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RESUMO

O agente etiolégico da doenca de Chagas, Trypanosoma cruzi, é responsavel
pela infeccdo de milhdes de pessoas na América Latina. No momento ha apenas
dois farmacos disponiveis, o nifurtimox (5-nitrofurano), teve o uso descontinuado no
Brasil, e o benzonidazol (2-nitroimidazole), embora ambos possuam acdes limitadas,
visto que dependem da fase da doenca, das condi¢des fisiologicas do hospedeiro,
da suscetibilidade e variabilidade genética da cepa. Assim, a busca de novas
moléculas torna-se urgente e necessaria, bem como a compreensédo do mecanismo
de resisténcia aos farmacos ftripanocidas. Alguns estudos relatam aumento na
producdo de enzimas que atuam na defesa celular, as quais, provavelmente,
poderiam ser responsaveis pela resisténcia de certas cepas do parasita. Tais
enzimas tém funcdes importantes na sobrevivéncia e crescimento dos parasitas:
superoxido dismutase (SOD), uma metaloenzima que elimina radicais superéxido ao
converté-los em peréxido de hidrogénio e oxigénio molecular; old yellow enzyme
(OYE), que € uma NADPH flavina oxidoredutase e pode estar envolvida na reducao
de substancias tripanocidas; e, peroxiredoxina (Prx), que catalisa a redugdo de
peréxidos. O objetivo deste projeto € avaliar a suscetibilidade de diferentes cepas ao
benzonidazol, clonar, sequenciar e expressar enzimas possivelmente envolvidas na
resisténcia a este farmaco e realizar analises morfolégicas serdo nos parasitos apos
serem expostos a substancia em questdo. Futuramente os anticorpos policlonais
obtidos a partir das proteinas recombinantes de Prx, SOD e OYE serdo empregados
para avaliar o nivel de expressdo das mesmas em parasitas tratados e nao tratados

com o benzonidazol.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi, proteinas antioxidantes, benzonidazol
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1) INTRODUGAO

1.1) Doenga de Chagas

A tripanossomose americana ou doenca de Chagas é uma zoonose que se
estende dos Grandes Lagos na Ameérica do Norte (~ 42 °N) até o sudeste da
Patagonia (~ 46 °S), ocorrendo amplamente na América Latina (REY, 1991; DIAS,
2005; JANNIN e VILLA, 2007; MURTA et al., 2008). Os paises mais afetados sao
Brasil, Argentina, Chile, Coldmbia e Venezuela (REY, 1991).

A estimativa do numero de individuos infectados com o T.cruzi em areas
endémicas da América Latina reduziu desde a década de 1980, atingindo 16-18
milhdes de pessoas na metade da década e no inicio de 1990, reduzindo para 11
milhées no fim dos anos 90; sendo 7,6 milhdes em 2006. Dados demonstram a
presenca de imigrantes provenientes da América Latina infectados pelo T. cruzi em
diferentes paises, com estimativas de 1.067 casos na Austrélia entre 2005-2006;
1218, no Canada em 2001; 5.125 na Espanha em 2003; e de 56 a 357 mil casos nos
Estados Unidos no periodo de 1981 a 2005 (SCHMUNIS, 2007). Os casos mundiais
estimados em 2009 podem ser vistos na figura 1 (http://www.chagas-rompe-el-

silencio.com/problematicachagas.html).
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Figura1: Casos mundiais estimados da doenga de Chagas em 2009.
Fonte: http://www.chagas-rompe-el-silencio.com/problematicachagas.html.

Acessado em 24/09/09.

Descoberta em 1909 por Carlos Chagas observou-se que a Doenga de
Chagas afetava basicamente populagbes rurais extremamente pobres que viviam
em moradias em péssimas condi¢cdes, as quais permitiam uma condi¢céo ideal de
domiciliacédo do inseto (DIAS e SCHOFIELD, 1999).

A doencga é causada pelo flagelado Trypanosoma (Schizotrypanum) cruzi e
transmitido pelo inseto triatomineo (hemiptero hematéfago da familia Reduviidae).
Esse protozoario pertence ao sub-género Schizotrypanum, subfilo Mastigophora,

ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae (REY, 1991; DIAS, 2005).

A ordem Kinetoplastida & composta por protozoarios flagelados que
apresentam cinetoplasto, por¢cdo de DNA presente na mitocdndria Unica dos
parasitos (REY, 1991; DIAS, 2005). A familia Trypanosomatidae reune parasitos que
infectam uma variedade de organismos (Reinos Protista, Vegetal e Animal) e que
possuem um unico flagelo (REY, 1991). A figura 2 ilustra o esquema geral da forma

epimastigota de T. cruzi.
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Figura 2: Esquema geral da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi.
Fonte: http:// www.fiocruz.br/chagas/cgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid =13.

Acessado em 12/10/09.

1.2) Morfologia do parasito

O T. cruzi apresenta principalmente as formas epimastigota, tripomastigota e
amastigota. As formas epimastigotas (figura 3) caracterizam-se por serem
alongadas, apresentam o cinetoplasto justanuclear e anterior ao nucleo, o flagelo
surge a frente e proximo ao nucleo e emerge na extremidade anterior do parasito.
S&o as formas replicativas e moéveis encontrados no vetor, ocorrendo nas porgdes
iniciais ou médias do intestino, bem como s&do as formas de cultivo em meio de
cultura (REY, 1991; DIAS, 2005).
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Figura 3: Forma epimastigota de T.cruzi no vetor e em meio de -cultura.
Fonte:http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html;
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm.
Acessado em 10/09/09.

As formas tripomastigotas (figura 4) possuem a membrana ondulante e o
cinetoplasto posicionado entre o nucleo e a regido posterior, sdo as formas néo
replicativas, fusiformes e alongadas. E a forma infectante que no hospedeiro
vertebrado ocorre no sangue, podendo estar presente também no sistema
mononuclear fagocitico (SFM), fibras musculares estriadas (cardiacas ou
esqueléticas), fibras lisa e células nervosas. Os tripomastigotas metaciclicos s&o
parecidos morfologicamente com os tripomastigotas sanguineos, sendo as formas
infectantes liberadas nas fezes do vetor (REY, 1991; DIAS, 2005).

Figura 4: Forma tripomastigota sanguinea de T.cruzi.
Fonte:http://www.uta.edu/chagas/html/biol Tcru.html;
http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm.
Acessado em 10/09/09.
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As formas amastigotas (figura 5) apresentam o nucleo grande, circular e
excéntrico, cinetoplasto bem visivel. Ocorrem no hospedeiro vertebrado, adotando a
forma intracelular esférica ou ovalada. E a forma replicativa e ndo moével (flagelo
curto que ndo se exterioriza). Pode estar presente no interior de varios tipos de
células, mas predominantemente nas fibras musculares estriadas e lisas e no
sistema fagocitico mononuclear, pode ocorrer em cultura de células. Nessa forma
sofre diferenciagéo no sangue, onde se transforma em tripomastigotas que invadirao
outras células (REY, 1991; DIAS, 2005).

Figura 5: Forma amastigota de T.cruzi presente em tecido cardiaco.
Fonte: http://www.uta.edu/chagas/html/biolTcru.html;

http://www.dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/ImageLibrary/TrypanosomiasisAmerican_il.htm.
Acessado em 10/09/09.

1.3) Ciclo biolégico e transmisséao

As variagdes morfologicas e o ciclo de vida se devem a uma adaptacao aos
distintos habitats e situacbes bioldgicas pelos quais passa o parasito (REY, 1991;
DIAS, 2005). O ciclo de vida do parasito alterna entre vertebrados (ordens
Marsupialia, Edentata, Chiroptera, Rodentia, Logomorpha, Artiodactila, Carnivora e
Primates) e insetos vetores hematéfagos (os principais géneros sao: Triatoma,
Panstrongylus e o Rhodinius), com diferengas principais nos estagios de
desenvolvimento em cada hospedeiro e formas intra e extracelular (REY, 1991;
DIAS, 2005).
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Podem ser distinguidos trés ciclos de transmissdo (REY, 1991): o silvestre,
que ocorre entre vetores e reservatoérios presentes nos ecédtopos naturais; o
paradoméstico, onde os animais parasitados vivem préximos das casas e podem
ser sinantrépicos, como gambas e ratos; o doméstico, o qual apresenta animais
domésticos e o homem a fonte de infec¢do, sendo os mamiferos de pequeno porte
e que estdo em contato com o ser humano, geralmente, reservatorios importantes.
Podem ser citados Canis familiaris (cao), Felis domesticus (gato) e animais por eles
ingeridos que pode os infectar, Rattus rattus (rato comum), Rattus norvergicus
(ratazana do esgoto), Mus musculus (camundongo) e Cavia porcellus (cobaia)
(DIAS, 2005).

A transmissdo da enfermidade pode ser: vetorial, transfusdo de sangue,
congénita, através de transplante de 6rgdos, oral ou acidental (geralmente em
laboratérios ou em cirurgias de pacientes infectados). Os principais modos de
transmissdo sdo o contato com as fezes e urina de triatomineos contaminados,
transfusdes sanguineas e congénitas (RIBEIRO et al., 1987; DIAS, 2005; TEIXEIRA
et al., 2006).

Na figura 6 esta representado o ciclo biolégico da doenga. Durante a picada,
o triatomineo contaminado com T.cruzi defeca préximo ao local e as formas
tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes atingem a corrente sanguinea do
hospedeiro vertebrado através do orificio da picada. Os parasitos invadem células
do sistema fagocitico mononuclear cutaneo e se diferenciam em formas
amastigotas, capazes de replicagdo. Saturada a célula de parasitos, inicia-se a
diferenciacdo dos amastigotas em tripomastigotas. Ao ocorrer a ruptura dessa célula
os tripomastigotas sao liberados na corrente sanguinea e vao se disseminar pelo
organismo, atacando musculos e outros tecidos. Um triatomineo n&o infectado
adquire as formas tripomastigotas sanguineas ao picar um hospedeiro vertebrado
contaminado. Essas formas se diferenciam em formas epimastigotas, capazes de
multiplicacdo no intestino posterior do vetor. Na ampola retal, os parasitos se
diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas que sé&o liberadas nas fezes
(REY, 1991; DIAS, 2005).
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Figura 6 : Ciclo bioldégico da transmissdo da doenca de Chagas (ARGOLO et al.
2008).

Como o parasito pode ser transmitido por transfusdo sanguinea, a migragao

de pessoas infectadas pelo T.cruzi levou a doenga para paises onde n&o ocorria. A
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doenga tornou-se um potencial problema associado a migracdo de individuos
contaminados de areas endémicas para outros paises, como os Estados Unidos,
Canada, Europa oriental, Australia e Japdo. (TEIXEIRA et al., 2006).

A transmisséo transplacentaria tem sido reportada nos paises da Ameérica
Latina, como Brasil, Bolivia, Chile e Paraguai (TEIXEIRA et al., 2006; RASSI JR.,
2009).

Varios pesquisadores tém estudado a importancia da transmisséo oral da
doenga de Chagas desde a metade do século 20. Somente nos ultimos anos devido
ao aparecimento de casos no estado de Santa Catarina em 2005 e varios outros
durante os ultimos 3 anos na bacia do Amazonas, principalmente associado ao
consumo do fruto de palmeira ou suco de acai (Euterpe oleracea Mart.), tem
chamado atencgéo dos pesquisadores. Na metade de marco de 2005, uma grande
escala de casos agudos da doenca tem sido reportados e associados com o
consumo do suco de cana de agucar no municipio de Navegantes no estado de
Santa Catarina. Desses casos 25 pessoas foram diagnosticadas positivas e 3
morreram (PEREIRA et al., 2009).

1.4) Sintomatologia

Em humanos, um amplo espectro de manifestagbes clinicas na doencga de
Chagas é observado, possivel reflexo da heterogeneidade entre T. cruzi isolados
elou diferencas genéticas na resposta imune do hospedeiro (MARTINEZ-DIAZ et
al., 2001).

A doenca de Chagas apresenta duas fases: uma fase aguda e outra crénica,
podendo ser sintomatica ou assintomatica, sendo esta ultima mais frequente (REY,
1991; DIAS, 2005).

Depois da infecgdo e incubacao, inicia-se a fase aguda da doenga, com
duracdao média entre trés e oito semanas, caracterizada por ser rapida (DIAS, 2005;
LANA e TAFURI, 2005). Nesta fase, cerca de 95% dos pacientes sao

assintomaticos. Nos casos sintomaticos, além do sinal de Romafa ou chagoma de
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inoculacdo no local da picada, pode aparecer febre, dores nos musculos e nas
juntas, sonoléncia, diarréia, edema, disturbios respiratorios, pertubacdes
neurolégicas, cianose e até coma, podendo levar a morte (LANA e TAFURI, 2005;
TEIXEIRA et al., 2006).

Os individuos que sobrevivem a fase aguda assintomatica ou sintomatica
evoluem para a fase crbnica, podendo ser sintomatica ou assintomatica (sem
sintomas, eletrocardiograma normal, radiologia normal do coragéo, es6fago e célon)
(DIAS, 2005; LANA e TAFURI, 2005; TEIXEIRA et al., 2006). Apenas 1/3 dos
pacientes chagasicos cronicos desenvolvem a sintomatologia da doenca, sendo
relatados que aproximadamente 94,5% apresentam problemas cardiacos
(insuficiéncia cardiaca e arritmias) e os 5,5% restantes apresentam manifestacbes
gastrointestinais (megacélon e megaesdfago), podendo resultar em morte
(TEIXEIRA et al., 2006).

