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Resumo

RESUMO

Alcool desidrogenases (ADH) pertencem a um grupo de enzimas que catalizam a
oxidacdo reversivel de etanol a acetaldeido, com conseqiente redugdo de NAD. O gene TcADH
que codifica a ADH do T. cruzi, foi selecionado pela metodologia microarray por apresentar
um nivel de transcricdo 4 vezes menor na populacdo do parasito com resisténcia induzida in
vitro ao BZ (17LER) quando comparado com seu par sensivel (17WTS). A TcADH codifica
uma proteina de 393 aminoacidos que apresenta um dominio conservado “iron-containing
alcohol desidrogenase”. A andlise da estrutura primaria mostrou que a TCADH é mais parecida
com as ADHs de organismos procariotos do que com seus ortélogos identificados em
Leishmania. A atividade enziméatica da TcADH foi menor nas cepas de T. cruzi com resisténcia
induzida in vitro ao BZ (17 LER). Analises de Western blot mostraram que o anticorpo
policlonal anti-TcADH reconheceu um polipeptideo de 41,7 kDa em todas as cepas do T. cruzi
analisadas. O nivel de expressdo desse polipeptideo foi 2 x menor na cepa do T. cruzi 17LER
quando comparado com seu par 17WTS, confirmando os dados da atividade enzimatica.
Ensaios de imunolocalizacdo por microscopia confocal revelaram que a enzima TcADH esta
presente no cinetoplasto do parasito. Andlise de Northern blot mostrou que a sonda do gene
TcADH reconheceu um transcrito de 1,9 Kb com a mesma intensidade para todas amostras do
T. cruzi analisadas com excecdo da populacdo 17LER que foi 2 vezes menor. Analise
quantitativa por PCR em tempo real (QPCR) também mostrou um nivel de mRNA 2,5 vezes
menor na populacdo 17LER. Quantificacdo do numero de copias desse gene por gPCR, mostrou
ser 0 mesmo para todas as cepas do T. cruzi analisadas. Neste trabalho, o gene TcADH foi
caracterizado pela primeira vez em T. cruzi e foi observado uma menor expressdo da enzima

TcADH na populagéo do T. cruzi com resisténcia induzida in-vitro ao BZ.

XV



Abstract

ABSTRACT

Alcohol dehydrogenases (ADH) belongs to a group of enzymes that catalyze the
reversible oxidation of ethanol to acetaldehyde, with consequent reduction of NAD. The TcADH
gene that codes for the T. cruzi ADH of, was selected by microarray methodology as presenting
a transcription level 4 four-fold lower in the T. cruzi population with in vitro- induced resistance
to BZ (17 LER) than in the wild-type (17 WTS). The TcADH codes a protein of 393 aminoacids
that presents a conserved “iron-containing alcohol desidrogenase” domain. Analysis of the
primary structure showed that the TcADH is more similar to the of ADHs of procariotes than
ADHs of other organisms as Leishmania. Assays of enzymatic activity showed that TcADH
activity was lower in 17LER than in 17WTS. Western blot analysis of T.cruzi protein extracts
probed with anti- TcCADH rabbit polyclonal serum revealed a 41.7 kDa polypeptide present in
all samples. The level of this polypeptide was similar for all samples except to 17LER that was
nearly two-fold lower than the wild-type 17 WTS. Assays imunolocalization by confocal
microscopy showed that the TcCADH enzyme is present in parasite. Northern blot analyses
showed that TcADH levels were 2.0 times lower in 17LER than in 17WTS. Real- time PCR
confirmed our finding that TCADH transcription levels were lower in 17 LER than in 17 WTS.
In contrast, we detected no differences in TCADH trancription level among other T. cruzi
samples. Using real- time PCR, we found that the number of TCADH gene copies was similar in
all samples. This difference of expression was confirmed by the. Our data show that a decreased
expression of the TCADH enzyme was found only in a T. cruzi population with induced in vitro
resistance to BZ. In this work, the TcADH gene was characterized for the first time in T. cruzi
and was observed a smaller expression of the TCADH enzyme in a T. cruzi population with in

vitro-induced resistance to BZ.
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Introdugdo

1- INTRODUCAO

1.1- O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

Os protozoarios parasitos pertencentes a ordem Kinetoplastida e a familia
Trypanosomatidae incluem varias espécies do género Leishmania e Trypanosoma. Nos
tripanosomatideos, a mitocondria apresenta caracteristicas peculiares, albergando uma complexa
rede de moléculas circulares de DNA, denominada de cinetoplasto. Estes organismos sdo
causadores de doencas ao homem, plantas e animais, sendo responsaveis por danos econémicos
e consideraveis indices de mortalidade e morbidade humana em paises tropicais (Donelson et
al., 1999).

A Tripanosomiase Americana, também conhecida como doenca de Chagas, é uma
zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. (T. cruzi). Esse protozoario é
transmitido ao homem e outros mamiferos pelos hospedeiros invertebrados - barbeiros, inseto
triatomineo da familia Reduviidae. Estimativas sugerem que 16 a 18 milhGes de pessoas estao
infectadas com o parasito e 100 milhGes vivem em areas de risco de transmissdo da doenca
(WHO, 2005). No Brasil, a doenca de Chagas esta distribuida em uma area endémica de 3
milhdes de quildmetros quadrados, compreendendo 2400 municipios, com cerca de 5 milhdes
de pessoas infectadas pelo T. cruzi (Dias, 1987).

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

Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta basicamente trés formas evolutivas
(tripomastigota, amastigota e epimastigota) entre o inseto vetor e o hospedeiro vertebrado. Ao
alimentar-se de sangue infectado, o inseto adquire a forma tripomastigota do parasito. Os
parasitos tripomastigotas migram do intestino anterior para o intestino médio do inseto onde se
diferenciam em epimastigotas e se multiplicam. Os varios parasitos epimastigotas migram para
0 intestino posterior do inseto, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Essas
formas sdo excretadas nas fezes no momento do préximo 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 e se

diferenciam em amastigotas. ApoOs sucessivas multiplicacbes no citoplasma as formas



Introdugdo

amastigotas transformam-se em tripomastigotas e a célula se rompe liberando na corrente
sanguinea os parasitos que irdo infectar tecidos adjacentes ou um barbeiro ainda ndo parasitado
(Ley et al., 1988) (Figura 1).

A doenca de Chagas € caracterizada pelas fases aguda e cronica. A fase aguda
compreende os fendmenos clinicos que se estabelecem nos primeiros meses de infecgédo e, do
ponto de vista laboratorial, pela demonstracdo do parasito no sangue por meio de exame direto
(WHO, 2005). Nesta fase os sintomas podem ser brandos e atipicos e, conseqiientemente a
infeccdo ndo é reconhecida. Em criancas infectadas entretanto, podem ser observadas sérias
complicacgdes neuroldgicas (WHO, 2005). Ainda na fase aguda, o coracdo esta quase sempre
comprometido em maior ou menor extensdo e pode exibir dilatagdo e efusdo pericardica. Edema
subcutaneo, aumento de linfonodos e hepato-esplenomegalia sdo também frequentes e
encontrados com intensidade variavel (Rassi & Luquetti., 1992). Posteriormente, 0 paciente
entra na fase cronica, caracterizada por um baixo numero de parasitos circulantes e de dificil
deteccdo. A maioria dos pacientes na fase cronica ndo apresenta sintomas, podendo permanecer
assintomaticos por décadas ou por toda a vida, caracterizando a forma indeterminada da doenca.
Em alguns casos, estes pacientes podem evoluir para uma forma sintomatica da doenca. As
manifestagdes mais comuns sdo o comprometimento do sistema cardiaco (forma cardiaca),
digestivo (forma digestiva) ou de ambos (forma cardio-digestiva) (Brener, 1987). A principal
causa de morbidade e mortalidade da doenca de Chagas € a cardiopatia inflamatdria crénica.

A duracdo destas fases pode ser diferente entre os individuos, mas em geral o que se
observa € um periodo de até 90 dias para a fase aguda, de até 20 anos para a fase cronica
indeterminada e um periodo muito variavel para a fase cronica sintomatica, dependente da
forma clinica e gravidade do quadro desenvolvido pelo paciente.

N&o existindo uma vacina efetiva contra a doenca de Chagas, a prevengdo priméria
desta doenca se faz basicamente pelo controle do vetor e pela prevengdo da transmisséo
transfusional. Uma abordagem utilizada com sucesso no controle da transmissdo da doenga nas
ultimas décadas tem sido a eliminagdo dos vetores domiciliados através do uso de inseticidas
(Souza et al., 1984).
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Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. Fonte: WHO, 2005.
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1.2- A organizagao genémica do T. cruzi

Os estudos do genoma do T. cruzi sdo fundamentais para a compreensdo dos
mecanismos moleculares envolvidos no complexo processo de diferenciacdo celular deste
parasito.

Ao longo do processo evolutivo, o T. cruzi, assim como outros membros da familia
Trypanosomatidae divergiram muito cedo na linhagem principal que deu origem aos outros
eucariotos. Provavelmente por essa razao, estes organismos apresentam muitas caracteristicas
bioguimicas e processos moleculares exclusivos que diferem bastante daqueles conhecidos em
outros eucariotos (Brener et al., 2000).

O tamanho do genoma do T. cruzi (100-200 x 10° pb) é relativamente superior ao
tamanho dos genomas de outros protozoarios parasitos, como por exemplo, Leishmania major
(45-65 x 10° pb) ou Trypanosoma brucei (25 x 10° pb) (El-Sayed et al., 2005). Uma
caracteristica comum da organizacdo do genoma desses organismos € a presenca de
agrupamentos de genes que se arranjam em repeti¢Oes in tandem. As regides intergénicas sao,
em geral, bastante reduzidas e varios genes sdo transcritos em uma mesma unidade de
transcricdo policistronica, a qual é posteriormente processada gerando mRNAs maduros
monocistronicos (Teixeira, 1998). Estas unidades policistronicas podem ser bastante extensas,
contendo de dezenas a centenas de genes, como indicado pelos dados gerados pelo
sequenciamento completo do cromossomo 1 de L. major (Myler et al., 1999), de parte do
cromossomo 3 do T. cruzi (Andersson et al., 1998) e atualmente pelo sequenciamento completo
do genoma dos tripanosomatideos (El-Sayed et al., 2005). Em T. cruzi foi observado que pelo
menos 50% do genoma é composto por sequéncias repetitivas, correspondentes em sua maioria
a familias de genes de proteinas de membrana, retrotransposons e repeti¢des subteloméricas (EI-
Sayed et al., 2005).

A caracterizagdo do T. cruzi a nivel citogenético tem sido dificil principalmente pelo fato
dos seus cromossomos ndo se condensarem durante a divisdo nuclear (Solari et al., 1980).
Entretanto, com a utilizacdo da técnica de eletroforese de campo alternado (PFGE), foi possivel
verificar que o genoma do T. cruzi esta organizado em pelo menos 20-25 bandas cromossomais,
variando de 0,3 a 1,6 Mb (Gibson & Miles, 1986; Henriksson et al., 1990 e 1995). Porcile e
colaboradores (2003) realizaram a constru¢do de um mapa fisico e genético dos cromossomos
do T. cruzi através da técnica de PFGE. Os autores viram que esse organismo € muito
complexo, e possui varios elementos repetitivos e polimorfismos de genes entre 0s
cromossomos homdlogos. Outra caracteristica marcante deste parasito € a grande variacdo no

conteudo de DNA entre as diferentes cepas (Dvorak et al., 1982) e até mesmo entre clones de
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uma mesma cepa, onde diferencas de 30-70% no contelddo total de DNA foram observadas
(McDaniel & Dvorak, 1993). Segundo Henriksson et al. (1996), este alto grau de variabilidade
no contelldo do DNA do T. cruzi teria implicagcdes na organizagdo gendmica do parasito, como
por exemplo, o nimero de repeticbes de determinados genes.

A escolha de um clone da cepa CL Brener como referéncia do genoma do T. cruzi
mostrou-se extremamente Gtil, uma vez que os dados de sequéncia revelaram que este clone é
um hibrido cujos haplétipos se diferem em aproximadamente 5%. Os dados de montagem
resultaram em uma estimativa para o genoma dipldide do clone CL Brener entre 106.4 e 110.7
Mb, valor significativamente maior que o esperado. Entretanto, ndo foi possivel obter a
montagem dos cromossomos inteiros do parasito devido ao alto contelido de sequéncias
repetitivas (> 50%) presentes no seu genoma, tendo sido geradas 8740 sequéncias contiguas de
DNA, ou contigs. As seqléncias repetitivas sdo principalmente retrotransposons,
frequentemente localizados em regides sub-teloméricas, e fazem parte de genes que codificam
as familias multigénicas de moléculas de superficie como as trans-sialidases, mucinas, gp63 e
uma familia (>1300 copias) de MASP (Mucin Associated Surface Protein). Foi sugerido que
esta diversidade de moléculas de superficie poderia proporcionar maior variabilidade antigénica
ao parasito, e consequentemente, maiores chances de sobrevivéncia frente ao sistema imune do
hospedeiro (El-Sayed et al., 2005).

Estudos realizados principalmente com T. cruzi, T. brucei e algumas espécies de
Leishmania revelaram que estes organismos apresentam algumas caracteristicas em relacéo ao
processo de expressdo génica que sao compartilhadas entre organismos procariotos e eucariotos,
além de apresentarem alguns aspectos peculiares ao seu grupo (Revisado por Teixeira, 1998 e
Clayton, 2002). Uma vez que a familia Trypanosomatidae se divergiu muito cedo da linhagem
evolutiva que deu origem aos eucariotos superiores, € compreensivel que os membros desta
familia apresentem aspectos da sua biologia molecular e celular diferentes se comparados aos

eucariotos superiores.

Assim como nos procariotos, a transcricdo dos genes nos tripanossomatideos é
policistrénica, gerando pré-mRNAs que deverdo ser processados no nucleo para formar mMRNAsS
maduros, monocistrénicos. Para que 0s mMRNAs maduros sejam produzidos, Sd0 necessarios
dois eventos pos-transcricionais: adi¢do da cauda poli-A a extremidade 3* dos mMRNAs e de uma
seqliéncia conservada de RNA de 39 nucleotideos a extremidade 5’, chamada de spliced leader
(SL) ou mini-éxon. Esta seqiiéncia, encontrada somente em tripanossomatideos e em
nematodeos, é idéntica em todos os MRNASs de um mesmo organismo, mas é diferente entre as

espécies (Donelson and Zeng, 1990). Seus genes estdo arranjados em repeticdes in tandem no
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genoma destes parasitos. Sequéncias SL sdo ligadas aos fragmentos gerados pela clivagem do
pre-mRNA numa reagdo denominada trans-splicing, processo bastante similar ao cis-splicing

comum em eucariotos

1.3- Heterogeneidade genética em T. cruzi

As inimeras cepas do T. cruzi conhecidas sdo distintas em aspectos morfoldgicos e
bioquimicos. Em vista disso, varios marcadores como os perfis de isoenzimas (Miles et al.,
1978; Romanha et al., 1979); KDNA (Carneiro, 1990); sondas multiclonais de minissatélites
(Macedo et al., 1992); rDNA de 24Sa (Souto & Zingales, 1993) e a seqliéncia do mini-éxon do
“splice leader” (Souto et al., 1996) tém sido utilizados para analisar essa variabilidade e agrupar
as cepas do T. cruzi entre si.

