL de persulfato de amonio 10%
e 7 uL de TEMED 0,05%. O gel de concentragdo foi preparado a 4% adicionando-se a 650 uL de
acrilamida 30%, 3 mL de agua, 1,25 mL de Tris-HCI 0,5 M pH 6,8, 50u 1 de SDS, 50 uL de
persulfato de amonio 10% e 5 pL. de TEMED (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%, 2p3-mercaptoetanol 5% e glicerol 10%),
fervidas em banho-maria por 5 min e aplicadas nas canaletas do gel de concentragdo. A
eletroforese foi realizada a 50 V para o gel de concentragdo e a 100 V para o gel de separagao,
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 h pelo azul de Coomassie (Coomasie brilhante R-250
0,25%, metanol 50% e acido acético 10%) a temperatura ambiente e em seguida descorado com
varias trocas de solucdo descorante (metanol 10% e acido acético 5%) até¢ o fundo do gel se

tornar incolor.

4.13. Teste de solubilidade das proteinas recombinantes TcLipDH e TcrHT1

Um volume de 40 mL de cultura de bactérias expressando a rTcLipDH ou a rTcrHT1 foi
centrifugado a 4000 Xg por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de PBS 1X pH 8.0,
acrescido de 100 pg/mL de lizosima e incubado no gelo durante 15 min. Posteriormente, foi
adicionado na solugdo 1 mM de PMSF e 5 mM de DTT (dithiothreitol). A amostra foi
homogeneizada e sonicada (3X por 15 segundos com pulso 5,0/3,0 em 30% amplitude). Apos a
sonicacao, a mistura foi passada 20X em seringa de SmL. Em seguida a amostra foi centrifugada
a 8000 Xg durante 10min a 4°C. O sobrenadante e o sedimento foram coletados para analise em

gel SDS-PAGE.
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4.14. Extracado de proteinas recombinantes insolGveis com sarcosil

Um volume de 50 mL de cultivo de bactérias expressando rTcLipDH ou rTcrHT1 foi
centrifugado a 4.000 Xg por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS 1X pH
8.0, acrescido de 1 mM de PMSF e 20 pg/mL de lizosima e incubado no gelo por 15 min. A
amostra foi homogeneizada e sonicada (3X por 15 segundos com pulso 5,0/3,0 em 30%
amplitude). Apos a sonicagdo, a mistura foi seringada 10X e foi adicionado 1 mM de DTT. Em
seguida a amostra foi centrifugada a 10.000 Xg durante 10min a 4°C. O sobrenadante foi coletado
para andlise em gel SDS-PAGE. O sedimento foi ressuspendido em 2,5 mL de PBS 1X pH 8,0
com 1,5% de Sarcosil (n-lauryl sarcosil). Posteriormente foi adicionado a amostra 5 mL de PBS
1X pH 8,0 com 4% de Triton X-100 e ImM de PMSF e 1mM de DTT. Essa mistura foi
centrifugada a 10.000 Xg durante 10min a 4°C. O sedimento e o novo sobrenadante foram

coletados para analise em gel SDS-PAGE.

4.15. Purificagdo das proteinas recombinantes

A purificagdo das proteinas TcLipDH foi realizada por eletroelui¢do. A proteina
recombinante foi submetida a eletroforese em gel de pcoliacrilamida. Apés a eletroforese, o gel
foi corado a 4°C com uma solugdo de KCI1 0,1 M. As bandas de proteinas ficaram esbranquicadas,
permitindo que o fragmento de interesse fosse excisado do gel. Essa parte do gel foi colocada em
uma membrana de dialise com 3 mL de tampao de corrida 1 X filtrado (25 mM de Tris-HCI, 192
mM de glicina e 0,1% de SDS em pH 8,3). A eletroeluicao foi realizada a 100 V durante 3h.
Posteriormente inverteu-se a corrente (polo negativo para positivo) por 10 segundos para permitir
que proteinas presas a parede da membrana de didlise se desprendessem e se misturassem ao
tampdo. O tampao contendo a proteina foi coletado e, apds dosagem pelo espectrofotometro
NanoDrop® ND-1.000 a 280 nm, foi armazenado a -20°C. O mesmo procedimento foi realizado

para a purificacao do fragmento correspondente ao fragmento de 35 kDa da proteina TcHT 1.
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4.16. Purificacdo da proteina Glutathione S-transferase (GST)

A GST foi purificada através da coluna “Glutathione Sepharose 4B” de acordo com as

instrugdes do fabricante (“Bulk and RediPack GST Purification Modules” — GE Life Sciences).

4.17. Obtencéo de anticorpo pcoliclonal anti-rTcLipDH e anti-rTcrHT1

Para produc¢do de soro pcoliclonal, as proteinas recombinantes foram inoculadas em
coelhos provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Foram utilizados 4 coelhos com 3 meses
de idade, pesando cerca de 2,5-3Kg. Os coelhos foram identificados e receberam 3 inoculagdes
subcutaneas nos dias 0, 7 e 21. O coelho 1 foi o controle e recebeu adjuvante de Freund
(SIGMA); o coelho 2 recebeu 300ug da proteina TcLipDH sem adjuvante; o coelho 3: 300ug da
proteina TcLipDH com adjuvante de Freund; o coelho 4: 300ug da proteina TcrHT1 sem
adjuvante; o coelho 5: 300ug da proteina TecrHT1 com adjuvante; o coelho 6: 350ug da proteina
GST purificada com adjuvante. Antes das imunizagdes, 5 mL de sangue dos coelhos foi coletado
para servir como controle pré-imune. Na primeira inoculagdo, os coelhos 3 e 5 receberam
adjuvante completo de Freund e nas inoculagdes subseqiientes, adjuvante incompleto de Freund.
O sangue foi coletado 15 e 30 dias apo6s a ultima inoculacdo. Apds coagulagdo, o sangue foi
centrifugado a 6.000 Xg durante 5 min a 4°C e o soro foi aliquotado, submetido a ensaios de

reatividade e armazenado a -20°C.

4.18. Extracao de proteinas totais do T. cruzi

As formas epimastigotas das cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ foram
cultivadas em meio LIT (Liver Infusion Triptose) e obtidas na fase exponencial de crescimento.
Os parasitos foram lavados em PBS por 3 vezes e o sedimento congelado a -70°C. Posteriormente
as massas de parasitos foram submetidas a extragdo de proteinas de acordo com protocolo
descrito por Steindel et al (1993). O sedimento de parasitos foi ressuspendido no tampao de lise

pH 8.0 contendo 50 mM NaCl, 20 mM Tris-HCI, detergente NONIDET P-40 (Sigma) 1% e
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coquetel de inibidores de proteases (1000 pg/mL Leupeptina, 2 pg/mL aprotinina ¢ 5 mM
EDTA). Apo6s incubacdao por 10min no gelo, os parasitos foram lisados através de 3 ciclos de
congelamento ¢ descongelamento em nitrogénio (N;) liquido (-196°C) e banho a 37°C. Em
seguida foram centrifugados a 350 xg por 10 min a 4°C e o sobrenadante com as proteinas totais

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

4.19. Dosagem de proteinas pelo método de Bradford

A dosagem das proteinas recombinantes TcLipDH, TcrHT1, GST e das proteinas totais do T.
cruzi foi realizada pelo método de Bradford (Bradford, 1976), utilizando uma placa de ELISA
com 96 pocos. Uma curva padrdo foi feita com a albumina de soro bovino (BSA), em triplicatas
nas seguintes concentragoes: 0.4; 0.8; 1.2 e 1.6 ng de BSA por pogo. Para a dosagem das
proteinas recombinantes foram utilizados os volumes de 1 ul, 5 ul e 10 pl da proteina
concentrada. Enquanto que para a dosagem das proteinas totais do T. cruzi (extraidas conforme
item 3.18), foram utilizados os volumes de O pL, 2 pL, 1 pL e 2pL da proteina concentrada. Na
placa, pipetamos 20 uL das amostras diluidas em PBS e 180uL do reagente de Bradford (100mg
Coomassie Brilhant Blue G 250; 50 mL etanol 95% e 100mL acido fosforico 85%). A placa foi
mantida & temperatura ambiente durante 5 min e posteriormente submetida a leitura a 595nm em
um leitor de ELISA (BIO-RAD). A concentracao das proteinas foi calculada com base na curva-

padrdo da BSA.

4.20. Western Blot

A andlise da expressdo da proteina TcLipDH no parasito foi feita por Western blot,
utilizando soro dos coelhos imunizados com a proteina TcLipDH. O perfil das proteinas totais foi
resolvido por eletroforese em gel de pcoliacrilamida-SDS 10% (Laemmli, 1970). Posteriormente,
as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Towbin et al., 1979) a 100V
por 2h no gelo em tampao de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM Glicina; Metanol 20%; pH
8.3).
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Ap0s a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de leite
em po desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3 vezes de 5 min. Em seguida foram incubadas
com o soro de coelho imunizado com a proteina recombinante TcLipDH diluido a 1:200 a
temperatura ambiente por 1h. As membranas foram lavadas e incubadas por 1h com o conjugado
anti-IgG de coelho marcado com fosfatase alcalina, diluido a 1:5.000 (Promega). Depois de
lavadas, as membranas foram reveladas com 100uL dos substratos S5-bromo-4-chloro-3-
indolyphosphate (BCIP) e nitro blue tetrazcolium (NBT), respectivamente, em tampao fosfatase

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

4.21. Analise Densitométrica

A andlise densitométrica da intensidade das bandas do gene e da proteina TcLipDH
visualizadas nos ensaios de Northern blot e Western blot foi realizada através do aparelho
ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o programa ImageMaster VDS. A imagem foi
capturada pelo aparelho VDS e as andlises realizadas pelo programa, sendo que foi considerado

como significativo os valores de densidade 6tica das bandas superiores a 2 vezes.

4.22. Ensaio de atividade da proteina TcrHT1

O ensaio para avaliar a atividade do transportador de hexoses nas diferentes cepas de T.
cruzi foi realizado de acordo com Eisenthal et al. (1989). Para este ensaio um total de 2 X 10®
c¢lulas epimastigotas na fase exponencial de crescimento cultivadas em meio LIT foram lavadas
3 vezes em KRP pH 8,0 estéril em cetrifugacdes de 2.000 Xg por 5 min a temperatura ambiente.
Ao final das trés lavagens, as células foram ressuspendidas em KRP até um volume final de 900
uL. Em um tubo eppendorf foi colocado 5 pL contendo 0,6 uCi de de 6-deoxi-D-[6->H]glicose.
As células eram colocadas sobre a glicose radioativa e apds um intervalo de 30 segundos o
transporte era bloqueado com floridzina (Sigma) 2 mM diluida em KRP gelado. A floridzina ¢
um bloqueador de transportadores da familia MFS1 impedindo a entrada da glicose na célula. O
mesmo procedimento foi realizado para intervalos de tempo de 60 e 120 segundos. Para o tempo

zero, as células s6 foram adicionadas apds a adicdo da floridzina a glicose. Foi preparado um
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controle negativo contendo células e floridzina e um controle positivo contendo somente a
glicose radioativa. Ap6s todos os intervalos, os tubos foram centrifugados a 4°C, 10.000 Xg por 1
min. O sobrenadante contendo a glicose ndo incorporada foi cuidadosamente pipetado e o
sedimento foi ressuspendido em 500 pL de agua deionizada para a lise dos parasitos. Em seguida,
o material foi transferido para tubos de cintilagdo aos quais foram adicionados 1 mL de solucao
de cintilagdo. A radioatividade foi medida por cintilagdo utilizando o cintilador Beckman modelo
LSC.

O volume de cé¢lulas de cada cepa utilizada nos experimentos foi submetido a dosagem de
proteinas usando o metodo de Bradford como no item 3.19. A quantidade de glicose transportada
foi estimada considerando que 1 mol de 6-deoxi-D-[6-"H]glicose apresenta uma contagem de
9,26E+15 c.p.m (contagens por minuto). Esta estimativa foi feita medindo a contagem de
radiagdo de uma quantidade conhecida de 6-deoxi-D-[6-"H]glicose.

Analises estatisticas foram realizadas utilizando o modelo ANOVA fatorial (Two-Way
ANOVA) para comparar simultaneamente as variaveis tempo e quantidade de glicose capturada.
O pacote utilizado foi o Minitab Statistical Software® e o nivel de significancia considerado foi

o = 0,05 em todas as analises.

4.23. Estudos comparativos dos genes TcLipDH e TcrHT1 contra diferentes bancos

de dados de dominio publico

Para inicio das analises dos genes TcLipDH e TcrHT1 foram utilizadas as seqiiéncias
depositadas com os seguintes nimeros de acesso: X89112 e U05588.

As seqliéncias descritas acima foram utilizadas para buscas por similaridade de seqiiéncia
contra uma copia local instalada em nossos servidores do banco de dados de Trypanosoma cruzi
(ntimero de acesso do projeto: AAHK00000000). Complementarmente foram utilizados os dados

disponiveis do banco de dados GeneDB (http:/www.genedb.org/genedb/tcruzi/).