1.5) Diagnéstico clinico e laboratorial

No diagnostico da infecgdo pelo T. cruzi deve-se levar em conta a
epidemiologia, o diagnéstico clinico e laboratorial (DIAS, 2005; LANA e TAFURI,
2005). Elementos importantes para a suspeita da etiologia chagasica sdo a regidao
de procedéncia do paciente, estadia em casas onde havia triatomineos, e
transfusdes sanguineas, mesmo fora das areas endémicas. A presenca dos sinais
de porta de entrada (sinal de Romafia e/ou chagoma de inoculagdo) acompanhados
de febre rregular ou ausente, adenopatia-satélite ou generalizada,
hepatoesplenomegalia, taquicardia, edema generalizado ou dos pés, fazem
suspeitar da fase aguda da doenca. As alteracbes cardiacas com sinais de
insuficiéncia cardiaca confirmada pelo eletrocardiograma e altera¢des digestivas e
do esbfago e do célon (reveladas por raios X) fazem suspeitar da fase cronica
(REY, 1991; LANA e TAFURI, 2005).

Os métodos de diagnéstico laboratorial (Hemaglutinagdo indireta - HAI,
Imunofluorescéncia Indireta - IFI e ELISA - Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay)

apresentam diferentes resultados se aplicados na fase aguda ou crbnica da
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infeccdo. Na fase aguda, observam-se: alta parasitemia, presenca de anticorpos
inespecificos e inicio de formagéo de anticorpos especificos (IgM e IgG) que podem
atingir niveis elevados. Nessa fase, recomendam-se: pesquisa direta do parasito (a
fresco, gota espessa, esfregaco sanguineo, etc) e, se necessario, pesquisa indireta
(xenodiagnostico, hemocultura, xenocultura, imunodiagnoéstico, etc). Na fase crénica,
observam-se: baixissima parasitemia e presenca de anticorpos especificos (IgG).
Nessa fase recomendam-se os métodos sorolégicos (imunofluorescéncia, ELISA,
PCR - Reagcdo em cadeia da polimerase, etc) ou indiretos (xenodiagndstico,
hemocultura ou inoculagdo em animais) (REY, 1991; DIAS, 2005; LANA e TAFURI,
2005).

1.6) Terapéutica

T. cruzi € um parasito flagelado muito heterogéneo e suas populagdes séo
caracterizadas por uma diversidade morfolégica, um comportamento biologico
heterogéneo, uma alta variabilidade genética, e cursos clinicos distintos, o que
dificulta a busca por novos farmacos contra T. cruzi (MORELO et al., 1994; DOST et
al., 2002).

A terapéutica da doenga de Chagas continua parcialmente ineficaz, apesar
dos esforcos que vém sendo desenvolvidos por varios laboratérios e pesquisadores.
Diversas substancias estdo sendo testadas em animais e, algumas delas tém sido
usadas no homem, mas nenhuma consegue suprimir a infecgdo pelo T. cruzi e
promover uma cura definitiva em todos os pacientes tratados (LANA e TAFURI,
2005).

Atualmente os farmacos utilizados no tratamento da doenca de Chagas séo
Nifurtimox produzido pela Bayer Health Care (El Salvador) conhecido como Lampit®,
e Benzonidazol produzido pela Roche como Rochagan ® ou Radanil®. Langados em
1967 e 1972, respectivamente, esses farmacos tém melhores efeitos no tratamento
da fase aguda (JANNIN e VILLA, 2007).
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O nifurtimox (4[(5-nitrofurfurylidene)amino]-3-methylthiomorpholine-1, 1-dioxide),
derivado de nitrofurano, desde a década de 80 a comercializagdo tem sido
descontinuada, primeiro no Brasil, depois na Argentina, Chile e Uruguai. O modo de
acao do nifurtimox envolve a geracdo de radical nitroanion por nitroredutases que,
na presenca de oxigénio, deixa intermediarios reativos e sendo o T. cruzi
parcialmente deficiente nos mecanismos de detoxificagdo de radicais livres, torna-se
suscetivel aos intermediarios. O benzonidazol (Nbenzyl-2-nitroimidazole-1-
acetamide), derivado de nitroimidazol, interfere diretamente na sintese de
macromoléculas pelo T. cruzi e varios componentes celulares. A agdo do
benzonidazol parece envolver ligagdes covalentes ou outras interagdes de
intermediarios nitroredutores com componentes do parasito, ou ligagdes com DNA,
lipideos e proteinas (COURA e CASTRO, 2002; MAYA et al., 2007). Os direitos de
producdo do benzonidazol foram transferidos pela Roche para LAFEPE
(Pernambuco) (JANNIN e VILLA, 2007). Portanto, ambos os farmacos atuam através
da formacao de radicais livres e /ou metabdlitos eletrofilicos. O grupo nitro de ambos
os farmacos é reduzido a um grupo amino pela agcdo de nitroredutases, com
formacédo de varios radicais livres intermediarios e metabdlitos eletrofilicos. O
processo inicia-se com a reacgéo catalizada por NADPH-citocromo P-450 redutase,
ela atua sobre o grupo nitro de R-NO.-tipo de molécula, produzindo radicais
intermediarios de anion nitro (R-NO3"). A producdo do anion superdxido (O,) e de
peroxido de hidrogénio (H,0-), na presenga de Fe**, forma o radical livre de hidroxila
(OH?®), este liga com lipideos, proteinas e DNA, causando danos a eles (MAYA et al.,
2007).

Ambos os medicamentos tém significantes efeitos colaterais, provavelmente
como consequéncia do dano oxidativo ou redutor nos tecidos dos hospedeiros.
Entre os efeitos colaterais, incluem anorexia, vomito, polineuropatia periférica e
dermopatia alérgica, em alguns casos isso pode levar a descontinuidade do
tratamento (URBINA e DOCAMPO, 2003). As razdes para as diferencas na eficacia
antiparasitaria dos compostos nitro-heterociclicos nos estagios agudo e crdnicos da
doenga sao incertos, mas s&o relatadas as propriedades farmacocinéticas nao
favoraveis, como meia-vida pequena e penetragéo limitada nos tecidos, reduzindo

suas acdes nos estagios cronicos quando os parasitos sdo encontrados
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principalmente em tecidos profundos e apresentam baixa replicacdo (URBINA,
2009).

A acdo desses medicamentos é muito limitada, e a cura depende da fase da
doenga, da suscetibilidade da cepa de T. cruzi, das condigbes fisiologicas do
hospedeiro, do periodo de tratamento, da dose e origem geografica dos pacientes.
(COURA E CASTRO, 2002; ANDRADE et al., 2008). Em adi¢do, a terapéutica é
ineficiente em imunodeprimidos e pacientes com AIDS - Sindrome da
Imunodeficiéncia Adquirida (ANDRADE et al., 2008).

Depois da introdug¢ao de nifurtimox e benzonidazol, dentre a extensiva lista das
classes de compostos com atividade anti T. cruzi in vitro e in vivo, nenhuma
molécula foi submetida a testes clinicos, com exce¢édo de alopurinol, itraconazol e
fluconazol (COURA e CASTRO, 2002). Dentre as substancias estudadas podem ser
citadas as enzimas envolvidas na sintese de esterol, tripanotiona redutase, cisteina
proteinase, hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase, gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, DNA topoisomerases, dihidrofolate redutase e farnesilpirofosfato
sintase (COURA e CASTRO, 2002; URBINA e DOCAMPO, 2003). Isso é devido em
alguns casos, a auséncia de forte indicagao da cura efetiva, do potencial toxico e/ou
efeito teratogénico (geralmente testado somente in vitro) ou falta de interesse das
companhias farmacéuticas na suas sinteses (COURA e CASTRO, 2002).
Medicamentos alternativos tém sido testados, como alopurinol e itraconazol, embora
nao tenham sido ativos em um caso de reativacdo da doenga devido ao transplante
de coracdo. Novos farmacos, como posaconazol, ravuconazol e TAK-187, apesar
dos resultados promissores pré-clinicos, ainda ndo foram testados clinicamente
(RASSI JR., 2009). O antifungico posaconazol (Noxafil, Schering-Plough) tem
demonstrado curar ratos com infecgdes aguda e crdnica, inclusive resistentes ao
benzonidazol (RIBEIRO et al., 2009), podendo erradicar as formas intracelulares
amastigotas a partir de cultura de cardiomiécitos (URBINA, 2009). Posaconazol foi
registrado em 2005 na Unido Européia e Australia para tratamento e, em 2006, nos
Estados Unidos para a profilaxia de infecgbes invasivas fungicas, tornando possivel
o inicio do desenvolvimento clinico em humanos para o tratamento da doenca de

Chagas crdnico nos préoximos 12 meses (URBINA, 2009).
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Estudos pré-clinicos tém sido realizados pela DNDi (Drugs for Neglected
Disease initiative) com a terapia combinada (benzonidazol e nifurtimox e compostos
derivados de azdis), com o objetivo de reduzir a dosagem e duragéo do tratamento
e prevenir o potencial desenvolvimento da resisténcia do parasito (RIBEIRO et al.,
2009).

1.7) Metabolismo do estresse oxidativo

Atualmente o conhecimento da bioquimica de T.cruzi tem conduzido estudos
no desenvolvimento de novos farmacos, bem como os seus modos de agdo. Na
busca por novos farmacos alguns estudos tém voltado a atencédo para as vias
metabdlicas. A resposta imunologica do hospedeiro a infeccdo pode ser um possivel
alvo quimioterapico (MAYA et al., 2007). Um melhor entendimento dos mecanismos
de defesa de T. cruzi contra o estresse oxidativo poderia contribuir no
desenvolvimento de novos farmacos (TEMPERTON et al., 1998). A identificagéo de
genes que sao expressos de modo diferencial em populac¢des de T.cruzi suscetivel e
resistente podera auxiliar no entendimento das bases moleculares de resisténcia
(NOGUEIRA et al., 2006).

Os mecanismos bioquimicos utilizados nas reagdes de detoxificacdo de
espécies reativas de oxigénio (ROS) sdo importantes na interacdo hospedeiro-
parasito, visto que a geracdo de ROS dentro do hospedeiro € uma das estratégias
empregadas contra patdogenos invasores. Triapanosomatideos tém uma série de
transformagdes bioquimicas envolvendo sensores a estimulos externos e as
respostas adequadas a tais. Sensibilidade a ROS pode ser um importante
mecanismo de adaptagéo e interagcédo de tripanosomatideos com o ambiente (FINZI
et al., 2004).

O armamento antioxidativo de T. cruzi esta distribuido entre os diversos
compartimentos celulares, sendo ativos contra os diversos tipos oxidantes. O
aumento da expressado de enzimas antioxidantes pode ser considerado como uma

pré-adaptacado do parasito para invadir o hospedeiro vertebrado, ambiente onde é
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exposto as espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, produzidos pelas células do
sistema imune (IRIGOIN et al., 2008).

O sequenciamento do genoma de T.cruzi (EL- SAYED et al.,, 2005) tem
permitido o uso de novas ferramentas na identificacdo de provaveis proteinas

envolvidas no metabolismo redutor (IRIGOIN et al., 2008).
O mecanismo de resisténcia a farmacos tripanocidas permanece obscuro e

pobremente entendido (MURTA et al.,, 2006). Recentemente estudos relataram
uma elevacédo no nivel de expressao de algumas proteinas em cepas resistentes,
quando tratadas com benzonidazol (MURTA et al., 2006; NOGUEIRA et al., 2006;
ANDRADE et al., 2008). Dentre as enzimas podem ser citadas a calpaina, cisteina
peptidase, tirosina aminotransferase, peroxiredoxina, superéxido dismutase,
glutamato desidrogenase, nucleoside diphosphate kinases e old yellow enzyme
(ANDRADE et al., 2008).

1.7.1) Peroxiredoxina (Prx)

Peroxiredoxina ou triparedoxina peroxidase € um dos membros da familia
peroxiredoxina, proteinas antioxidantes, que se caracterizam por conter um dominio
conservado redutor ativo de cisteinas. A funcgdo principal é a protegcdo contra os
danos causados por peroxidos, levando a redugdo dos mesmos (ANDRADE et al.,
2008), atividade peroxidase e peroxinitrito redutase (PINEYRO et al., 2008) . Em
tripanosomatideos, Prx ocorre no citosol ou na mitocondria, podendo utilizar como
substrato diferentes espécies reativas do oxigénio, como peréxido de hidrogénio,
hidroperéxidos e peroxinitrito (HARDER et al., 2006; ANDRADE et al., 2008). A
enzima catalisa a redugéo do perdxido de hidrogénio (H20-), pequenas cadeias de
hidroperéxidos organicos e ONOO', utilizando triparedoxina como substrato redutor
em combinacgdo com a tripanotiona e NADPH (PINEYRO et al., 2008).

Em Leishmania donovani, peroxiredoxina mitocondrial (LdmPrx) protege da
morte celular programada, atuando na detoxificagdo e prevencgdo contra os danos

em proteinas, DNA e lipideos causados por espécies reativas do oxigénio.
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Aparentemente em mamiferos, parece que a reducéo de Prx mitocondrial (Prxlll)
pode ocasionar um acumulo de peroxido de hidrogénio na mitocéndria, o que pode
conduzir a um aumento de apoptose. Uma grande variedade de organismos
apresenta Prx, sendo varias as fungdes, tais como detoxificacdo, sinalizagdo ou
diferenciacao (HARDER et al., 2006).