O primeiro método experimental que demonstrou a extensa diversidade genética em T.
cruzi foi o estudo do perfil eletroforético de enzimas celulares (isoenzimas), fornecendo um
bom marcador epidemioldgico para a doenca de Chagas, além de fornecer informacdes valiosas
sobre a biologia e genética do parasito. Através do estudo de isoenzimas, Miles et al. (1977,
1978, 1980) mostraram a existéncia de trés diferentes grupos de cepas denominados zimodemas
1 (Z1), 2 (Z2) e 3 (Z3). Estudos epidemioldgicos demonstraram que 0s zimodemas 1 e 3 estdo
associados com marsupiais e triatomineos silvestres e em casos humanos agudos, caracterizando
o ciclo silvestre de transmissdo. O zimodema 2 observado em mamiferos domésticos e
humanos, caracteriza o ciclo doméstico (Miles et al., 1977, 1978, 1980 e 1981a; Devera et al.,
2003).

Romanha (1979 e 1982) e Carneiro (1990), caracterizando amostras do T. cruzi isoladas
de pacientes chagasicos crénicos de uma &rea endémica de Bambui (MG), observaram a
presenca de quatro zimodemas distintos (ZA, ZB, ZC e ZD). O ZA mostrou-se similar ao Z2 e
0s demais zimodemas foram distintos entre si. Desta forma, admite-se que no Brasil, o T. cruzi
esteja distribuido em pelo menos 6 grupos isoenzimaticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC
e ZD. O padrdo heterozigoto ZB foi descrito na literatura baseado na descrigcdo de seus perfis
homozigotos parentais Z2 e ZC circulando em uma mesma regido (Bambui-MG) (Romanha,
1982).

Tibayrenc et al. (1986) e Tibayrenc e Ayala (1988), analisando os perfis isoenzimaticos
de 645 amostras do T. cruzi isoladas de uma variedade de hospedeiros vertebrados e
invertebrados, de regifes geograficas distintas, observaram uma alta variabilidade genética entre

as amostras. Os autores identificaram pelo menos 43 variantes isoenzimaticas (zimodemas ou
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“clonets”). A andlise genética destes resultados sugeriu que a reproducgdo sexual em T. cruzi é
rara ou ausente (Zhang et al., 1988). Assim, a elevada variabilidade genética observada em T.
cruzi seria explicada através de uma estrutura populacional multiclonal onde vérias destas cepas
teriam evoluido independentemente ao longo do tempo (Tibayrenc & Ayala 1988; Zhang et al.,
1988).

Posteriormente, outros marcadores moleculares como mini-exon, D7-24S rDNA, RAPD
e microssatélites permitiram a divisdo das cepas do T. cruzi em duas linhagens filogenéticas
distintas nomeadas grupo | e grupo Il (Souto et al., 1996, Devera et al., 2003). O T. cruzi |
(zimodema 1) é geralmente observado em mamiferos e triatomineos silvestres, enquanto que T.
cruzi Il (zimodema 2) é normalmente encontrado em humanos (Fernandes et al., 1998; Zingales
et al., 1998; Devera et al., 2003). Fernandes et al. (1998), observaram a presenca de ambos 0s
grupos em diferentes hospedeiros, ilustrando a complexidade do ciclo natural do parasito. Esta
descoberta pode ajudar no entendimento de como os ciclos silvestre e doméstico estdo
conectados e, no entanto, esta nova classificagdo do T. cruzi pode ser importante para a
definicdo eco-epidemioldgica da doenga de Chagas (Devera et al., 2003).

Pedroso e colaboradores (2003) observaram distancias filogenéticas entre os grupos T.
cruzi | e T. cruzi Il e hibridos baseados nos dados de variacdo do tamanho dos cromossomas. Os
autores observaram também que, como mostrado por Henriksson et al., (2002), os cromossomas
séo caracteres valiosos para a identificacdo evolutiva dos grupos, em particular, grupos do T.
cruzi hibridos. Esses dados reforcam a hipGtese de que cada grupo pode ter evoluido

independentemente.

1.4- Aspectos celulares do Trypanosoma cruzi

O protozoario T. cruzi é constituido de uma Unica célula. Como toda célula eucaridtica,
esse parasito possui um nucleo delimitado por uma membrana nuclear e organelas como reticulo
endoplasmaético, complexo de golgi e mitocondria (Clayton et al., 1995). Entretanto, algumas
organelas apresentam caracteristicas especificas que sd8o encontradas somente nos
Kinetoplastideos. Esses organismos possuem uma Unica e grande mitocdndria que se estende
por todo o comprimento da célula e é bem desenvolvida, apresentando inimeras cristas
mitocondriais. Além disso, o compartimento mitocondrial alberga moléculas circulares de DNA
que codificam os RNAs ribossomicos e as enzimas envolvidas na respiracdo celular (Benne et
al., 1986).

Entretanto, a mitocondria dos tripanossomas difere dos demais eucariontes pela presenca
de uma rede formada por milhares de moléculas circulares de DNA denominada cinetoplasto. A
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estrutura do cinetoplasto do T. cruzi varia de acordo com o estagio do ciclo evolutivo. Nas
formas amastigotas e epimastigotas ele € alogando e possui um comprimento de 1um e
espessura de 0,1 um (Simpsom et al., 1987). O DNA do cinetoplasto (KDNA) representa cerca
de 20-25% do DNA total da célula e é composto por 2 tipos de moléculas circulares conhecidas
como maxicirculos e minicirculos. Existem nos maxicirculos cerca de 15 genes que codificam
as proteinas mitocondriais envolvidas na respiragdo celular (Stuart et al., 1995).

Além da mitocondria e do cinetoplasto, o T. cruzi possui algumas organelas que exercem
importantes fungBes. O glicossoma possui papel no metabolismo da &gua oxigenada e na
oxidacdo de aminoacidos (Souto et al., 1980). O complexo de golgi esta localizado entre o
nucleo e o cinetoplasto, participando do processo de glicosilacdo de glicoconjugados (Brener et
al., 2000). Existe ainda uma estrutura conhecida como acidocalcissoma, envolvida no acimulo
de calcio da célula. As acidocalcissomas estdo presentes em maior ndmero nas formas
amastigotas, fator que se justifica por essa forma viver em um ambiente intracelular, onde a
concentragdo de célcio € baixa (Scott et al., 1997). O ndcleo do T. cruzi apresenta uma
organizacao estrutural similar a de outras células eucaridticas, e estd envolvido principalmente
no processo de diviséo celular (Brener et al., 2000).

Os tripanossomatideos sdo caracterizados ainda pela organizacdo particular do
citoesqueleto que é responsavel pela manutencdo e modulacdo da morfologia dos parasitos nos
seus diferentes estagios. Para completar o ciclo de vida, estes parasitos precisam migrar entre
diferentes 6rgdos no inseto vetor e entre diferentes tecidos no hospedeiro mamifero. Portanto,
motilidade e contato com a superficie de células hospedeiras sdo fungdes adicionais mediadas
pelo citoesqueleto destes parasitos. Os principais componentes do citoesqueleto dos
tripanosomatideos sdo os microtubulos subpeliculares, o axonema, o corpo basal, o corpo
paraflagelar, a zona de ligacdo do flagelo e os filamentos responsaveis pelo contato do parasito
com os tecidos do inseto (kohl and Gull, 1998).

1.5- Quimioterapia especifica da doenca de Chagas

O tratamento da doenca de Chagas é uma questdo ainda ndo completamente resolvida e
tem sido alvo de pesquisas na busca de novas drogas que sejam eficazes contra o T. cruzi,
principalmente durante a fase crénica da doenca. Essa fase corresponde ao periodo em que a
doenca de Chagas é diagnosticada na maioria dos pacientes. Os primeiros compostos utilizados
para o tratamento clinico ndo foram eficazes. Entre eles podemos citar atoxil, fucsina,

antimoniais pentavalentes e cloreto de mercurio (revisto por Lockman et al., 2005).
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Atualmente, a quimioterapia especifica da doenca de Chagas estd limitada ao
benzonidazol (BZ) e nifurtimox (NFX). Infelizmente, ela € insatisfatoria devido a baixa eficacia
desses compostos na fase crénica da doenca e aos seus efeitos colaterais toxicos (Urbina et al.,
2003). Além disso, a eficacia é ainda menor em pacientes com imunossupressdo medicamentosa
ou ainda em portadores da AIDS. Um dos fatores que dificulta a obtencdo da eficécia
terapéutica é a grande variabilidade genética das popula¢bes do T. cruzi (Brener & Chiari,
1967). O benzonidazol (BZ), um derivado 2-nitroimidazélico, e o nifurtimox (NFX), um
derivado 5-nitrofurano, fazem parte de uma mesma familia, a dos nitroheterociclicos, mas
possuem diferentes grupos quimicos e apresentam diferentes mecanismos de acdo contra o T.
cruzi. A acdo tripanosomicida do nifurtimox deve-se a redugdo metabdlica do grupo nitro
gerando radicais nitroanion muito reativos, que causam a producdo de compostos de oxigénio
altamente toxicos, como por exemplo, o superdxido, o perdxido de hidrogénio e radicais de
hidroxila. Como o T. cruzi é deficiente nos mecanismos de detoxificacdo, ele se torna mais
susceptivel a acdo toxica destes compostos (Docampo & Stoppani, 1979; Docampo et al., 1981;
Morello, 1988). Acredita-se que 0 mecanismo de acdo do benzonidazol estd envolvido com a
ligacdo de seus intermediarios nitroreduzidos a varios componentes celulares como DNA,
proteinas e lipideos, provocando a inibi¢do do crescimento dos parasitos (Dias de Toranzo et al.,
1988). Ambos os compostos sdo efetivos em reduzir a duragdo e a severidade clinica da doenca
de Chagas aguda e congénita, levando a aproximadamente 50% dos pacientes tratados a cura
parasitoldgica (Urbina et al., 2003). Foi relatado na ultima década, que o BZ teve uma atividade
de cura significativa, com até 60% de cura parasitologica observada em criangas na fase cronica
recente da doenca de Chagas tratadas com esse composto na Argentina e no Brasil. Entretanto,
esses compostos tem limitada eficcia terapéutica na fase cronica da doenca, cujos indices de
cura sdo muito baixos, entre 6 a 10% (Estani et al., 1998).

Na literatura varios autores observaram a existéncia de cepas naturalmente resistentes ao
benzonidazol e nifurtimox (Filardi & Brener, 1987). Algumas dessas cepas foram isoladas de
areas onde a doenca de Chagas humana ndo existe, sugerindo assim que a resisténcia natural do
T. cruzi aos derivados nitroheterociclicos pode ser um importante fator para explicar as baixas
porcentagens de cura detectadas em pacientes chagasicos tratados (Filardi & Brener, 1987).
Além disso, também foi demonstrado que diferencas geograficas podem interferir na eficacia
terapéutica da doenca de Chagas (Rassi & Luquetti, 1992). Em nosso laboratorio, 45 cepas do T.
cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao benzonidazol e nifurtimox foram analisadas em
relacdo a diferentes marcadores moleculares. O perfil heterozigoto, ZB conteve exclusivamente

cepas sensiveis e ocorreu predominantemente em areas geograficas onde o tratamento clinico da
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doenca de chagas tem sido reportado como mais efetivo, sugerindo que este zimodema esteja
associado com o fendtipo de sensibilidade do T. cruzi a drogas (Murta et al., 1998). No entanto,
os zimodemas 1 e 2 foram encontrados em populagfes do T. cruzi sensiveis e naturalmente
resistentes a drogas.

Atualmente estudos de bioquimica béasica em T. cruzi tém identificado novos alvos para
a quimioterapia da doenca de Chagas que incluem enzimas como a Tripanotiona Redutase (TR),
a Superoxido Dismutase (SOD), a Cisteina Protease de 51 a 57 kDa ou GP51/57 (Cruzipaina), a
Hipoxantina Guanina Fosforribosil Transferase (HGPRT), Gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), DNA topoisomerases, a Dihidrofolato Redutase-Timidilato Sintetase
(DHFR-TS) e a Farnesilpirofosfato Sintase (DoCampo, 2001; Rodriguez, 2001; Coura &
Castro, 2002). Além do estudo de enzimas alvo para a quimioterapia da doenga de Chagas,
pesquisas por compostos ativos sobre a biossintese de ergosterol estdo sendo realizadas. Esses
compostos sdo muito eficazes na deplecdo do ergosterol enddgeno ou no acumulo de
intermediarios toxicos (Urbina et al., 1997). O ergosterol é uma substancia fundamental para o
crescimento, desenvolvimento e sobrevivéncia do T. cruzi, além de ser importante para sua
proliferacdo in vitro. Por essa razdo, o ergosterol é um alvo potencial para a pesquisa de
quimioterapicos (Urbina, 1999a).

1.6- Selecéo de cepas do T. cruzi resistentes a drogas

Com a finalidade de estudar o fen6tipo de resisténcia do T. cruzi a drogas, varios autores
obtiveram cepas do T. cruzi com resisténcia in vitro ao BZ ou NFX. Abdo (1991), conseguiu
selecionar in vitro uma populacgdo do T. cruzi 8 vezes mais resistente ao BZ e outra 3 vezes mais
resistente ao NFX, do que a cepa selvagem. Nirdé et al. (1995) conseguiram obter in vitro um
clone do T. cruzi 23 vezes mais resistente ao BZ do que o clone da cepa selvagem. Os autores
observaram que o fendtipo de resisténcia foi estavel mesmo apos diferenciagdo de epimastigotas
para amastigotas.

Em nosso laboratdrio, com o objetivo de estudar o mecanismo de resisténcia do T. cruzi
a drogas, uma populacdo (BZR) e clones resistentes ao BZ foram selecionadas in vivo a partir da
cepa Y do T. cruzi. Foi utilizada a cepa Y do T. cruzi, por ser uma cepa medianamente resistente
in vivo ao BZ e NFX e apresentar um alto pico de parasitemia, no 7° dia apds a infecgdo. O
protocolo foi baseado em 25 tratamentos sucessivos com uma dose Unica e alta de BZ. Na

auséncia de pressdo do BZ, o fen6tipo da populagéo resistente BZR foi estavel apds 6 meses de
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manutencdo em meio de cultura LIT, apds 20 passagens em camundongos e uma passagem pelo
vetor invertebrado, Triatoma infestans (Murta & Romanha, 1998).

Um fato importante descrito pelos autores Pontes & Andrade (1984), Filardi & Brener
(1987) e Neal & Van Bueren (1988), foi o comportamento de resisténcia cruzada entre NFX e
BZ. Ambos os compostos apesar de pertencerem a uma mesma familia, possuem diferentes

grupos quimicos e diferentes mecanismos de acdo contra o parasito.

1.7- Resisténcia a drogas em parasitos

Um dos grandes obstaculos para o tratamento, prevencdo e erradicacdo de doengas
parasitarias humanas é a resisténcia a drogas. As alteracGes biogquimicas e 0 mecanismo
molecular pelo qual os parasitos tornam-se resistentes sdo ainda muito pouco conhecidos.
Diante disso, o estudo do mecanismo de resisténcia a drogas € muito importante para o
desenvolvimento de estratégias terapéuticas eficazes na cura de vérias doencas. Este estudo
fornece conhecimento sobre os alvos intracelulares da droga e os mecanismos de defesa da
célula ou do parasito, permitindo o desenvolvimento de analogos da droga que nédo sdo afetados
por estes mecanismos.

O estudo da resisténcia a drogas é muito complexo, uma vez que existem Varios
mecanismos de resisténcia a drogas e a resisténcia a uma uUnica droga pode envolver
mecanismos distintos. Os principais mecanismos de resisténcia a drogas (revisado por Borst,
1991; Borst & Ouellette, 1995) sdo: diminuigdo da entrada da droga na célula, eliminacdo da
droga pela fosfoglicoproteina de membrana (PGP) ou outras proteinas transportadoras
dependentes de ATP, diminuicdo da ativacdo da droga, inativacdo da droga, alteracdo da
formac&o do complexo alvo-droga e eficiéncia no sistema de reparo (Figura 2).