A partir da identificagdo dos hits blast positivos para cada busca, os respectivos contigs
presentes no genoma foram reanotados no intuito de localizarmos ambiguidades nas predicdes.
Analises incluindo buscas por similaridade de seqiiéncias contra bancos de dados de

dominio publico (bancos nr e swissprot do NCBI), bancos de dados de dominios protéicos (Pfam

(http://www.sanger.ac.uk/Software/Pfam/), Prodom (http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/
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home.php) e Blocks (http://blocks.fherc.org/)) e anélises de dominios transmembrana (TMHMM

2.0) (Krogh et al., 2001) foram integrados na anotagao pela utilizagdo da ferramenta de anotagao
gendmica Artemis (Rutherford et al., 2000).

Andlises de inferéncia filogenética foram realizadas pela utilizacdo do pacote MEGA 4.0
(Tamura et al., 2007). Genes homoélogos aos genes TcLipDH e TcrHT1 foram identificados nos
bancos de dados, clusterizados pela utilizacdo do programa CAP3 (Huang & Madan, 1999)
implementado em um script (cluster5 - Ruiz, JC., comunicacdo pessoal) e posteriormente, do
alinhamento multiplo global obtido com os dois genes foi construida uma matriz de Markov
(HMM - Hidden Markov Model) que viabilizou buscas mais amplas por seqiiéncias relacionadas
em outros organismos.

No processo de caracterizagdo in silico do nimero de copias, cada gene foi comparado
com o genoma seqiienciado de T. cruzi (El-Sayed et al., 2005) pela utilizagao do algoritmo blastn
(Altschul et al., 1997). Estes alinhamentos foram realizados sem a utilizagdo do filtro de baixa
complexidade e com valor de corte de e-value igual a 10°°.

Particularmente com relagdo a caracterizagdo do sitio ativo da LipDH foi utilizado um
script perl (Ruiz, JC., comunicacdo pessoal) que utiliza a expressao regular que define o referido
sitio (- G -G -x - C - [LIVA] - Xx(2) - G - C - [LIVM] - P -) para buscas em um banco de dados de

seqliéncias de aminoacidos.

50


http://prodom.prabi.fr/prodom/current/html/%20home.php
http://blocks.fhcrc.org/)

5. RESULTADOS

5.1. Nivel de mRNA dos genes TcLipDH e TcrHT1 nas cepas do T. cruzi sensiveis e

resistentes ao benzonidazol

Para confirmar os niveis de expressdo diferencial dos genes TcLipDH e TcrHT1, os niveis
de mRNA de ambos os genes foram analisados por ensaios de Northern blot. Para isso, o RNA
total das populagdes 17WTS, 17LER, BZS, BZR ¢ clones foram separados em gel de agarose,
transferidos para membrana de ndilon e hibridizados com sondas especificas para os genes
TcLipDH ou TerHT1 marcadas com a[*P]dCTP (Tabela 2).

A hibridizagdo do RNA total das cepas do T. cruzi com sonda especifica para o gene
TcLipDH mostrou que a sonda reconheceu um transcrito de 2,4 Kb em todas as amostras
estudadas (Figura 9A). Quanto ao gene TCrHT1 observamos a presenca de um transcrito de 2,6
Kb nas populagdes 17WTS e 17LER, pertencentes ao grupo T. cruzi I e dois transcritos, um de
1,9 e outro de 2,6 Kb, nas populagdes BZS e BZR, pertencentes ao grupo T. cruzi I (Figura 9B).
O gene do RNA ribossomal foi utilizado como controle quantitativo nesses ensaios mostrando
que a mesma quantidade de RNA total foi aplicada nos géis (Figuras 9C e 9D). Andlises
densidométricas comparando a intensidade dos transcritos dos genes normalizados com o RNA
ribossomal mostraram que tanto o TcLipDH quanto o TcrHT1 estdo 2 vezes mais expressos na
populacdo com resisténcia induzida in vitro ao BZ, 17LER, do que em seu par sensivel, 17WTS.
Nenhuma diferenga no nivel de expressao desses genes foi observada nas demais amostras
analisadas (Figuras 9E e 9F).

O nivel de expressdo de ambos os genes em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao
BZ foi também analisado por ensaios de RT-PCR Quantitativo em Tempo Real normalizados
com o gene constitutivo TCHGPRT. Inicialmente foi obtida uma reta-padrao utilizando dilui¢des
ao décimo (10™ a 10 copias) de plasmideos contendo os genes TCHGPRT, TcLipDH e TcerHT1
(Figuras 10A, 10B e 10C). Observamos que todas as retas-padrdes apresentaram boa linearidade
(= 0,99) para todos os genes.

Neste ensaios foi utilizado o fluor6foro Sybr Green I que se intercala preferencialmente a
moléculas de DNA dupla fita detectando ndo apenas alvos especificos, mas também dimeros de

iniciadores e produtos inespecificos de PCR. Os graficos de dissociag@o para os produtos de PCR
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amplificados com os iniciadores especificos para os genes TCHGPRT, TcLipDH e TcrHT1
possuem apenas um pico, mostrando que somente um produto foi amplificado (Figuras 10D, 10E
e 10F).

A quantidade de moléculas amplificadas ¢ dada por interpolacdo com os valores da reta-
padrio e a diferenca do nivel de mRNA dos genes TcLipDH ou TcrHT1 entre as cepas sensivel e
resistente ¢ determinada pela diferenca do nimero de moléculas amplificadas do gene
normalizado com os valores de TCHGPRT. Nas analises de RT-qPCR para o gene TcLipDH
observamos que a diferenca de expressao do mRNA foi de 2,1 vezes maior na cepa 17LER
quando comparada a seu par sensivel, 17WTS. Para os demais pares BZS/BZR e CL/Colombiana
essa diferenca nao foi significativa (Figura 11A). Para o gene TcrHT1 observamos que essa
diferenca de expressao foi de 2,6 vezes mais na cepa 17LER quando comparada com a 17WTS.
(Figura 11B). Para os pares BZS/BZR e CL/Colombiana a diferenca também ndo foi

significativa. Estes dados confirmam os resultados de Northern blot para ambos genes analisados.
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Figura 9: Analise de Northern blot do nivel de mRNA dos genes TcLipDH e TcrHT1 em populagdes de T.
cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Perfil das amostras hibridizadas com sondas especificas para os genes
TcLipDH (A) e TcrHT1 (B) marcadas com a[**P]dCTP. C e D - Controle quantitativo utilizando a sonda
do gene do RNA ribossomal 24S alpha de T. cruzi. E ¢ F — Graficos de desitometria das bandas
correspondentes aos transcritos dos genes TCLipDH (E) e TcrHT1 (F) encontrados no ensaios de Northern
blot e normalizados com o gene do rRNA..
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TcrHT1 em populagdes de T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Razdo do numero de moléculas de cDNA
do gene TcLipDH (A) e TcrHT1 (B) normalizado com o gene constitutivo TCHGPRT. A barra de variagdo
indica o erro padrao da média. Os valores sobre as barras indicam a diferenca de express@o entre os pares.
Estes dados sdo resultado de trés experimentos em duplicata.

5.2. Organizacdo genémica dos genes TcLipDH e TcrHT1

O estudo de pcolimorfismo de tamanho dos fragmentos de restricdo foi realizado com o
objetivo de analisar a organizagdo genomica, a amplificagdo e a presenga de pcolimorfismos dos
genes TcLipDH e TcrHT1 entre as cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Para analise do
gene TcLipDH, o DNA gen6mico das cepas foi submetido a uma digestdo com a enzima Aval,
que possui um sitio de restricdo na regido codificante do gene, e a outra digestdo com a enzima
EcoRI, que ndo possui sitio de restri¢gdo nessa regido. Na digestdo com a enzima Aval, a sonda
especifica para o gene TcLipDH (Tabela 2) reconheceu um fragmento de 1,9 Kb e outro de 0,85
Kb em todas as populagdes estudadas (Figura 12A). Na digestdo com a enzima ECORI foi
observado apenas um fragmento de 5,0 Kb em todas as populacdes analisadas (Figura 12B).

De acordo com a literatura o gene TcLIpDH possui somente dois alelos 99% idénticos
(Schoneck et al., 1997). O perfil de Southern blot com a enzima Aval, que corta cada alelo uma
s0 vez, possui 2 fragmentos, o resultado esperado para o nimero de copias. Em relagdo a
presenca de amplificacdo, observamos que ndo houve diferenca significativa de intensidade das
bandas entre a cepa sensivel e a resistente de um mesmo par, mostrando que este gene nao esta

amplificado no genoma das cepas resistentes.
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Para a analise de Southern blot para o gene TcrHT1, o DNA genomico das cepas do T.
cruzi sensiveis e resistentes ao BZ foi submetido a uma digestdo com a enzima Sall, que possui
um sitio de restricdo na regido codificante do gene, e a outra digestdo com a enzima ECORI, que
ndo possui sitio de restrigdo nessa regido. Para o DNA digerido com a enzima Sall, a sonda
especifica para o gene TcrHT1 (Tabela 2) reconheceu um fragmento majoritario de 3,2 Kb e
outros fragmentos de aproximadamente 4 ¢ 6 Kb (Figura 12C). O perfil de digestdao com a enzima
EcoRI, mostrou um pcolimorfismo intra-especifico. A sonda reconheceu um fragmento de 2,8 Kb
para as populacdes 17WTS e 17LER, pertencentes ao grupo T. cruzi I, e outro fragmento de 12,0
Kb para as populacdes BZS ¢ BZR ¢ clones, classificados como grupo T. cruzi II (Figura 12D).

Tetaud et al., (1996) utilizando digestdo parcial mostrou que o gene TCrHT1 possui varias
copias organizadas em tandem. Nossos resultados de Southern blot para esse gene sdo
compativeis com um perfil de organizacio em tandem. Comparando a intensidade dos
fragmentos obtidos para as cepas sensivel e resistente de um mesmo par, observamos que este

gene também nao estd amplificado no genoma do parasito.
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Figura 12: Organizagdo dos genes TcrHT1 e TcLipDH no genoma de populagbes do T. cruzi sensiveis
resistentes ao BZ. O DNA gendomico foi digerido com endonucleases de restri¢io e hibridizado com

sondas especificas para o gene TcLipDH (A e B) ou TcrHT1 (C e D) marcadas com o[ **P]dCTP
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5.3. Localizacdo cromossdmica dos genes TcLipDH e TcrHT1

A fim de avaliar a distribuigdo cromossomica dos genes TcLipDH e TcrHT1, os
cromossomos das diferentes cepas de T. cruzi foram separados por eletroforese de campo
alternado (Figuras 13A e 13C). Apos a eletroforese, os cromossomos foram transferidos do gel de
agarose para membrana de nailon ¢ hibridizados com sonda especifica para o gene TcLipDH ou
para o gene TcrHT1 (Tabela 2).

Na figura 13B, podemos observar que a sonda especifica para o gene TcLipDH
reconheceu quatro bandas cromossomicas de aproximadamente 1,2; 1,45; 1,8Mb e em 1
cromossomo maior que 1,9Mb. Este perfil foi observado em todas as populagdes analisadas,
variando um pouco a intensidade das bandas entre as amostras. Na figura 13D, podemos observar
que a sonda especifica para o gene TCrHT1 reconheceu duas bandas bem definidas para cada
amostra, sendo uma de 1,85Mb e outra maior que 1,9Mb, nas populagdes 17WTS/17LER e Yuyu
(zimodema Z1, grupo T. cruzi I). Por outro lado, na cepa SC-28 (Z1) observamos uma banda
cromossomica de 1,9Mb e outra maior que 1,9Mb. Nas populagdes BZS/BZR e clones 4S/16R

(zimodema Z2, grupo T. cruzi II), observamos dois cromossomos maiores que 1,9Mb.
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Figura 13: Localizagdo cromossémica dos genes TcLipDH e TcrHT1. A e C - Bandas cromossomicas
separadas por PFGE e coradas com brometo de etidio. B - Perfil de bandas cromossomicas hibridizadas
com sonda do gene TcLipDH marcada com a[**P]dCTP. D - Perfil de bandas cromossémicas hibridizadas
com sonda do gene TcrHT1 marcada com o[*’P]dCTP. Como padrio de tamanho molecular foram
utilizados os cromossomos de Sacchromyces cerevisae.
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5.4. Clonagem dos genes TcLipDH e TcrHT1, expressdo das proteinas recombinantes

e producéo de anticorpos pcoliclonais

Com o objetivo de estudar o nivel de expressdo das proteinas TcLipDH e TcrHTI1 em
cepas do T cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, clonamos os genes TcLipDH e TcrHT1 ¢
expressamos as proteinas recombinantes.