Existem estudos demonstrando que ha um aumento na expressao de Prx em
Entamoeba histolytica, resistente ao metronidazol, e em células de mamiferos para
proteger dos danos causados pelo perdxido de hidrogénio (HARDER et al., 2006;
ANDRADE et al., 2008).

De acordo com Piacenza e colaboradores (2008), T. cruzi protege-se do
ambiente oxidante por meio de peroxiredoxinas. Para estabelecer a infecgéo,
tripomastigotas metaciclicos devem invadir macréfagos e sobreviver as condi¢cbes
altamente oxidativas dentro do fagossomo. Peroxiredoxinas apresentam um papel
principal na minimizagédo da formacgao de radicais derivados de peroxinitritos, como
anions de OH, NO; e CO3; (PIACENZA et al., 2008). Nos estudos do papel de c-
triparedoxina peroxidase citosélica (TXNPXx) e triparedoxina peroxidase mitocondrial
(m-TXNp) na invasdo e sucesso na infectividade, os parasitos aumentam a
expressdo de peroxiredoxinas, demonstrando um importante papel na
sobrevivéncia, replicacao e diferenciacéo de T.cruzi (formas infectivas e replicativas)

e poderia constituir num fator de viruléncia (PINEYRO et al., 2008).

1.7.2) Superoéxido dismutase (SOD)

Superdxido dismutase consiste num grupo de metaloenzimas antioxidantes
que eliminam radicais superéxido ao converté-los em oxigénio molecular; com isso
os radicais produzidos dentro das células s&o neutralizados, o que permite uma
atividade celular normal e protecdo de espécies reativas do oxigénio (ROS),
demonstrando um importante papel para a sobrevivéncia e crescimento do parasito
(ANDRADE et al., 2008; MATEO et al., 2008; MURTA et al., 2008). Embora o anion
superoxido ndo seja muito reativo por si, esse radical é o precursor de dois fortes

oxidantes. Primeiro, superdéxido reage com oOxido nitrico e produz peroxinitrito.
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Segundo, superédxido é o precursor de perdxido de hidrogénio que na presenca de
metais de transicdo produz radicais hidroxilas. Com isso, uma série de oxidag¢des
ocorre lesionando as moléculas, como proteinas, lipideos e acidos nucléicos
(TURRENS et al., 2004).

Em experimentos realizados com Entamoeba histolytica, resistentes ao
metronidazol, o nivel de expressdo de SOD aumentou quando submetida ao
estresse provocado pela substancia, indicando provavelmente uma protecdo do
parasito a agéo téxica do anion superdxido e peroxido de hidrogénio (ANDRADE et
al., 2008).

SOD tem sido reportada em varios tripanosomatideos, Trypanosoma cruzi,
Trypanosoma brucei, diferentes espécies do género Leishmania (L. aethiopica,
L.chagasi e L. donovani), Crithidia fasciculata e Phytomonas spp. (tripanosomatideo
de planta), demonstrando uma importante fun¢do na sobrevivéncia e crescimento do
parasito (MATEO et al., 2008).

Temperton et al. (1998) demonstrou que em T.cruzi expostos ao benzonidazol
e violeta genciana aumentam a produgido de SOD (TEMPERTON et al., 1998). Em
tratamentos de cepas de T. cruzi resistentes ao benzonidazol foi demonstrado um
aumento na expressdo de SOD (TcFeSOD-A), quando os parasitos foram expostos
ao farmaco (NOGUEIRA et al., 2006).

Essa enzima pode estar localizada em varios compartimentos subcelulares,
sendo a citosodlica a principal localizagéo. A presenga de varias isoenzimas de SOD
em diferentes localiza¢des dentro da célula assegura uma agédo mais efetiva contra
eventuais aumentos de ROS intracelular, mantendo um favoravel ambiente redutor,
0 que poderia ser considerado um fator potencial de viruléncia, possuindo um papel
importante na sobrevivéncia do patégeno dentro da célula hospedeira (MATEO et
al., 2008).

A classificagao classica distingue trés formas de SOD de acordo com o metal
co-fator presente: cobre-zinco SOD (Cu-Zn-SOD), manganés SOD (Mn-SOD) e
ferro SOD (Fe-SOD), sendo que as duas primeiras ocorrem na maioria dos
procariotos e eucariotos, inclusive em humanos. A terceira aparece em alguns

procariotos, protozoarios e cloroplastos de plantas e algas. Recentemente foi
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descrito a niquel SOD em Streptomyces spp (MATEO et al., 2008). Todos os
tripanosomatideos apresentam SOD com o metal Ferro (IRIGOiN et al., 2008) e, em
T.cruzi o aumento no nivel de expressdo de FeSOD mitocondrial ocasiona

resisténcia ao estimulo de morte celular programada (PIACENZA et al., 2007).

Existem quatro genes que codificam para SOD no genoma de T. cruzi, sendo
apenas duas bem caracterizadas (IRIGOIN et al. 2008), FeSODA e FeSODB
(ISMAIL et al., 1997). Para a isoforma mitocondrial (SODA), e isoforma (SODB1),
cuja compartimentalizagéo citosolica/glicosomal foi inferida a partir da localizagao de

estudos com T. brucei, novos estudos ainda s&o requeridos (IRIGOIN et al., 2008).

1.7.3) OId yellow enzyme (OYE)

Old yellow enzyme é uma NADPH oxidoredutase que apresenta flavina-
nucleotideo (FMN) como grupo prostético (MURTA et al.,, 2006). OYE tem sido
identificada em leveduras, plantas e bactérias, porém, ndo em animais (KUBATA et
al., 2002). Em T. cruzi (TcOYE), a enzima cataliza a sintese de prostaglandina
PGF2a e reduz uma variedade de substancias tripanocidas (PARODI-TALICE et al.,
2004; MURTA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008), como menadiona, B-lapachona,
nifurtimox e 6xido de N-4-nitroquinolona (KUBATA et al., 2002; MURTA et al., 2006).

Cepas selecionadas in vivo e naturalmente resistentes aumentam o nivel de
expressdo da enzima, quando expostas ao benzonidazol. No entanto, algumas
cepas de T. cruzi induzidas in vitro para resisténcia ao benzonidazol diminuem o
nivel de expressdo da OYE. Talvez, se deve ao fato de que PGF2a esteja envolvida
no metabolismo do benzonidazol e produza anions de radicais toxicos que
conduzem o parasito @ morte (MURTA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008). De
acordo com Murta e colaboradores (2006), mais de uma copia para o gene da
enzima esta presente no genoma de T. cruzi, entretanto, em cepas resistentes
selecionadas in vitro observou-se perda das copias, restando apenas uma cépia. Tal
fato poderia influenciar a expresséo da proteina, gerando uma menor producgéo de
TcOYE, o que poderia ser considerado um mecanismo de escape devido a uma

menor producédo de PGF2q, e consequentemente de radicais toxicos (MURTA et
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al., 2006). Esse mesmo mecanismo de escape tem sido observado em E. histolytica
resistente ao metronidazol que reduz o nivel da atividade de flavina redutase
(MURTA et al., 2006; ANDRADE et al., 2008). Em E. histolytica transfectada para
aumentar a expressdo da enzima se tornou mais sensivel a exposicdo ao
metronidazol. Mutagdes que inativam o gene (frxA) de NAD(P)H flavina
oxidoredutase tém sido relacionadas ao fenoétipo resistente ao metronidazol em
Helicobacter pilori (MURTA et al., 2006).

O mecanismo de resisténcia a farmacos utilizados contra T. cruzi ainda é
pouco conhecido (NOGUEIRA et al.,, 2006; MURTA et al.,, 2006). Experimentos
relataram que parasitos resistentes ao benzonidazol superexpressam algumas
proteinas, quando expostos aquela substancia (ANDRADE et al., 2008). O parasito
apresenta uma alta heterogeneidade morfologica, genética, comportamental e de
quadros clinicos, conferindo patogenicidade e parasitemia diferentes em cada cepa,
o que dificulta o tratamento da enfermidade (DOST et al., 2002; MARTINEZ-DIAZ et
al., 2001).

Baseado no exposto, este projeto propde identificar o padréo de sensibilidade
de novas cepas ao benzonidazol, avaliar alteragbes morfoldégicas em diferentes
organelas do parasito quando expostas ao farmaco, bem como, clonar, sequenciar,
expressar e purificar as enzimas Prx, SOD e OYE envolvidos com estresse
oxidativo, para que futuramente os anticorpos policlonais produzidos a partir das
mesmas possam ser empregados na determinacdo do nivel de expressdo destas

enzimas em parasitos tratados e nao tratados com o benzonidazol.
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2) OBJETIVOS

Diante do que foi exposto, este projeto pretende avaliar a suscetibilidade de
diferentes cepas ao benzonidazol, avaliar alteracbes morfolégicas apds a exposicéo
a substancia em questdo e expressar enzimas possivelmente envolvidas na
resisténcia a este farmaco. Futuramente os anticorpos policlonais obtidos a partir
das proteinas recombinantes de Prx, SOD e OYE serdo empregados para avaliar o
nivel de expressdo das mesmas em parasitas tratados e ndo tratados com o

benzonidazol.

2.1) Avaliagao da citotoxicidade para o calculo do ICsy por meio da técnica de MTT

de diferentes cepas de Trypanosoma cruzi

2.2) Construcéo de iniciadores (primers) especificos das sequéncias nucleotidicas

de Prx, SOD e OYE, respectivamente, a partir de banco de dados de T. cruzi
2.3) Amplificagédo das sequéncias por PCR a partir DNA gendmico;

2.4) Clonagem dos produtos de PCR em vetor pGEM-T Easy Vector System ,

sequenciamento e comparagao das sequéncias em banco de dados publicos;

2.5) Subclonagem em vetor de expressdo pET28a (Novagen), expressao e teste de

solubilidade das proteinas recombinantes obtidas;
2.6) Purificagéo das proteinas recombinantes por meio de cromatografia afinidade;

2.7) Produgéao de anticorpos policlonais utilizando coelhos;

2.8) Detecgao por Western Blotting, das proteinas Prx, SOD e OYE provenientes

dos extratos totais de T. cruzi;

2.9) Avaliar modificagbes morfolégicas em diferentes organelas do parasito quando

exposto ao benzonidazol.
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) Meios de cultura

Cultura de Trypanosoma cruzi

- LIT (Liver Infusion Tryptose): 68,4 mM NaCl; 5,4 mM KCI; 56,3 mM Na;HPOQOy4; 111
mM dextrose; 0,3% Liver Infusion Broth (Difco); 0,5% tryptose. Acertou-se pH 7,2.
Filtrou-se por duas vezes utilizando papel de filtro. Entdo, o meio foi autoclavado a
121°C por 20 minutos e 1 atm. Esperou-se esfriar o meio a temperatura ambiente
para adicionar, no fluxo, Haemin (ICN) a 25 mg/L e 10% soro fetal bovino inativado

(Cultilab). O meio foi acondicionado em estufa a 28 °C.

- Haemin (25mg/L): Dissolveu-se o Haemin em 50 mM NaOH. Filtrou-se no fluxo

utilizando filtro de 0,22 pm.

Cultura de Escherichia coli

- LB e LB-agar: 1% triptona; 0,5% extrato de levedura; 1% NaCl. Acertou-se pH 7,0.
O meio foi autoclavado a 121 °C por 20 minutos. Para LB-agar sao adicionados 2%

agar.

- SOB: 2% triptona, 0,5% extrato de levedura, 10 mM NaCl, 2,5 mM KCI, 10 mM
MgCl,, 10 mM MgSO,4.7H,0. Ajustou-se o pH para 7,0. Esterilizado por filtragao.

- SOC: SOB suplementado com 10 mM glicose e 20 mM MgCl,.

- TB: 10 mM Pipes pH 7,0; 55 mM MnCl,.4H,0; 15 mM CaCl,.2H,0, 250 mM KCI .

Esterilizado por filtragdo e acondicionado a 4 °C.
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3.2) Solugbes e reagentes

Gel de agarose

- Gel 1% e 1,5%: Pesou-se 0,25 g de agarose (0,37g no caso de 1,5%) e adicionou-
se 25 ml de TAE [1X]. Aqueceu-se no forno microondas até a completa dissolucgéo.

Esfriou-se o gel e adicionou-se 0,8 uL de brometo de etideo (5 yg/mL) — EtBr.

- TAE [50X]: 2 M Tris base; 5,7% acido acético glacial; 50 mM EDTA, pH 8,0. O
tampéo foi diluido para se obter TAE [1X], solug&o utilizada para se preparar o gel

de agarose e realizar a eletroforese.

- Dye Front (tampao de amostra): 0,125% azul de bromofenol; 0,125% xileno cianol;

30% glicerol.

Gel de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE)

- Gel de empilhamento (5%): 5% acrilamida+bis-acrilamida 40% (Sigma); 12,7%
Tris-HCI 1 M, pH 6,8; 0,1% SDS 10%; 0,1% APS 10%; 0,1% TEMED.

- Gel de separagao (15%): 15% acrilamida+bis-acrilamida 40%; 25% Tris-HCI, 1,5 M,
pH 8,8; 10% de SDS 10%; 10% APS 10%; 0,04% TEMED.