Engel e colaboradores (2000) descreveram 0 mecanismo de resisténcia ao inibidor da
enzima cisteina protease, cruzipaina, em epimastigotas do T. cruzi com resisténcia induzida in
vitro a esse inibidor. Os autores observaram um aumento da regulacdo da via secretora nestes
parasitos resistentes. Além disso, 0s parasitos resistentes ao inibidor da cruzipaina foram
sensiveis ao NFX e ao BZ, sugerindo que essas drogas sdo mediadas por mecanismos diferentes.

A resisténcia a mdaltiplas drogas (MDR) em linhagens de células tumorais e em
protozoarios como Leishmania, Plasmodium e Entamoeba, estd associada com a
superexpressdo da PGP de 170-180 kDa. A PGP funciona como uma bomba de efluxo de
drogas, dependente de ATP, que reduz o acumulo de compostos citotoxicos dentro da célula
(Ullman, 1995).
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Figura 2: Esquema dos principais mecanismos de resisténcia a drogas. Borst, 1991;
Borst & Ouellette, 1995.
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Em um trabalho realizado em nosso laboratério por Murta et al. (2001), vinte e sete
cepas e clones do T. cruzi sensiveis e naturalmente resistentes ao BZ e NFX e com a resisténcia
induzida in vitro ou selecionada in vivo ao BZ, foram analisadas em relacdo ao nivel de
expressdo da P-glicoproteina (PGP). Além disso, os autores analisaram mudangas na
amplificagdo e expressdo dos genes Tcpgpl e Tcpgp2, bem como sua localizagdo
cromossdmica. Os resultados mostraram que a resisténcia do T. cruzi a drogas ndo esta
associada com a amplificagdo ou superexpressdao dos genes PGP. Diante disso, nosso grupo
vem trabalhando com genes que possam estar associados com o fenétipo de resisténcia ou
susceptibilidade do T. cruzi ao BZ. Sendo assim, recentemente em nosso laboratério, Nogueira
e colaboradores (2006) mostraram que um dos mecanismos de resisténcia do T. cruzi a drogas
esta associado com a amplificagdo do gene TcSOD que codifica a enzima superoxido
dismutase. A TcSOD é um componente central da defesa antioxidante de muitos organismos.
Os autores observaram ainda uma maior expressao desse gene e de sua proteina nas populagdes
resistentes ao BZ.

Em Entamoeba histolytica, um protozoario que causa difteria e abcessos no figado,
foram descritos 6 genes pgps, 4 completos e 2 incompletos. Os genes completos Ehpgpl e
Ehpgp2 foram clonados e seqlenciados, e codificam P-glicoproteinas semelhantes a PGPs
humanas. O fenétipo de E. histolytica resistente a emetina esta associado com a resisténcia a
multiplas drogas, é revertido por blogueadores do canal de célcio e est4 relacionado com um
aumento do efluxo e diminuicdo do acumulo de droga. Assim, o fen6tipo MDR de E.
histolytica é semelhante ao fendtipo classico descrito para células tumorais humanas
(Samuelson et al., 1990).

Em Candida albicans genes que codificam enzimas alvo para a biossintese de ergosterol
estdo superexpressos nos parasitos resistentes e sao associados com resisténcia desse parasito ao
fluconazol (Cowen et al., 2000).

O metronidazol, um derivado 5-nitroimidazdlico, possui mecanismo de agdo parecido
com o do benzonidazol. Ambas as drogas precisam ser reduzidas para serem ativadas. Um dos
mecanismos de resisténcia in vitro de Trichomonas vaginalis ao metronidazol envolve a baixa
expressdo de enzimas como piruvato:ferredoxina oxidoredutase (PFOR), hidrogenases e
ferredoxinas que estdo envolvidas na ativagéo dessa droga (Rasoloson et al., 2002).

Guimond e colaboradores (2003) estudando espécies de Leishmania resistentes ao
metotrexato encontraram a superexpressao dos genes y-glutamilcisteina sintetase, P-
glicoproteina A, pterina redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua

amplificagdo e por outros mecanismos. Os autores observaram também a presenca de trés novos
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genes (glutationa sintase, S-adenosilhomocisteina hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) que
S30 superexpressos em parasitos resistentes a droga, no qual o gene ndo esta amplificado no
genoma do parasito. Além disso 0s autores observaram que o gene transportador de acido félico
FT5 foi deletado na linhagem de parasitos resistentes ao metotrexato.

Em T. cruzi foi bem definida a presenca de cepas com resisténcia natural e o fendmeno de
resisténcia cruzada entre 0 BZ e o NFX. Porém, o mecanismo molecular de resisténcia do T.
cruzi a drogas ainda é muito pouco conhecido. Diferente dos protozoarios Plasmodium,
Leishmania e Entamoeba, relativamente poucos trabalhos foram publicados em relacdo ao
fendmeno de resisténcia a drogas em T. cruzi.

Recentemente, Villarreal et al., (2005) analisaram a diferenca de expressdo génica nas
cepas de T. cruzi com resisténcia selecionada e induzida ao BZ. Semelhante aos nossos
resultados, os autores observaram gque os mecanismos envolvidos na resisténcia natural a drogas
sdo diferentes daqueles envolvidos na resisténcia induzida. E importante ressaltar que o
mecanismo de resisténcia a drogas como 0 BZ é um fenémeno complexo, que envolve ndo sé
mecanismos bioquimicos, como também outros fatores como o sistema imune do hospedeiro,

que pode interferir na susceptibilidade do parasito a drogas (Murta et al.,2005).

1.8- Analise da expressédo diferencial

A identificacdo de genes diferencialmente expressos em populag¢fes do T. cruzi sensiveis
e resistentes a drogas pode auxiliar no entendimento das bases moleculares de resisténcia a
drogas nesse parasito, levando a descoberta de novos alvos para a quimioterapia.

Diante da auséncia de correlagdo da expressdo da PGP com o fenotipo de resisténcia a
drogas em T. cruzi, o objetivo do nosso grupo foi investigar a presenga de outros genes que
pudessem estar associados com o fenétipo de resisténcia do T. cruzi a drogas. Os autores
realizaram um estudo da expressao génica diferencial em populagdes do T. cruzi sensiveis (S) e
resistentes (R) a drogas, utilizando vérias metodologias, dentre elas a metodologia de
microarranjo de DNA (Microarray) (Murta e colaboradores, 2003) (N&o publicado).

A metodologia microarray, também chamada biochip, € uma das técnicas mais
avancadas utilizada na atualidade para detectar a expressédo diferencial de genes de um
organismo. Ela consiste na organizagdo dos fragmentos de DNA (ESTs — expressed sequence
tags) em uma lamina de vidro. Os DNAs s&o aplicados de forma ordenada na lamina por um
computador e identificados por um software. Paralelamente 0 RNA das amostras (referéncia e

teste) é extraido e marcado com um fluoréforo. Ao serem hibridizados nas laminas, eles
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reconhecem seus DNAs complementares. Um leitor laser detecta entdo a fluorescéncia e
baseado nas cores identificam o0s genes envolvidos no processo estudado (Figura 3). Esta
metodologia permite medir simultaneamente o nivel de expressdo de milhares de genes.

O microarray é uma técnica que comecou a ser explorada por Schena e colaboradores
em 1995. Esses autores obtiveram 45 genes diferencialmente expressos da planta Arabidopsis.
A partir de entdo, a metodologia tem sido amplamente utilizada na pesquisa gendmica.

A metodologia de microarray pode ser aplicada em diversos campos da pesquisa e
dentre estes podemos citar: comparacdo da expressdo génica durante o ciclo de vida dos
parasitos; identificacdo de genes sexo-especificos envolvidos na reproducdo em Schistosoma,
investigacdo dos mecanismos de resisténcia a drogas e busca por novas drogas e vacinas
(Revisto por Gobert et al., 2005).

Minning e colaboradores (2003) utilizaram a tecnologia de microarray para analisar a
expressdo de genes estdgio-especificos durante o processo de diferenciacdo das formas
tripomastigotas para amastigotas de T. cruzi. Os autores viram que 0s transcritos mais
expressos em tripomastigotas sdo membros da familia das trans-sialidases. Um deles, o que
codifica a proteina de membrana gp85, esta relacionado com a invasdo dos parasitos
tripomastigotas nas células dos hospedeiros mamiferos.

Garg el al., (2003), através da metodologia de microarray, estudaram a resposta do
hospedeiro mamifero a infecgdo in vivo pelo T. cruzi. Os autores analisaram o perfil de
expressao génica em camundongos com cardiopatia chagasica crénica. Os resultados mostraram
que a infeccdo no tecido cardiaco induz principalmente genes que codificam mediadores
inflamatorios como citocinas e quimiocinas. Além disso, houve uma diminuicdo na expressao
de genes que codificam elementos chaves do citoesqueleto, como troponinas cardiacas, o que
leva ao rompimento dos filamentos sarcoméricos do cora¢do. Os mesmos autores tambem
observaram uma baixa regulacdo de transcritos que codificam componentes da via de
fosforilagdo oxidativa mitocondrial, especificamente NADH-ubiquinona oxidoredutase e
citocromo c oxidase, 0 que sugere que as fun¢des mitocondriais sdo seriamente comprometidas
no coracdo infectado pelo T. cruzi. Esse estudo foi importante para a compreensdo dos
fendmenos moleculares que ocorrem durante a infec¢do do T. cruzi ao tecido cardiaco e a
progressdo para a doenga cardiaca cronica (Garg et al., 2003).

A metodologia de microarray tem sido ainda utilizada no estudo de genes
diferencialmente expressos envolvidos no fenétipo de resisténcia a drogas em Leishmania
(Guimond et al.,2003) e Candida albicans (Barker et al., 2004).
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Figura 3: Esquema da metodologia de microarray. Fonte: Duggan, DJ et al. Nature Genetics 21
(1999)
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Diante disso, utilizando um biochip de cDNA de T. cruzi construido por Krieger et al.,
(2003) (dados nédo publicados), nosso grupo realizou experimentos de hibridizacdo competitiva
com amostras de RNA total extraidas das populacGes de T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.
Neste projeto selecionamos um gene que foi menos expresso nos parasitos resistentes ao BZ,
para investigarmos o possivel papel bioldgico desempenhado por ele no fendtipo de resisténcia
do T. cruzi a drogas. Esse gene apresentou homologia significativa com a seqiiéncia da enzima
alcool desidrogenase (ADH) do T. cruzi depositada em banco de dados (GenBank, nimero de
acesso: XP_819264).

1.8- As alcool desidrogenases

As interconversdes de alcoois, aldeidos e cetonas Sdo processos essenciais em
procariotos e eucariotos. As oxidoredutases sdo enzimas responsaveis por essas reacoes, sendo a
enzima &lcool desidrogenase (ADH) pertencente a um grupo de enzimas que catalisam a
oxidacdo reversivel de etanol a acetaldeido, com conseqiiente reducdo de NAD (Reid et al.,
1994). Essas reagOes resultam na producdo principalmente de &lcoois e cofatores oxidados como
NAD-+. Esse processo ocorre durante a fermentacdo de bactérias anaerobicas e leveduras, onde a
regeneracdo de NAD+ é essencial para 0 metabolismo e crescimento desses organismos. ADHs
também possuem importancia industrial, por participarem da produgdo de &lcool e solventes
organicos (Clark, 1989).

Essas enzimas podem ser classificadas em trés principais categorias: NAD(P)-
dependente ADH, NAD(P)-independente ADH e FAD- dependente alcool oxidases. As
NAD(P)-dependentes ADHSs sdo as melhores caracterizadas. Elas podem ainda serem divididas
em trés grupos estruturalmente e cataliticamente diferentes: grupo I, ADH de cadeia longa
dependente de zinco; grupo I, ADH de cadeia curta independente de zinco e grupo I1I, ADH
ativada por ferro (Jornvall et al., 1987).

Diferentes ADHs do tipo | sdo encontradas em varios organismos e elas existem nas
formas dimérica e tetramérica, representadas pela ADH de figado de cavalo (HLADH) e ADH
de Saccharomyces cerevisiae (SADHI) respectivamente. Entretanto, somente a estrutura
terciaria da HLADH é bem conhecida neste grupo (Eklund et al., 1974, 1976, 1981). Outras
proteinas como as treonina desidrogenases e sorbitol desidrogenases estdo relacionadas a ADH |
por apresentarem identidade de seqliéncia e similaridades estruturais e funcionais (Aronson et
al., 1989; Jornvall et al., 1981; Eklund et al., 1985; Jeffery and Jornvall, 1988; Karlsson et al.,
1991).
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As ADHs | podem oxidar uma variedade de alcoois primarios, alguns alcoois
aromaticos, vitaminas A e etanediol. O mecanismo de a¢do da HLADH é o melhor estudado. A
oxidacdo do etanol resulta na redugdo de coenzimas e na liberagdo de prétons na solucdo. O
atomo de zinco é essencial para a estabilizacdo e orientacdo do &lcool durante a oxidagdo
(Eklund et al., 1976)

O grupo Il das ADH é representado pelas alcool desidrogenases de Drosophila spp. Elas
foram primeiramente isoladas de procariotos, mas atualmente sabe-se que existem ADHs Il no
figado e na placenta de mamiferos e em outros tecidos (Marks et al., 1992). A enzima ADH I
ativa € encontrada nas formas diméricas ou tetraméricas e ndo ha evidéncias de que elas
necessitem de algum metal para a sua atividade (Peltoketo et al., 1988).

As alcool desidrogenases ferro-dependentes ou ADHs |1l estdo presentes em varios
organismos como E. coli (AdhE) e Clostridium perfringens, como também em protozoarios
patdgenos. A primeira enzima deste grupo a ser sequenciada foi a adhB de Zimomonas mobilis
(ZMADHII) (Conway et al., 1987). E importante ressaltar ainda que a auséncia dessa enzima
em vertebrados faz com que sejam um alvo atrativo para a quimioterapia antimicrobiana (Chen
et al., 2004). Echave et al., (2003) observaram que essa enzima ADH de E. coli (AdhE) possui
um importante papel de protecdo contra o estresse oxidativo. Os autores mostraram que quando
0 gene da AdhE foi deletado do genoma dos parasitos, as células ndo cresceram e apresentaram
defeitos na divisdo celular. Tamarati et al., (1998) observaram um aumento na sintese da AdhE
quando a bactéria E. coli, em condi¢fes anaerdbicas de crescimento, era exposta ao peroxido de
hidrogénio.

Em Entamoeba histolytica s&o conhecidos trés ADHs (EhADH1, EhADH2 e EhRADH3).
Todas as trés pertencem ao grupo das ADHs ativadas por ferro. E. histolytica ndo possui
mitocondria e sua obtengdo de energia se da através da fermentagdo da glicose, produzindo CO,,
acetato e etanol como produtos finais. As ADHs desse protozoario sdo enzimas que possuem
importante papel nessa via de obtencdo de energia. Kumar e colaboradores (1992)
demonstraram que as enzimas envolvidas na fermentagéo da glicose sdo importantes alvos para
o desenvolvimento de novas drogas contra a amebiase. Diante disso, 0s autores caracterizaram o
gene EhADH1 e mostraram que esse gene € simples copia e codifica uma proteina de 39 kDa.
Espinosa et al., (2004) mostraram que os compostos cicloalkandis ciclopropil (CPC) e ciclobutil
(CBC) inibem o crescimento dos trofozoitos de Entamoeba. Os autores sugeriram que esses
compostos bloqueiam o metabolismo fermentativo por inibirem a enzima EhADH2. Diante
disso, essa enzima é também essencial para o crescimento e sobrevida de E. histolytica,

podendo ser um novo alvo para drogas contra a amebiase.
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Nifio et al., (2003) mostraram que a AdhE esta presente em Giardia lamblia auxiliando
no metabolismo do piruvato. Os autores demonstraram que essa enzima € importante na
transformacédo de cistos em trofozoitos, processo este fundamental na infec¢do da Giardia no
hospedeiro humano. Em Trichomonas vaginalis, a enzima AdhE participa de um sistema de
transporte de elétrons, sendo capaz de mediar a reducdo da droga metronidazol, levando a sua
ativacdo (Rasoloson et al., 2002).