A primeira tentativa de expressao destas proteinas foi feita no vetor de expressdo pQE31
(Qiagen). Apds a amplificacdo com iniciadores especificos, a seqii€ncia codificante de cada gene
e o vetor de expressao pQE31 foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHI ¢ HindIII ¢
submetidos a reagao de ligagdo com a enzima T4 DNA Ligase (Biolabs) de acordo com as
instrugdes do fabricante. Apds a ligacdo, os vetores recombinantes foram inseridos em bactérias
E. ccoli BL21(DE3)pLysS por choque térmico. Apods a confirmagdo da clonagem por PCR de
colonia dos genes TcLipDH (Figura 13A) e TcrHT1 (Figura 13B) foi realizada a indugdo da
expressao das proteinas recombinantes com IPTG 2mM a 37°C sob agitagdo. O IPTG ¢ um
analogo da lactose que se liga ao repressor do operon lac fazendo com que esse repressor
desligue-se da regido operadora e permitindo a transcricdo do gene clonado pela RNA
pcolimerase. Entretanto, ndo conseguimos expressar as proteinas recombinantes no vetor pQE31.

Posteriormente, o0 mesmo procedimento foi realizado utilizando o vetor de expressao pET-
5b (Promega). Apds amplificagdo com iniciadores especificos (Tabela 2), a seqiiéncia codificante
dos genes e o vetor foram digeridos com as enzimas Ndel ¢ BamHI e submetidos a reacdo de
ligagdo com a T4 DNA Ligase(Biolabs). Apos a ligacdo, os vetores recombinantes foram
inseridos em bactérias E. ccoli BL21(DE3)pLysS por choque térmico. Novamente, a clonagem
foi bem sucedida, mas nao conseguimos expressar as proteinas recombinantes.

Uma terceira tentativa foi realizada, desta vez utilizando o vetor pGEX 5X-3 (GE Life
Sciences). O vetor pGEX 5X-3 possui a sequéncia que codifica a proteina GST (Glutationa S-
Transferase) de Schistosoma japonicum que é expressa fusionada a proteina recombinante. De
acordo com o fabricante, a GST ¢ uma proteina de 26 kDa que, quando expressa em E. ccoli,
apresenta atividade enzimadtica normal e nenhuma toxicidade para a bactéria. Por esse motivo, a
presenca da GST fusionada a extremidade aminoterminal da proteina recombinante contribui para
a expressdo de niveis mais altos da mesma, principalmente em cepas de E. ccoli deficientes em
proteases. Em nossos experimentos, inicialmente toda a seqiliéncia codificante dos genes

TcLipDH e TcrHT1 foram amplificadas por PCR com iniciadores especificos (Tabela 2).
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Posteriormente, o vetor pGEX 5X-3 e os produtos de amplificagdo foram digeridos com as
enzimas ECORI e BamHI e submetidos a reacdo de ligagdo com a enzima T4 DNA Ligase
(Biolabs). Apos a ligagdo, os vetores recombinantes foram inseridos em bactérias E. ccoli
BL21(DE3)pLysS por choque térmico. Os clones positivos foram identificados por PCR de
colonia (Figura 14) e sequenciamento.

Apo6s indugao da expressao das coldnias positivas com IPTG 2 mM, a 37°C, o perfil total
de proteinas das bactérias induzidas foi analisado em gel de pcoliacrilamida-SDS corado com
azul de Coomassie. Conseguimos expressar com sucesso a proteina TcLipDH (50 kDa) fusionada
a GST (26 kDa), totalizando um pcolipeptideo de tamanho molecular equivalente a 76 kDa

(Figura 16A). Entretanto ndo conseguimos expressar a proteina TcrHT1 (dado ndo mostrado).

A . B ‘ B B | 14

B '.‘lllq—lﬁﬂpb

Figura 14: Gel de pcoliacrilamida corado pela prata mostrando o produto de PCR das coldnias de bactéria
mostrando a clonagem dos genes TcLipDH e TcrHT1 no vetor pGEX 5X-3. A - Clonagem da seqiiéncia
codificante completa do gene TcLipDH. B — Clonagem da seqiiéncia codificante completa do gene
TerHTL.

Esta descrito na literatura que a expressdo de proteinas de membrana ¢ particularmente
dificil (Miroux & Walker, 1996). Em cepas de E. ccoli, a expressdo dessas proteinas pode ser
amplamente reduzida e levar a degradacdo do plasmideo caso a proteina recombinante tenha
efeitos toxicos para a célula. E possivel ainda, que haja inser¢io da proteina recombinante na
membrana da célula bacteriana, causando instabilidade e lise celular (Dumon-Seignovert et al.,

2004; Laage & Langosch, 2001). A dificuldade de expressao da proteina TcrHT1 pode ser devido

61



a uma toxicidade causada pela proteina recombinante nas bactérias E. ccoli BL21(DE3)pLysS
utilizadas para a clonagem. Sendo assim, a fim de reduzir essa possivel toxicidade, desenhamos
dois novos pares de iniciadores para amplificacdo apenas de partes da proteina ao invés da
proteina inteira. Um dos pares foi desenhado para a expressdo dos dominios transmembrana 1 e 2
e amplifica desde a metionina inicial Met-273 até a GIn-723, resultando em um fragmento de 450
pb (17 kDa). O segundo par foi desenhado para a expressao dos dominios 7 a 12 e amplificam da
Met-1.218 até a Val-1.781, resultando em um fragmento de 564 pb (21 kDa). Os produtos da
amplificacdo com esses iniciadores e o vetor pGEX 5X-3 foram digeridos com as enzimas ECORI
e BamHI e submetidos a reagdo de ligagdo com a enzima T4 DNA Ligase (Biolabs). Apos a
ligagdo, os vetores recombinantes foram inseridos em bactérias E. ccoli BL21(DE3)pLysS por
choque térmico. A figura 15 mostra os produtos de PCR das coldnias contendo os fragmentos
correspondentes aos dominios transmembrana 1 a 2 (450 pb) e 7 a 12 (564 pb). A confirmacao da

clonagem foi realizada também por sequenciamento.
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Figura 15: Gel de pcoliacrilamida corado pela prata mostrando PCR de colonia para a confirmagdo da
clonagem dos fragmentos do gene TcrHT1 no vetor pGEX 5X-3. A — Fragmento contendo os dominios
transmembrana 1 e 2. B — Fragmento contendo os dominios transmembrana 7 a 12.

As colonias positivas foram submetidas a inducdo da expressdo com IPTG 2 mM a 37°C
durante 6 horas. Apds a indugdo, o perfil de proteinas totais das bactérias foi analisado em gel de
pcoliacrilamida-SDS corado com azul de Coomassie. O pcolipeptideo contendo os dominios 1 e
2 possui aproximadamente 17 kDa e o que contém os dominios 7 a 12 possui aproximadamente

21 kDa. A massa molecular predita para esses pcolipeptideos fusionados a GST de 26 kDa seria
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de 43 kDa e 47 kDa, respectivamente. O primeiro foi expresso com sucesso (Figura 16B).
Entretanto, apesar das analises de sequenciamento mostrarem que os vetores recombinantes
apresentavam as sequéncias corretas de nucleotideos, o pcolipeptideo contendo os dominios 7 a
12 foi expresso com 39 kDa, um tamanho menor do que o de 47 kDa esperado (dado ndo
mostrado). Diante disso, demos continuidade a etapa subsequente do projeto com os dominios 1 e
2 da proteina recombinante fusionados a GST.

Na época destes experimentos o Fator Xa, necessario para clivar a proteina de fusdo GST
ndo estava sendo comercializado, por isso, também fizemos a inducdo da expressdo somente da
proteina GST para verificar se os anticorpos produzidos contra ela reconheceriam proteinas do T.
cruzi, sendo este um dos controles dos nossos experimentos (Figura 16C).

As proteinas recombinantes TcLipDH e TcrHT1 na fracdo insoliivel do extrato total de
proteinas da bactéria (dado ndo mostrado). Para solubilizagdo dessas proteinas usamos a
metodologia descrita no item 4.14 de Material e Métodos, porém nas condi¢des utilizadas os
pcolipeptideos ndo foram solubilizados. Sendo assim, optamos pela purificagdo da proteina
insoluvel por eletroeluigao.

Os resultados da purificacdo por eletroeluigdo mostram que conseguimos preparagdes
quase puras de ambas proteinas (Figuras 16D e 16E, respectivamente). Quanto a proteina GST,
esta foi purificada utilizando coluna de glutationa-sepharose 4B (Figura 16F). Apos a purificagao,
as proteinas foram inoculadas em coelhos em trés doses de 300 pug cada nos dias 0, 7 e 21 dias
conforme descrito em Material e Métodos. Aproximadamente 5 mL de sangue dos coelhos foi
colhido 15 e 30 dias ap6s o tltimo in6culo.

O soro obtido 15 dias apds o primeiro indéculo foi submetido a um ensaio de ELISA para
testar sua reatividade. A Tabela 3 mostra os valores de absorbancia do soro diluido 1:200.
Podemos observar que ndo houve diferenca na reatividade do soro dos coelhos imunizados com
proteina recombinante com adjuvante ou sem adjuvante. Além disso, as reatividades dos soros
dos coelhos imunizados com TcLipDH, TcrHT1 ou TcHGPRT foram muito proximas. Como
esperado para o controle, o soro do coelho imunizado apenas com adjuvante apresentou baixo

valor de absorbancia.
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Figura 16: Expressdo e purificacdo das proteinas recombinantes. Eletroforese em SDS-PAGE 10%
mostrando a expressao da proteina recombinante TcLipDH (76 kDa) ap6s indugdo com IPTG 2mM por 4
e 6 horas. Os 76 kDa correspondem a 50 kDa da TcLipDH fusionada & GST de 26 kDa. B - Expressao da
proteina recombinante TcrHT1 apds indugdo com IPTG 2 mM por 6 horas. Os 43 kDa correspondem a 17
kDa de um fragmento da TcrHT1 fusionado a proteina GST de 26 kDa. C - Proteina GST apo6s indugdo
com IPTG 2 mM por 2, 4 e 6 horas. D, E e F — Proteinas TcLipDH, TcrHT1 e GST recombinantes
purificadas.

5.5. Avaliacdo do nivel de expressdo das proteinas TcLipDH e TcrHT1 em cepas do

T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ

A expressao das proteinas TcLipDH e TcrHT1 em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ foi analisada através de ensaios de Western blot. Para isso, extratos de proteinas totais de
parasitos na forma epimastigota foram submetidos a eletroforese em gel de pcoliacrilamida-SDS.
Em seguida, as proteinas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e esta foi incubada
com um dos soros produzidos.

Antes de realizarmos os ensaios de Western blot para analisar o nivel de expressdo das
proteinas TcLipDH e TcrHTI1, avaliamos se os anticorpos anti-GST presentes nos soros
pcoliclonais anti-TcLipDH e anti-TcrHT1 ndo apresentariam reagdo cruzada com as proteinas do

parasito. Foram preparados dois géis idénticos de proteinas totais do T. cruzi. Um deles foi
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corado com azul de Coomassie ¢ o outro foi transferido para membrana de nitrocelulose. O soro
do coelho imunizado com a GST foi entdo colocado para reagir com as proteinas totais de T.
cruzi. A Figura 17 mostra que os anticorpos anti-GST (1:1.000) ndo reconhecem nenhuma
proteina do parasito indicando que ndo ha interferéncia dos anticorpos produzidos contra a

proteina de fusdo nos nossos ensaios de Western blot.

Tabela 3: Absorbancia dos soros de coelhos imunizados com as proteinas recombinantes TcLipDH,
TcrHT1 ou GST. Diluigao (1:200).

