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Resumo

Em resposta a invasfo pelo Trypanosoma cruzi (T.cruzi) a célula libera uma série de
espécies reativas de oxigénio e a0 mesmo tempo ocorre um aumento de concentragdo de
calcio no citosol indispensével para a penetragfio do parasita. O T.cruzi apresenta uma
capacidade limitada em lidar com o estresse oxidativo, levando esta rea a ser de grande
interesse para a terapéutica. A triparedoxina peroxidase (TXNPx) € uma enzima
antioxidante que participa de uma cascata enzimatica para a detoxificacdo de
hidroperéxidos descrita em T.cruzi que oferece novas opgles para o desenvolvimento de
agentes tripanossomicidas mais especificos.

Duas cepas com diferentes resisténcias ao estresse oxidativo gerado pelo peréxido
de hidrogénio foram utilizadas nesse trabalho. A cepa Tulahuen 2 apresenta menor tempo
de geragdo e uma maior resisténcia ao estresse oxidativo, além de um maior indice de
crescimento e concentracdio de TXNPx em relagfio acepa Y. Correlacionando o nimero
de células com o contetido protéico total, a cepa Tulahuen 2 apresenta uma relagio maior
do que a outra cepa estudada.

Durante a fase lag, em ambas as cepas, ocorre um aumento da expressdo da TXNPx.

Nas condic¢des testadas, as duas cepas metabolizaram o H,O, na mesma velocidade.

Baixas concentra¢des de H,O», levaram a um estimulo da proliferacéo celular (cepa
Y) dando suporte a idéia que este agente pode agir como segundo mensageiro.

Essas células sdo capazes de se adaptar ao estresse oxidativo quando tratadas
inicialmente com uma concentragdo citotoxica e depois desafiadas com uma dose
citostatica. Esta adaptacdo € tempordria, induzindo a resisténcia até 1h 30min apds o pré-

tratamento.
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A triparedoxina peroxidase estd envolvida na adaptagfo ao estresse oxidativo de
células epimastigotas de T. cruzi uma vez que tratando-se as células com baixas e altas

concentracdes de H,O, observa-se um aumento da expresséo desta proteina.
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Summary

In response to invasion by T. cruzi, cells generate reactive oxygen species (ROS),
occurring at the same time an increase in cytosolic calcium concentration that is essential
for invasion. 7. cruzi has a limited capacity to deal with oxidative stress, being this area of
great interest for therapeutics. Typaredoxin peroxidase (TXNPx) is an antioxidant protein
that participates in an enzymatic cascade for hydroperoxide detoxyfication in T. cruzi
offering new options for the development of more specific drugs.

Two T. cruzi strains with different resistance to the oxidative stress generated by
H,0,, were used in this study. Tulahuen 2 strain has a smaller doubling time and a higher
growth index, tryparedoxin peroxidase expression and resistance to oxidative stress. The
correlation between cell number and total protein content was also higher in this strain.

During the lag phase, for both strains, there is a higher expression of TXNPx.

In the conditions used, both strains metabolized H,O, at the same rate.

Low concentrations of H;O, were able to stimulate cell growth in 7. cruzi (Y strain)
giving support to the idea that it can act as a second messenger.

These cells were also able to adapt to oxidative stress when treated with atoxic HyO»
concentrations and then challenged with citostatic concentrations. This adaptation is
transient inducing resistance to challenging for a maximum of 1 h 30 min.

Tryparedoxin peroxidase is involved in the adaptation of 7. cruzi (Y strain) to
oxidative stress since treatment with lower and higher H,O, doses induced an increase in its

expression.



1. Introducéo:

1.1 Doenca de Chagas:

A Doengca de Chagas ou tripanossomiase americana causada pelo parasita protozoario
Trypanosoma cruzi (I. cruzi) € amplamente distribuida no continente Americano,

propagando-se desde o sul dos Estados Unidos até o sul da Argentina, com uma prevaléncia
que varia de 5 & 60% (Rojas de Arias ef al, 1999).

De um total de 360 milhdes de pessoas morando em areas endémicas desta doenga, €
estimado que no minimo 100 milhdes de pessoas corram o risco de adquirir a doenga e que
cerca de 16 2 18 milhdes de pessoas estejam infectadas (Guhl & Vallejo, 1999). No Brasil
as estatisticas demonstram que 5 — 6 milhdes de individuos estio infectados, ocorrendo
6000 6bitos por ano relacionados com a doenga (Willians — Blangero ef al, 1999).