Poucas ADHs tem sido descritas em tripanosomatideos. Molinas et al., (2003)
purificaram e caracterizaram uma ADH mitocondrial de Phytomonas, um tripanosomatideo
isolado da planta Euphorbia characias. Esta foi a primeira ADH caracterizada em
tripanosomatideos e pouco se sabe sobre seu papel fisioldgico e funcional em Phytomonas.

Em Leishmania, o gene da ADH ainda néo foi caracterizado, apesar de sua seqiiéncia ja
ter sido depositada em banco de dados (L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L.
braziliensis (LbrM30 v2.2040). Em T. brucei a sequéncia do gene da ADH ainda ndo foi
depositada no banco de dados.

Arauzo et al., (1989) descreveram uma NADP-aldeido-redutase de T. cruzi, a qual
utiliza &lcoois n-propil como substratos preferenciais. Entretanto, com o recente sequenciamento
do genoma desse parasito, a sequéncia correspondente ao gene da alcool desidrogenase foi
depositada no banco de dados (El-Sayed et al., 2005). Diante disso, sabe-se que em T. cruzi a
enzima TcADH apresenta o ion ferro na sua estrutura, pertencendo ao grupo Il das ADHs.
Nosso trabalho descreve pela primeira vez a caracterizacdo do gene TcADH que codifica a
enzima alcool desidrogenase em T. cruzi.

Nesse trabalho, inicialmente realizamos uma analise filogenética comparando a ADH do
T. cruzi com outros organismos e fizemos ensaios da atividade enziméatica da TcADH nas
populacBes sensiveis e resistentes ao BZ. Posteriormente avaliamos 0s niveis de expressao da
proteina TcADH e fizemos ensaios de imunolocalizagdo dessa enzima no parasito. Finalmente
investigamos os niveis de mMRNA do gene TcADH, nimero de cdpias bem como sua localizacdo

cromossodmica.
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2- JUSTIFICATIVA

A quimioterapia especifica da doenca de Chagas envolve questdes importantes como: a
baixa eficicia do tratamento de casos humanos com BZ e NFX, a consideravel toxicidade desses
compostos, a existéncia de cepas com resisténcia natural e a resisténcia cruzada entre o BZ e o
NFX. Tem sido sugerido que a resisténcia natural do parasito a drogas pode ser um importante
fator para explicar as baixas taxas de cura detectadas em pacientes chagéasicos. As alteracdes
bioquimicas e 0 mecanismo molecular pelo qual os parasitos tornam-se resistentes ou susceptiveis
a drogas sdo ainda muito pouco conhecidos.

Nosso grupo vem trabalhando ha alguns anos em projetos de pesquisa relacionados com a
quimioterapia experimental da Doenca de Chagas. Em um estudo prévio realizado em nosso
laboratério, Murta et al., (2001) investigaram o papel da fosfoglicoproteina de membrana (PGP) na
resisténcia do T. cruzi a drogas. Essa proteina esta associada com resisténcia a drogas em muitos
organismos, por aumentar o efluxo da droga para fora da célula. Entretanto, os autores observaram
que a resisténcia do T. cruzi a drogas nao estd associada com a amplificacdo ou a superexpressao
dos genes PGP (Murta et al., 2001). Diante disso, 0s autores analisaram a expressao génica
diferencial nas populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, com o objetivo de identificar
genes associados com o fenotipo de susceptibilidade ou resisténcia do parasito. Utilizando a
metodologia de microarray de DNA, os autores obtiveram varios genes diferencialmente
expressos. O gene da alcool desidrogenase de T. cruzi (TcADH) foi selecionado como sendo
menos expresso Nos parasitos resistentes ao BZ.

A enzima ADH pertence a um grupo de enzimas que catalisam a oxidacdo reversivel de
etanol a acetaldeido, com consequiente redugdo de NAD (Reid et al., 1994). Poucas ADHs tem sido
descritas em tripanosomatideos. A primeira caracterizagdo da ADH nesses organismos foi feita por
Molinas et al., (2003), que isolou e caracterizou uma isopropil ADH (iPDH) mitocondrial de
Phytomonas, um tripanosomatideo isolado da planta Euphorbia characias. Outros estudos
mostraram que em Trichomonas vaginalis a enzima ADH participa de um sistema de transporte de
elétrons, sendo capaz de mediar a reducdo da droga metronidazol, levando a sua ativacéo
(Rasoloson et al., 2002). Entretanto, o envolvimento da enzima ADH no fendtipo de resisténcia do
T. cruzi a drogas ainda ndo foi descrito. Neste projeto estamos caracterizando pela primeira vez o
gene que codifica a enzima ADH de T. cruzi.
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3- OBJETIVO GERAL

Caracterizar o gene TcADH que codifica a enzima alcool desidrogenase (TCADH) em cepas do

Trypanosoma cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol.

3.1- Objetivos especificos

- Comparar a ADH de T. cruzi com a de outros organismos através de alinhamentos de
seqliéncias e analises filogenéticas.

- Determinar a atividade enziméatica da ADH bem como a de outras oxidoredutases nas
populacBes de T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.

- Produzir a proteina TCADH recombinante para geracéo de anticorpo policlonal.

- Avaliar o nivel de expressdo da proteina TCADH em cepas do Trypanosoma cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

- Determinar a localizagéo celular da TcADH nas formas epimastigotas de T. cruzi.

- Avaliar o nivel de mRNA do gene TcADH em populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao
BZ.

- Determinar o nimero de copias desse gene nas populagdes do T. cruzi.
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4- METODOLOGIA

4.1- ldentificacdo da ADH de Trypanosoma cruzi e alinhamento de sequéncias

A partir das seqiiéncias nucleotidicas (XM_814171) e peptidicas (XP_819264 e
XP_821876) da ADH do T. cruzi depositadas no banco de dados GenBank, foram identificados
genes ortélogos em L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L. braziliensis
(LbrM30 v2.2040). Além destas, sequéncias peptidicas de alcool desidrogenases foram
selecionadas de Candida albicans (EAK99442), Chromobacterium violaceum (NP 902398),
Clostridium perfringens (NP_561365), Drosophila melanogaster (NP_477209), Entamoeba
histolytica (XP_652262), Escherichia coli (NP 756272), Giardia lamblia (XP_770830),
Shewanella amazonensis (ZP_00585549) e Trichomonas vaginalis (AAO21494). As
sequiéncias foram comparadas utilizando o programa BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) do “National Center for Biotechnology Information” (NCBI) e WU-BLAST do Instituto
de Pesquisa Gendmica (TIGR). Foram comparadas as sequiéncias nucleotidicas (BLASTX) e
peptidicas (BLASTP) da TcADH com sequéncias nao redundantes de proteinas depositadas no

GenBank e nos bancos de dados de Leishmania do Genedb (www.genedb.org). As Alcool

desidrogenases de algumas espécies apresentam baixa similaridade com a TcADH e foram
selecionadas por pesquisa direta no banco de dados GenBank. As seqliéncias obtidas foram
alinhadas utilizando o programa Clustal X (Thompson et al., 1997) e a arvore filogenética foi
construida utilizando o programa MEGA 3 (Kumar et al., 2004)

4.2- Cepas do Trypanosoma cruzi

As onze cepas do T. cruzi utilizadas nesse estudo estéo listadas na tabela 1. Utilizamos
uma populacdo do T. cruzi com resisténcia selecionada in vivo ao benzonidazol (BZR) e seu
par sensivel (BZS) (Murta e Romanha, 1998) e um par de cepas (17LER/17WTS) com
resisténcia induzida in vitro ao benzonidazol (Nirdé et al.,1995). As outras cepas utilizadas
nesse estudo foram previamente caracterizadas de acordo com a susceptibilidade in vivo ao BZ
(Filardi et al., 1987), sendo cinco sensiveis ao BZ (Quaraizinho, Berenice, Ernane, Buriti e CL-
Brener) e duas naturalmente resistentes (Yuyu e VVL-10).
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Tabela 1

Populacdes e clones do Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho.

b

T. cruzi Origem Hospedeiro Sus®  Zim” Localizagdo cromossomica
do TcADH (Kb)

17 WTS Mex Triatomineo S 1 1890; 1120

17 LER Mex Triatomineo R 1 1890; 1120

Yuyu BA Triatoma infestans R 1 1270; 1540

Quaraizinho RGS Triatoma infestans S 1 1110

BZS populagdo  SP Caso agudo humano S 2 1420

BZR populagdo  SP Caso agudo humano R 2 1420
Berenice MG Caso cronico humano S 2 1420
Ernane GO Caso cronico humano S 2 1120; 1230
VL-10 MG Caso cronico humano R 2 1270
Buriti RGS Triatoma infestans S B 1270;1540
CL Brener RGS Triatoma infestans S B 1270;1540

1- Origem das cepas: Mex- Mexico; SP- Sdo Paulo; BA- Bahia; SC- Santa Catarina; Arg-
Argentina; GO- Goias; RGS- Rio Grande do Sul; Col- Colombia; MG- Minas Gerais; SP, BA, SC,
GO, RGS and MG are different states of Brazil,

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

3- Zimodema das cepas de T. cruzi (Murta et al., 1998)

ND- ndo determinado;

F.A- Fase aguda e F.C- Fase cronica.
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Todas as cepas do T. cruzi foram previamente classificadas como zimodemas Z1, Z2 e
ZB de acordo com seus perfis isoenzimaticos (Murta et al., 1998).

Estas cepas foram cultivadas em meio LIT para obtencdo de massa dos parasitos. Os
parasitos em fase exponencial de crescimento foram centrifugados e lavados duas vezes com
PBS. A massa de parasitos (10°) foi congelada a -70° C e submetida & extracdo de DNA, RNA

ou proteina.

4.3- Ensaio da atividade das oxidoredutases do T. cruzi.

A atividade da TcADH, bem como de outras oxidoredutases presentes no extrato
protéico total do T. cruzi, foi determinada principalmente pela capacidade da enzima ADH em
reduzir o NAD" em NADH. O ensaio foi realizado conforme descrito por Arauzo et al., 1988
com algumas modificagdes. Resumidamente, o ensaio foi realizado em placa de 96 pocos, cada
poco contendo: 50 mM de tampéo glicina/NaOH, pH 9,5; 0,2 mM de NAD"; 0,1 M de etanol e
60 ng de extratos protéicos das populagfes do T. cruzi 17WTS, 17LER, BZS e BZR eluidos
em agua ddw, em um volume final de 200 ul. A leitura foi realizada a intervalos de 5, 10, 20 e
30 minutos em leitor de ELISA (Molecular Device, Versamax tunable microplate reader) a 340
nm. Como controle foram utilizados pogos contendo PBS 1X substituindo os extratos
protéicos. Cada amostra foi testada em triplicata e os resultados apresentados correspondem a
média de pelo menos trés ensaios independentes. A atividade enzimatica da TCADH (expressa
em unidades) nas amostras foi calculada utilizando uma curva-padrdo construida a partir de

diluicOes seriadas da enzima ADH de levedura purificada (Sigma, 6mg/ml).
4.4- Preparo de bactérias calcio-competentes

As bactérias E. coli da linhagem ToplOF’ e BL-21 foram preparadas para a
transformac&do por choque térmico. Uma col6nia de bactéria foi colocada em 50mL de meio LB
por 12h a 37°C sob agitacdo. Desta cultura saturada, 1 mL de células foi incubado em 100 mL
de meio LB, a 37°C sob agitacdo por 2 ou 3 horas. O crescimento das bactérias foi monitorado
através de medidas espectrofotométricas, até ser atingida a absorbancia ODgg 0,4 a 0,7nm.
Atingindo este crescimento as bactérias foram incubadas no gelo por 10 min e posteriormente
centrifugadas a 6500 xg a 4°C por 7 min. O sedimento foi ressuspendido em 50 mL de CaCl,
100 mM / HEPES 10mM pH 7,0 e centrifugado a 6000 xg por 7 min. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento ressuspendido e lavado novamente com 100 mM CaCl, / 10 mM
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HEPES pH 7,0/ Glicerol 10%. Apds a lavagem a mistura foi incubada a 4°C por 2h. As células
foram aliquotadas (100 wL/tubo) e armazenadas a -70°C.

4.5- Clonagem e expressao da proteina recombinante

Para a clonagem do gene TcADH do T. cruzi
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4.6- Eletroforese de proteina em gel de poliacrilamida SDS-PAGE

Para verificar a eficiéncia da expressdo da proteina recombinante, foi feita uma
eletroforese em gel de poliacrilamida. Inicialmente foi preparado um gel a partir da mistura de
0,8% de N,N’-metileno-bis-acrilamida e 30% de acrilamida (p/v). O gel de separacéo (12%)
foi feito adicionando-se a esta mistura TRIS-HCI pH 8,8 e SDS (Duodecil Sulfato de Sodio)
nas concentragdes finais de 0,375 M e 0,01% respectivamente. O gel foi polimerizado pela
adicdo de Persulfato de amonio a 10% em &gua destilada (0,5% v/v) e TEMED (N,N,N’,N’ —
tetrametil-etilenodiamina 0,05% v/v. O gel de concentracdo (4% de acrilamida), foi preparado
como descrito anteriormente para o gel de separacdo, utilizando-se porém tampdo TRIS-HCI
pH 6,8 na concentracéo final de 0,125 M.

Para a eletroforese, as amostras foram ressuspendidas em tampao de amostra (SDS 2%,
TRIS-HCI 65 mM pH 6,8 azul de bromo fenol 0,05%, 2-mercaptoetanol 5,0% e glicerol 10%),
fervidas em banho Maria por 5 minutos e aplicadas as canaletas do gel de concentragdo. A
eletroforese foi realizada a 50V para o gel de concentracdo e a 120 V para o gel de separagéo,
sendo a corrida acompanhada pelo azul de bromofenol presente no tamp&o da amostra. O
tampdo de corrida continha 25mM de TRIS-HCI, 192 mM de glicina e 0,1% de SDS em PH
8,3. Apos a eletroforese, o gel foi corado durante 4 horas pelo azul de Coomassie (Azul de
Coomassie brilhante R-250 0,1%, metanol 40% e acido acético 10%) a temperatura ambiente e
em seguida descorado com Vérias trocas de solucdo descorante (metanol 40% e acido acético
10%) até o fundo do gel se tornar incolor.