- Tampéo de amostra: 125 mM Tris-HCI; pH 6,8; 5% SDS; 25% glicerol; 2,5 mg/mi
azul de bromofenol (Merck); 250 mM DTT

- Corante (Coomassie Birilliant Blue R-250): 0,1% Coomassie Blue (Gibco BRL); 40%
etanol; agua destilada. Agitar por aproximadamente 1 hora a temperatura ambiente.

Adicionar 40% acido acético glacial.
- Descorante: 40% etanol absoluto; 10% acido acético glacial.

- Tampéao Tris-glicina [5X]: 25 mM Tris base; 250 mM glicina, pH 8,3; 0,1% SDS

10%. O tampao foi diluido para se obter a solugao de uso 1X.



Extracao de DNA gendémico de T.cruzi

- Reagente DNAZzol (Invitrogen)

Extracao de DNA plasmidial (mini-prep)

- Solucgédo I: 50 mM glicose; 25 mM Tris-HCI, pH 8,0; 10 mM EDTA, pH 8,0.
- Solugéo Il (v/v): 0,2 M NaOH; 1 % SDS.

- Solucéo Ill: 3 M acetato de potassio; 11,5% acido acético glacial.

- Tampao de RNAse: 10 mM de Tris-HCI, pH 8,0; 15 mM cloreto de sodio.
- Fenol/Cloroférmio.

- Etanol 70% e 100%.

- RNAse A 10 mg/mL

Reac¢ao de PCR

- DNA genbmico 50 ng/uL

-dNTPs 10 mM

- MgCl, e MgS0O,450 mM

- Tampao PCR [10X]

- Enzima Tag DNA polimerase [5 U/pL]

- Primers (olinucleotideos iniciadores de cadeia - 10 pmol/pL) - tabelas 1e 2

38
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Tabela 1: Primers utilizados para a amplificagao das sequéncia
nucleotidicas
Nome do Sequéncia dos oligonucleotieos utilizados nas Enzima
iniciador clonagens (o sitio da enzima de restrigéo utilizada de
esta em destaque) restricdo
Prx-S 5-ATCATATGTTTCGTCGTATGGCCGTG-3 Nde |
Prx-AS | 5-CGAAGCTTTCATGCGTTTTTCTCAAAATATTC-3' | Hind lll
SOD-S 5-TTCATATGTTGAGACGTGCGGTG-3' Nde |
SOD-AS 5-AAGCTTTCACAAAGTCCTTGTAGTACG-3 Hind I
OYE-S 5-TACATATGGCGACGTTCCCTGAACTTC-3’ Nde |
OYE-AS | 5-CTAAGCTTTACGTCGGGTAATCGTTGTATC-3' | Hind Il

Tabela 2: Primers universais utilizados para a
confirmagao da clonagem

Nome do iniciador Sequéncia

M 13-foward

5-GTAAAACGACGGCCAG-3’

M 13-reverse

5-CAGGAAACAGCTATGAC-3
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Purificagao do produto de PCR

- GE Healthcare Biosciences (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit)

Extracado do produto de PCR de gel de agarose

- GE Healthcare Biosciences (GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit)

Reagdo de clonagem
- Vetor pGEM — T Easy Vector System (Promega)

- Vetor pET28a (Novagen)
-IPTG 20 mM

- Glicose 4 mM

- MgCl, 2mM

- X-Gal 60ug/mL

Antibidticos

- Ampicilina 100 pg/mL
- Kanamicina 50 pg/mL

- Cloranfenicol 34 ug/mL

Reag¢ao de sequenciamento

-Tampéo Save Money: 1 M Tris-HCI, pH 9,0; 1 M MgCl..

- Loading Buffer: 5,5% de Lane Code Even (Applied Biosystems); 11,1% de Loading

Color Even (Biosystem); 83,4% de formamida deionizada.
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Extrato total

-Tampéo de lise: 7 M uréia (Sigma); 2 M thiouréia; 40 mM Tris; 4% CHAPS (Sigma-
Aldrich); 0,1 mg/mL PMSF; 0,5 uL/mL leupeptina; 1 yL/mL pepstatina A; 0,5 yL/mL
aprotinina.

- Tampao Tryp wash: 100 mM NaCl; 3 mM MgCly; 20 mM Tris-HCI pH 7,5.

Quantificagdo de proteinas
- Reagente de Bradford (Bioagency)

- Soroalbuminafetal - BSA (2 mg/mL)

Purificacao de proteinas recombinantes

- Tampao de lise: 50 mM NaH,PO4 pH8,0; 300mM NaCl; 10 mM imidazol; 2 mM
DTT; 2 mM PMSF; 0,5 uL/mL leupeptina; 1 uL/mL pepstatina A; 0,5 yL/mL

aprotinina.
- Tampéao de solubilizagdo: 6 M uréia (Sigma) ; 50 mM Tris-HCI pH8,0; 2 mM DTT.

- Tampéao de lavagem: 50 mM fosfato pH 8,0; 300mM NaCl; 20mM imidazol; 6 M

uréia.

- Tampao de eluicdo: 50mM fosfato pH 8,0; 300mM NaCl; 500 mM imidazol; 6 M

uréia.

Western Blotting

- Solugéao de bloqueio (leite desnatado 5%): Dissolveu-se 17,50 g de leite desnatado
em 350 mL de TBS [1x].

- TBS [1X]: 50 mM Tris; 150 mM NaCl. Autoclavou-se a 121 °C por 20 minutos e 1

atm
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- PBS [10x]: 130 mM NaCl; 2,6 mM KCI ; 10 mM NayHPOg4; 1,7 mM KH2POj,.
Autoclavou-se a 121 °C por 20 minutos e 1 atm. O tampao foi, entdo, diluido para
1X.

- PBS 1X/0,1% Tween-20: 500 mL de PBS[1X]; 500uL de Tween-20.
- Tampao Tris-glicina [5X]: O mesmo utilizado para SDS-PAGE.

- Tampéao de transferéncia: 48 mM Tris base; 39 mM glicina; 0,037% SDS; 20% metanol ;
agua destilada g.s.p. 1000 mL. Acondicionar a 4°C.

- Ponceau S: 1% Ponceau S; 5% acido acético glacial; agua destilada q.s.p. 50 mL.
- Luminol 2,5mM (Sigma)
- H,0, (Merk)

- DAB (Sigma-Aldrich)

Ensaios citotoxicos (MTT)

- MTT (2,5 mg/mL)

- PMS (0,22 mg/mL)

- Solugéo 10% SDS — HCI 0,01N
- DMSO

- Benzonidazol 20 mg/mL
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3.3) Metodologias

3.3.1) Cultivo de parasitos

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi das cepas Y (SILVA e
NUSSENZWEIG, 1953), Bolivia (FUNAYAMA e PRADO JUNIOR, 1974), Santo
Inacio 1 (CERQUEIRA et al., 1998), Quarai Il (MARTINS et al., 2008), Santo In&cio 3
e Santo Inacio 8, sendo as duas ultimas recentemente isoladas, foram cedidas
gentiimente pelo Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa, Departamento de Ciéncias
Biolégicas - FCF - UNESP - Campus Araraquara, SP, e cultivadas em meio LIT -
Live Infusion Tryptose - (FERNANDES e CASTELLANI, 1966).

3.3.2) Avaliagao de suscetibilidade ao benzonidazol

A técnica colorimétrica do MTT (tetrazolium MTT 3-(4.5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-
difeniltetrazolio brometo), desenvolvida por Mosmann em 1983 e modificada por
Cotinguiba et al. (2009) para ensaios citotéxicos in vitro com formas epimastigotas
de T. cruzi, foi utilizada para os testes de suscetibilidade utilizando benzonidazol.
Para tanto foram utilizadas culturas na fase log de crescimento, 1x10” parasitos/mL.

O sal de tetrazolium MTT é reduzido a formazan (forma um precipitado
roxo) pela agdo da succinato desidrogenase, presente na mitocondria. Portanto, é
posssivel saber se os parasitos estdo vivos, pois a enzima é ativa somente em
células viaveis. Quanto mais escura estiver a solugdo, maior a atividade metabdlica

das células ou viabilidade delas numa determinada cultura.

Para a montagem de uma placa ELISA de 96 pogos realizou-se uma prévia
contagem das formas epimastigotas de T.cruzi em camara de Neubauer, utilizando-
se a diluicdo 1:50. Foram feitos dois controles: somente parasitos e somente

benzonidazol. Os testes foram realizados em ftriplicata.
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O benzonidazol foi diluido em DMSO para a concentragdo desejada e em
cada poco foi adicionado o volume de DMSO para obter a concentracao de interesse
- 100, 50, 25, 10, 5, 2,5 e 1ug/mL de farmaco por pogo. Em cada pogo foram
adicionados 95 uL de meio (controle negativo) ou de meio mais os parasitos
(controle positivo e os em teste), nhuma concentragéo de 1x10” parasitos/mL. A
concentragdo de parasitos utilizada foi a mesma utilizada por Cotinguiba et al.
(2009). Entao, a placa foi incubada em camara Umida por 72 horas a 28 °C.
Posteriormente, foram adicionados 10 pL/pogo uma solu¢do contendo MTT e PMS.
Incubou-se a placa ao abrigo de luz a 28 °C por 75 minutos. Nesse momento,
ocorre a reducdo do sal tetrazolium MTT 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2-5-difeniltetrazolio
em um produto colorido, formazan, pela acdo da enzima succinato desidrogenase
das mitocondrias. O PMS foi utilizado como um carregador intermediario de elétron
para o realce do rendimento formazan e, a redugdo do periodo de incubacéo
(DUTTA et al., 2005). Para a dissolugéo dos cristais, foram adicionados 100 pL de
solugdo SDS 10%-0,01 N HCI, por pogo. Deixou-se a temperatura ambiente por 30
min e ao abrigo de luz. A leitura da densidade O6ptica (DO) foi realizada em
espectrofotdbmetro 595 nm (Microplate Reader 550 - BioRad). Os valores obtidos
foram em absorbancia e a porcentagem de citotoxicidade (%C) foi calculada de
acordo com a seguinte equacdo (MUELAS-SERRANO et al., 2000):

% C = [(Gc — Gp)/Gc] x 100

Gc =Ac-Am

Gp =Ap-Apm

Gc - representa o numero de parasitos/mL nos pocos controles

Gp - refere ao numero de parasitos/mL detectados em diferentes

concentragdes de benzonidazol

Ac - corresponde ao valor de absorbancia nos pogos controle com parasitos

(auséncia do benzonidazol)

Am - representa o valor da absorbancia nos pogos controle sem parasitos

(auséncia do benzonidazol)

Ap - o valor da absorbancia nos testes
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Apm - o valor da absorbancia das diferentes concentragdes da substancia na

auséncia do parasito

3.3.3) Calculo do indice de citotoxicidade (ICso)

A partir dos valores de absorbancia, leitura a 595, em espectrofotdmetro,
foram obtidas as porcentagens de parasitos mortos. A seguir realizou-se o calculo de
ICs0, OU seja, a concentracao de benzonidazol que reduz em 50% a viabilidade do
parasito. Para tal, utilizou-se o programa Origin 7.0. A viabilidade foi calculada a
partir da reta obtida (concentracéo versus porcentagem de viabilidade). Conforme
resultados obtidos previamente no laboratério, a concentragdo de benzonidazol que
corresponde a um ICsy para a cepa Y é de 9,01 yg/mL, enquanto que para cepa
Bolivia € de 25,00 ug/mL (PASSERINI, 2008).

3.3.4) Extracao de DNA gendémico

O DNA gendmico da forma epimastigota de T. cruzi, cepa Y, foi extraido
utilizando o reagente DNAzol (Invitrogen) de acordo com as especificagdes do
fabricante. A quantidade de DNA gendmico presente na solugédo foi avaliada em
eletroforese em gel de agarose (1,0%), em comparag¢do com quantidade conhecidas

de DNA presentes nos marcados moleculares.

3.3.5) Construgao de primers e alinhamento multiplo

Para a construcao de primers foram analisadas as sequéncias das proteinas
de interesse disponivel no banco de dados publicos do National Center of

Biotecnology Information (NCBI -  www.ncbi.nlm.nih.gov/):  peroxiredoxina
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(CAA06923) superodxido dismutase A (AAX84936) e old yellow enzime (U31282). Os
programas NEB Cutter V 2.0 (tools.neb.com/NEBcutter2/) e Gene Runner V 3.05
(SPRUYT e BUQUICCHIO, 1994) foram utilizados para a construgao de primers
especificos. As sequéncias apresentam na extremidade da regido 5 sitio de
restricdo para a enzima Ndel e Hindlll. Tais enzimas serdo importantes para a
realizacdo da subclonagem.

O programa Gene Runner V 3.05 também auxiliou na traducédo da sequéncia
de nucleotideos a seqiiéncia de aminoacidos, determinacdo do peso molecular

estimado e nUmero de aminoacidos.

A analise das sequéncias obtidas a partir do sequenciamento foi feita através
do Basic Local Alignment Search Tool - BLAST (www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/).
Realizou-se, entdo, o multiplo alinhamento, utilizando os programas BioEdiT V 7.0
(HALL, 1999) e GeneDoc V 2.6.002 (NICHOLAS e NICHOLAS, 1997).