Na doenca de Chagas, o homem € o principal reservatério, sendo a forma de
transmissdo vetorial a mais destacada (80 & 90 %), seguindo-se a transfusional (8 4 18 %) e
com alguma importancia a congénita (0,5 & 2%) (Dias & Coura, 1997). Outras vias de
transmissdo do parasita também s3o consideradas importantes, como: transplante de 6rgdos
(Chocair et al, 1985), leite materno e acidentes laboratoriais (Amato Neto, 1984).

Em principio, a doenga de Chagas € basicamente uma endemia rural, cujos individuos
infectados vivem em casas com paredes de barro (pau - & - pique) e casebres de palha (Rey,

1991) e onde se domiciliaram com relativa facilidade algumas espécies do inseto vetor.
Com a “urbanizacio da doeng¢a”, houve a disseminac3o da doenca através da transfuséo de
sangue €, portanto, comecaram a aparecer casos da doenga em regides néo endémicas do
EUA (Dias & Coura, 1997).

Muitos medicamentos foram testados contra o 7. cruzi no inicio de sua descoberta,

como por exemplo: arsenicais, antimoniais, derivados do quinino, aminas, sulfas e



antibioticos, que se mostravam ativos em outras infeccbes e doengas tropicais como, por
exemplo, na sifilis, maldria, doenga do sono, leishmaniose, tuberculose e amebiase
mostrando-se, entretanto inécuos contra o 7. cruzi (Dias, 1999).

Até o momento ndo foi encontrada a cura para esta doenca. Até pouco tempo, o
tratamento envolvia a administracio de benznidazole e nifurtimox, mas atualmente €
utilizado apenas o benznidazole. Ambas as drogas produzem efeitos colaterais severos,
podem ser mutagénicas e sio efetivas apenas na fase aguda da doenga (Dias, 1999). Em
1987, Aguilar e colaboradores (Aguilar er al, 1987) propuseram que a reduc@o do grupo
nitro do nifurtimox formava um radical &nion nitro € com o ciclo redox produzia 4nion
superoxido e peréxido de hidrogénio. Com relagdo ao benznidazole, relacionaram seus
efeitos toxicos com a producio de metabdlitos de redugfio do grupo nitro que se ligam 2
macromoléculas celulares. Atualmente, sabe-se que os efeitos toxicos do nifurtimox e
benznidazole sio uma conseqiiéncia da diminuig8o significativa dos niveis de glutationa e
tripanotiona causados pela conjugacdo com metabdlitos de ambas as drogas. A
concentracdo de tripanotiona e glutationa seria reduzida a um ponto que os niveis das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidos pelo ciclo redox, ou os radicais livres
produzidos no metabolismo normal do parasita, aumentariam causando dano as
macromoléculas celulares (Maya et al, 1997).

Em 1953, um grupo de pesquisadores testando a acdo dos corantes trifenilmeténicos,
evidenciaram a eficiente agdo tripanossomicida do cristal violeta a 1:4000, ap6s 24 a 48
horas de estocagem na geladeira, e preconizou o emprego deste composto na
quimioprofilaxias da doenca de Chagas transfusional (Dias & Coura, 1997). O cristal
violeta possui agdo fotodindmica, ou seja, a luz visivel causa a fotorreducdo deste composto

a um radical centrado no carbono. Em condi¢des aerébicas este radical livre se autoxida



gerando &nion superéxido e perdxido de hidrogénio. A fotossensibilidade do cristal violeta,
com luz visivel e um cofator redutor, acelera o tempo de esterilizagdo do sangue chagasico
(Docampo et al, 1983).

Muitos estudos tém sido realizados com o intuito de se encontrar uma droga eficaz
para esta doenca minimizando os efeitos colaterais severos provocados pelas drogas ja
existentes. Uma delas é a combinagio de um antifiingico (cetoconazole) com o
benznidazole promovendo um efeito sinérgico no tratamento (Araujo ef al, 2000). Outro
estudo, também esta sendo realizado utilizando-se o acido acetil salicilico que diminue o

ntmero de parasitas no sangue de camundongos (Freire de Lima et al, 2000).

1.2 Trypanosoma cruzi:

Pertence a Ordem Kinetoplastida (familia Trypanosomatidae) que incluem outros
agentes etiologicos como Leishmania donovani e Trypanosoma brucei (T. brucei). Os
protozoarios desta familia séo organismos unicelulares, distinguidos pela presen¢a de um
tmico flagelo e pelo grande agregado de DNA mitocondrial, o cinetoplasto (Siqueira —
Batista et al, 1996).