4.7- Teste de solubilidade da proteina recombinante TcADH

4.7.1 - Solubilizac&o de proteinas sem sarcosil

Um volume de 40 mL de cultura de bactérias induzidas com IPTG foi centrifugado a
4000 xg por 10 min. O sedimento foi ressuspendido em 2 mL de PBS 1X pH 8,0, acrescido de
100 ug/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). Apés a sonicagdo, a
mistura foi passada 20X pela seringa de 5mL. Em seguida a amostra foi centrifugada a 8000xg
durante 10min a 4°C. O sobrenadante e o sedimento foram coletados para analise em gel SDS-
PAGE.
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4.7.2 - Extracdo de proteinas recombinantes insolUveis com sarcosil

As bactérias induzidas com IPTG totalizando um volume de 50 mL, foram
centrifugadas a 4000xg 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 ug/mL de lizosima e incubado no gelo por 15 min. A
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A dosagem da proteina recombinante rTcADH 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 concentracdes: 0.4; 0.8; 1.2 e 1.6 ug de BSA por poco. Para a dosagem da proteina
rTcADH, foram utilizados os volumes de 1ul, 5ul e 10ul da proteina concentrada. Engquanto
que para a dosagem das proteinas totais do T. cruzi (extraidas conforme item 3.20), foram
utilizados os volumes de 0,2ul, 1ul e 2ul da proteina concentrada. Na placa, pipetamos 20uL
das amostras diluidas em PBS e 180ul do reagente de Bradford (100mg Coomassie Brilhant
Blue G 250; 50mL etanol 95% e 100mL &cido fosforico 85%). A placa foi mantida a
temperatura ambiente durante 5 min e posteriormente submetida a leitura a 595nm em um
leitor de ELISA (BIO-RAD). A concentracdo das proteinas foi calculada com base na curva-
padrdo da BSA.

4.11- Obtencé&o de anticorpo policlonal anti-proteina rTcADH

Para producdo de soro policlonal, a proteina recombinante TcADH foi inoculada em
coelhos (New Zeland White rabbits) provenientes da fazenda da UFMG em Igarapé. Os
coelhos receberam 3 injecOes subcutaneas nos dias 0, 7 e 21, contendo 300ug das proteinas e
/5 do volume de adjuvante de Freund (SIGMA). No primeiro dia de injecdo utilizamos o
adjuvante completo de Freund e nos dias subsequentes o adjuvante incompleto de Freund
(SIGMA). Em nossos experimentos utilizamos trés coelhos: um inoculado apenas com o
adjuvante, outro com a proteina e o adjuvante e um terceiro imunizado apenas com a GST,
para servir como controle, uma vez que a proteina TCADH estd fusionada a GST de S.
japonicum. O soro foi obtido 15 e 30 dias apds a Gltima imunizacdo. Antes das imunizacdes,
5mL de sangue dos coelhos foi coletado para servir como controle pré-imune. No primeiro dia
de inoculagdo foi utilizado o adjuvante completo de Freund e nos dias subsequentes o
adjuvante incompleto de Freund (SIGMA). O sangue foi coletado 15 e 30 dias ap6s a Ultima
inoculacdo. Apds coagulacdo, o sangue foi centrifugado a 6000xg durante 5min a 4°C e o0 soro
aliquotado armazenado a -20°C.

4.12- Extracao de proteinas totais
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As formas epimastigotas das cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol
foram cultivadas em meio Liver Infusion Triptose (LIT), lavadas em PBS e congeladas a —
70°C. Ao sedimento obtido, foi adicionado 0,3 ml de tampao de lise contendo (50 mM de
NaCl, 20 mM TRIS-HCI pH 8,0 e 1% de detergente NONIDET P-40) acrescido de 3 ul de
uma solucgéo estoque de coquetel de inibidores de proteases (PMSF 44,2 mg/ml, Pepstatina 68,
6 pg/ml, TPCK 2,0 mg/ml e TLCK 0,5 mg/ml) e homogeneizados com uma micropipeta
automatica. A lise dos parasitas foi monitorada ao microscépio dptico. Os homogenatos foram
centrifugados a 450009 por 1 hora a 4°C e o0 sobrenadante, extrato protéico soltvel, aliquotado
e armazenado a —70°C.

4.13- Western blot

A analise da expressdo da proteina TcADH no parasito foi feita por Western blot,
utilizando soro de coelho imunizado com a proteina rTcCADH. O perfil das proteinas totais foi
resolvido por eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS 10% (Laemmli, 1970).
Posteriormente, as proteinas foram transferidas para membranas de nitrocelulose (Towbin et
al., 1979) a 100V por 2h no gelo em tampdo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM Glicina;
Metanol 20%; pH 8,3).

Apos a transferéncia, as membranas foram bloqueadas com PBS-T contendo 5% de
leite em pd desnatado por 1h e lavadas em PBS-T por 3x de 5 min. Em seguida foram
incubadas com o soro de coelho imunizado com a proteina recombinante rTcADH diluido a
1:5000 & 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 1:5000 (Promega).
Depois de lavadas, as membranas foram reveladas com 100ul dos substratos 5-bromo-4-
chloro-3-indolyphosphate (BCIP) e nitro blue tetrazolium (NBT), respectivamente, em tampao

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

4.14- Anélise Densitométrica

A analise densitométrica da intensidade das bandas do gene e da proteina TcADH
visualizadas nos ensaios de Northern blot, Southern blot e Western blot foi realizada através do
aparelho ImageMaster VDS (Pharmacia Biotech), utilizando o programa “ImageMaster VDS
software”. A imagem foi capturada pelo aparelho VDS e as analises realizadas pelo programa,
sendo que foi considerado como significativo os valores de densidade Otica das bandas
superiores a 1,5.
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4.15- Ensaios de imunolocaliza¢éo por microscopia confocal

Formas epimastigotas do T. cruzi foram transferidas para tubos estéreis. A obtencao dos
pellets de parasitos se deu por centrifugacdo a 500g. O sobrenadante foi removido e 0s
parasitos ressuspendidos e fixados em paraformaldeido a 4% diluido em PBS. Os parasitos
foram lavados e fixados em laminas de imunofluorescéncia. As laminas foram incubadas com
solugéo de PGSN (PBS contendo 0,2% de gelatina (Sigma), 0,1% de saponina (Sigma) e 0,1%
de azido de sddio) por 1h. Em seguida, as amostras foram incubadas com o soro de coelho
imunizado com a proteina recombinante rTcADH diluido a 1:50, a temperatura ambiente por
1h. Depois de lavadas trés vezes com PBS, as laminas foram incubadas com o conjugado CY3
(Sigma) diluido a 1:40 e 10 uM de DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole dihydrochloride)
para visualizar o nucleo. Apds 1h de incubacdo, as amostras foram novamente lavadas trés
vezes com PBS, e as laminas foram montadas com 0,1 M Tris—HCI (pH 8.8)- glicerol contendo
0,1% p-fenilenediamina para evitar a perda da fluorescéncia. As laminas foram entdo
visualizadas no microscopio confocal (Bio-Rad 1024UV) utilizando uma objetiva de imersao
de 12 NA 40 As imagens foram processadas nos programas Image-J
(http://rsb.info.nih.gov/ij/) e Adobe Photoshop.

4.16- Extracdo de RNA total

O RNA total das diferentes cepas do T. cruzi foi extraido com TRIZOL de acordo com
o protocolo do fabricante (INVITROGEN). O sedimento de parasitos (cerca de 1x10°
epimastigotas) foi ressuspendido no TRIZOL (vol/vol). Apo6s adicdo de 200ul de cloroférmio,
a suspenséo foi homogeneizada e incubada por 15 min no gelo e posteriormente centrifugada a
12.000 rpm por 10 min. O sobrenadante foi cuidadosamente transferido para outro tubo

contendo o mesmo volume de isopropanol 95% e incubado a -209C por 12-18h. O RNA assim
precipitado foi entdo lavado com etanol 70%, seco e ressuspenso em &gua autoclavada, esteril e
livre de RNAse. A concentracdo do RNA total foi determinada por espectrofotdometro
considerando 1 unidade de absorbancia 260nm = 40 pg/ml.

4.17- Extracdo de DNA
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O sedimento de epimastigotas das populacGes sensiveis e resistentes foi ressuspendido
em tampé&o de extracdo contendo 50mM de Tris-HCI, 50mM EDTA, 100 mM de NaCl e 0,5%
de SDS, pH 8,0 e incubado com 100 ug/mL de proteinase K por 12h a 37°C. Posteriormente, 0
DNA foi extraido com fenol, fenol/cloroférmio/alcool isoamilico 1:1:24 e cloroférmio/alcool
isoamilico 1:24 e precipitado pela adi¢do de 3 volumes de etanol 100% e acetato de sddio 0,3M
a 20°C por 12h. O DNA foi entdo lavado 2X com etanol 70% e ressuspendido em 100 pl de
tampdo TE (Tris-HCI 10 mM e EDTA 1 mM, pH 8,0). A concentracdo do DNA obtido foi
determinada por espectofotometro considerando 1 unidade de absorbéancia 260 nm = 50
ug/mL.

4.18- Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

A reacdo de PCR foi utilizada para amplificagdo do fragmento do gene TcADH
utilizado para varios ensaios. Para o preparo das sondas e PCR de colbnia utilizamos 0s
seguintes iniciadores: TcADH foward: 5 CGCGGATCCCCATGTTTCGCTTCTCACGCCC
3; e TcADH reverse: 5 CCGGAATTCTACATTGACTCACGGTAGAT 3. Ambos
iniciadores foram desenhados a partir da seqiiéncia completa de nucleotideos depositada no
GeneBank (nimero de acesso XP_819264). O tamanho esperado do fragmento era de 1220 pb.

Para cada reacdo de PCR em um volume final de 10ul, utilizamos os seguintes
reagentes: tampdo de rea¢do 1X (50 mM KCI; 1,5 mM MgCl; e 10 mM de Tris-HCI pH 8,5),
200 mM de cada um dos desoxiribonucleotideos (dNTPs), 10 pmoles de cada iniciador
especifico, 1 ng de DNA do T. cruzi, 0,5 unidades de Tag DNA polimerase (INVITROGEN) e
agua deionizada e bidestilada gsp (10 pul)

A reacdo foi submetida & amplificagdo no termociclador (Perkin Elmer®) com o
seguinte programa: desnaturacao 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 extensdo a 72°C por 1 min).
Ap0s os 30 ciclos foi feita uma extensdo final por 5 min a 72°C.

4.19- Eletroforese de DNA em gel de poliacrilamida

Apos a PCR, para a visualizacdo dos produtos amplificados, 3ul da amostra foram
ressuspendidos em volume igual de tampédo de amostra 2x (0,08% de azul de bromofenol,
0,08% de xileno cianol e 10% de ficol) e submetidos a eletroforese em gel de poliacrilamida
4% em sistema de minigel a 100V por 40 minutos. Em seguida, os geis foram fixados em uma

solucdo de etanol 10% e &cido acético 0,5% durante 10 minutos sob agitacdo branda, corados
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com 0,2% de nitrato de prata durante 10 minutos, lavados por 2 minutos em agua deionizada e
revelados com 0,75 M de NaOH e 0,1 M de formaldeido por 10 minutos sob agitacdo branda.
Como padréo de peso molecular foi utilizado o DNA do bacteriéfago ®X174 digerido com a

enzima de restrigédo Haelll.

4.20- Purificacdo de produto de PCR

Os fragmentos de DNA amplificados foram purificados em colunas QIlAquick spin
(QIAGEN) utilizando microcentrifuga, de acordo com o protocolo da fabricante (Kit
purificacdo QIlAquick -QIAGEN). O DNA de interesse permaneceu ligado na coluna
QIAquick spin e os outros componentes da reacdo de PCR (magnésio, tampéo de reacdo e
outros) foram lavados com tampd&o. Posteriormente, o DNA foi eluido da coluna com 50ul de

agua deionizada aquecida a 95°C por 2 minutos.

4.21- RT-PCR quantitativo em tempo real

O PCR quantitativo em tempo real foi utilizado para quantificar o nivel de mMRNA e
numero de cdpias do gene TCADH em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.

Para quantificacdo do mRNA, foi feita primeiramente uma RT-PCR. Para a sintese da
primeira fita de cDNA foi preparado um mix nas seguintes condigdes: 2 ug de RNA total, 0,5
mM de oligo d(T), 1X tampdo RT, 10 mM DTT, 0,5 mM dNTP, 40 U RNase e 200 U de
transcriptase reversa Superscript 11, em um volume final de 20 ul. Todos os reagentes usados
foram obtidos da Invitrogen (Carlsbald, CA). A reacdo do cDNA foi incubada a 42°C por 60
min. Apds a sintese da primeira fita, a reacdo foi inativada a 70°C por 20 min, e 0 cDNA foi
diluido 15X em &gua deionizada.

A amplificacédo foi realizada pelo sistema de deteccdo da Sequéncia Gene-Amp 5700
(PE Applied Biosystems). Os iniciadores foram desenhados a partir da seqtiéncia completa de
nucleotideos do gene TcADH depositada no banco de dados (nimero de acesso no GenBank
XP_819264): RT TcADH senso 5° GCAAGAATCTTGTGGCACGAG 3’ e RT TcADH
antisenso 5> AAGCTGATGAGCCATTGCG 3. Esse par de iniciadores gerou um fragmento
de 107 pb. O gene constitutivo unicopia hipoxantina guanina fosforribosil transferase do T.
cruzi (TcHGPRT) foi usado para normalizar a quantidade de amostra analisada. O iniciador
TcHGPRT1 senso: 5° CTACAAGGGAAAGGGTCTGC 3’, e o iniciador TcHGPRT2
antisenso: 5> ACCGTAGCCAATCACAAAGG 3, foram desenhados a partir da sequéncia
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completa de nucleotideos do gene (nimero de acesso no GenBank, L07486). As reagdes foram
preparadas contendo 10 pmoles de cada iniciador, tampdo 1X SYBR GREEN (Applied
Biosystems), 25 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 1 U AmpliTaq Gold DNA polymerase, 5 ul de
DNA diluido 15X e &gua deionizada para completar o volume final da reacéo de 25 ul.

O programa de amplificagéo foi realizado nas seguintes etapas: 95°C por 10 min e 40
ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 seg, e o anelamento/extensdo a 60°C por 1 min. Curvas
padrdo foram utilizadas para cada experimento utilizando quantidades conhecidas dos
plasmideos (TOPO PCR 2.1-Invitrogen) contendo os genes de interesse clonados TcADH e
TcHGPRT. Utilizamos diluices ao décimo desses plasmideos (TCADH 10%-10° moléculas e
TcHGPRT 10°-10° moléculas).

O numero de copias do mMRNA e DNA foram obtidas através do programa “Sequence
Detection System” (Applied Biosystems), que permite avaliar a curva de dissociagéo, a
intensidade de fluorescéncia da amostra a cada ciclo e quantificar o nimero de copias

conforme a curva padréo.

4.22- Analises de Northern blot

O RNA das diferentes cepas do T. cruzi foi submetido a eletroforese em gel de
agarose-formaldeido e transferido para uma membrana de nailon. Inicialmente, foi preparado
um gel de agarose 1% (Sigma, St Louis, MO, E.U.A) em tampao MOPS 1X (0,04M MOPS, 1
mM EDTA, 5 mM acetato de sédio pH 7,0) contendo 7,7% de formaldeido. As amostras
contendo de 10 a 20 ug de RNA foram aplicadas nas canaletas do gel e submetidas a
eletroforese 20V por 4h em tampdo MOPS 1X acrescido de formaldeido 18,7% (vol/vol). O
gel contendo as amostras foi transferido para membrana de nailon por capilaridade, durante
12h, usando tampédo SSC 10X concentrado. Posteriormente, as membranas foram hibridizadas
com a sonda do gene TcADH marcada com fésforo radioativo (*P), segundo protocolo
descrito por Dos Santos & Buck (1999).