3.3.6) Amplificagdo das sequéncias nucleotidicas

Para a PCR foram utilizados: 1 uL de DNA gendmico de T. cruzi (cepa Y) 50
ng/uL; 5 ul tamp&o Taq HiFi 10X (Invitrogen); 2 uL MgSO4 50 mM; 1 uL dNTP 10
mM, 1 uL primer S 10 pmol/uL; 1 ul primer AS 10 pmol/uL; 0,2 uL Platinum Tag DNA
polimerase High Fidelity 5 U/uL (Invitrogen); agua deionizada autoclava qg.s.p. 50 L.
Realizou-se o seguinte ciclo em termociclador automatico (MJ Research PTC 100

Thermal Cycler):

94°C —--- 5 min
94° C - 45s
0 40 x
56° C ----- 45s
72°C - 1min.
72°C - 7min
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Apbs a PCR, o produto foi observado em gel de agarose 1,5%, contendo
brometo de etideo, num transiluminador UV. Foram aplicados no gel: 1 yL de
tampao de amostra + 1 yL de peso molecular 1 kb DNA /adder plus (Fermentas) e 1
ML de tampao de amostra + 6 UL de produto da PCR. Realizou-se a eletroforese com

voltagem de 100 V, utilizando tampéao TAE 1X.

3.3.7) Purificagao das sequéncias nucleotidicas

Os produtos da PCR foram purificados utilizando o kit GFX PCR DNA and Gel
Band Purification Kit, segundo as orientagdes do fabricante. O mesmo kit foi utilizado
na purificacdo de amostras, provenientes da digestao, a partir do gel de agarose 1%

corado com BrEt.

3.3.8) Reagdo de clonagem

3.3.8.1) Reagdo de ligagao do inserto no vetor de clonagem pGEM-T Easy

Vector System (Promega)

Os produtos purificados de PCR referentes as enzimas foram utilizados
para clonagem utilizando no vetor pGEM-T Easy Vector System (figura 7)

conforme especificacdes do fabricante.

A reacgdo de ligagao foi realizada utilizando-se 50 ng do vetor; 5 uL tampao
T4 DNA ligase 2X Rapid Ligation Buffer; 3 uL de produto de PCR (5x mais que a
quantidade molar do vetor); 1 ul de T4 DNA ligase 3 U/ul; H,O deionizada

autoclavada qg.s.p. 10 pL, incubando a 4 °C overnight.
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Figura 7: Mapa do vetor pPGEM-T Easy Vector System.
Fonte: http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf. Acessado em 22/08/09.

3.3.8.2) Preparacao de E. coli competente

Preparou-se um pré-indculo com E. coli DH5a. Entdo, estas bactérias
foram adicionadas em 5 ml de meio LB contendo 5 pL de ampicilina (50 pg/mL). No
dia seguinte realizou-se a diluicdo 1:10 da cultura, sendo realizada a leitura em
espectrofotdmetro (DU 530 Life Science UV/Vis Spectrophotometer - Beckman) a
600 nm. A seguir a cultura foi diluida em 50 mL de meio SOB para se obter uma DO
de 0,1, incubando-se a 37 °C e 200 rpm, até atingir a DOgoo = 0.6. A cultura foi
transferida para um tubo e mantida em gelo por 10 minutos.Centrifugou-se por 10
minutos a 4 °C, 2500 g; o sedimento foi ressuspenso, cuidadosamente, em 16 mL
de solucao TB resfriado. Incubou-se em gelo por 10 minutos, centrifugou-se por 10
minutos a 4 °C, 2500 g e o sedimento foi ressuspenso, cuidadosamente, em 4 mL de
meio TB gelado, com 300 uL de DMSO. Incubou-se em gelo por 10 minutos.
Aliquotou-se 200 pL / tubo e congelou-se em nitrogénio liquido, sendo os tubos
armazenados a - 80 °C para usos posteriores. O procedimento descrito também foi
empregado na preparagdo de E.coli BL21 (DE3) pLysS compentente, sendo

utilizados 5 pL do antibiético cloranfenicol (34 pg/mL) na preparac¢ao do pré-inéculo.
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3.3.8.3) Reagéo de transformagao

Em um tubo foram adicionados, cuidadosamente, 100 pL de bactérias
competentes (DH5a ou BL21 (DE3)) com os produtos da reagéo de ligagéo. Deixou-
se em gelo por 30 minutos. Procedeu-se com o choque térmico: 42 °C por 2 minutos,
2 minutos em gelo e 2 minutos a temperatura ambiente.Adicionou-se,
cuidadosamente, 5 L de glicose (4 mM), 10 uL de MgCl, (2 mM) e 485 uL de meio
SOB, previamente aquecido a 37° C. Incubou-se, entdo, a 37° C por 1 hora e 30
minutos sob agitacao (150 rpm). Aproximadamente 300 uL dessas bactérias foram
incubadas em uma placa de Petri, contendo 20 mL de meio LB Agar e antibidticos

adequados para cada plasmideo.

3.3.8.4) Confirmagao da clonagem

Realizou-se o repique de algumas colbnias, que foram incubadas overnight a
37° C e 200 rpm. Para confirmar quais das colénias formadas eram as positivas foi
realizada uma reagdo de PCR utilizando: 2 pyL de cultura; 1 pL de primer M13
Foward (10 pmol/uL); 1 uL de primer M13 Reverse (10 pmol/uL); 0,5 uL de dNTP
(10 mM); 2 pyL MgCl, (50 mM); 5 pL de tampé&o 10X (BioTools); 1 yL de Tag DNA
polimerase 1U/uL (BioTools); dgua deionizada autoclavada g.s.p. 50 pL, utilizando

0 seguinte ciclo:

56° C ----- 45s. 40 x
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Apdés a PCR, os produtos foram observados em gel de agarose 1,5%,
contendo brometo de etideo, hum transiluminador UV. Foram aplicados no gel: 1 uL
de dye front (Fermentas) + 1 yL de peso molecular 1 kb plus (Fermentas) e 1 pL de
dye front + 6 uL de produto da PCR.

3.3.9) Extragcao de DNA plasmidial (mini-prep)

Uma cultura de 5 mL de bactérias foi centrifugada a temperatura ambiente, a
13.000 rpm, 30 segundos, sendo o sobrenadante descartado. Foram adicionados
100 pL da Solugéo | gelada, dissolveu-se no vortex e incubou-se a temperatura
ambiente por 5 minutos. Adicionou-se 200 yL da Solugéo Il (1 V NaOH 0,4 M+1V
SDS 2%), recentemente preparada. Homogeneizou-se por inverséo (5X) e incubou-
se a temperatura ambiente por 10 minutos. Foram adicionados 150 pL da Solugéo
Ill gelada, homogeneizou-se por inversdo (5X) e incubou-se no gelo por 5 minutos.
Centrifugou-se a 14.000 rpm, 4 ° C, 10 minutos e o sobrenadante foi transferido
para outro tubo, onde adicionou-se 1 mL de etanol 100 % e incubou-se por 10
minutos a -80 °C. Centrifugou-se a 14.000 rpm, 4° C, 10 minutos. Descartou-se o
sobrenadante e lavou-se o sedimento com 500 uL de etanl 70% gelado. Apds
centrifugacéo a 14.000 rpm, 4° C, 5 minutos, descartou-se o sobrenadante e secou-
se o sedimento a vacuo por 10 minutos. Foram adicionados 100 pL de
fenol/cloroformio. Apés homogeneizacao em vortex, realizou-se nova centrifugacéo
a 14.000 rpm, 5 minutos, temperatura ambiente. A fase superior foi transferida para
outro tubo, adicionou-se 40 pL de acetato de s6dio a 3M e pH 5,2 e 300uL de
etanol 100% gelado. Homogeneizou-se por inverséo, e incubou-se por 10 minutos
a -80 ° C, centrifugou-se a 14.00 rpm, 4° C, 10 minutos. O sobrenadante foi
descartado. O pellet foi lavado com 750 uL de etanol 70% e centrifugou-se a
14.000 rpm, 4° C, 5 minutos. Descartou-se o sobrenadante e secou-se o sedimento
a vacuo por 10 minutos. O sedimento foi ressuspenso em 20 uL de agua
deionizada, e o DNA extraido foi analisado em gel de agarose 1%, contendo

brometo de etidio.
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3.3.10) Reagao de sequenciamento

Foram adicionados num tubo: 1 uL de DNA (proveniente da mini-prep,
aproximadamente 400 ng); 2 yl de Tampao Save Money; 2 uL de primer M13Foward
1,6 pmol/uL ou 2 yl de primer M13Reverse 1,6 pmol/uL; 2 yL de Big Dye Terminator
(Applied Biosystems); agua deionizada autoclavada q.s.p 10 pL. Foi realizado o

seguinte ciclo no termociclador Gene Amp PCR System 9700 (Applied Biosystems):

96 °C - 2 min
96 °C ----- 30s
52°C--—-30s. 40 x

Posteriormente a PCR, adicionou-se ao tubo, 80 uL de isopropanol 75%,
incubando-se a temperatura ambiente, ao abrigo de luz, por 15minutos; centrifugou-
se por 15 minutos, 13.000 rpm a temperatura ambiente. O sobrenadante foi
descartado, e adicionou-se lentamente 1 ml de etanol 70%, a temperatura ambiente,
pelas paredes do tubo. Centrifugou-se por 5 minutos, 13.000 rpm a temperatura
ambiente e o sobrenadante foi descartado, o pellet seco a vacuo, e armazenado em
freezer -20 ° C até o momento de uso. Ressuspendeu-se o pellet com 2 pL de
Loading Buffer, contém formamida, homogeneizou-se e a amostra apos
aquecimento a 95 °C foi analisada em sequenciador automatico ABI PRISM 377

DNA Sequencer (Applied Biosystems).
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3.3.11) Reagéo de subclonagem

3.3.11.1) Linerizagdao do vetor de expressdao pET28a (Novagen) e digestdo do

inserto

Para a linerizagdo, 30 yL de vetor pET 28a; 5 pL tampéo 10X Ndel
(BioLabs); 1,5 uL enzima Ndel (BioLabs); agua deionizada autoclavada g.s.p. 50 L.
Para a digestdo 15 yL DNA (proveniente da mini-prep da clonagem em pGEM-
TEasy); 5 yL tampéo 10 X Ndel (BioLabs); 1,5 yL enzima Ndel (BioLabs); agua
deionizada autoclavada q.s.p. 50 pL. Incubou-se overnight a 37 °C. A seguir as
amostras foram fenolizadas (V:V), utilizando-se o mesmo procedimento a partir do
passo em que ocorre a adicdo de fenol/cloroformio para a extracdo de DNA
plasmidial. Apds esta etapa, adicionou-se 5 pL tampao 10X Hindlll (Pharmacia
Biotech); 1,5 pyL enzima Hindlll (Pharmacia Biotech); agua deionizada autoclavada
q.s.p. 50uL e incubou-se overnight a 37 °C. Apés o término das reacdes, parte da
amostra foi analisada em gel de agarose 1%, contendo brometo de etideo,
visualizado em transiluminador UV. Apéds a confirmacg&o da linerizagdo do vetor e a
digestdo do inserto, as amostras foram aplicadas em outro gel de agarose 1%,
sendo que as bandas referentes ao vetor e inserto foram recortadas do gel e

purificadas.

3.3.11.2) Reacdao de ligagcao do inserto no vetor de expressido pET28a

(Novagen)

As ORFs (Open Reading Frame) das enzimas Prx, SOD e OYE foram
subclonadas em vetor de expressdo pET28a (Novagen), figura 8. O vetor do sistema
pET possui resisténcia ao antibiotico kanamicina, uma origem de replicagédo, um sitio
de clonagem multipla e diferentes sequéncias adjacentes que codificam para uma
variedade de peptideos acessorios que podem ser usados na detecgédo da proteina
alvo. Na regido N-terminal do inserto é adicionada cauda de 6 histidinas (His-tag),

importante para a purificagao da proteina recombinante.
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Figura 8: Mapa do vetor de expresséo pET28a.
Fonte:http://www.genomex.com/vector_maps/pET28_map.pdf.
Acessado em 22/08/09.
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A reagao de ligagéao foi realizada utilizando-se 40 ng do vetor digerido, 2 uL
tampao T4 DNA ligase 10X (USB), 8,5 uL produto de PCR (5x mais que a
quantidade molar do vetor), 2 ul de T4 DNA ligase 1 U/uL (USB); 4gua deionizada

autoclava g.s.p. 20 pL, incubando a 16°C overnight.

3.3.11.3) Confirmagao da subclonagem

Realizou-se o repique de algumas colbnias, para isso foram repicadas

colénias do meio LB-agar para 5 mL de meio LB, contendo kanamicina (50 ug/mL).

Foram incubadas as células de E. coli DH5a compentente, contendo o vetor

pET28a, overnight a 37° C e 200 rpm. Em um tubo foram adicionados: 2 pL de
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cultura; 1 yL de primer 1 uL primer S (sentido especifico para lado ORF) 10 pmol/uL,
1 ul primer AS (anti-sentido especifico para lado ORF) 10 pmol/uL; 0,5 yL de dNTP
10 mM; 2 yL MgCl, 50 mM; 5 pL de tampéo 10X (Biotools); 1 yL de Taq DNA
polimerase 1U/uL (Biotools); H,O deionizada autoclavada q.s.p. 50 pL. Realizou-se o

seguinte ciclo em termociclador automatico (MJ Research PTC 100 Thermal Cycler):

94°C --—-5 min

94°C ----- 455

56° C ---— 45s. 40 x
72°C --—-1min

72°C - 7min

4°C - %

Apo6s a PCR, os produtos foram observados em gel de agarose 1%, contendo

brometo de etideo, num transiluminador UV.