Coelho Imunizacéo Absorbancia do soro a 405 nm
1 Adjuvante de Freund 0,236
2 TcLipDH sem adjuvante 1,542
3 TcLipDH com adjuvante 1,539
4 TcrHT1 sem adjuvante 1,624
5 TcrHT1 com adjuvante 1,508
6 GST com adjuvante 1,649

* A absorbancia dos soros dos coelhos antes da imunizagdo variou de 0,061 a 0,074 (Diluigdo 1:200).
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Figura 17: Western blot das proteinas totais das cepas de T. cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol
incubadas com anticorpo pcoliclonal anti-GST (1:1.000). Os anticorpos produzidos contra a proteina
de fusdo GST néo reagiram com nenhuma proteina de T. cruzi e, portanto, ndo interferiram nos
ensaios de Western blot realizados posteriormente.
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Em seguida, para avaliar o nivel de expressao da proteina TcLipDH nas cepas sensiveis e
resistentes de T. cruzi, foram preparados dois géis idénticos de proteinas totais do T. cruzi. Um
deles foi corado com azul de Coomassie (Figura 18A) e o outro foi transferido para membrana de
nitrocelulose para posterior incubagdo com o soro dos coelhos imunizados com a proteina
TcLipDH. Os resultados de Western blot mostraram que o anticorpo anti-TcLipDH (1:200)
reconheceu um pcolipeptideo de aproximadamente 50 KDa em todas as amostras de T. cruzi
analisadas. Este pcolipeptideo corresponde ao tamanho esperado para a proteina lipoamida
desidrogenase (Figura 18B). A mesma membrana foi em seguida incubada com anticorpo
pcoliclonal anti-TcHSP70. Estudos prévios realizados em nosso laboratério mostram que a
TcHSP70 ¢ igualmente expressa nas cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, sendo,
portanto, utilizada como normalizador (Murta S.M.F., 2008, in press). Os resultados de analises
densitométricas comparativas entre a proteina TcHSP70 e TcLipDH mostraram que a TcLipDH
estd 2 vezes menos expressa na populagdo 17LER quando comparada a 17WTS. Nenhuma

diferenca significativa foi observada nas demais cepas de T. cruzi analisadas (Figura 18C).
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Figura 18: Analise por Western blot do nivel de expressdo da proteina TcLipDH.. A- Gel SDS-PAGE
10% corado com azul de Coomassie mostrando o perfil eletroforético de proteinas totais das cepas de T.
cruzi. B - Membrana contendo proteinas totais das cepas de T. cruzi incubada com anticorpos pcoliclonais
anti-TcLipDH e anti-TcHSP-70. C - Graficos de desitometria da banda correspondente a proteina
TcLipDH normalizada com TcHSP-70. A barra de erro indica o erro padrdo da média. Os valores sobre as
barras indicam a diferenga entre a cepa sensivel e a resistente do par. Estes dados sdo resultado de trés
experimentos.
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Nos ensaios de Western Blot realizados para avaliar o nivel de expressdo da proteina
TcrHT1, observamos que o soro produzido contra os dominios transmembrana 1 a 2 nao
reconheceu a proteina TcrHT1 mesmo quando utilizado em concentragdes altas de 1:50. A GST
fusionada a proteina recombinante TcrHT1 aparentemente foi mais imunogénica que a proteina
do T. cruzi, pois o soro anti-TcrHT1 reagiu com a GST purificada e também com a GST
fusionada ao fragmento de TcrHT1, mas nao reconheceu nenhuma proteina do parasito (Figura

19).
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Figura 19: Membrana de Western blot contendo proteinas totais das cepas de T. cruzi sensiveis ¢
resistentes ao BZ, a proteina GST e o fragmento da proteina TcrHT1 fusionado a GST. A membrana foi
incubada com anticorpo pcoliclonal anti-TcrHT1 fusionada a GST (1:50).

5.6. Ensaio de atividade do transportador de hexoses

Por ndo termos conseguido produzir anticorpos anti-TcrHT1, substituimos a avaliagdo do
nivel de expressdo do transportador pelo ensaio de atividade de transporte de glicose nas cepas do
T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Segundo Uzcategui et al. (2005), varios tipos celulares
resistentes a drogas apresentam taxas exacerbadas de glicolise, sintese preferencial de ATP por
oxidacdo fosforilativa e/ou transporte de glicose alterado. O protocolo que usamos neste
experimento foi adaptado dos ensaios descritos por Eisenthal et al. (1989). Resumidamente, para
o ensaio de atividade, as formas epimastigotas do parasito foram crescidas em meio LIT. Na fase
exponencial de crescimento, os parasitas foram lavados em solucdo salina a fim de retirar tracos

de glicose do meio. Quatro reagdes com 10’ células foram incubadas com 6-deoxi-D-[6-
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*H]glicose durante 0, 30, 60 ou 120 segundos. O maior intervalo de tempo estabelecido foi de
120 seg, pois apos este periodo a curva atinge um platdo devido a concentragdes proximas de
glicose dentro e fora da célula. Apos estes intervalos foi adicionado a floridzina, que bloqueia o
transportador de hexoses. Posteriormente, as células com os transportadores bloqueados foram
centrifugadas e o sobrenadante contendo a 6-deoxi-D-[6-"H]glicose ndo capturada foi retirado. O
sedimento contendo os parasitos foi ressuspendido em agua para lise das células e transferido
para um tubo de cintilacdo. Apos a adi¢do de solugdo de cintilagdo a radiagdo foi contada no
cintilador Beckman modelo LSC. Adicionalmente, a quantidade de proteinas totais de cada
reacdo foi quantificada pelo método de Bradford. A quantidade em mols de glicose transportada
em cada reacao foi calculada por correlacao a partir da contagem de radiagao de uma quantidade
conhecida de glicose. Em seguida, a quantidade de glicose transportada em cada intervalo foi
dividida pela quantidade de proteinas totais. Os dados finais foram expressos em mols de 6-
deoxi-D-[6-"H]glicose/mg de proteinas totais/tempo

Na Figura 20A, pode-se observar que no tempo zero a taxa de glicose transportada ¢
semelhante em todas as cepas. Apos esse intervalo de tempo observamos que a eficiéncia do
transporte de glicose ¢ consideravelmente menor na cepa 17LER quando comparada as demais.
Analises utilizando o teste ANOVA fatorial mostraram que essa diferenca ¢ estatisticamente
significativa (F = 90,12 e p < 0,001).

Avaliando cada par separadamente observamos que, apds o tempo zero, a quantidade de
glicose transportada pela cepa 17LER ¢ em média 40% inferior aquela transportada pela cepa
sensivel 17WTS em todos os intervalos de tempo (Figura 20B). As analises utilizando o teste
ANOVA fatorial mostraram que a diferenga entre o par 17LER/17WTS ¢ estatisticamente
significativa (F = 1.148 e p < 0,001). Para os pares BZS/BZR (Figura 20C) e CL/Colombiana
(Figura 20D), ndo foi observada diferenca (p = 0,072 e p = 0,5, respectivamente).
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Figura 20: Ensaio de transporte de glicose em cepas de T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.
Quantidade de 6-deoxi-D-[6-"H]glicose transportada em fung¢do do tempo e da quantidade de proteinas
totais: A — Comparag@o da quantidade de glicose transportada entre todas as cepas analisadas. B — par
17WTS/17LER (p < 0,001); C— par BZS/BZR (p = 0,072); D — par CL/Colombiana (p = 0,5).

5.7. Estudos comparativos dos genes TcLipDH e TcrHT1 em diferentes bancos de

dados de dominio publico

As analises de bioinformatica dos genes TcLipDH e TcrHT1 foram realizadas com a
finalidade de comparar as informag¢des disponiveis em diferentes bancos de dados de dominio
publico. Para isso foram utilizadas as seqiiéncias depositadas com os seguintes numeros de
acesso X89112 e U05588.

Inicialmente foi realizada uma busca por similaridade dessas sequéncias em uma copia
local instalada em nossos servidores do banco de dados de T. cruzi (nimero de acesso do projeto:

AAHKO00000000) (El-Sayed et al., 2005).
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Nossas buscas revelaram a existéncia de diversos contigs (2 contigs para TcLipDH e 31
contigs para TcrHT1) contendo copias inteiras e/ou parciais, anotadas e/ou ndo anotadas dos
referidos genes (Tabela 1 do Anexo).

Para o gene TcrHTL, nos 31 contigs identificados (Tabela 1 do Anexo) foi verificada a
existéncia de trés coOpias inteiras anotadas (contigs AAHKO01000388, AAHKO01001276 ¢
AAHKO01002461), uma copia truncada (AAHKO01000388) e 29 copias incompletas do gene
(Tabela 1 do Anexo).

De fato, com excecdo do contig AAHK01001276 que apresenta uma Uinica copia inteira
do gene anotado, todos os contigs identificados possuem trechos de seqiiéncias que variam de
190 a 1.186 pb com identidade acima de 97% e E-value igual ou préoximo de zero com o
transportador de hexoses do T. cruzi (Namero de acesso: U05588). Nossos resultados indicam
que aproximadamente 86% desses contigs (25/29) possuiam tais fragmentos de seqiiéncia nao
anotados e consequentemente passaram por um processo de re-anotagdo manual.

Algumas situagdes predominantes foram identificadas como potenciais motivadoras da
existéncia dessas “copias incompletas” do gene analisado. Na situagdo 01 temos as regides de
similaridade com o gene transportador de hexoses ancoradas nas extremidades do contig, fato que
acarreta a truncagem da regido amino ou carboxi terminal do gene. Na situa¢do 02 temos contigs
pequenos que apresentam na sua extensao completa identidade com o gene TcrHT1 (U05588)

(Figura 21).
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Situacdo 01 - A
Entry: [v] AAHEO1012029. txt

FLASTHN _HIT

Situacdo 01 - B
Entry: [»] AaHE01012477. txt

Situagéao 02

Entry: AARHKO101L7408 . =

GLASTH_HIT
[z00 |[san |[go0

Figura 21: Interface do programa Artemis 7.0 mostrando a localiza¢ao das regides de similaridade com o
gene transportador de hexoses (destacadas em rosa) em diferentes contigs (em cinza). Esses fragmentos
correspondem a “cdpias incompletas” do gene devido a duas situagdes. Na Situagdo 01, essas sequéncias
estdo ancoradas a extremidade do contig com truncagem da regido amino terminal (A) ou carboxi terminal
do gene (B). Na Situacdo 02, a regido de similaridade com o gene do transportador de hexoses ocupa toda
a extensdo de um contig acarretando truncagem nas regides amino e carboxi terminais. As linhas claras
acima e abaixo do contig correspondem as trés janelas de leitura da fita senso e anti-senso,
respectivamente.
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Com base nesses achados ¢ na versdo disponivel da montagem do genoma de T.cruzi
(versao 4) s6 podemos especular que tal fato possa ser decorrente do processo de anotacao
automatica adotado, da parcialidade de anotacdo do genoma (somente 60,4 Kb dos 108 Mb do
genoma dipldide do T. cruzi foram anotados até o momento) e/ou do alto contetdo de repeti¢cdes
do genoma (Arner et al., 2007). Aproximadamente 50% do genoma de T.cruzi ¢ constituido por
sequencias repetitivas (El-Sayed et al., 2005).

Complementarmente, as seqiiéncias de lipoamida desidrogenases e transportadores de

hexoses do T. cruzi foram analisadas no banco de dados GeneDB (http://www.genedb.org) pela

utilizagdo das ferramentas de busca booleana disponiveis no website do banco de dados.

Com relagdo aos transportadores de hexoses, os resultados obtidos pela utilizagdo do
GeneDB corroboram nossas analises anteriores, uma vez que quatro seqiiéncias completas do
gene foram identificadas.

Contudo, com relagdo as lipoamida desidrogenases foram identificados quatro genes
anotados distintos daquele descrito na literatura (Lohrer & Krauth-Siegel, 1990; Krauth-Siegel &
Schoneck et al., 1997). Dois desses genes possuem 1.530pb e dois 1.653pb e codificam proteinas
de 510 e 551 aminoécidos (Tabela 2 do Anexo) com identidade inferior a 30% quando
comparadas a seqiiéncia de 477 aminoacidos ¢ 50 kDa descrita na literatura (Figura 1 do Anexo).

No intuido de melhor entendermos esses resultados e averiguar a acuracia da predi¢ao
realizada pelo banco de dados bem como pelas nossas analises realizamos um estudo de
caracterizagdo computacional dos dominios presentes em cada uma das seqiiéncias.

As lipoamida desidrogenases sdo enzimas caracterizadas pela presenca de um sitio de
ligacdo de NADH (Nicotinamida Adenina Dinucleotideo) dentro de um dominio maior de ligagao
de FAD (Flavina Adenina dinucleotideo). Este sitio ativo ¢ também encontrado nas glutationa
redutases, tripanotiona redutases e mercurio redutases e ¢ caracterizado pela expressdo regular G -
G -x-C-[LIVA]-x() -G - C-[LIVM] - P, onde as duas cisteinas participam da transferéncia de
elétrons do FAD para o substrato lipoamida (Mande et al., 1996).

Utilizando um script Perl (Practical Extraction and Report Language) especialmente
desenvolvido e que incorpora a expressao regular descrita acima (Ruiz, JC, comunicacio pessoal)
para buscas sistematicas contra seqiiéncias protéicas encontramos o sitio de ligacdo de NADH
representado apenas nas seqiiéncias de 477 aminoacidos descritas na literatura (Figura 2 do

Anexo) e nao nas seqiiéncias de 510 ou de 551 aminodacidos.
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Embora essas seqiliéncias ndo apresentem o sitio ativo de ligagdo caracteristico das
lipoamida desidrogenases, pela utilizacgdo do banco de dados de dominios Pfam
(http://pfam.sanger.ac.uk/) pudemos classificar tais seqliéncias como pertencentes a familia das

FAD-dissulfeto oxidoredutases (PFAM: PF00070).

Como alguns organismos como plantas e bactérias possuem mais de uma isoforma da
enzima lipoamida desidrogenase e pelo fato de até o presente momento ndo terem sido descritas
outras desidrogenases em tripanosomatideos, resolvemos avaliar a relacdo existente entre as
LipDH de T.cruzi anotadas no GeneDB e na literatura com aquelas descritas para outros
organismos.