4.23- Eleltroforese de Pulso alternado- PFGE

A metodologia PFGE foi utilizada para localizar o gene TCADH nos cromossomas do T.
cruzi. Inicialmente, para a preparacdo dos blocos, os parasitas (~2x10°) foram lavados em
solucgéo salina 0,9% e ressuspendidos em solucdo de PSG (NaCl 130mM, Na;HPO,4 142mM,

NaH,PO, 8mM e glicose 2%). Posteriormente foi adicionado 1% de agarose de baixo ponto de
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fusdo e a solucdo foi transferida para o0 molde de acrilico. Apds a solidificacdo, os blocos foram
incubados com a solucgéo de lise (sarcosil 3%, Proteinase K 1mg/ml e EDTA 500mM pH 8,0)
por 48h a 50°C. Em seguida os blocos foram estocados em solucdo de EDTA 500mM a 4°C até
0 uso. A eletroforese de pulso alternado foi realizada utilizando o aparelho “gene navigatorTM
system” (Pharmacia). Os blocos contendo as amostras foram colocados nos pogos do gel de
agarose a 1% em tampdo TBE 1X. A corrida eletroforética foi realizada com uma voltagem
constante (180V) a 9°C. Conforme as condicGes padronizadas no laboratdrio foram aplicados
pulsos homogéneos (N/S, L/O) de 70 seg por 15h, 90 seg por 24h, 200 seg por 15h e 400 seg
por 15h, sem interpolagdo. O gel foi corado com brometo de etidio (1ug/ml) e submetido a
desnaturacdo &cida, basica e neutralizacdo. Posteriormente o DNA foi transferido para
membrana de nailon (Maniatis, 1989) e submetido aos ensaios de hibridizac&o.

4.24- Sondas e ensaios de hibridizacao

As sondas utilizadas nos ensaios de northern e southern blot foram preparadas a partir
da amplificacdo por PCR do DNA da cepa 17WTS do T. cruzi com os iniciadores especificos
para 0 gene da TcADH (TcADH foward: 5
CGCGGATCCCCATGTTTCGCTTCTCACGCCC 3; e  TcADH  reverse: 5
CCGGAATTCTACATTGACTCACGGTAGAT 3'). Apds a amplificagdo, os produtos da
PCR foram precipitados e purificados com fenol: cloroférmio e marcados com [*P] dCTP
conforme protocolo descrito por Feingberg & Vogelstein (1983). Pré-hibridizacdo e
hibridizacdo das membranas foram feitas em 15 ml da solucéo constituida por 1% BSA, 500
mM NaH,PO,4, 1 mM EDTA e 7% SDS (Church & Gilbert, 1984). A pré- hibridizacdo foi
realizada & 60° C durante 2 horas. Ap6s a adicdo da sonda nesta solucdo, a membrana foi
hibridizada durante 14h a 65°C. Apés a hibridizacdo, as membranas foram lavadas 4 vezes
com 2 X SSC (SSC 150mM NaCl, 15mM citrato de sodio) 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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5- RESULTADOS

5.1- Identificacdo da ADH de Trypanosoma cruzi e alinhamento de sequéncias.

Inicialmente, em uma pesquisa nos bancos de dados foram encontradas 2 sequéncias
peptidicas de T. cruzi que codificam a ADH (Numero de acesso do GenBank XP_819264 and
XP_821876). O alinhamento destas seqiiéncias mostrou que elas sdo 99% idénticas, apresentando
apenas duas substituicdes nos aminodcidos 299 (asparagina/serina- N/S) e 347 (prolina/serina-
P/S). Por conveniéncia, a seqliéncia com numero de acesso XP_819264 foi preferencialmente
utilizada neste trabalho. A enzima TcADH possui um (nico dominio “lron-containing alcohol
dehydrogenase”, conservado nas sequéncias analisadas e que constitui quase toda a proteina (aa 17
a 384). Na estrutura primaria da TcADH ndo foram identificados peptideo sinal, dominios
transmembrana ou ancoras GPI, indicando que ela ndo é uma proteina de membrana. O gene da
ADH em T. cruzi codifica uma proteina de 392 aminoacidos, com uma massa predita de 41,7 kDa.
A Figura 4 mostra o alinhamento das seqliéncias peptidicas da TCADH com sequiéncias de alcool
desidrogenases identificadas em 12 diferentes espécies de procariotos e eucariotos (ver
metodologia). Dos 392 aminoacidos da TcADH, 188 (aproximadamente 48%) sdo conservados
em pelo menos metade das seqliéncias analisadas; 69 aminoacidos (aproximadamente 18%) sdo
conservados em pelo menos 75% e apenas 4 aminoacidos (aproximadamente 1%) sdo conservados
em todas as espéecies analisadas. A TcADH é 52% a 57% idéntica as sequéncias de &lcool
desidrogenases identificadas em procariotos, porém é apenas 35% idéntica aos genes ortdlogos
identificados nas trés espécies de Leishmania e 11% a 31% idéntica as ADHSs identificadas nas
demais espécies de eucariotos (tabela 2). Utilizando o programa BLAST, a TcADH foi comparada
com sequiéncias de bancos de dados de outros organismos do género Trypanosoma, como T.
brucei, T. congolense, T. rangeli e T. vivax, porém ndo foi encontrado nenhuma proteina similar
nesses organismos.

Uma arvore filogenética Neighbor-Joining foi construida com base nas 13 seqliéncias de
alcool desidrogenases selecionadas (ver metodologia). Como pode ser visto na Figura 5, as ADHs
de organismos procariotos e eucariotos estdo agrupadas em ramos filogeneticamente distintos.
Interessantemente, dentro do grupo dos eucariotos, € a ADH do T. cruzi a alcool desidrogenase
filogeneticamente mais préxima das ADHs de procariotos, estando inclusive mais proxima das

ADHs de bactérias do que das trés espécies de Leishmania, seus parentes mais proximos.
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Candida albicans

Drosophila melanogaster

— 100

Giardia lamblia

100 [~ Leishmania major

L Leishmania infantum Eucariota
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—— Leishmania braziliensis

— 64 |—Tr|chomonas vaginalis

| L Entamoeba histolytica

Trypanosoma cruzi
Clostridium perfringens
Chromobacterium violaceum

_ Procariota
—— Shewanella amazonensis

31

—— Escherichia coli

Figura 5- Arvore filogenética Neighbor-Joining das seqiiéncias de ADH do T. cruzi e

outros organismos com alta similaridade. Os ndmeros representam o valor de Bootstrap

encontrados.
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Tabela 2

Percentual de identidade da ADH do T. cruzi (Accession Number XP_819264) com alcool

desidrogenases identificadas em outros organismos

Organismo Indeoﬁtci’:ade
S. amazonensis 57
C. violaceum 57
V. parahaemolyticus 56
E. coli 56
S. boydii 55
C. perfringens 52
L. braziliensis 35
il fafantiuna e | e ¥t G520

1alis 31 T. vagin
lytica 26 E. histo
nogaster 23 D. mela
lia 22 G. lamb
ans 11 C. albic:
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5.2- Ensaio da atividade das oxidoredutases nas populagdes de T. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

A atividade enzimatica da TcADH, bem como de outras oxidoredutases presentes no
extrato protéico do T. cruzi foi determinada utilizando como referéncia uma curva-padrao
construida a partir de concentragdes conhecidas da enzima ADH purificada. Foi observada nesta
curva-padrédo uma correlagéo linear entre a absorbancia das amostras e a concentragdo da enzima
ADH extraida de levedura (coeficiente de correlacdo = 0,998), dentro dos limites de concentragdo
da enzima utilizados (28 a 225 unidades) (dados ndo mostrados). Para comparar a atividade
enzimatica em populacGes sensiveis e resistentes do T. cruzi, utilizamos amostras de proteinas de
4 cepas do T. cruzi: duas populagbes com resisténcia induzida in vitro (17LER) e in vivo (BZR),
com seus respectivos pares sensiveis (17WTS e BZS). A Figura 6 mostra a absorbancia das
amostras ao longo do ensaio. Conforme pode ser observado, a absorbancia das amostras de
proteinas do T. cruzi se encontra no intervalo de valores de absorbancia da enzima ADH de
levedura (entre 112,5 e 225 unidades). A atividade enzimética, em unidades (U), foi entdo
calculada a partir da variagdo na absorbancia das amostras no intervalo de 0 a 30 minutos. Os
resultados obtidos foram os seguintes: 17WTS =226 U; 17 LER =131 U; BZS =188 U e BZR =
192 U. A razdo entre as populacGes sensiveis e seus respectivos pares resistentes foi de 1,7 X para
o par 17WTS / 17LER, e de 1,0 X para o par BZS / BZR. Por se tratar de extrato protéico total, a
atividade enzimatica acima descrita ndo é exclusiva da TcADH, podendo haver outras

oxidoredutases envolvidas na reagéo.

5.3- Clonagem e expressao da proteina recombinante TcADH

Com o objetivo de investigar os niveis de expressdo da proteina TcADH nas cepas do T.
cruzi sensiveis e resistentes a drogas, inicialmente clonamos o gene TCADH e expressamos a
proteina recombinante em bactérias. O plasmideo utilizado para a clonagem foi o pGEX
(Amersham), que permite a expressdo da proteina recombinante em fusdo com a Glutationa-S-
Transferase (GST) de Schistosoma japonicum. Essa fusdo contribui para a expresséo eficiente da
proteina recombinante, pois sdo formados corpusculos de inclusdo que impedirdo que a proteina
associe-se a membrana das células bacterianas ou interaja com o sistema bacteriano, reduzindo
possiveis efeitos toxicos. Além disso, os corpusculos de inclusdo dificultam o acesso de proteases
a proteina, aumentando os niveis de expressao (Montigny et al., 2004).
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Figura 6- Atividade de oxidoreducdo da TCADH e de outras oxidoredutases do T. cruzi.
Absorbéancia das amostras ao longo do ensaio de 30 minutos.
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E importante ressaltar que a GST de S. japonicum codificada pelo vetor pGEX
(Amersham) possui aproximadamente 29 KDa, mas pode quebrar-se liberando um fragmento de
26 kDa (Pharmacia GST Gene Fusion System).

O plasmideo pGEX e o produto de PCR do gene TcADH foram digeridos com as enzimas
de restricdo BamHI e EcoRI. Apds a purificacdo, eles foram submetidos a reacdo de ligagcdo com a
enzima T4 DNA ligase. Posteriormente, o plasmideo recombinante foi transferido para E. coli. A
clonagem foi confirmada através do PCR de col6nia conforme descrito nos Materiais e Métodos.
O PCR de coldnia mostrou uma oOtima eficiéncia da clonagem, uma vez que observamos a
presenca do fragmento de 1220 pb, correspondente a regido codificante do gene TcADH, em todas
as colbnias de bactérias analisadas (dado ndo mostrado).

A expressdo da proteina recombinante foi realizada em E. coli, cepa BL-21 por inducdo a
37°C com 5mM de IPTG, durante 6 horas. A figura 7 mostra o perfil eletroforético das proteinas
totais de duas diferentes col6nias da bactéria na presenca (canaletas 2 e 3) e auséncia de IPTG
(canaleta 1). Os resultados mostram que as bactérias incubadas com IPTG expressaram a proteina
recombinante de maneira eficiente. O polipeptideo de aproximadamente 70 KDa mais forte

corresponde a rTcCADH (41,7 kDa) fusionada com a glutationa S transferase (29 kDa).

5.4- Caracterizacdo da proteina recombinante TcADH.

5.4.1- Teste de solubilidade da proteina rTcADH.

Apbs expressar a proteina de forma eficiente, realizamos ensaios para verificar a
solubilidade dessa proteina. Os procedimentos para a extracdo da proteina recombinante foram
realizados como descrito em Materiais e Métodos. A parte soluvel (sobrenadante) e insoltvel
(sedimento) obtidas da amostra foram submetidas a uma eletroforese SDS-PAGE. Observamos a
presenca da proteina recombinante rTcADH fusionada a GST (70 KDa) no sedimento (canaletas 2
a 4, Figura 8), mostrando que ela esta insoltvel nas condicfes utilizadas na expressdo. Na fracdo

soltvel (canaleta 1, 5, 6 e 7, Figura 8), visualizamos apenas a proteinas especificas das bactérias.
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MM 1 2 3
97-
e — 4 TTOADR
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Figura 7- Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) corado com azul de coomassie. Expressao da
proteina recombinante TcCADH em bactérias BL21. Canaleta 1, bactérias ndo induzidas;

canaletas 2 e 3, duas diferentes coldnias de bactérias induzidas com IPTG.
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| rTcADH

Figura 8- Gel de poliacrilamida SDS corado com azul de coomassie. Teste de
solubilidade da proteina rTcADH. Canaleta 1, sobrenadante; canaleta 2, sedimento;
canaleta 3, sedimento sonicado 1x; canaleta 4, sedimento ndo sonicado; canaleta 5,

sobrenadante; canaleta 6, sobrenadante sonicado; canaleta 7, sobrenadante ndo sonicado.
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5.4.2- Purificacao da proteina recombinante rTcADH.

Diante da insolubilidade da proteina rTcADH, optamos pela purificacdo da proteina
insolGivel por eletroeluicdo. E importante ressaltar que antes da eletroeluigdo tentamos purificar a
proteina utilizando colunas glutationa sefarose 4B, que possuem afinidade pela GST presente no
vetor pGEX (dado ndo mostrado). Entretanto a eficiéncia da purificagdo nédo foi boa, pois
observamos que a proteina rTcADH foi purificada junto com outras proteinas da bactéria. Diante
disso, realizamos uma re-purificacdo da proteina recombinante rTcADH por eletroeluicdo
(BIORAD) conforme instrucdes do fabricante. Realizamos quatro experimentos de purificagéo
que no final foram agrupados e submetidos a dosagem pelo método de Bradford. A figura 9 ilustra
0 resultado da eletroeluicdo mostrando uma banda forte principal de aproximadamente 70 kDa,
correspondente a proteina recombinante purificada das demais proteinas da bactéria. A proteina
rTcADH purificada apresentou uma concentragéo de 0,3 ug/ul.

5.5- Nivel de expressdo da proteina rTCADH em populagdes do T. cruzi sensiveis e

resistentes.

5.5.1- Imunizagéo de coelhos para producéo de anticorpo policlonal anti-rTcADH.

A proteina rTcADH foi utilizada para a imunizagdo de coelhos para producao do anticorpo
policlonal anti-rTcADH. Foram feitas 3 inoculagbes em coelhos em doses de 300 ug como
descrito em Material e Métodos. Apds a primeira dose, considerada como tempo zero, as demais
foram ministradas nos dias 7 e 21. Foram utilizados trés coelhos, sendo um inoculado somente
com a proteina, outro inoculado com a proteina e o adjuvante e o terceiro inoculado com a
proteina GST. Quinze dias apds a Ultima inoculagdo, o sangue dos coelhos foi coletado e o soro

foi utilizado nos ensaios de western blot.

5.5.2- Western blot

Baseado nas diferencas observadas no nivel de mRNA do gene TcADH decidimos
determinar o nivel de expressdo da proteina TCADH em cepas do T. cruzi S e R a drogas.
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Figura 9- Gel de poliacrilamida-SDS corado com azul de coomassie. Proteina rTcADH

purificada por eletroeluigéo.
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Diante disso, realizamos ensaios de western blot, utilizando o soro de coelho imunizado
com a proteina rTcADH. O perfil eletroforético das proteinas totais de T. cruzi em gel SDS-
PAGE mostrou proteinas com massa molecular de 10 a 100 kDa. Esse gel foi transferido para a
membrana de nitrocelulose que foi incubada com anticorpo policlonal anti-ADH. Observamos
que esse anticorpo reconheceu uma banda de 41,7 kDa para todas as amostras do T. cruzi
analisadas (Fig 10A). Para quantificar os niveis de expressdo da proteina recombinante TcCADH,
a mesma membrana foi incubada com anticorpo policlonal anti-TcHSP70 (dilui¢cdo de 1:10.000).
O nivel de expressdo da proteina TcHSP70 foi previamente observado, sendo 0 mesmo para as
amostras de T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ analisadas (FMF Campos, comunicacao
pessoal).