3.3.12) Producao de proteinas recombinantes

3.3.12.1) Indugédo da expressao de proteinas recombinantes

Os vetores contendo as respectivas ORFs foram transformados em E.coli BL21
(DE3) pLysS, e as transformantes foram repicadas a partir do meio LB-agar,
contendo 100 pL de kanamicina (50 pg/mL) e 20 uL de cloranfenicol (34pg/mL).
Incubou-se o pré-indculo overnight a 37°C e 200 rpm. No dia seguinte realizou-se a
diluicao 1:10 da cultura, sendo realizada a leitura em espectrofotometro (DU 530 Life
Science UV/Vis Spectrophotometer - Beckman) a 600 nm. Dilui-se a cultura em 5

mL de meio LB, contendo 25uL de kanamicina (50 ug/mL), para se obter uma DO de
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0,1, e incubou-se a 37°C e 200 rpm até DOgoonm = 0,6. Uma aliquota de 500 uL
dessa cultura foi retirada (controle ndo induzido), e adicionou-se IPTG (isopropy! -
D-1-thiogalactopyranoside) na concentracdo de 0,4 mM. Incubou-se o restante da
cultura a 37°C e 200 rpm por 4 e 16 horas, aliquotas destas etapas foram coletadas

e centrifugadas.

Para verificar a solubilidade, uma cultura contendo 5 mL de meio LB, 25 uL
de kanamicina (50 pg/mL) e 5 yL de cloranfenicol (34pg/mL), foi incubada overnight
a 37°C e 200 rpm, e apds a indugado com IPTG em 100 mL de meio e 500 pL de
kanamicina (50 pg/mL), os sedimentos obtidos foram ressuspensos em 10 mL de
tampao de lise, e submetidos a sonicagéo pulsada - 4,4 segundos de sonicacéo e 9
segundos de pausa - sendo o tempo total de 2 minutos, realizada no aparelho 550
Sonic Dismembrator (Fisher Scientific). Centrifugou-se a 30.000 g por 15 minutos a
4°C, separando-se a fragao soluvel (sobrenadante) da insoluvel (sedimento), sendo
este ultimo ressuspenso em 10 mL tampao de lise. A expressao e solubilidade das
proteinas foram observadas por meio de SDS-PAGE a 15% (Laemmli 1970),
revelado com 0,010% de Coomassie Brilliant Blue R-250, e por Western Blotting
utilizando anticorpo monoclonal (anti-His) que reage com a cauda de histidina da

proteina recombinante.

3.3.12.2) Purificagao de proteinas recombinantes

A purificacdo das proteinas foi realizada por meio do cromatédgrafo Akta FPLC
(Amersham Biosciences), de acordo com as especificagbes do fabricante. A coluna
preenchida com resina especial contendo niquel cooredenado, que interage com a
cauda de histidina presente na proteina recombinante. A coluna XK16, apresenta 5
mL de resina, foi lavada com 10 mL de agua destilada para a retirada do tampao de
conservacao (etanol 20%). Entao, ligou-se o niquel na coluna através da passagem
de 5 mL (1 volume de coluna) de solugé&o 0,1 M NiSQO4. A seguir lavou-se a coluna
com tampao de ligagéo até a estabilizacdo da condutancia e absorbancia, indicando

que a coluna foi equilibrada. A amostra de proteina recombinante foi aplicada, lavou-
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se a coluna com 25 mL de tampéo de lavagem (5 volumes de coluna) e, para a
eluicdo utilizou-se imidazol em gradiente linear, 20-500 mM. Apd6s o término da

purificagao, reequilibrou-se a coluna com tamp&o de lavagem.

As fragbes obtidas foram analisadas em gel de SDS-PAGE 15% corado pelo
Coomassie Brilliant Blue R-250 a 0,010%. As fragbes contendo as proteinas
recombinantes de interesse foram submetidas a dialise para a retirada de uréia nas
amostras. Para tal procedimento, as membranas foram fervidas, por 5 minutos, em
500 mL de agua destilada contendo 1 mL de EDTA 1 mM e pH 8,0. Posteriormente,
as membranas contendo as amostras foram dializadas em 1L de tampao PBS 1X,

mantido sob leve agitacdo overnight a 4 °C.

3.3.13) Quantificagao de Proteinas

Para determinagdo da concentragdo protéica de extratos celulares e de
proteinas purificadas foi utilizado o reagente de Bradford (Bioagency), de acordo

com instrucdes do fabricante.

Para a curva padréo preparou-se 200 yL de solugdo BSA (soroalbumina) a 2
mg/mL, e a partir desta solugdo obteve-se as demais com as seguintes
concentragdes: 1 mg/mL; 0,5 mg/mL; 0,25 mg/mL e 0,125 mg/mL. Das solucdes
obtidas transferiu-se 10 uL para um outro tubo, em seguida foram adicionados 10 L
tampao de eluicdo ou de lise, 780 uL de agua deionizada e 200 yL de reagente de
Bradford. Para a preparacdo do branco e das amostras foram utilizados 10 pL
tampéao de eluicdo ou de lise ou amostra, 790 yL agua deionizada e 200 yL reagente
de Bradford. As amostras foram incubadas por 5 minutos a temperatura ambiente. ,
e a leitura optica foi realizada a 595 nm (DU 530 Life Science UV/Vis

Spectrophotometer - Beckman).

3.3.14) Producao de anticorpos policlonais
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Foram utilizados coelhos machos jovens (5 — 6 meses) para a indugédo da
producao de anticorpos. Para tanto, foram inoculadas 200 ug/mL de cada proteina
com 1 mL de adjuvante completo de Freund (V:V) por via intradérmica. Apéds 15 e
30 dias da primeira inoculagao, nova dose de proteina foi injetada com 1 mL de
adjuvante incompleto de Freund por meio da mesma via. Antes de iniciar as
inoculacbes amostras de sangue da orelha do animal foram extraidas para obtencéo
do soro pré-imune. As fragbes coletadas foram centrifugadas a 14.000 rpm por 10
min a 4 °C para a obtencgdo dos soros, e a verificagdo da produgao de anticorpos foi
feita através de Western Blotting utilizando proteina A como conjugado, sendo a

revelacao feita com DAB.

3.3.15) Detecgao das proteinas nativas

Os parasitos foram ressuspensos em 30 ul de tamp&o de amostra, contendo
DTT 250 mM, e fervidos por 10 minutos a 96 °C. As proteinas do SDS-PAGE 15%
foram transferidas para membrana de nitrocelulose, utilizando 0,8 mA/cm?, 50 V por
1 hora a 4 °C. Para a transferéncia foi utilizada tamp&o Tris-glicina 1X. A montagem
foi a seguinte: 1 camada de papel de filtro embebido em tampé&o de transferéncia
gelado, membrana embebida em tamp&o, gel e novamente 1 camada de papel. A
membrana foi bloqueada com solugéo 5% de leite desnatado por no minimo 1 hora a
temperatura ambiente. Entdo, incubada a 4°C durante aproximadamente 18 h com
30 uL de anticorpo primario (1/500), produzido em coelhos, em 15 mL de solugéo de
leite desnatado 2%. A membrana foi lavada 3 vezes com PBS 1X/0,1% Tween-20 e
incubada com anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com peroxidase
(1/5.000) , por 1 hora a temperatura ambiente, mantida sob leve agitagdo. A
membrana foi lavada 3 vezes com PBS 1X/ 0,1% Tween-20. A revelagéo foi por
quimioluminescéncia, processo realizado ao abrigo de luz, foram utilizados 6 mL de
luminol e 20 yL de H,0O,, incubando por aproximadamente 1 minuto. O filme,
entdo, ficou em contato com solugdo reveladora, posteriormente com solugéo

fixadora. Apés, lavado com agua. Como a peroxidase reage com o peréxido de
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hidrogénio e o produto desta reagdo com o luminol, a luz emitida durante o processo
€ captada pelo filme de radiografia. A visualizagao desse processo € a formagao de

bandas no filme.

3.3.16) Testes da indugao dos parasitos com benzonidazol

Para verificar o tempo de indu¢do com benzonidazol, que sera empregado
na avaliacdo dos niveis de expressdo das enzimas. Para tanto, uma cultura das

cepas Y e Bolivia, foi contada em camara de Neubauer.

O teste foi realizado em triplicata em placas de 96 pogos, de acordo com a

descricao a seguir:
- parasitos e benzonidazol (diluido em DMSO);

- parasitos e DMSO (mesmo volume daquele utilizado para benzonidazol) —

controle.

A concentragdo de benzonidazol utilizado foi referente ao ICso de Y (9,01
pHg/mL) e de Bolivia (25,00 pg/mL), sendo diluido em DMSO para um volume final de
100 uL. Tanto no tratamento como no controle o teste deveria ser iniciado (tempo 0
hora) com 1x10’ parasitos/mL. As contagens foram realizadas nos tempos 24, 48 e
72 horas.

3.3.17) Mensuragao das formas epimastigotas de T. cruzi

A mensuracdo dos parasitos foi realizada segundo Rossi (2007). Para a
mensuragcado dos parasitos, estes foram obtidos apds os testes de indugdo com
benzonidazol, sendo feitos nos tempos 0, 24 e 48 horas. A concentragcio
padronizada de benzonidazol foi a referente ao ICso da cepa Y (9,01 ug/mL). Para a
montagem de uma lamina foram adicionadas 4 gotas de amostras numa camara de

suta e os parasitos foram fixados por 2 minutos com 2 mL de metanol. Apos, utilizou-
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se a coloracdo de Giemsa segundo Rosenfeld. Para tanto foi utilizado 1 mL de
Giemsa filtrado e 2 mL de agua destilada autoclavada, pH 7,0. Ap6s 15 minutos de
incubacao, a lamina foi lavada com agua e analisada em microscoépio Leitz DMRXE.
As imagens foram capturadas e mensuradas em analisador de imagem Leica Qwin,
utilizando o programa LEICA LIDA (Leica Image Database and Archive Sysrem),
sendo os seguintes parametros morfolégicos analisados segundo Dias e Freitas
Filho (1943) e Barreto (1965): comprimento total (CT), largura do corpo (LC), area do
cinetoplasto (AC), area do nucleo (NA), distancia da extremidade anterior ao nucleo
(DNA), distancia da extremidade posterior ao nucleo (DPN) e indice nuclear (IN =
PN/NA).



4) RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1) Avaliagao de suscetibilidade das cepas de T. cruzi ao benzonidazol
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A partir dos valores das absorbancias medidas em espectrofotdmetro - 595

nm - foram calculadas as porcentagens de parasitos mortos. O programa Origin

V.7.0 forneceu a concentracdo de benzonidazol referente ao ICsy. Obsevou-se que a

cepa mais suscetivel € a Santo Inacio 1, enquanto a mais resistente é a Santo

Inacio 3. Os valores podem ser vistos na tabela 3.

Tabela.3: Avaliagdo da suscetibilidade das diferentes cepas

ao benzonidazol

Cepa IC50 (Mg/mL) IC50 (MM)
Santo Inacio 1 7,10 27,28
Y 9,01 34,62
Santo Inacio 8 15,20 58,40
Quarai ll 16,60 63,78
Bolivia 25,00 96,06
Santo Inacio 3 27,40 105,28
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4.2) Amplificagdo e purificagcdo da ORF de Prx, OYE e SOD

Visando a obtencédo do produto de PCR, para a clonagem utilizou-se DNA
gendmico de T.cruzi, sendo utilizada a cepa Y como padrdo. Sendo esperada a
formacgéo de banda em torno de 680 pb (pares de base) referente a Prx. Verificada a
amplificacdo da sequéncia de Prx (figura 9A), que foi posteriormente purificada,
como demonstrada na figura 9B. O mesmo procedimento utilizado para a obtencéo
do produto de PCR de Prx foi empregado para OYE, figura 9C. Sendo esperada a
formacédo de banda em torno de 1200 pb. Ap6s a amplificagcdo da sequéncia de
OYE, esta foi posteriormente purificada, figura 9D. O controle negativo era esperado
a nao formagdo de banda, provavelmente pode ter ocorrido amplificacdo do primer.
Os mesmos procedimentos para a obtencdo do produto de PCR foram realizados
para SOD. A obtencéo do produto de PCR de SOD pode ser visualizado na figura
9E. Sendo esperado a formacgéo de banda em torno de 640 pb , uma vez confirmada
a amplificagéo, o produto de PCR de interesse foi purificado, como demonstrado na

figura 9F.
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Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
Painel A: Produtos de PCR amplificado com iniciadores especificos de Prx. 1 - peso
molecular em pb (1 kb DNA /adder plus - Fermentas); 2 - controle negativo; 3 -
sequéncia amplificada de Prx (em torno de 680 pb). Painel B: Produto de PCR
purificado. 1 - peso molecular em pb (1 kb DNA /adder - Fermentas); 2 - seta indica o
produto de Prx purificado. Painel C: Produtos de PCR amplificado com iniciadores
especificos de OYE. 1 - peso molecular em pb; 2 - controle negativo; 3 - sequéncia
amplificada de OYE (em torno de 1200 pb). Painel D: Produto de PCR purificado. 1 -
peso molecular em pb; 2 - seta indica o produto de OYE purificado. Painel E:
Produtos de PCR amplificado com iniciadores especificos de SOD. 1 - peso
molecular em pb; 2 - controle negativo; 3 - sequéncia amplificada de SOD (em torno
de 640 pb). Painel F: Produto de PCR purificado. 1 - peso molecular em pb; 2 - seta
indica o produto de SOD purificado.
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4.3) Clonagem em vetor pGEM - T Easy System e extragao de DNA plasmidial