Inicialmente, objetivando a identificagdo sistematica de seqiiéncias relacionadas as
desidrogenases nos bancos de dados de dominio publico, foram construidas matrizes de Markov
(HMM - Hidden Markov Model) representando o alinhamento entre as seqiiéncias de cada um
dos trés grupos de LipDH descritos anteriormente. Tais matrizes foram utilizadas para buscas por
similaridade de seqiiéncia global contra o banco de dados NR do NCBI o que viabilizou a
identificacdo de seqiiéncias correlacionadas e a realizacdo de analises de inferéncia filogenética.

Os resultados indicam que a seqiiéncia de 477 aminoacidos descrita por Schoneck esta
agrupada a seqiiéncia da lipoamida desidrogenase de T. brucei em um cluster proximo aquele
contendo seqiiéncias de lipoamida desidrogenases do género Leishmania (identidade média
superior a 75%). Curiosamente, esta seqiiéncia da LipDH de T. cruzi encontra-se proxima as
LipDH da alga unicelular Euglena gracilis (60% de identidade) ¢ das plantas Arabidopsis
thaliana e Lycopersicum esculentum (58% de identidade). Na arvore filogenética gerada através
da estratégia de NJ (Neighbour Joinning) observamos uma porcentagem de identidade média de
~50% entre as seqiiéncias analisadas de LipDH de T. cruzi, humanos ¢ de outros mamiferos
(Figura 22A).

Com relagdo as seqiiéncias de 510 e 551 aminoacidos, nossas andlises de inferéncia
filogenética também revelaram o agrupamento das seqiiéncias de LipDH em um mesmo clado
com seqiiéncias de bactérias, como exemplificado na arvore pela LipDH de Desulfuromonas
acetoxidans (Figura 22A).

Abordagem idéntica de estudo computacional também foi realizada para o gene TcrHT1.
Contudo, ao contrario do que foi observado para o gene TcLipDH, os resultados obtidos das
buscas executadas no GeneDB foram idénticos aqueles encontrados pelo alinhamento da

seqiiéncia referéncia (U05588) contra o banco de dados gendmico de T.cruzi. De fato, em ambas
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as analises, todas as seqiiéncias possuem o mesmo tamanho (544 aminoacidos) e identidade
superior a 97% entre si.

Adicionalmente analisamos as caracteristicas de dominio que definem a fun¢do dos
transportadores de hexoses de tripanosomatideos.

Todos os transportadores de hexoses que fazem parte da superfamilia dos
transportadores que realizam difusdo facilitada (MFS1) possuem uma estrutura conservada
constituida por 12 dominios transmembrana. Particularmente nos transportadores de glicose dos
tripanosomatideos os residuos QLT (glutamina-leucina-treonina) presentes na hélice 7 bem como
as trés argininas presentes nas algas entre as hélices 5/6, 8/9 e 10/11 (Tetaud et al., 1996;
Baldwin, 1993) sdo importantes para o reconhecimento do substrato (Gould & Holman, 1993).

Outra caracteristica peculiar que caracteriza esses transportadores estd relacionada a
existéncia de um arranjo conservado de cisteinas na al¢a que une os dominios transmembrana 1 e
2. Especula-se que este motivo deva possuir um papel importante na conformagao de dominios
extracelulares dessas proteinas contribuindo dessa maneira para a prevencdo da clivagem por
proteases presentes no trato intestinal do hospedeiro invertebrado e no sangue do hospedeiro
vertebrado (Carrington & Boothroyd, 1996).

Para predigdo in silico dos dominios transmembrana das proteinas transportadoras de
hexoses analisadas no presente estudo utilizamos o algoritmo TMHMM 2.0 (Krogh et al., 2001).
Os resultados das nossas analises com o referido programa revelaram a existéncia dos 12
dominios transmembrana para todas as proteinas analisadas e, complementarmente, pela anotagao
manual das mesmas identificamos a trinca de aminoacidos QLT na hélice transmembrana 7, as
trés argininas importantes para o reconhecimento do substrato e o arranjo conservado de cisteinas
(Figura 3 do Anexo).

Similarmente a estratégia descrita anteriormente para a identificagdo sistematica de
seqiiéncias relacionadas as desidrogenases, foi construida uma matriz de Markov (HMM -
Hidden Markov Model) para o grupo de seqiiéncias de transportadores de hexose de T.cruzi. que
foi utilizada para buscas por similaridade de seqiiéncia global contra o banco de dados NR do
NCBIL

As seqiiéncias identificadas nesse banco de dados foram entdo utilizadas em analises de
inferéncia filogenética visando explorar as interrelagdes entre os transportadores de hexoses de T.

cruzi e de outros organismos.
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Os resultados dessa analise estdo apresentados na figura 22B e evidenciam o agrupamento
dos transportadores de hexoses do T. cruzi em um mesmo clado com seqiiéncias de outros
tripanosomatideos. Além disso, diferentemente da TcLipDH, o TcrHT1 possui muito pouca

identidade (< 25%) com seqiiéncias de plantas, bactérias e mamiferos.
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Figura 22: Arvore filogenética construida com seqiiéncias de lipoamida desidrogenases (A) ou
transportadoresde hexoses (B) de diferentes organismos. O modelo utilizado foi o NJ e a identifica¢ao das
seqiiéncias encontra-se apos o0 nome especifico.
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6. DISCUSSAO

A quimioterapia especifica da doen¢a de Chagas, limitada ao BZ e ao NFX, apresenta
baixa eficiéncia de cura, principalmente na fase cronica da doenca, e considerdvel toxicidade
(Urbina & Docampo, 2003). Para que novas drogas sejam propostas, € necessario conhecermos os
possiveis alvos moleculares e as vias bioquimicas das quais eles participam. O estudo da
expressdo diferencial de genes de cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes a drogas ¢ uma
abordagem promissora para a selecdo de novos alvos quimioterapéuticos nesse parasito.

Murta et al. (2008, in press), utilizando as metodologias para analise de expressdo
diferencial RDE e DD, identificaram varios genes diferencialmente expressos em uma populagao
do parasito com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) quando comparado com seu par
sensivel (17WTS). Os genes que codificam a enzima lipoamida desidrogenase (TcLipDH) ¢ a
proteina transportadora de hexoses (TcrHT1) foram ambos detectados como diferencialmente
expressos pela metodologia DD. Os dois genes seriam candidatos a alvos racionais para a
quimioterapia, pois possuem baixa similaridade (< 50%) com seus homodlogos no hospedeiro
mamifero, permitindo a sele¢do de drogas que atuem especificamente no parasito sem interferir
no metabcolismo do hospedeiro. Além disso, a TcLipDH participa do metabcolismo antioxidante
do parasito podendo ser inibida e tem a capacidade de reduzir nitroheterociclicos como o
nifurtimox levando a ativagdo da droga e conseqliente producdo de espécies reativas de oxigénio.
J& a proteina TcrHT1 pode ser inibida impedindo a entrada de nutrientes vitais para o parasito ou
ainda pode servir como uma via de entrada para a droga (Joét & Krishna, 2004).

O objetivo deste projeto foi caracterizar os genes TCLIipDH e TcrHT1 em cepas do T. cruzi
sensiveis e resistentes ao benzonidazol quanto: ao nivel de mRNA, ao ntimero de copias, a
localizagdo cromossOmica, ao nivel de expressdo das proteinas por eles codificadas e também
quanto as informagdes sobre esses genes em diferentes bancos de dados de dominio publico.

Na caracteriza¢do do gene que codifica a enzima lipoamida desidrogenase em cepas do
T. cruzi sensiveis e resistetes ao BZ, inicialmente analisamos o nivel de mRNA a fim de
confirmar a expressdo diferencial indicada por DD. Os resultados de Northern blot mostraram a
presenga de um transcrito de 2,4 Kb em todas as amostras de T. cruzi analisadas. Dados de
densitometria utilizando o rRNA como controle quantitativo mostraram que este gene esta
igualmente expresso em todas as amostras de T. Cruzi sensiveis e resistentes, a exce¢do da cepa

17LER que apresentou um nivel 2 vezes maior quando comparada a 17WTS. Estes dados foram

77



confirmados por ensaios de RT-PCR Quantitativo em Tempo Real utilizando o gene constitutivo
TcHGPRT como normalizador. Estes ensaios mostraram que o gene TCLIpDH esta 2,1 vezes mais
expresso na cepa 17LER quando comparada a 17WTS. Também por essa metodologia, nenhuma
diferenga de expressdo foi observada nas demais amostras de T. cruzi analisadas. Estes resultados
confirmam os dados de expressao diferencial obtidos por DD e Northern blot.

Investigamos também a organizagdo gendmica do gene TcLipDH em cepas do T. cruzi
sensiveis e resistentes ao BZ, além da presenga de pcolimorfismos ¢ de amplificagdo do gene.
Para esse fim, realizamos ensaios de Southern blot de DNA gendmico de formas epimastigotas
digerido com enzimas de restricdo. O produto dessas digestdes hibridizado com a sonda
especifica para o gene TcLipDH marcada com o[*°P]dCTP revelou fragmentos idénticos em
tamanho para cada um dos pares de amostra sensivel/resistente analisados. Observamos também
um perfil compativel com a existéncia de dois alelos desse gene dispersos no genoma. Em
relacdo a presenga de amplificacdo, ndo houve diferenga significativa de intensidade das bandas
entre a cepa sensivel e a resistente de um mesmo par, mostrando que este gene ndo esta
amplificado no genoma das cepas resistentes.

Neste estudo também foi avaliada a localizagdo cromossémica do gene TcLipDH em
cepas sensiveis e resistentes ao BZ. O T. cruzi possui alta plasticidade gendmica com distinta
organizacdo dos genes visto que diferentes copias do mesmo gene podem estar agrupadas em
tandem ou ainda distribuidas em diferentes cromossomos (Frasch, 2000). Outra caracteristica
interessante ¢ que cromossomos homologos podem possuir tamanhos diferentes e ocorrer em
diferentes nimeros. Essa variacdo foi reportada ndo s6 entre cepas (Dvorak et al., 1982), mas
também entre clones obtidos a partir da mesma cepa mantida em cultura de laboratorio
(McDaniel & Dvorak, 1993; Branche et al., 2006). Também foi observado que parasitos com
resisténcia selecionada in vitro possuem cariotipo distinto da cepa parental (Murta et al., 2006;
Nozaki & Engel, 1996; Nourani et al., 1996). Isto pode ser o resultado de ganhos ou perdas de
fragmentos cromossomicos ocorridos durante a replicacdo e/ou recombinagdo cromossdomicas
(Vargas et al., 2004).

Na localizagdo cromossOmica, a sonda especifica para o gene TcLipDH marcada com
a[32P]dCTP mostrou 4 bandas cromossémicas (1,1; 1,2; 1,45 e uma maior que 1,9 Mb) em todas
as amostras de T. cruzi analisadas, independente do fenotipo de resisténcia a drogas ou
zimodema. Era esperado que a sonda desenhada para todo o gene TcLipDH (1.434 pb)

reconhecesse duas bandas cromossdmicas, uma para cada alelo. Outras tentativas utilizando a
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mesma sonda dos ensaios de Northern e Southern blot foram realizadas, mas sem sucesso e esta
abordagem utilizando uma sonda para toda a sequéncia codificante do gene TcLipDH foi
realizada em 2007 ap6s busca por similaridade no banco de dados NT-NCBI. Até entdao nio havia
outras sequéncias de T. cruzi que apresentassem identidade com o gene estudado. A fim de
explicar o resultado obtido para a localizacdo cromossomica, refizemos o alinhamento do gene
TcLipDH contra o banco de dados e observamos que em Abril de 2008 foram depositadas outras
sequéncias que apresentam identidade acima de 80% com regides de 20 e 40 pb do gene
TcLipDH. Dentre essas estdo algumas proteinas hipotéticas e uma MASP (ntimero de acesso:
XM 816212.1). Tudo indica, entdo, que estas sequéncias impediram que fizéssemos a
localizagdo cromossOomica correta do gene TCLipDH até o presente momento.

Quanto ao nivel de expressdo da proteina, embora tenha sido observado um aumento no
nivel do mRNA do gene TcLipDH na cepa resistente, 17LER, os ensaios de densitometria do
Western blot mostraram que ha uma redugdo de 2 vezes no nivel de expressdo da proteina
TcLipDH nessa mesma cepa quando comparada a cepa sensivel 17WTS. Este resultado mostra
que esta ocorrendo uma regulagdo pos-transcricional deste gene no parasito resistente.