Analise de densitometria utilizando a proteina TcHSP70 como referéncia mostrou que
houve uma diminuic¢do de aproximadamente 2 X na expressdo da proteina TCADH na populagédo
17LER quando comparado com seu par sensivel 17WTS (Fig 10A). As outras populacGes de T.
cruzi apresentaram o mesmo nivel de expressdao da proteina TcADH, independente do fenotipo
de resisténcia a drogas (BZS/BZR, Quaraizinho/Yuyu, Berenice/\VL-10). A figura 10B mostra o
perfil de western blot das proteinas de T. cruzi incubado com soro policlonal anti-GST.
Observamos que o soro anti-GST reconheceu fracamente a proteina recombinante purificada
TcADH de 70 kDa. Entretanto, observamos que esse anticorpo ndo reconheceu nenhuma
proteina do T. cruzi. Esse resultado mostra que anticorpos anti-GST néo interferiram na anélise

dos resultados dos anticorpos anti-TcCADH.

5.6- Imunolocalizacao da proteina TcCADH no T. cruzi

Com o objetivo de determinar a localizacdo da proteina TCADH, como também investigar
suas possiveis fungdes bioldgicas no parasito T. cruzi, realizamos ensaios de imunolocalizacéo de
acordo com o item 4.2 da metodologia. Na Figura 11, nos painéis B e D, podemos perceber que a
proteina TCADH esta localizada no cinetoplasto das formas epimastigotas de T. cruzi, em
comparagdo com o controle negativo, feito com o soro pré-imune do mesmo coelho (Figura 6,
painéis E e F). No painel C podemos perceber a marcagdo feita pelo DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole dihydrochloride), permintindo a visualizagdo do nucleo.
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Figura 10- Membrana de western blot incubada com anticorpo policlonal anti-TcCADH e anti-
TcHSP70 (A) e anti-TcGST (B).
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Figura 11- Imunolocalizagdo da proteina TcADH nas formas epimastigotas de T. cruzi. Imagens
de fluorescéncia por microscopia confocal (B, C, F e G) e contraste diferencial de interferéncia
(DIC) (A, D, E e H). Parasitos foram fixados e marcados com o soro anti-TcADH (diluido a 1:50)
e com o anticorpo secundario conjugado a CY3 (Sigma) para detectar a proteina TCADH (painéis
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5.7- Nivel de mRNA do gene TcADH em populagdes do Trypanosoma cruzi sensiveis e

resistentes ao benzonidazol

Com o objetivo de determinar os niveis de expressdo do mRNA do gene TCADH nas cepas
de T. cruzi sensiveis e resistentes ao benzonidazol, realizamos ensaios de northern blot.

O perfil de hibridizacdo do RNA total das cepas de T. cruzi com a sonda do gene TcADH
mostrou um transcrito de 1,9 Kb (Figura 12A). Podemos observar uma diferenca na intensidade
desse transcrito das populacbes 17WTS e 17LER. Como controle quantitativo, a mesma
membrana foi hibridizada com a sonda correspondente ao gene do RNA ribossomal do T. cruzi
(Figura 12B). A Figura 12C representa um grafico com valores da analise densitométrica da
intensidade das bandas, mostrando que o nivel de mRNA do gene TcADH foi duas vezes menor
na populagéo de T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ - 17LER comparado com seu par
sensivel 17WTS. Os pares BZS e BZR, CI-Brener (S) e VL-10 (R) apresentaram o mesmo nivel
de mRNA.
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Figura 12- Nivel de mRNA do gene TcADH em cepas de T. cruzi sensiveis e resistentes a
drogas. A- Perfil de northern blot das cepas de T. cruzi hibridizadas com a sonda especifica do
gene TcADH marcada com *2P. B- controle quantitativo da mesma membrana hibridizada com
a sonda para o gene do RNA ribossomal de T. cruzi. C- Analise densitométrica da intensidade
do mRNA do gene TcADH.
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A quantidade de moléculas de cDNA do gene TcADH para as diferentes cepas de T. cruzi
foi determinada por anélises de regressdo linear utilizando os valores de Ct obtidos pela curva
padrdo gerada com as quantidades conhecidas dos plasmideos do TcADH, normalizado com o0s
valores de TcCHGPRT. O nivel de mRNA na populacdo 17LER foi 2,5 menor quando comparada
com seu par 17WTS. N&o observamos diferenca significativa nos niveis de mRNA nas outras
amostras de T. cruzi analisadas (BZS/BZR e Cl-Brener (S) /VL-10 (R) (Fig. 13).

5.8- NUmero de cépias do gene TcADH

A metodologia de PCR em tempo real também foi utilizada para quantificar o nimero de
copias do gene TCADH no genoma das populagBes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ.
Utilizando o gene TcHGPRT como normalizador, calculamos o nimero de cépias do gene TcADH
utilizando 200, 100 e 50 ng de DNA genbémico (Tabela 3). Observamos que a razdo do nimero de
copias do gene TcADH foi a mesma para os pares de amostras analisados. Esse resultado mostra
que esse gene ndo esta deletado no genoma dos parasitas resistentes ao benzonidazol.

5.9- Localizag¢ao do gene TcADH nos cromossomas do T. cruzi.

Os cromossomas das cepas de T. cruzi foram separados por eletroforese de pulso alternado
(PFGE), utilizando o equipamento “Gene Navigator TM system” (Amersham Biosciences). As
condicdes da eletroforese utilizadas para o gene TCADH foram: 70 seg. por 15h, 90 seg. por 24h,
200 seg. por 15h e 400 seg. por 15h. Como descrito na literatura, podemos observar um
polimorfismo cromossdmico entre as diferentes cepas de T. cruzi. Os cromossomas foram
transferidos do gel de agarose (Fig. 14A) para a membrana de néilon, conforme descrito em
Materiais e Meétodos. A hibridizacdo dos cromossomas com a sonda TcADH, mostrou
heterogeneidade de tamanho e nimero dos cromossomas entre as diferentes populagfes do T.
cruzi que contém este gene (Fig. 14B). A mesma quantidade de parasitos por bloco foi aplicada
em cada canaleta do gel. Observamos vérios perfis de hibridizacéo, que ndo estdo associados com
o fendtipo de resisténcia do T. cruzi a drogas e nem com o0 zimodema da cepa. Através de analise
comparativa de densitometria, observamos que ndo houve diferenca de intensidade das bandas
entre as cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes a drogas (Figura 14B). A tabela 1 (ver Materiais e

Métodos) resume os resultados da localizagdo cromossémica.
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Figura 13- Amplificacdo do gene TcADH por RT-PCR quantitativo em tempo real. O
grafico mostra 0 numero de moléculas do gene TcADH em populagdes do T. cruzi
normalizadas com o TcHGPRT. Os dados do RT-PCR quantitativo em tempo real foram
obtidos em triplicata de trés experimentos independentes. A barra de erro € o desvio
padrdo da média (£ dpm).
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Tabela 3

Determinacdo do nimero de copias do gene TCADH nas populagbes do T. cruzi sensiveis e

resistentes ao benzonidazol.

DNA (ng) Razdo do numero de coépias do gene TcADH
normalizado com o gene TCHGPRT (10°)
17 WTS/17 LER BZS/BZR
200 1,3x 1,2x
100 1,4x 1,2x
50 1x 1x
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Figura 14- Localizagdo cromossomica do gene TcADH em cepas de T. cruzi de
diferentes zimodemas e fendtipos de resisténcia a drogas. A- bandas cromossomais de T.
cruzi separadas por PFGE coradas com brometo de etideo. B- perfil de southern blot dos
cromossomas de T. cruzi hibridizados com a sonda especifica para o gene TcADH

marcada com 32P. O marcador de peso molecular foi obtido dos cromossomas de

Saccharomyces cerevisae.
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6- DISCUSSAO

A quimioterapia especifica da doenca de Chagas esta limitada ao BZ e NFX. Ambos
compostos apresentam baixa eficcia de cura principalmente na fase cronica da doenga, além de
consideravel toxicidade (Urbina & Docampo, 2003). Além disso, tem sido descrito em T. cruzi a
existéncia de cepas naturalmente resistentes ao BZ e NFX e o fendmeno de resisténcia cruzada a
ambas as drogas (Filardi et al., 1987). Entretanto os mecanismos bioquimicos envolvidos na
resisténcia do T. cruzi a drogas sdo ainda muito pouco conhecidos.

A metodologia de microarray tem sido aplicada em diversos campos da pesquisa, dentre
eles: entendimento do ciclo de vida e desenvolvimento dos parasitos, relacbes parasito-
hospedeiro, comparagdo genémica da viruléncia de organismos, desenvolvimento de vacinas e
estudo da resposta a infecgdo por parasitos e microorganismos (Jaros et al., 2006). A técnica de
microarray foi utilizada para analisar a expressdo de genes das células do hospedeiro durante a
infeccdo por T. cruzi (Imai et al., 2005). Os autores observaram que alguns genes foram
superexpressos nessas células, como genes que codificam proteinas da via de sinalizagdo das
caderinas e proteinas envolvidas no metabolismo de colesterol. Essas proteinas sdao importantes
para a replicagdo e persisténcia da forma intracelular amastigota no interior das células do
hospedeiro (Imai et al., 2005). Saxena e colaboradores (2003) utilizaram a técnica de microarray
para avaliar a expressdo génica diferencial durante a transformacdo das formas promastigotas
prociclicas em promastigotas metaciclicas em Leishmania major. Os autores mostraram que 0S
genes superexpressos nas formas metaciclicas estdo envolvidos no crescimento e divisdo das
celulas, metabolismo, sintese de proteinas, transducdo de sinal e processamento de RNA.

Murta e colaboradores em 2003 (comunicacdo pessoal) utilizaram a metodologia de
microarray para identificar genes diferencialmente expressos em cepas do T. cruzi sensiveis e
resistentes a drogas. Os autores demonstraram que 20 genes foram diferencialmente expressos
quando as duas populac6es foram comparadas. Um dos genes obtidos foi o0 TCADH, que codifica
a enzima alcool desidrogenase (ADH). Os autores observaram que esse gene foi 4 vezes menos
expresso na populagdo do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) em relagéo
ao seu par sensivel (17WTS). Neste trabalho, caracterizamos pela primeira vez o gene TcCADH
em T. cruzi. Inicialmente, fizemos uma analise comparativa da TcADH com sequéncias da ADH
de diversos organismos depositadas no banco de dados e fizemos a atividade enzimética da
TcADH nas populagdes do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ. Em seguida analisamos a
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expressdo da enzima e realizamos a localizagdo celular da mesma no T. cruzi. Posteriormente
analisamos o nivel de mRNA, nimero de cdpias do gene e localizagdo cromossémica.

Alcool desidrogenases sdo enzimas que pertencem ao grupo das oxidoredutases,
participando de reac@es que resultam na producdo principalmente de &lcoois e cofatores oxidados
como NAD+ (Reid et al., 1994). Esse processo ocorre durante a fermentagdo de bactérias
anaerobicas e leveduras, onde a regeneracdo de NAD+ ¢ essencial para o metabolismo e
crescimento desses organismos. ADHs também possuem importancia industrial, por participarem
da producéo de alcool e solventes orgénicos (Clark et al., 1989). As  &lcool  desidrogenases
ferro-dependentes estdo presentes em varios organismos como E. coli (AdhE) e Clostridium
perfringens, como também em protozoarios patégenos como Candida albicans e Entamoeba
histolytica. E importante ressaltar ainda que a auséncia dessa enzima em vertebrados faz com
que ela seja um alvo atrativo para a quimioterapia antimicrobiana (Chen et al., 2004).

Molinas et al., (2003) descreveram uma Isopropil alcool desidrogenase (iPDH) do
tripanosomatideo Phytomonas sp. Esse parasito é encontrado na planta da espécie Euphorbia
characias. Essa proteina € uma alcool desidrogenase mitocondrial que utiliza alcoois primarios e
secundarios como substratos preferenciais. Os autores observaram que a iPDH auxilia no
metabolismo de aminoacidos como leucina, lisina e fenilalanina, que auxiliam no crescimento do
Phytomonas. A iPDH elimina a acetona toxica resultante desse metabolismo.  Arauzo et al.,
(1989) caracterizaram pela primeira vez uma NADP-aldeido redutase de T. cruzi. Essa enzima é
ativa com alcoois/aldeidos e estd envolvida nos processos de detoxificacdo do parasito. Em
Leishmania, o gene da ADH ainda ndo foi caracterizado, apesar de sua sequéncia ja ter sido
depositada em banco de dados (L. major (LmjF30.2090), L. infantum (LinJ30.2440) e L.
braziliensis (LbrM30 v2.2040). Entretanto, Nare e colaboradores (1997) caracterizaram uma
pteridina redutase (PTR1) de Leishmania major, cuja seqiéncia assemelha-se a sequéncia de
uma &lcool desidrogenase de cadeia curta e sua principal fungdo é reduzir pteridinas como
biopterinas e folatos. Os autores demonstraram que essa enzima pode estar envolvida na
resisténcia a drogas nesse organismo.

Em nosso trabalho a TcADH foi caracterizada pela primeira vez em T. cruzi. Com o
sequenciamento completo do genoma do T. cruzi, a sequéncia nucleotidica da TcADH foi
disponibilizada nos banco de dados, mas nenhum trabalho de caracterizagcdo deste gene tinha
sido feito ainda (El-Sayed et al., 2005). Diante disso, sabe-se que em T. cruzi a enzima TcADH
apresenta o ion ferro na sua estrutura, pertencendo ao grupo I11 das ADHs.

Os estudos de filogenia e a analise da estrutura primaria da ADH de 13 organismos
distintos (9 eucariotas e 4 procariotas) mostram que a TcCADH do T. cruzi esta mais proxima das
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ADH de procariotas do que eucariotas. Dos 392 aminoéacidos da TcADH, 188 (aproximadamente
48%) sdo conservados em pelo menos metade das seqliéncias analisadas; 69 aminoacidos
(aproximadamente 18%) sdo conservados em pelo menos 75% e apenas 4 amino&cidos
(aproximadamente 1%) sdo conservados em todas as espécies analisadas. A TCADH é 52% a
57% idéntica as sequéncias de alcool desidrogenases identificadas em procariotos, porém ¢é
apenas 35% idéntica aos genes ortdlogos identificados nas trés espécies de Leishmania e 11% a
31% idéntica as ADHSs identificadas nas demais espécies de eucariotos. Além disso, estas
analises motraram que o gene ADH sofreu diferentes modificacbes ao longo do processo
evolutivo. Na familia tripanosomatidae, estas modificacGes resultaram na auséncia do gene em T.
brucei, T. rangeli e outros tripanosomas, e na baixa similaridade observada entre as trés espécies
de Leishmania analisadas e o T. cruzi. Diante disso, acreditamos que a atividade destas enzimas
pode desempenhar um importante papel no desenvolvimento especifico de cada parasito.