A partir do produto de PCR purificado referente a Prx, SOD e OYE realizou-se
a reacao de ligagao no vetor de clonagem pGEM — T Easy System (Promega), cuja
confirmagéo dos clones foi feita utilizando os iniciadores universais M13 Foward e
M13 Reverse, o que pode ser visto na figura 10A. Apds a reacdo de PCR para
confirmar quais eram as colbnias positivas, realizou-se a extragcdo de DNA
plasmidial, figura 10B, sendo que alguns clones foram selecionados para realizagcéo
da reacdo de sequenciamento. ApOs esta etapa pequenas alteragbes entre Y e a
CL Brener utilizada no sequenciamento, foram observadas. O mesmo procedimento
utililizado para Prx foi empregado para a confirmacdo da clonagem e obtengéo de
DNA plasmidial de OYE, figuras 10C e 10D respectivamente. ldem para para a
confirmagéo da clonagem e obtenc&o de DNA plasmidial de SOD, figuras 10E e 10F,

respectivamente.
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Figura 10: Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etidio.
Painel A: Confirmacao da clonagem de Prx. 1 - peso molecular em pb (1 kb DNA
ladder plus - Fermentas), 2 - produtos de PCR ap6s a clonagem de Prx em vetor
pGEM-T Easy System, clones positivos. Painel B: Obtencao de DNAs plasmidiais,
vetor pGEM-T Easy System (aproximadamente 3000 pb) contendo a sequéncia de
Prx (em torno de 680 pb). Painel C: Confirmacdo da clonagem de OYE. 1 - peso
molecular em pb , 2 - produto de PCR apés a clonagem de OYE em vetor pGEM-T
Easy System, clones positivos. Painel D: Obtencdo de DNAs plasmidiais, vetor
pGEM-T Easy System contendo a sequéncia de OYE (em torno de 1200 pb). Painel
E: Confirmacdo da clonagem de SOD. 1 - peso molecular em pb, 2 - produtos de
PCR apés a clonagem de SOD em vetor pGEM-T Easy System, clones positivos.
Painel F: Obtencdo de DNAs plasmidiais, vetor pGEM-T Easy System contendo a
sequéncia de SOD (em torno de 640 pb). As setas verticais indicam o clone
escolhido que foi utilizado nos experimentos posteriores.
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4.4.) Andlise de sequéncias de tripanosomatideos

4.4.1) Analise de sequéncias de Prx de tripanosomatideos

A comparacéo entre as sequéncias de Prx nos tripanosomatideos pode ser
vista na figura 11, que apresenta o alinhamento multiplo das sequéncia de
aminoacidos de Prx. A partir de dados do GenBank database (CAA06923) e do
programa Target P  (www.sbs.dtu.dk/services/TargetP/), confirmou-se o
compartimento mitocondrial da proteina de interesse. Futuramente pretende-se
analisar a proteina citosolica, comparando os efeitos observados em relagdo a
enzima mitocondrial. A sequéncia obtida alinhou-se com sequéncias mitocondriais
de Prx de outros tripanosomatideos. A identidade entre Prx da cepa Y (utilizada nos
experimentos) e CL Brener é de 95%, pois existem pequenas diferencas entre
cepas. Em comparagdo com outros tripanosomatideos, observou-se que T. cruzi
apresenta maior identidade com T. brucei, 71% de identidade, Leishmania major e
L. amazonensis identidade de 68%, enquanto com Crithidia fasciculata foi de 43%
(Tabela 4).

Confirmada a clonagem pelo sequenciamento, o DNA plasmidial positivo
contendo a ORF de interesse foi utilizado para a sub-clonagem em vetor de

expressao, pET28a (Novagen).
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Figura 11: Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de Prx entre os

tripanosomatideos. Em preto estdo os aminoacidos com 100% de identidade, em

cinza escuro, com 80% (existe um aminoacido ndo alinhado) e em cinza claro, 60%

(existem dois aminoacidos nao alinhados).
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Tabela 4: Porcentagem de identidade de aminoacidos de
Prx da cepa Y de T.cruzi com outros tripanosomatideos
Espécie % Cddigo de acesso
Identida (GenBank)
de
Cepa CL Brener 95 XP_806739.1
(T.cruzi)
T. brucei 71 XP_847032.1
Leishmania major 68 XP_001683326.1
L. amazonensis 68 AAX47429.1
Crithidia 43 AAC15095.1
fasciculata

4.4.2) Analise de sequéncias de OYE de tripanosomatideos

A ORF de OYE alinhou-se apenas com a sequéncia de NAD(P)H flavina
oxidoredutase de L. major, fato que indica que a enzima em estudo pode n&o estar
presente em varios tripanosomatideos, e, portanto, deve possuir papeis bastante
especificos na fisiologia dos organismos onde este é encontrada. Ferramentas de
bioinformatica confirmaram a presencga da proteina em questdo no citoplasma do
parasito. A identidade observada entre a sequéncia de Y e CL Brener foi de 99%,

enquanto que com L. major foi de 41% (Figura 12, Tabela 5).
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Figura 12: Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de OYE entre os
tripanosomatideos. Em preto estdo os aminoacidos com 100% de identidade, em
cinza escuro, com 80% (existe um aminoacido ndo alinhado) e em cinza claro, 60%
(existem dois aminoéacidos ndo alinhados).

Tabela 5: Porcentagem de identidade de aminoacidos de OYE
da cepa Y de T.cruzi com outros tripanosomatideos
Espécie % Cédigo de acesso

Identidad (GenBank)
e
Cepa CL Brener 99% Tc00.1047053508461.80
(T.cruzi)
Leishmania major 41% LmjF12.1130
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4.4.3) Anadlise de sequéncias de SOD de tripanosomatideos

Comparagdes de sequéncias feitas a partir de SOD sequenciada neste
projeto com aquela depositada em bancos de dados publicos, confirmou se tratrar
de um FeSOD com compartimentalizagdo mitocondrial, como previsto. A identidade
de SOD da cepa Y e CL Brener é de 99%, com T. brucei, 69% de identidade, L.
major, L. braziliensis e L. infantum a identidade foi de 56%, 55% e 54%,

respectivamente (Figura 13, tabela 6).

Trypanosoma cruzi strain Y 45
Trypanosoma cruzi strain CL Brener : 45
Trypanosoma brucei 49
Leishmania major 44
Leishmania braziliensis 44
Leishmania infantum 44
Trypancsoma cruzi strain Y 95
Trypanosoma cruzl strain CL Brener : 95
Trypanosoma brucei 99
Leishmania major 93
Leizhmania brazilienszis 93
Leishmania infantum 93
150
Trypanosoma cruzl strain ¥ QIFKDA ;145
Trypanosoma cruzi strain CL Brener : CFKDA @ 145
Trypanosoma brucei SHKDT @ 149
Leishmania major DigyvE 143
Leishmania braziliensis DgKSs @ 143
Leishmania infantum DigTve ¢ 143
Trypanosoma cruzi strain ¥ 194
Trypanosoma cruzi strain CL Brener : 194
Trypancsoma brucel 199
Leishmania major 191
Leishmania braziliensis 191
Leishmania infantum 191
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Figura 13: Alinhamento multiplo da sequéncia de aminoacidos de SOD entre os
tripanosomatideos. Em preto estdo os aminoacidos com 100% de identidade, em
cinza escuro, com 80% (existe um aminoacido ndo alinhado) e em cinza claro, 60%

(existem dois aminoacidos ndo alinhados).
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Tabela 6: Porcentagem de identidade de aminoacidos de SOD
da cepa Y de T.cruzi com outros tripanosomatideos
Espécie % Coddigo de acesso
Identidad (GenBank)
e
Cepa CL Brener 99% XP_812157.1
(T.cruzi)
T. brucei 69% AAXT77683.1
Leishmania major 56% XP001680058.1
L. braziliensis 55% XP001463371.1
L. infantum 54% XP001562094.1

4.5.) Linerizagdo do vetor pET28a, digestao de Prx, OYE e SOD e purificagéo do
DNA digerido

Confirmada a clonagem e sequenciamento das ORF de Prx, OYE e SOD, o
DNA plasmidial positivo foi digerido com enzimas especificas para a sub-
clonagem em vetor de expressao, pET28a (Novagen). O clone escolhido em cada
caso, apresentado na figuras , foi digerido com as enzimas de restricdo Nde | e
Hind lll, cujos sitios de clivagem foram inseridos nos iniciadores especificos. O
vetor de expressao pET28a foi linearizado (figura 14A) com as mesmas enzimas,
e posteriormente purificado (figura 14B), sendo, entdo, realizada a reagédo de

ligacao de cada produto de digestéo.

Em relacdo a Prx observou-se a liberagao de um fragmento em torno de 680 pb,
figura 14A, para OYE de 1140 pb, (figura 14C) e SOD de aproximadamente 640
pb (figura 14E) . Em seguida, os produtos de digestdo foram purificados (figuras
14B,14D e 14F) a partir do gel de agarose, quantificados e empregados na reagéo

de ligacdo em pET28a.
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Figura 14: Gel de agarose 1% corado com brometo de etideo. Painel A:
Linearizagdo do vetor de expresséo e digestdo de Prx.1 - peso molecular em pb (1
kb DNA Jadder plus -Fermentas); 2 - linearizagdo do vetor pET28a (em torno de
5000 pb, seta A); 3 - digestao de Prx (em torno de 680 pb, seta C) e liberagdo do
vetor pGEM-T Easy (em torno de 3000 pb, seta B). Painel B: Purificacdo a partir do
gel de agarose 1%. 1 - peso molecular em pb (1 kb DNA /adder - Fermentas); 2 -
vetor pET28a (seta A); 3 - Prx purificada apos a digestdo (seta B). Painel C:
Digestao de OYE.1 - peso molecular em pb; 2 - digestdo de OYE (em torno de 1200
pb, seta B), a liberagdo do vetor pGEM-T Easy (em torno de 3000 pb, seta A).
Painel D: Purificagdo a partir do gel de agarose 1%. 1 - peso molecular em pb; 2 -
OYE purificada apés a digestdo (seta). Painel E: Digestdo de SOD.1 - peso
molecular em pb; 2 - digestdo de SOD (em torno de 640, seta B), a liberagdo do
vetor pPGEM-T Easy (em torno de 3000 pb, seta A). Painel F: Purificagao a partir do
gel de agarose 1%. 1 - peso molecular em pb; 2 - SOD purificada apés a digestéao
(seta).
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4.6) Subclonagem em vetor pET28a e extragdo de DNA plasmidial

A partir do produto da digestédo purificado realizou-se a reacado de ligagdo no
vetor de expressdo pET28a, e a sub-clonagem foi confirmada por PCR utilizando os
primers especificos de Prx (figura 15A), OYE (figura 15C) e SOD (figura 15E). O
DNA plasmidial de interesse foi extraido a partir de alguns clones selecionados de
Prx, OYE e SOD (figuras 15B, D e F).
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Figura 15: Eletroforese em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio. Painel
A: Confirmacao da subclonagem de Prx realizada em E.coli DH5a compentente. 1 -
peso molecular em pb (1 kb DNA /adder plus - Fermentas), 2 - produtos de PCR
apo6s a clonagem de Prx em vetor pET28a, clones positivos (seta horizontal). Painel
B: Extracdo de DNAs plasmidiais, vetor pET28a (aproximadamente 5000 pb)
contendo a sequéncia de Prx (em torno de 680 pb). Painel C: Confirmacdo da
subclonagem de OYE. 1 - peso molecular em pb, 2 - produtos de PCR apds a
clonagem de OYE em vetor pET28a, clones positivos. Painel D: Extracdo de DNAs
plasmidiais, vetor pET28a contendo a sequéncia de OYE (em torno de 1200 pb).
Painel E: Confirmacao da subclonagem de SOD. 1 - peso molecular em pb, 2 -
produtos de PCR ap6s a clonagem de SOD em vetor pET28a, clones positivos (seta
horizontal). Painel F: Extracdo de DNAs plasmidiais, vetor pET28a contendo a
sequéncia de SOD (em torno de 640 pb). As setas verticais indicam o clone
escolhido utilizado na indugao da expresséao de proteina das citadas enzimas.
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4.7) Indugao da producgao de proteina recombinante de Prx, OYE e SOD

Os clones confirmados foram transformados em E. coli BL21 (DE3) pLysS
competentes. Coldnias selecionadas foram crescidas overnight, diluidas para D.O.=
0,1 e incubadas até o crescimento atingir a D.O. de 0,6. Adicionou-se IPTG (0,4mM)
e a cultura foi incubada por 4 ou 16 horas. Na figura 16A observa-se aumento da
intensidade de uma banda entre 21,5 e 31,0 kDa, correspondente a superexpressao
do gene Prx nas duas condi¢cdes experiementais analisadas. A ORF clonada desta
enzima possui 681 nucleotideos, sendo responsavel por codificar uma proteina de
227 aminoacidos, com pl predito de 7,74 e peso molecular estimado de 25.525 Da,
cuja expressao foi confirmada por Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal

direcionado para cauda de histidina codificada pelo vetor pET28a (figura 16B).