Em organismos que surgiram mais recentemente na linha evolutiva eucariota a transcri¢ao
¢ monocistronica, ou seja, os genes sao transcritos individualmente em pré-mRNAs que passam
por um processo de maturagdo chamado cis-splicing, no qual os introns sdo retirados e 0s exons
sao unidos entre si. O mRNA maduro recebe uma guanina metilada (“cap”) na extremidade 5’ ¢ a
cauda pcoli-A na extremidade 3°. Os membros da familia Trypanosomatidae, primitivos na linha
evolutiva eucariota, ndo possuem introns e, portanto, ndo realizam -cis-splicing. Nesses
organismos a transcri¢do ¢ pcolicistronica, ou seja, varios genes estdo presentes em um mesmo
pré-mRNA e a edicdo em mRNAs maduros se da por um mecanismo conhecido como trans-
splicing, no qual as unidades de mRNA sdo separadas, em seguida recebem na extremidade 5’
uma seqiiéncia de 39 nucleotideos (mini-éxon ou spliced leader) e a cauda pcoli-A na
extremidade 3’ (revisado por Teixeira, 1998).

Enquanto em organismos que realizam cis-splicing, a regulacao génica ¢ primordialmente
transcricional (proteinas que se ligam ao DNA aumentando ou inibindo a transcri¢do de um
gene), em organismos cuja transcricdo ¢ pcolicistronica os principais fatores de regulagdo sao
pos-transcricionais ¢ envolvem a eficiéncia de trans-splicing (Nozaki & Cross, 1995), a
estabilidade do mRNA (Hotz et al., 1995) ¢ a taxa de degradagdao do mRNA (Albuin et al., 1999).

Portanto, ¢ possivel que, apesar do nivel de transcritos do gene TcLipDH estar aumentado na cepa
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17LER quando comparada a seu par sensivel, que haja algum fator de regulacdo pos-
transcricional influenciando o nivel de expressao final da proteina na presenca da droga.

Recentemente, Wilkinson et al. (2008) identificaram em T. cruzi a seqiiéncia de uma
nitroredutase putativa similar a seqiiéncias de NTR tipo I de bactérias. As NTR tipo I sdo
insensiveis ao oxigénio ¢ usam FMN (flavina mononucleotideo) como cofator. Elas possuem um
papel conhecido na ativagao de nitroheterociclicos através da reducdo da droga por dois elétrons
e conseqliente geracdo de radicais toxicos que danificam o DNA do patéogeno. Wilkinson
observou que a transfec¢do de células epimastigotas de T. cruzi com o gene TcNTR desencadeia
a diminui¢do da resisténcia dos parasitos a drogas devido a sua capacidade de ativa-las. Em
contrapartida, a delecao de um dos alelos desse gene levou a um aumento da resisténcia em 2,5
vezes ao nifurtimox e em 5 vezes ao benzonidazol. Outra NTR tipo I encontrada em T. cruzi ¢ a
TcOYE (T. cruzi Old Yellow Enzyme). Estudos prévios realizados pelo nosso grupo mostraram
que esta enzima também esta menos expressa na populacao resistente 17LER (Murta et al.,
2006).

Além das NTR do tipo I existem as NTR do tipo II que sdo sensiveis ao oxigénio,
utilizam FAD (flavina adenina dinucleotideo) ou FMN como cofator e que sdo capazes de ativar
os nitroheterociclicos através da redugdo da droga em um elétron. Na presenca de oxigénio, a
droga reduzida é metabcolizada pela SOD (super oxido dismutase) produzindo peroxido de
hidrogénio e anion superdxido que danificam as macromoléculas do parasito (Docampo et al.,
1981). A TcLipDH estudada neste projeto ¢ uma nitroredutase do tipo II (Blumenstiel et al.,
1999, Salmon-Chemin et al., 2001). Sreider et al. (1992) ¢ Blumenstiel et al., (1999) mostraram
que a enzima TcLipDH participa no metabcolismo do NFX, reduzindo o grupo nitro da droga ¢
gerando espécies reativas de oxigénio. Viodé et al. (1999) observaram que o megazol, um
nitroimidazol, também pode ser reduzido por esta enzima.

Dentre as cepas estudadas neste projeto, a cepa 17LER € a unica que apresenta resisténcia
induzida in vitro ao BZ ¢ ¢ a tnica cultivada na presenga da droga; condi¢ao indispensavel para
manutengdo do fenotipo de resisténcia. Levando em consideracao os resultados de Wilkinson et
al. (2008) e a capacidade da LipDH de reduzir nitrocompostos, acreditamos entdo, que a
TcLipDH possa estar participando da ativagdo do BZ tornando-o toxico para os parasitos
sensiveis. Contrariamente, parasitos resistentes, na presenca da droga teriam sua sobrevivéncia

favorecida pela producao de niveis menores desta enzima. Entretanto estudos de transfeccao e
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delegdo do gene TcLipDH deverdo ser realizados para comprovar o envolvimento desta enzima
no fendtipo de resisténcia do T. cruzi a drogas.

Neste estudo também foram realizadas andlises de bioinformatica a fim de comparar as
informagoes sobre o gene TCLipDH (1.434 pb) (numero de acesso: X89112) disponiveis em
diferentes bancos de dados de dominio publico.

Inicialmente fizemos uma busca por similaridade desta sequéncia contra o banco de dados
genomico de T. cruzi (nimero de acesso do projeto: AAHKO00000000) (El-Sayed et al., 2005).
Nestas andlises observamos a existéncia da sequéncia completa e anotada do gene em dois
contigs. Esses dados estdo de acordo com o que foi observado na literatura. Schoneck et al.
(1997), utilizando ¢cDNA de TcLipDH marcado com digoxigenina identificaram somente 2
clones em uma biblioteca gendmica mostrando que o gene TcLipDH nao faz parte das familias de
genes multicopias presentes no genoma de T. Cruzi e que possui somente dois alelos.

Complementarmente a busca por similaridade no banco de dados genémico do T. cruzi, as
sequéncias de lipoamida desidrogenases foram analisadas no banco de dados GeneDB

(http://www.genedb.org) utilizando a ferramenta de busca booleana no website do banco de

dados. Nesta busca foram identificados quatro genes anotados como lipoamida desidrogenases
que sdo distintos daquele de 1.434 pb descrito na literatura por Lohrer & Krauht-Siegel (1990) e
Krauth-Siegel & Schoneck (1997). Dois desses genes possuem 1.530 pb e dois possuem 1.653 pb
e codificam proteinas com identidade inferior a 30% quando comparadas a sequéncia de 1.434
pb.

Em seguida, a fim de entender estes resultados foram realizados estudos de caracterizagao
computacional dos dominios presentes em cada uma dessas sequéncias.

As LipDH participam do complexo piruvato desidrogenase que ¢ responsavel pela
producdo de acetil-CoA para o ciclo do 4cido citrico. Este complexo ¢ formado por 3 enzimas: a
piruvato desidrogenase (E1), a lipoamide transacilase (E2) e a lipoamida desidrogenase (E3).
Resumidamente, o composto hidroxietil-tpp (hidroxietil tiamina-pirofosfato) se liga ao sitio ativo
da enzima El. Simultdneamente, a coenzima lipoamida se liga a enzima E2. A enzima El
transfere o grupo acetil para a lipoamida formando acetil-lipoamida e a enzima E2 transfere esse
mesmo acetil para Coenzima A, formando acetil-CoA e lipoamida reduzida (dihidrcolipoamida).
A dihidrcolipoamida é transferida para a enzima E3 onde ¢ oxidada a lipoamida por FAD. O
FADH, formado é reduzido pela ligagdo de NAD" ao sitio ativo da enzima E3 restaurando o

FAD e permitindo que a lipoamida seja liberada para uma nova reagao.
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O sitio ativo da enzima lipoamida desidrogenase (E3) ¢ caracterizado pela expressdo G - G
-x-C-[LIVA]-x(2) - G - C - [LIVM] - P que representa o sitio deligacdo de NADH. Além disso, as
duas cisteinas participam da transferéncia de elétrons da dihidrcolipoamida para o FAD.
Utilizando um script Perl para buscas sistematicas contra sequéncias protéicas encontramos essa
expressdo apenas nas sequéncias de 477aminoéacidos descritas na literatura e ndo nas sequéncias
de 510 ou de 551 aminoacidos. Apesar da auséncia do sitio ativo conhecido, pudemos classificar
estas sequéncias como pertencentes a familia das FAD-dissulfeto oxidoredutases utilizando o
banco de dados de dominios Pfam.

Alguns organismos, como a bactéria Pseudomas putida, possuem 2 isoformas da enzima
lipoamida desidrogenase. Quando essa bactéria ¢ crescida em meio rico em glicose, somente a
Lpd-Glu (abreviagdo para lipoamida-glicose) ¢ expressa, porém, na presen¢a de valina sdo
expressas a Lpd-Glu (56 kDa) e a Lpd-Val (49 kDa). A primeira participa dos complexos
piruvato desidrogenase ¢ 2-oxoacido desidrogenase, responsaveis pelo metabcolismo de
carboidratos, ¢ a segunda participa do complexo cetoacido desidrogenase, responsavel pelo
metabcolimo de valina, leucina e isoleucina (Roberts & Sokatch, 1978). Essas enzimas possuem
identidade inferior a 48% entre si (Burns et al., 1989; Palmer et al., 1991).

Até o momento somente uma LipDH foi descrita para tripanosomatideos, mas devido a
existéncia de outras isoformas dessa enzima em plantas e bactérias, avaliamos a relacao existente
entre aquelas sequéncias anotadas no GeneDB e na literatura com as LipDH de outros
organismos. Para isso, realizamos uma busca por similaridade contra o banco de dados NR do
NCBI e fizemos sele¢do das sequéncias correlacionadas para inferéncia filogenética. Em nossas
analises observamos que a seqiiéncia nao-putativa de LipDH de T. cruzi de 477 aminoacidos esta
agrupada a seqiiéncia de T. brucei em um cluster proximo as seqiiéncias de Leishmania sp. A
identidade média entre essas sequéncias ¢ de 75%. Curiosamente, a TcLipDH de 477
aminoacidos também encontra-se proxima a sequéncia de Euglena gacrilis (60% de identidade) e
das plantas Arabidopsis thaliana e Lycopersicum esculentum (58% de identidade).

Em 2003, Hannaert et al. reportaram a existéncia em tripanosomatideos de varias
sequéncias similares a sequéncias de cianobactérias e plantas. H4 um grande ntimero de genes
que parecem ser o resultado de transferéncia lateral entre ancestrais de tripanosomatideos e
cianobactérias, cloroplastos de plantas ou de bactérias fotossintetizantes e bactérias anaerobias
que viviam no intestino médio do hospedeiro (Opperdoes & Michels, 2007). Os genes que

codificam a fosfofrutocinase dependente de ATP de tripanosomatideos estdo relacionados a
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bactérias anaerébias. Ja a gliceraldeido fosfato desidrogenase (GAPDH) estd relacionada a
cianobactérias. Além disso, os tripanosomatideos possuem uma fosfoglicerato mutase
independente de cofator que também ¢ encontrada em plantas.

T. cruzi e L. major possuem uma ribulocinase ¢ uma galactocinase enquanto que uma
xilulocinase esta presente apenas em L. major. Leishmania sp. Também possuem uma sucrase e
uma [B-frutosidade responsaveis pela quebra de dissacarideos. T. brucei ndo possui nenhuma
dessas enzimas. Ribulocinase e xilulocinase possuem um percentual alto de identidade (50%-
60%) quando comparadas as mesmas enzimas de bactérias. Outros homologos ndo foram
encontrados em eucariotos, o que sugere que ¢ provavel que esses genes de metabcolismo de
acucar tenham sido originados de bactérias (Opperdoes & Michels, 2007).

Estes eventos de transferéncia lateral explicam a alta identidade da seqiiéncia de TcLipDH
com sequéncias da alga Euglena gracilis e de plantas.

Quanto as sequéncias de 510 e 551 aminoécidos, observamos que elas estdo distantes da
seqiiéncia de LipDH de tripanomatideos, mas agrupadas a LipDH de bactérias. A anotagdo do
genoma de T. cruzi ¢ um procedimento automatico realizado pela busca por similaridade com
sequéncias depositadas em outros bancos de dados. Este tipo de anotagdo esta sujeito a erros e
seriam necessarios dados experimentais para comprovar se as sequéncias de 510 e 551
aminoacidos codificam lipoamida desidrogenases ou outras proteinas funcionais no T. cruzi. A
elucidagdo da funcdo de sequéncias putativas pode contribuir muito para o conhecimento da
evolugdo, bioquimica e resisténcia a drogas do parasito. A TcNTR estudada por Wilkinson et al.
(2008), por exemplo, era uma sequéncia putativa sem similaridade com outras seqiiéncias de
tripanosomatideos, mas similar a sequéncias de bactérias.

A arvore filogenética gerada mostra também que ha baixa identidade (~50%) entre as
seqliéncias de LipDH de mamiferos e tripanosomatideos. Um dos pré-requisitos para a selecao de
um bom alvo para a quimioterapia de doengas parasitarias ¢ que o alvo seja distinto de seu
homélogo no hospedeiro mamifero. E possivel entdo que a TcLipDH de 477 aminoacidos seja
um alvo para drogas especificas para o parasito e que ndo irfo interferir no metabcolismo do
hospedeiro mamifero. A alta identidade entre as LipDH de tripanosomatideos ainda mostra que
uma droga que atue contra T. cruzi poderia também ter atividade contra T. brucei e Leishmania
sp.