Estes resultados ndo sdo surpreendentes uma vez que El-Sayed et al., (2005), através do
estudo comparativo do genoma dos tripanosomatideos (T. cruzi, Leishmania major e T. brucei),
demonstrou que insercOes, substituicdes e delecdes génicas sdo processos comuns que ocorrem
nesses organismos, e esses eventos podem resultar em diferencgas fisioldgicas e bioquimicas entre
esses parasitos. Molinas et al., (2003) purificaram e caracterizaram uma isopropil alcool
desidrogenase mitocondrial de Phytomonas sp, um tripanosomatideo isolado da planta
Euphorbia characias. Os autores mostraram através de estudos filogenéticos que essa enzima foi
mais similar as ADHs de procariotos do que as de eucariotos. Os autores sugerem que esse
fendmeno pode ser resultado da transferéncia horizontal de genes entre bactérias aerdbicas e
tripanosomatideos. E importante enfatizar que a associagio entre resisténcia a drogas e a
expressdo da ADH, demonstrada inicialmente em procariotos e agora em nosso trabalho com
uma populacdo do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ, a auséncia desse gene no
homem e as modificagcGes observadas entre os tripanosomatideos, torna a caracterizagdo deste
gene particularmente interessante para futuros estudos de quimioterapia e resisténcia a drogas.

O nivel de expressdo da proteina TCADH estd aproximadamente 2 vezes diminuido nos
parasitos resistentes ao BZ. Nossos ensaios de atividade enzimatica também mostraram uma
diminuicdo da atividade da enzima TcADH nos parasitos com resisténcia induzida in vitro ao
BZ. Em E. histolytica e Trichomonas foetus, a alcool desidrogenase participa da via de
desidrogenacéo, possuindo funcdo de oxidoreducdo levando a ativacdo da droga metronidazol
(Kulda et al., 1999). Denton et al., (2004) identificaram e caracterizaram uma enzima
denominada tiol redutase (TDR1) que catalisa a redugdo de antimoniais pentavalentes. O
mecanismo de acdo dessas drogas € dependente da conversdo da forma pentavalente na forma
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trivalente, que é toxica para o parasito. Os autores viram que a atividade dessa enzima foi 10
vezes maior na forma amastigota, explicando assim porque esse estagio é mais sensivel a droga
do que o estagio promastigota.

Em um recente trabalho realizado em nosso laboratério, Murta e colaboradores (2005)
mostraram que um dos mecanismos de resisténcia do T. cruzi a drogas esta associado com a
delecdo de copias do gene TcOYE que codifica a “old yellow enzyme”, uma NAD(P) flavina
oxidoredutase. A TcOYE cataliza a sintese de prostaglandina PGF2a e reduz uma variedade de
drogas tripanosomicidas (Murta et al., 2005). Sendo assim, acreditamos que a enzima &lcool
desidrogenase de T. cruzi, assim como outras oxidoredutases, estejam envolvidas no
metabolismo do BZ gerando radicais nitro anions da droga toxicos, que fazem com que parasitas
sensiveis morram. Este mesmo mecanismo de escape tem sido observado em E. histolytica
resistente a0 metronidazol. Neste caso, a flavina redutase estd envolvida na ativagdo do
metronidazol e nos parasitos resistentes essa enzima apresenta baixos niveis de expressao
(Samarawickrema et al., 1997).

Para determinarmos a localizagdo celular da proteina TcADH, realizamos ensaios de
imunolocalizacdo. Os resultados mostraram que a proteina TcCADH estd localizada no
cinetoplasto das formas epimastigotas do T. cruzi. O T. cruzi, bem como todos os membros da
familia Trypanosomatidae, apresentam uma Unica mitocondria que se ramifica por todo o corpo
do protozoario. Como em todas as células eucaridticas, a mitocondria dos tripanosomatideos
também apresenta um DNA mitocondrial. No entanto, além de um DNA que corresponde aquele
encontrado em outras mitocdndrias, ha uma grande quantidade de um DNA que se organiza na
forma de minicirculos e se concentra em uma determinada regido da mitocondria, localizada
abaixo do corpusculo basal, dando origem a uma estrutura intramitocondrial chamada
cinetoplasto (Brener et al., 2000). A concentracdo de DNA encontrada em um cinetoplasto pode
representar cerca de 30% do DNA total da célula (Schnaufer et al., 2002). O fato da enzima
TcADH se concentrar (localizar-se preferencialmente) no cinetoplasto ndo significa que ela ndo
esteja presente no restante das ramificagdes da mitocondria. Entretanto, pela técnica utilizada,
ndo estamos conseguindo vé-la nestes locais.

Alguns estudos mostraram que ndo existem variagdes significativas da mitocondria ao
longo do ciclo de vida do T. cruzi. Estudos realizados em T. brucei apontam para algumas
alteragBes na mitocondria, que € bem desenvolvida nas formas multiplicativas encontradas no
inseto e praticamente inexistente nas formas multiplicativas encontradas no sangue do
hospedeiro vertebrado (revisto por Van Hellemond et al., 2005). Essas varia¢Oes, que podem

acontecer em outros membros da familia Trypanosomatidae, indicam a capacidade que esses
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protozoarios apresentam de alternar entre um metabolismo mais oxidativo para um metabolismo
fermentativo (revisto por Lukes et al., 2005).

Estudos citoquimicos e bioquimicos tém mostrado a presenca de algumas enzimas
mitocondriais no cinetoplasto como citocromo oxidase, succinato desidrogenase, isocitrato
desidrogenase, NADPH diaforase, alfa glicerolfosfato desidrogenase e beta hidroxibutirato
desidrogenase. Essas enzimas exercem funcGes metabdlicas e respiratorias, oferecendo ao
parasito alternativas para a adaptacdo aos diferentes ambientes que encontra ao longo do seu
ciclo de vida (Lukes et al., 2005, Motyka et al., 2006). Em Trichomonas vaginalis a ADH,
juntamente com outras enzimas envolvidas no metabolismo da droga, estd localizada em uma
organela chamada hidrogenossomo. Essa organela se assemelha a mitocéndria, sendo um local
onde ocorre 0 metabolismo de carboidratos e a ativacdo do metronidazol (Rasoloson, et al.,
2002).

Parasitos como Leishmania spp., T. cruzi, T. brucei, Plasmodium falciparum, Céndida
albicans e Giardia lamblia, tém desenvolvido a capacidade de adquirir resisténcia as drogas
utilizadas para o seu tratamento, selecionando mecanismos apropriados para sobreviver aos
compostos anti-parasitarios (Buckner et al., 1998). Diferencas na susceptibilidade a drogas por
cepas de T. cruzi foram demonstradas por diversos autores (Brener et al., 1976, Andrade et al.,
1985 e Filardi & Brener, 1987). Filardi & Brener (1987) mostraram que a resisténcia ao NFX e
ao BZ pode ocorrer em cepas que nunca tiveram contato prévio com os dois compostos, isto é,
cepas que apresentaram resisténcia natural. Algumas destas cepas foram isoladas de vetores
silvestres do estado de Santa Catarina, onde ndo existe doenca de Chagas humana autoctone
sugerindo que a resisténcia natural do T. cruzi aos derivados nitroheterociclicos pode ser um
fator importante para explicar as baixas percentagens de cura detectadas em pacientes chagasicos
(Filardi & Brener, 1987).

Os principais mecanismos de resisténcia a drogas sdo: diminui¢do da entrada da droga na
celula, eliminagcdo da droga pela fosfoglicoproteina de membrana (PGP) ou outras proteinas
transportadoras dependentes de ATP, diminuicdo da ativagdo da droga, inativagdo da droga,
alteracdo da formacédo do complexo alvo-droga e eficiéncia no sistema de reparo (revisado por
Borst, 1991; Borst & Ouellette, 1995). A resisténcia a multiplas drogas (MDR) em linhagens de
células tumorais estd associada com a superexpressdo da PGP, uma fosfoglicoproteina de
membrana de 170-180 kDa, que funciona como uma bomba de efluxo de drogas, dependente de
ATP, que reduz o acimulo de compostos citotoxicos dentro da célula (Englund et al., 2006). A
resisténcia do Plasmodium falciparum a cloroquina esta relacionada ao rapido efluxo e baixo

acumulo de droga em parasitos resistentes. Nesse organismo foram descritos dois genes pfmdrl e
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pfmdr2, que codificam uma P-glicoproteina denominada PGH1 (Elandaloussi et al., 2006). A
associacao da superexpressdo da PGP na resisténcia a drogas foi também descrita em Leishmania
resistente ao arsenato e a antimoniais (Cortes-Selva et al., 2005). Entretanto, Murta e
colaboradores (2001) observaram que o fenétipo de resisténcia do T. cruzi ao BZ ndo esta
associado com a amplificagdo ou superexpresséo dos genes PGP.

Em nosso estudo observamos que o gene TcADH tem uma ORF de 1200 bp, um
transcrito de 1,9 Kb que codifica uma proteina de 41,7 kDa. Além disso, observamos que 0 gene
TcADH estéa localizado em cromosomas de diferentes tamanhos dependendo da cepa de T. cruzi
analisada e apresenta-se como simples copia no genoma dos parasitos sensiveis e resistentes a
drogas. Em Giardia lamblia, um protista que utiliza a enzima alcool desidrogenase para a
formacdo de etanol e acetato, o gene da ADH esta também presente como simples copia no
genoma (Sanchez et al., 1998).

Malherbe et al., (2004) mostraram que a enzima ADH ¢ essencial para a tolerancia ao
etanol em Drosophila melanogaster. Nossos resultados mostraram que houve uma diminui¢do na
atividade da enzima ADH nas cepas com resisténcia induzida in vitro (17LER). Em Trichomonas
vaginalis a enzima ADH esta bem caracterizada. Nesses parasitos a presen¢a de um sistema de
transporte de elétrons é capaz de mediar a reducdo da droga metronidazol. O metronidazol, assim
como o BZ, é um derivado nitroimidazo6lico que precisa ser metabolizado para ser ativo. Essa
droga é potente contra as infeccBes por protozoarios e bactérias. Rasoloson e colaboradores
(2002) mostraram que os elétrons requeridos para a ativacdo do metronidazol sdo gerados por
enzimas encontradas no hidrogenossomo, uma organela do parasito com fun¢des mitocondriais.
Essas enzimas participam da via metabdlica que converte piruvato a acetil CoA e CO,. A perda
da atividade de enzimas como a ADH, piruvato ferredoxina oxidoredutase, piruvato
descarboxilase e malato desidrogenase esta associada com o desenvolvimento da resisténcia in
vitro ao metronidazol (Kulda et al.,1999). Em Entamoeba histolytica, a resisténcia ao
metronidazol esta associada com o decréscimo da expressdo das enzimas ferredoxina e Flavina
redutase (Wassmann et al., 1999).

Nossos resultados mostraram que apesar de ndo ter diferenga no nimero de cépias do
gene TcADH em cepas do T. cruzi sensiveis e resistentes ao BZ, houve uma diminuic¢do do nivel
de mRNA. Interessantemente, Guimond e colaboradores (2003) utilizando a metodologia de
microarranjo de DNA selecionaram trés genes envolvidos na resisténcia de Leishmania ao
Metotrexato. Os autores observaram que apesar desses genes estarem Superexpressos nos
parasitas R a drogas, eles ndo estdo amplificados no genoma desses parasitos. Os autores
sugerem que mutagdes nas regides 5’ ou 3° UTR (regides ndo traduzidas) podem explicar as
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diferencas entre os niveis de mRNA e DNA, ou seja, 0 aumento ou diminuigdo dos niveis de
MRNA podem ndo acompanhar a amplificacdo ou delecéo de genes no genoma.

Nozaki et al., (1996) conseguiram obter uma populacdo do T. cruzi com resisténcia
induzida in vitro ao NFX. Os autores analisaram o cariétipo molecular dessas populagdes e
observaram que a resisténcia ao NFX era acompanhada por mudangas no DNA como rearranjos
nos cromossomas e aneuploidias. Nossos resultados mostraram que o gene TcADH esta
localizado em varias bandas cromossomais dependendo da cepa de T. cruzi. Estudos da estrutura
do genoma do T. cruzi mostram que esse parasito tem uma grande plasticidade e organizagéo
diferente dos seus genes. Muitos genes incluindo housekeeping sdo presentes em mudltiplas
copias e distribuidos em varios cromossomas. Entretanto, alguns genes envolvidos no
metabolismo do parasito estdo presentes em apenas um cromossoma (Porcile et al., 2003). Neste
trabalho vimos que a localizagdo do gene TcADH ndo esta associada com o fenétipo de
resisténcia do T. cruzi a drogas.

Nossos dados mostraram que o gene da TCADH possui uma baixa regulagéo na populacao
do T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ, o0 que ndo ocorre na populagdo com
resisténcia selecionada. Recentemente, Villarreal et al., (2005) publicaram um estudo analisando
a diferenca de express@o génica nas cepas de T. cruzi com resisténcia selecionada e induzida ao
BZ. Interessantemente, os autores observaram que cada cepa atua independente da sua heranca
genética quando submetidas ao estresse da droga. Rasoloson et al., (2002) observaram que em
Trichomonas vaginalis a perda da atividade das enzimas envolvidas na ativagdo do metronidazol
sG acontece em parasitos com resisténcia induzida in vitro. E importante ressaltar que o
mecanismo de resisténcia a drogas em T. cruzi e em outros organismos ¢ um fenémeno
complexo, que envolve ndo s6 mecanismos bioquimicos, como também outros fatores como o
sistema imune do hospedeiro, que pode interferir na susceptibilidade do parasito a drogas (Murta
et al., 2005). Diante dos nossos resultados, sugerimos que a enzima TcADH, juntamente com a
TcOYE e outras desidrogenases, podem estar envolvidas na redugdo do BZ ou dos seus
metabdlitos, levando a sua ativacdo e como conseqiiéncia a morte do parasito sensivel, que tem

niveis normais da enzima.
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7- CONCLUSOES

- A TcADH é 52% a 57% idéntica as seqliéncias de alcool desidrogenases identificadas em
procariotos, porém € apenas 35% idéntica aos genes ortdlogos identificados nas trés espécies de
Leishmania e 11% a 31% idéntica as ADHSs identificadas nas demais espécies de eucariotos;

- A atividade enzimética da TCADH bem como de outras oxidoredutases € 1,7 vezes menor na
populacdo 17LER do que na sensivel 17WTS;

- O gene TcADH codifica uma proteina de 41,7 kDa para todas as cepas do T. cruzi analisadas,
entretanto ela esta aproximadamente duas vezes menos expressa na populacdo resistente 17LER
do que na sensivel 177WTS;

- A proteina TcADH esta localizada no cinetoplasto das formas epimastigotas de T. cruzi;

- O perfil de hibridizacdo do RNA total das cepas de T. cruzi com a sonda do gene TcADH
mostrou um transcrito de 1,9 Kb;

- O nivel de mRNA do gene TcADH na populagdo 17LER foi aproximadamente 2 vezes menor
guando comparado com seu par 17WTS;

- A razdo do numero de copias do gene TcADH foi a mesma para 0s pares de amostras sensiveis
e resistentes analisados;

- Observamos um perfil heterogéneo de bandas cromossdmicas entre as diferentes cepas do
parasito, variando de 800 a 2,000 Kb. Observamos varios perfis de hibridizacdo, que ndo estéo
associados com o fenotipo de resisténcia do T. cruzi a drogas e nem com o zimodema da cepa;

- O nivel de mRNA do gene TcADH, o numero de cdpias e a expressdo da proteina €
semelhante para todas as cepas de T. cruzi sensiveis, naturalmente resistentes e com resisténcia

selecionada in vivo ao BZ analisadas neste estudo.
Conclusio final

- A proteina TcADH estd menos expressa na populacdo do T. cruzi com resisténcia induzida in

vitro ao BZ.
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