Figura 16: Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% corado com Coomassie Birilliant
Blue R-250. Painel A: Teste de indugao da expressao de Prx recombinante. 1- peso
molecular em kDa (BioRad); 1 - controle n&o induzido (sem IPTG); 3 - indugé&o por 4
horas com 0,4 mM IPTG; 4 - indugdo overnight com 0,4 mM IPTG. Painel B:
Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His. A seta indica a reacéo de
anti-His com Prx.

Para OYE e SOD foi realizado o mesmo procedimento empregado na indugéo
da expressdao de Prx recombinante, entrentanto nenhuma banda demonstrou
aumento de intensidade, indicativo da superexpressdo das enzimas de interesse
(dados ndo mostrados). Sendo assim, a expressdo de SOD e OYE foi confirmada

com auxilio da técnica de Western Blotting, onde o anticorpo anti-histidina identificou
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a expressao das proteinas recombinantes, nos tempos de indugéo de 4 e 16 horas.
Embora improvavel, é possivel que a baixa concentragdo das proteinas
recombinantes no extrato de total de E. coli possa afetar a purificagdo das mesmas.
Portanto, novos experimentos deverdo ser realizados, onde se observara a
influéncia da alteracdo da temperatura e concentragdo de IPTG no nivel de
expressdo das proteinas recombinantes. OYE recombinante foi identificada como
uma proteinas de aproximadamente 46 kDa (figura 17A), enquanto SOD possui algo
em torno de 23 kDa (figura 17B).

46 25 [

20
23

Figura 17: Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His demonstrando
o teste da indugéo de expressédo de OYE e SOD recombinante. Painel A: Teste de
inducéo da expressédo de OYE recombinante.1 - controle negativo n&o induzido (sem
IPTG); 2 - indugao por 4 horas com 0,4 mM IPTG; 3 - indugéo overnight com 0,4 mM
IPTG. Painel B: Teste de indugéo da expressao de SOD recombinante. 1 - controle
negativo ndo induzido (sem IPTG); 2 - indugéo por 4 horas com 0,4 mM IPTG; 3 -
inducao overnight com 0,4 mM IPTG.

4.8) Teste de solubilidade da proteina recombinante Prx

Apbs a lise celular, por sonicagdo pulsada, realizou-se eletroforese em SDS-
PAGE 15% com o intuito de localizar em qual fracdo a proteina recombinante
localizava-se, figura 18A. Com as condicbes empregadas, ou seja, expressdo a
37°C, por 16 horas com 0,4 mM de IPTG, obteve-se a proteina recombinante Prx na
forma insoluvel, sendo este dado confirmado por Western Blotting utilizando

anticorpo monoclonal contra a cauda de hidtidina (figura 18B).
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Figura 18: Teste de solubilidade da proteina recombinante Prx. Painel A:
Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% corado com Coomassie Birilliant Blue R-250. 1-
peso molecular em kDa (BioRad); 2- controle ndo induzido; 3- fragédo soluvel; 4 -
fracao insoluvel. Painel B: Western Blotting utilizando anticorpo monoclonal anti-His.
1- controle nado induzido; 2 - fragédo soluvel; 3 - fragao insoluvel.

4.9) Expressao e purificagao de Prx recombinante e producgao de anticorpos
policlonais anti-Prx

Para a solubilizagdo de Prx recombinante foi utilizado tamp&o contendo uréia
6 M. A confirmagdo da purificacdo, figura 19A, demonstrou excelente grau de
pureza, pois nao foram observadas bandas contaminantes. A proteina purificada foi
quantificada, dializada e inoculada em coelho; ap6s a segunda injecéo de proteina,
sangue da orelha do animal foi retirado e o soro obtido foi testado para observar a
producdo de anticorpo policlonal anti-Prx. Observou-se que o soro coletado

apresentou reatividade até o titulo de 1:12.500, como demonstrado na figura 19B.
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Figura 19: Verificagdo da expressao e purificacdo de Prx recombinante e producao
de anticorpos policlonais anti-Prx. Painel A: SDS-PAGE 15% corado pelo
Coomassie Brilliant Blue R-250. 1- peso molecular (BioRad); 2 - fragcao de proteina
ndo purificada; 3 - fragdes contendo a proteina purificada, aproximadamente 25,5
kDa (seta horizontal). A seta vertical indica a amostra escolhida utilizada para a
producao de anticorpo anti-Prx. Painel B: Western Blotting para confirmar a
producdo de anticorpos policlonais anti-Prx. 1: controle pré-imune (soro diluido 1/20).
Soro com as seguintes dilui¢gdes - 2: 1/20; 3: 1/100; 4: 1/500; 5: 1/2.500; 6: 1/12.500.
A seta indica a reagdo entre a proteina recombinante Prx e o anticorpo anti-Prx.

4.10) Reagao dos anticorpos policlonais com a proteina Prx nativa

A verificagdo da reagéo dos anticorpos policlonais anti-Prx com a proteina Prx
nativa, presente no extrato total, foi realizada por Western Blotting. Para tanto,
utilizou-se extrato total obtido a partir da cepa Y e observou-se reatividade até a
diluicao 1:500 (figura 20). O aparecimento de bandas inespecificas em menores
diluicdes, talvez possa ser explicado pela presenca da outra isoforma de Prx, com
compartimento citoplasmatico, que apresenta tamanho de aproximadamente de 23
kDa (NOGUEIRA et al., 2009).
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31,0

Figura 20: Western Blotting para confirmar a reagédo entre o anticorpo policlonal
anti-Prx com a proteina nativa Prx (extrato total de T.cruzi). 1: Controle positivo com
a proteina recombinante Prx (1/500). Soro com as seguintes diluicdes - 2: 1/20; 3:
1/100; 4: 1/500. A reacdo entre a proteina Prx nativa com o anticorpo esta
representada pela seta.

4.11) Testes da indugdo dos parasitos com benzonidazol

Para avaliar o efeito de diferentes tempos de exposicdo ao farmaco os
parasitos foram quantificados por meio da cAmara de Neubauer. Para tanto foram
utilizadas as formas epimastigotas das cepas Y (tabela 7) e Bolivia (tabela 8), elas

foram contadas apés 24, 48 e 72 horas de exposi¢do ao benzonidazol.

Experimentos similares serdo realizados para avaliar a curva de crescimento

das demais na presenca de farmaco.



Tabela 7: Quantificagao de parasitos, cepa Y, durante a indugdao com
benzonidazol
Hora Nao Tratado Média Tratado Média
(10”parasitos/mL) (107 parasitos/mL)
0 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00
24 | 0,77 | 0,68 | 1,00 0,82 0,66 | 0,92 | 0,62 0,74
48 | 2,27 | 1,73 | 1,95 1,99 0,99 | 1,21 | 1,34 1,18
72 | 3,61 | 265|285 3,04 1,34 | 1,04 | 1,00 1,12

Tabela 8: Quantificagao de parasitos, cepa Bolivia, durante a indugao
com benzonidazol
Hora Nao Tratado Média Tratado Média
(10”parasitos/mL) (107 parasitos/mL)

0 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00 1,00 | 1,00 | 1,00 1,00
24 | 0,82 | 2,01 | 1,41 1,42 0,50 |0,94 | 0,97 0,80
48 | 1,34 | 3,50 | 2,89 2,57 0,49 |1,85| 0,66 1,00
72 | 2,47 | 3,86 | 2,34 2,90 1,09 | 1,04 | 0,95 1,02
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A partir das médias foram construidas as curvas de crescimento das formas

epimastigotas da cepa Y tratadas e ndo tratadas com benzonidazol (grafico 1A) e da

Bolivia (grafico 1B).

Observou-se que exposicbes por 72 horas

reduzem

acentuadamente a viabilidade dos parasitos e, portanto, os experimentos de analise

de expressao serédo conduzidos com crescimentos de até 48 horas.
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Grafico 1: Curva de crescimento dos parasitos expostos ao benzonidazol com
inducéo por até 72 horas. Painel A: cepa Y. Painel B: cepa Bolivia.
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4.12) Avaliagao do nivel de expressao de Prx

A padronizacdo do Western Blotting com anticorpos contra proteinas
envolvidas no estresse oxidativo ainda estd em andamento. Inicialmente pensou-se
em aplicar no gel de SDS-PAGE uma concentragdo de proteina extraida de 10’
parasitos. No entanto, apo6s a verificagdo do Western Blotting percebeu-se que os
resultados obtidos ndo eram confiaveis, pois cada cepa e condi¢cdo experimental
apresentavam diferentes niveis de expressdo das diversas proteinas. Com isso,
tentou-se realizar os experimentos utilizando-se a concentracdo de 15 pg de
proteinas, mas nao se observou bandas provavelmente devido a baixa
concentragdo de proteinas. Novos esforcos estdo focados para aumentar a
quantidade de proteinas empregada no Western Blotting, para aproximadamente 50
Mg de extrato protéico, empregando se didlise e concentragdo a vacuo. Pretende-se
em breve, avaliar se incremento de concentracdo protéica causara alteracdes

positivas nos resultados do Western Blotting.

4.13) Mensuracao das formas epimastigotas de T. cruzi

As alteragbes morfolégicas indicam que se o parasito ndo conseguir
contornar a situagdo provocada pelo benzonidazol, molécula que ocasiona
alteragdes estruturais no DNA, ao ligar-se covalentemente a ele (COURA e
CASTRO, 2002), além de gerar radicais livres (MAYA et al.,, 2007), causardo a

morte do parasito.

Avaliou-se até o momento a cepa Y, referente aos tempos 0 (figura 21) e 48
(figura 22) horas ap6s a indugdo com o benzonidazol. Para as avaliagbes
morfologicas foram escolhidas 30 imagens de parasitos dos referidos tempos. As
analises foram realizadas no laboratério de Parasitologia da Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas, Depto. Ciéncias Biolégicas, UNESP, Araraquara em colaboracao
com o Prof. Dr. Jodo Aristeu da Rosa. Ap6s a exposicdo ao benzonidazol foram
evidenciadas mudancas na morfologia do parasito. O que indica a atuagcédo da

substéncia no T. cruzi numa concentragéo de 9,01 pyg/mL.
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Figura 21: Fotomicrografias referentes as formas epimastigotas da cepa Y de

Trypanosoma cruzi (100x) no tempo 0, sem exposi¢do ao benzonidazol.
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Figura 22: Fotomicrografias referentes as formas epimastigotas da cepa Y de

Trypanosoma cruzi (1000x), ap6s 48 horas de indugdo com benzonidazol
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Os pardmetros morfométricos avaliados indicaram que houve mudancga no
tamanho ap6s 48 horas de indugdo com benzonidazol. O comprimento total (CT) e a
largura do corpo (LC) aumentaram, a area do cinetoplasto (AC), do nucleo (NA) e o

indice nuclear (IN) diminuiram. Tais resultados podem ser vistos no grafico 2.
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Grafico 2: Analise morfométrica da cepa epimastigota Y. Painel A: Avaliagdo do
tempo 0, sem exposicdo ao benzonidazol. Painel B: Avaliagdo apds 48 horas de
exposicdo ao benzonidazol. Os parametros indicam - comprimento total (CT),
largura do corpo (LC), area do cinetoplasto (AC), area do nucleo (NA) e indice
nuclear (IN = DPN/DNA), sendo DPN a distancia da extremidade posterior ao nucleo
e DNA a distancia da extremidade anterior ao nucle
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A alteragdo no tamanho do parasito € provavelmente indicio de que o
benzonidazol alterou inicialmente o DNA do parasito, como observado pela
diminuigdo da area nuclear. Este fato pode ter colaborado nas alteragbes das
estruturas da membrana celular, o que pode ser evidenciado pela aumento no
comprimento total e largura do corpo do parasito. A reducdo da area do
cinetoplasto pode ser outro indicio de que a farmaco pode ter afetado o DNA do

parasito. Os resultados podem ser vistos no grafico 3.
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Grafico 3: Analise morfométrica da cepa epimastigota Y, avaliagdo do tempo 0, sem
exposi¢cdo ao benzonidazol e ap6s 48 horas de exposigdo ao benzonidazol. Os
parametros indicam - comprimento total (CT), largura do corpo (LC), area do
cinetoplasto (AC), area do nucleo (NA) e indice nuclear (IN = DPN/DNA), sendo
DPN a distancia da extremidade posterior ao nucleo e DNA a distancia da
extremidade anterior ao nucleo.
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5) CONCLUSOES

1) Os testes de suscetibilidade ao benzonidazol demonstraram que a cepa Santo
Inacio 1 (27,28 uyM) é a mais suscetivel, enquanto Santo Inacio 3 € a mais resistente
(105,28 uM);

2) A proteina Prx foi adequadamente clonada em vetor de expressdo pET28a
obtendo-se a proteina recombinante a partir da fragdo insoluvel, solubilizada com
tampao contendo uréia, os anticorpos policlonais anti-Prx reconheceram a proteina

nativa de aproximadamente 25 kDa em extratos totais de T.cruzi;

3) A construcdo adequada do primer demonstrou ser essencial para a obtencao da
amplificacdo especifica bem como os sitios de restricdo e a escolha da enzima
apropriada € de extrema importancia para a obtengcdo da ORF correta, apesar da

existéncia de isoenzimas, como ocorreu com SOD-A;

4) A clonagem no vetor pGEM-T Easy System demonstrou ser um tanto dificultosa

para sequéncias maiores que 1000 pares de base, como ocorreu com OYE;

5) As alteragbes morfologicas indicam que o benzonidazol deve ter afetado de

algum modo o DNA e organelas de T. cruzi.
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