A inexisténcia de registros fosseis contribui para que a evolugdo do Filo Protozoa seja

ainda uma questdo para especulacdes. Entretanto, avangos em biologia molecular e
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enriquecimento dos bancos de dados e analises filogeéticas contribuem cada vez mais para que a
histéria escrita nos genes seja interpretada. Estudos de filogenia sdo importantes ndo s para a
elucidacdo da origem das espécies, mas também para uma melhor compreensdo da biologia dos
organismos e, conseqiientemente, para a escolha de melhores estratégias de profilaxia ou de
tratamento de uma doenga parasitaria.

Em nossas inferéncias filegenéticas observamos que a arvore construida com sequéncias
de LipDH corrobora a teoria monofilética para o género Trypanosoma.

Os principais estudos de filogenia de tripanosomatideos foram fundamentandos na
seqiiéncia do rRNA 18S. Estes estudos inicialmente incluiam somente sequencias de T. cruzi e T.
brucei ¢ indicavam que o género Trypanosoma era parafilético, ou seja, este género estava
incluido em um grupo cujo ancestral comum mais recente ndo era exclusivo do género
Trypanosoma, mas era o mesmo ancestral dos géneros Leptomonas, Crithidia e Phytomonas
(revisado por Stevens & Gibson, 1999). Aumentando-se o numero de espécies de
tripanosomatideos para 11 estabeleceu que este género devia ser monofilético. Posteriormente,
apds maior enriquecimento dos bancos de dados, foi construida uma arvore com 47 espécies de
Trypanosoma que também determinou que o género ¢ monofilético (revisado por Stevens &
Gibson, 1999), pelo menos para o gene rRNA 18S. Em um estudo mais complexo, Hughes &
Piontkivska (2003) fizeram anélise filogenética para 42 familias de proteinas de membros da
familia Trypansomatidae (géneros Trypanosoma e Leishmania) utilizando os modelos evolutivos
de analise de distancia, maxima parsimdnia e maxima verossimilhanca. Assim como os Ultimos
resultados de filogenia alcangados com andlise da subunidade 18S do rRNA, 69% dessas familias
(29/42) apontaram, nos trés modelos evolutivos, que o género Trypanosoma ¢ monofilético, ou
seja, a analise da seqiiéncia agrupa T. cruzi e T. brucei em um cluster cujo ancestral comum mais
recente ¢ diferente daquele do género Leishmania.

Para a caracterizagdo do gene que codifica a proteina transportadora de hexoses em
cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, foram utilizados, inicialmente, ensaios de
Northern blot para confirmar os resulados de DD. Utilizando uma sonda especifica para o gene
TcrHT1, observamos a presenca de um transcrito de 2,6 Kb nas populagdes 17WTS e 17LER,
pertencentes ao Zimodema 1 e grupo T. cruzi I e dois transcritos, um de 1,9 ¢ outro de 2,6 Kb,
nas populagdes BZS ¢ BZR, pertencentes ao Zimodema 2 e grupo T. cruzi II. Os dados de
densitometria utilizando o rRNA como controle quantitativo mostraram que o gene TCrHT1 esta

2 vezes mais expresso na populagdo 17LER quando comparada a seu par sensivel, 17WTS.
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Nenhuma diferenca significativa foi observada no par BZS/BZR. A diferencga de expressdo no par
17WTS/17LER foi confirmada por RT-PCR Quantitativo em Tempo Real utilizando o gene
TcHGPRT como normalizador. Estes ensaios mostraram que o gene TCrHT1 estd 2,6 vezes mais
expresso na cepa resistente 17LER quando comparada ao seu par sensivel. Também por essa
metodologia, nenhuma diferenca significativa foi observada em outras cepas do T. cruzi
analisadas. Estes resultados confirmam os dados de expressao diferencial obtidos por DD e
Northern blot.

Tetaud et al. (1994) também detectou dois transcritos de tamanhos 2,1 ¢ 2,6 Kb na cepa
CL de T. cruzi. De acordo com os autores, esses dois transcritos codificam a mesma proteina,
porém a diferenga de tamanho ¢ decorrente de variagdes das seqiiéncias da 3°’UTR (regido 3’ nao-
traduzida). Isso foi observado apds PCR com iniciadores que anelam em regides intergénicas de
diferentes repeticdes, amplificando assim somente a regido 3’UTR. As regides 3’UTR sdo
importantes para a regulacdo génica. Teixeira et al. (1995) fizeram um ensaio de transfeccio
transiente utilizando um plasmideo que continha a regido 3’UTR (630 pb) do gene de amastina de
T. cruzi fusionada ao gene que codifica a enzima luciferase. Os autores observaram uma
diminuicdo de 5 vezes na atividade da enzima bioluminescente nas formas epimastigotas e um
aumento de 7 vezes nas formas amastigotas. Nozaki et al. (1995) em um ensaio similar, porém
utilizando a regido 3’UTR do gene que codifica a gliceraldeido 1-fosfato desidrogenase do T.
Cruzi, observaram um aumento de 6 a 14 vezes na atividade da luciferase nas formas
epimastigotas. Esses trabalhos mostram que seqiiéncias especificas na regido 3’UTR sdo capazes
de regular a expressdo génica, pois permitem a interagdo com fatores capazes de estimular ou
inibir a expressao génica, dependendo do estagio de desenvolvimento do parasito.

A regidao 3’ UTR ¢ importante para a regulacao da transcri¢ao de transportadores hexoses
em T. brucei. Este parasito possui duas isoformas desses transportadores, sendo uma chamada
THT1 e mais adaptada ao meio rico em glicose (como o sangue do hospedeiro) e outra chamada
THT2 e mais adaptada ao meio pobre em glicose (como interior da célula ou intestino do inseto
vetor). O THTI1 ¢ mais expresso na forma do T. brucei presente no hospedeiro ¢ ¢ um
transportador de baixa afinidade, mas com alta eficiéncia devido a alta disponibilidade de glicose.
Ja o THT2 ¢ mais expresso nas formas presentes no inseto vetor e ¢ um transportador de alta
afinidade, mas com baixa eficiéncia, devido a baixa disponibilidade de glicose. Hotz et al.,
(1995) realizaram ensaios de transfec¢ao de plasmideos contendo a regido 3°’UTR do gene THT1

ou THT2 fusionada a seqiiéncia de actina em diferentes estagios de vida do parasito T. brucei.
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Foi observado que a regido 3’UTR do THT2 estimulou a transcricio de actina na forma
prociclica do parasito (que fica no intestino médio do inseto vetor), mas inibiu essa expressao na
forma sanguinea.

Estudos realizados por Tetaud et al. (1994) utilizando a cepa CL de T. cruzi indicam que
esse parasito possui somente uma isoforma do gene TCcrHT1 e que o nivel de transcricdo desse
gene nao varia da forma epimastigota para a tripomastigota, embora haja variacdo dos niveis de
glicose do meio. De acordo com Barrett et al. (1998), isso acontece porque o periodo em que o
T. cruzi fica em meio pobre em glicose ¢ menor quando comparado ao T. brucei, pois o repasto
sanguineo de triatomineos ¢ mais freqliente do que o de moscas tse-tsé. Sendo assim, ndo ¢
necessaria a presenca de um outro transportador de maior afinidade.

Além do nivel de expressdo, investigamos também a organizacdo gendmica do gene
TcrHT1 em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, além da presenga de pcolimorfismos ¢
de amplificacdo do gene. Para esse fim, realizamos ensaios de Southern blot de DNA genémico
de formas epimastigotas digerido com diferentes enzimas de restricdo. O produto dessas
digestdes hibridizado com a sonda especifica para o gene marcada com a[**P]dCTP, revelou um
perfil de organiza¢do em tandem. Esse mesmo resultado foi mostrado po Tetaud et al., (1996)
utilizando digestdo parcial com a enzima ECORV. Também nos resultados de Southern blot
observamos bandas idénticas em tamanho e intensidade para cada um dos pares
sensivel/resistente de cepas do T. cruzi, mostrando que o gene ndo esta amplificado no genoma
das cepas resistentes. Quanto ao pcolimorfismo detectado observamos que ndo houve variagdo
entre as cepas sensiveis e resistentes, e sim entre cepas de diferentes zimodemas (zimodema 1 e
zimodema 2) ou grupos de T. cruzi (grupo I ou grupo II). Concluimos entdo, que o pcolimorfismo
no gene TCrHT1 detectado com a enzima ECORI esta relacionado ao zimodema e ndo ao fendtipo
de resisténcia do T. cruzi a drogas.

Na localizagdo cromossomica observamos que o gene TCrHT1 estd localizado em dois
cromossomos em todas as cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes analisadas. As bandas
encontradas foram de 1,85 e 2,02 Mb nas populagdes do zimodema Z1 e grupo T. cruzi I
(I7WTS/17LER e Yuyu) e de 1,94 ¢ 2,21 Mb nas populagdes do zimodema Z2 e grupo T. cruzi II
(BZS/BZR e clones 9S/27R). A cepa SC-28, embora também pertencente ao zimodema Z1 e
grupo T. cruzi I, apresentou outro perfil com bandas de 1,9 ¢ 2,6 Mb. A julgar pela intensidade
das bandas, o nimero de copias do gene TCrHT1 ¢ o mesmo em ambos 0s cromossomos de uma

mesma cepa. Concluimos, portanto, que a localizacdo cromossomica do gene TCrHT1 ndo esta

86



relacionada com o fenétipo de resisténca do T. cruzi a drogas, e sim com o zimodema da cepa
analisada.

Quanto ao nivel de expressdo da proteina TcrHT1, embora um ensaio de Western blot nao
tenha sido realizado, buscamos mensurar a atividade desse transportador padronizando um ensaio
de captagdo de 6-deoxi-D-[6-"H]glicose nas dieferentes cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes
ao BZ. Neste ensaio ndo foi observada diferenca significativa no transporte de glicose entre os
pares de cepas sensivel e resistente BZS/BZR e CL/Colombiana. Entretanto, foi observada uma
diminuicdo de aproximadamente 40% na taxa de glicose transportada pela cepa 17LER quando
comparada a seu par sensivel, I7WTS. Andlises estatisticas utilizando o teste ndo-paramétrico
ANOVA de dois fatores mostraram que esses valores sao significativos.

A diminuicao da atividade de transportadores pode estar relacionada com o fenotipo de
resisténca a drogas. Nourani et al. (1997), mostraram que a levedura S. cerevisiae nocaute para
transportadores do tipo ABC (ATP Binding Casstte) mantinham, inesperadamente, o fendtipo de
resisténcia a multiplas drogas. Os transportadores do tipo ABC sdo conhecidos por conferir
resisténcia a multiplas drogas em varios microrganismos (revisado por Ouellette, 2001). Nourani
observou uma diminui¢do da expressdo dos transportadores de hexoses HTX11 e HTX9 nas
leveduras nocaute e mostrou que, quando transfectadas com o gene HXTI1, as células
apresentavam maior susceptibilidade a drogas. Nesse caso, os transportadores HXT11 e HXT9
devem funcionar como via de entrada para a droga. Na presenca de transportadores ABC, a droga
que entra pelos transportadores de hexoses ¢ expulsa ativamente. Na auséncia de transportadores
ABC, portanto, leveduras com menor expressdo dos transportadores de hexoses tém sua
sobrevivéncia favorecida na presenga da droga.

Uzkategui et al. (2005) também observaram uma diminui¢do de 80% no transporte de
glicose de uma cepa de Leishmania amazonensis resistente a glibenclamida na fase exponencial
do crescimento. A glibenclamida ¢ um inibidor de transportadores ABC. A diminuicdo da
expressdo do transportador de hexoses nessa cepa estaria associada a alguma alteragdo
metabolica devido a pressdao da droga. Essa alteracdo provavelmente seria em favor da limitagao
da producdo de metabolitos toxicos pela glicolise.

Os tripanosomatideos sdo organismos com grande flexibilidade metabdlica e capazes de
se adaptar a varios ambientes. Como ja foi explicitado, a cepa 17LER ¢ cultivada na presenca da
droga. E possivel especular que, como mostrado para o género Leishmania, o T. cruzi esteja

modulando a captagdo de glicose em resposta a pressdo da droga. Embora em pequenas
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quantidades, a respiragdo aerdbica também gera espécies reativas oxigénio além de compostos
toxicos como gas carbonico, glicerol e metilglioxalato. Portanto, uma diminui¢ao da atividade do
transportador na presenca da droga contribuiria, bem como a diminui¢do nos niveis de TcLipDH,
para a sobrevivéncia dos parasitos.

A busca por similaridade da sequéncia do gene TcrHT1 contra uma copia local do banco
de dados genomico de T. cruzi mostrou que na colegdo de 32.746 contigs existem 31 contigs
distintos contendo copias inteiras ou parcais, anotadas ou ndo anotadas deste gene. Nesses contigs
foram encontradas 4 copias completas e outras 29 sequéncias com tamanhos entre 190 e 1.186 pb
que possuem alta identidade quando comparadas a sequéncia referéncia (U05588) do gene
TcrHT1. No processo de re-anotagcdo manual observamos que, salvo as copias inteiras do gene
TcrHT1, somente 14% dessas copias incompletas estdo anotadas. Especulamos que as copias
incompletas do gene estejam truncadas devido a sua localizagdo e/ou ao tamanho do contig.

Tetaud et al. (1994) determinou por digestdo parcial do DNA genémico que o gene
TcrHT1 apresenta pelo menos 8 copias. Arner et al. (2007) mostraram que, devido ao colapso de
sequéncias idénticas, nem todas as copias dos genes repetitivos foram incluidos na montagem
final do genoma de T. cruzi. Para corrigir o nimero de repetigdes presentes no banco de dados,
Arner et al. (2007), desenvolveram uma abordagem in silico de alinhamento multiplo contra
todas as sequéncias geradas pelo projeto genoma, inclusive contigs que ndo foram incluidos na
montagem por serem muito pequenos e considerados fragmentados demais para serem usados.
De acordo com Arner, o gene TCrHT1 possui 35 copias, um resultado muito proéximo ao
encontrado em nossas analises.

Os resultados das buscas executadas no GeneDB confirmaram os dados encontrados pelo
alinhamento da sequéncia referéncia contra o banco de dados do T. cruzi. Em ambas as analises
foram encontradas 4 sequéncias que possuem o mesmo tamanho (544 aminoécidos) e identidade
superior a 97% entre si.

A arvore filogenética construida por alinhamento global entre diferentes seqiiéncias de
transportadores de hexoses mostra que a seqiiéncia do T. cruzi esta incluida em um grupo de
sequéncias de outros Trypanosoma sp. e proximo a um grupo de sequéncias de Leishmania. A
identidade entre essas sequencias ¢ inferior a 60%. Além disso, observamos que o TcrHT1 ¢
distante das seqiiéncias de plantas, bem como de mamiferos e bactérias, havendo somente 25%
de identidade entre elas. Este resultado refor¢a o uso dessa proteina como um bom alvo para a

quimioterapia contra a doenga de Chagas, entretanto, a identidade entre as sequencias de
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tripanosomatideos ndo ¢ alta e uma droga que atue contra o T. cruzi pode ndo funcionar para T.
brucei ou Leishmania sp.

Também como foi observado para a TcLipDH e para 69% das 42 familias de proteinas
estudadas por Hughes & Piontkivska (2003), a arvore dos transportadores de hexoses corrobora a

teoria monofilética do género Trypanosoma.
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7. CONCLUSAO

= Analises de Northern Blot com sondas especificas mostraram a presenca de um transcrito
de 2,4 kb do gene TcLipDH em todas as amostras de T. cruzi analisadas. Para o gene TcrHT1 foi
observado um transcrito de 1,6 Kb para as amostras do grupo T. cruzi I (Zimodema 1) e dois
transcritos, um de 1,9 Kb e outro de 2,6 Kb, para as amostras do grupo T. cruzi II (Zimodema 2).
Dados de densitometria dos ensaios de Northern blot utilizando o rRNA como controle
quantitativo e resultados de RT-qPCR utilizando o gene TCHGPRT como normalizador
confirmaram os resultados de DD encontrados por Murta et al. (2008, in press) e mostraram que
ambos os genes TCLIpDH e TcrHT1 estdo mais expressos na cepa 17LER quando comparada a
cepa 17WTS. Nenhuma diferenca foi observada nas demais amostras de T. cruzi analisadas.

= Ensaios de Southern blot confirmaram a presenca de duas copias do gene TcLipDH e do
arranjo em tandem do gene TCrHT1 no genoma do parasito. Vimos também estes genes ndo estao
amplificados no genoma das cepas resistentes e que o pcolimorfismo detectado na sequéncia do
gene TCrHT1 ndo esta relacionado ao fendtipo de resisténcia ao BZ e sim ao zimodema ou grupo
ao qual a cepa do T. cruzi analisada pertence.

» Ensaios de localizagdo cromossdmica mostraram que o gene TCrHT1 esta localizado em
2 cromossomos em todas as amostras analisadas. Esta localizacdo ndo esta relacionada com a
resisténcia. A localizagdo cromossomica do gene TcLipDH foi inconclusiva.

= Os dados de Western blot mostraram que a enzima TcLipDH estd 2 vezes menos
expressa na cepa 17LER quando comparada a 17WTS. Também observamos uma diminuicao de
40% na eficiéncia de transporte da proteina TcrHT1 nessa mesma cepa resistente quando
comparada a sensivel. Em ambos os ensaios nenhuma diferenca foi observada para as demais
amostras analisadas.

= Analises de bioinformatica mostraram que somente 2 copias do gene TcLipDH podem ser
encontradas no genoma do T. cruzi contra 33 copias completas e incompletas do gene TcrHT1.
Também foi observado que existem outras seqiiéncias anotadas no genoma como lipoamida
desidrogenases de T. cruzi, entretanto, estas sequéncias ndo estdo descritas na literatura.

= As arvores filogenéticas construidas com sequéncias de lipoamida desidrogenases ou de
transportadores de hexoses de tripanosomatideos e outros organismos favorecem a teoria de que o

género Trypanosoma ¢ monofilético. As arvores também mostram que ambos os genes sdo bons
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Um estudo mais amplo e aprofundado dos genes diferencialmente expressos entre as
cepas sensiveis e resistentes do T. cruzi pode contribuir para a descoberta de novos alvos
terapéuticos na doenca de Chagas. As diferengas estruturais entre a lipoamida desidrogenase ¢ o
transportador de hexoses do T. cruzi e do hospedeiro mamifero podem facilitar o desenho de
drogas especificas para o parasito ¢ que ndo interfiram no metabcolismo do hospedeiro. A
TcLipDH como alvo terapéutico poderia ser utilizada para a produgdo de espécies reativas de
oxigénio devido a sua capacidade de reduzir compostos nitrogenados. Ja o TcrHT como alvo
terapéutico poderia ser uma via de entrada para a droga ou poderia ser bloqueado impedindo a
captagdo de nutrientes essenciais para a sobrevivéncia do parasito. A diminui¢do no influxo de
hexoses pode também diminuir a capacidade de infec¢ao do parasito, pois elas sdo essenciais para
a biossintese de glicoconjugados expressos ou secretados na membrana de tripanosomatideos.
Esses glicoconjugados estdo diretamente relacionados com a viruléncia e capacidade de evasao
do sistema imune.

Os resultados deste projeto de caracterizagdo dos genes TCLIpDH e TcrHT1 se somardo a
estudos de outros genes que estamos realizando em nosso laboratério para o entendimento do
mecanismo de resisténcia do T. cruzi a drogas e a descoberta de novos alvos terapéuticos para o

tratamento da doenca de Chagas.
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8. PERSPECTIVAS

A fim confirmar o envolvimento da enzima TcLipDH e da proteina TcrHT1 com o fenotipo
de resisténcia do T. cruzi a drogas, futuramente serdo realizados experimentos de transfecgao
destes genes em cepas do parasito sensiveis e/ou resistentes a drogas. O fendtipo de
susceptibilidade ao BZ dos parasitos que superexpressam estes genes serd analisado e comparado

aos seus respectivos controles.
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Tabela 1: Resultados de alinhamento local das seqliéncias dos genes TcLipDH (1.434 pb) e TcrHT1
(1.635 pb) contra os contigs do projeto genoma de T. cruzi

Gene Namero do Contig Tamanho | Tamanho do Localizagéo E-value % ID Particularidades da
do contig alinhamento no contig sequéncia
TcLipDH | AAHKO01000630* | 28.018 1.434 23.044 a 24.477 0.0 99 Copia completa
TcLipDH | AAHK01000124* |  63.491 1.434 62.448 a 61.015 0.0 97 Cépia completa
TerHTL | AAHKO01000388* |  38.079 1.636 22.851 a 24.486 0.0 98 . Pseudogene
Cépia completa truncada
TcrHT1 | AAHKO01000388* |  38.079 1.635 1.529 a 3.163 0.0 98 Copia completa
TerHTL | AAHKO01002461* 5.780 1.635 2.062 a 3.696 0.0 97 Cépia completa
TerHT1 AAHK01001276* 3.814 1.635 10.148 2 8.518 0.0 97 Copia completa
TerHTL | AAHKO01002461* | 5780 1.186 4.595 2 5.780 0.0 gg | Copiaincompletaancorada
ao final do contig
TerHTL | AAHK01009252 1.180 1.180 1a1.180 0.0 gg | Copiaincompletatruncada
que ocupa todo o contlg
TerHTL | AAHK01013805 1.008 1.008 1a1.008 0.0 g9g | Copiaincompleta que ocupa
todo o contig
TerHTL | AAHKO01014414 997 997 12997 0.0 g9g | CoOpiaincompleta que ocupa
todo o contig
TerHTL | AAHK01017188 954 954 12954 0.0 g7 | Copiaincompleta que ocupa
todo o contig
TerHTL | AAHK01012477 1.041 953 89a1.041 0.0 gg | Copiaincompletaancorada
ao final do contig
TerHT1 | AAHKO01017715 947 947 947a1 0.0 g9 | CoOpiaincompleta que ocupa
todo o contig
TerHTL | AAHK01012029 1.054 941 12941 0.0 98 Cépiaincompleta
ancorada ao inicio do contig
TerHT1 | AAHKO01017408 951 897 1a951 0.0 g7 | Copiaincompleta que ocupa
todo o contig
TerHT1 | AAHKO01013354 1.018 852 12852 0.0 98 Cépia incompleta
ancorada ao inicio do contig
TerHTL | AAHKO01014925 087 826 826a1 0.0 98 Copia incompleta ancorada
ao final do contig
TerHTL | AAHK01015986 970 816 12822 0.0 98 Copia incompleta
ancorada ao inicio do contig
TerHT1 | AAHKO01017534 949 767 1a767 0.0 98 Cépia incompleta
ancorada ao inicio do contig
TerHTL | AAHKO01013060 1.025 701 1.025a 325 0.0 98 Copia incompleta ancorada
ao final do contig
TorHTL | AAHK01000133* |  60.578 687 687a1 00 gp | Copiaincompleta ancorada
ao final do contig
TerHTL | AAHKO01004532% |  1.884 631 631a1l 0.0 gg | Copiaincompletaancorada
ao final do contig
TerHTL | AAHKO01003121% 3.814 615 1a615 0.0 97 Copia incompleta ancorada
ao inicio do conitg
TerHTL | AAHK01010271 1.124 613 1a613 0.0 g9g | COpiaincompleta truncada
ancorada ao inicio do conitg
TerHTL | AAHKO01024153 855 606 606 a1 0.0 97 Copia incompleta ancorada

ao final do contig
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Copia incompleta ancorada

TerHTL | AAHK01008070 1.266 591 1.266 a 676 0.0 98 : (
ao final do contig

TerHTL | AAHK01021913 890 542 349 2890 0.0 g7 | Copiaincompletaancorada
ao final do contig

Cépia incompleta ancorada
TerHTL | AAHK01006226 1.482 516 1a516 0.0 96 20 infeio do contig

TerHTL | AAHK01014930 987 452 536 a 987 0.0 9s | Copiaincompletaancorada
ao final do contig

TerHTL | AAHK01023986 858 446 858 2 413 0.0 gg | Copiaincompletaancorada
ao final do contig

Cépia incompleta ancorada
TerHTL | AAHK01023849 860 378 12378 0.0 97 20 infeio do contig

TerHTL | AAHK01012965 1.028 327 1.028 2702 1,00E-166 g9g | Copiaincompletaancorada
ao final do contig

TerHTL | AAHKO01006904 1.348 294 1.384 2 1.001 1,00E-153 98 Cépia incompleta ancorada
ao final do contig

: Cépia incompleta ancorada
TerHTL | AAHK01006848 1.390 298 1.093 a 1.390 1,00E-151 97 20 final do contig

TerHTL | AAHK01000388 38.079 190 1a190 1,00E-93 97 Cépia incompleta ancorada

ao inicio do contig

* Sequéncias anotadas no genoma.

109




Tabela 2: Seqliéncias do genoma do T. cruzi anotadas como TcLipDH ou TcrHT1

TcLipDH
Numero de acesso Tamanho (aminoé&cidos)
Tc00.1047053508933.20 551 aa
Tc00.1047053507757.60 551 aa
Tc00.1047053506701.10 510 aa
Tc00.1047053509379.10 510 aa
TcrHT1

Numero de acesso

Tamanho (aminoéacidos)

Tc00.1047053511041.40

544 aa

Tc00.1047053508551.30

544 aa

Tc00.1047053506355.10

544 aa
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