O cinetoplasto corresponde a cerca de 20 — 25% do DNA total da célula mostrando-se
como uma rede fribosa constituida por mini-circulos e maxi-circulos. Existem evidéncias
de que os minicirculos codificam proteinas pequenas, de importancia e fungdes até o
momento desconhecidas. Os maxicirculos codificam enzimas do metabolismo do parasita
como a citocromo oxidase, ATPases e NADH desidrogenase (Silveria, 2000). O tamanho e
a forma do kDNA varia nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasita (Brener,

1992).



O T.cruzi apresenta um ciclo de vida complexo, alternando entre um hospedeiro
invertebrado e outro vertebrado com mudangas na sua morfologia e metabolismo. Na
Figura 1 esté representado o ciclo de vida do parasita que pode ser resumido da seguinte
forma: durante a picada no hospedeiro mamifero infectado, os insetos vetores adquirem
uma populagdo pleomérfica de tripomastigotas sanguineas (e aproximadamente 10% de
amastigotas). No trato intestinal, as tripomastigotas se diferenciam em amastigotas que
posteriormente se transformam em epimastigotas. Os epimastigotas se anexam a parede do
intestino do vetor e se transformam nas formas tripomastigotas metaciclicas. Uma vez
transformadas, elas se destacam da parede do intestino e sZo excretadas. A contaminagéo da
ferida da picada do inseto ou da mucosa do hospedeiro mamifero com esta excreta, leva a
infecc@io. As formas tripomastigotas metaciclicas parasitam um grande namero de células
mamiferas nucleadas, diferenciando-se em amastigotas que dfio origem aos tripomastigotas
sanguineas. Uma vez formado, os tripomastigotas escapam para o sangue, podendo invadir
novas células e transformar-se em amastigota novamente. Os amastigotas também sdo
capazes de infectar células, mas por um mecanismo diferente dos tripomastigotas.
Finalmente, a mistura de tripomastigota € amastigota presente no sangue do mamifero
infectado completa o ciclo quando esses sdo resgatados durante a picada do vetor (Tyler &

Engman, 2001).
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A populagdo de T. cruzi nfio ¢ homogénea sendo constituida por diferentes cepas que
circulam, na natureza, entre o homem, vetores, animais domésticos e reservatdrios
silvestres (Dias & Coura, 1997). Mais de 60 linhagens ou cepas ji foram descritas por
diferentes autores, segundo diferentes critérios (Rey, 1991). Essas populagbes possuem
comportamento diverso no que se refere a interagéio com as células hospedeira, curvas de
parasitemia,, origem geografica e resisténcia ou sensibilidade 4 drogas e medicamentos
(Rey, 1991).

Estudos baseados na amplificacdo do RNA ribossomal 248 alfa, levou a identifica¢do
de duas linhagens principais: linhagem 1, associada preferencialmente ao ciclo doméstico,
sendo capaz de induzir manifestagSes patologicas em humanos, € a linhagem 2 associada

preferencialmente ao ciclo silvestre induzindo baixa parasitemia em humanos (Zingales ef



al, 1998). Além dos grupos 1 e 2 existe o grupo 1/2 que originou-se de um evento de
transferéncia genética do grupo 2 para o grupo 1 (Souto ef al, 1 996).

Anélise da regifio variavel D7 da subunidade maior do RINA ribossomal demonstrou
que dentro de cada linhagem ha uma similaridade de 98-100% entre as diferentes cepas €

uma semelhanca de aproximadamente 80% entre as linhagens (Briones et al, 1999).

1.3 Sistemas de defesa antioxidantes do Trypanosoma cruzi

As células mamiferas geram espécies reativas de oxigénio (EROs) tais como, anion
superéxido (O2"), peroxido de hidrogénio (H;O:) e radical hidroxil (HO), através do
processo metabdlico intracelular normal. As células contém varias enzimas que s&o capazes
de eliminar estas EROs, tais como catalase, glutationa peroxidase e super6xido dismutase
(SOD). O estresse oxidativo pode ser resultado do aumento de exposi¢do a oxidantes
reativos ou da diminui¢io na prote¢do contra estes oxidantes. As EROs causam toxicidade
através de uma série de reagdes, como por exemplo as reagdes de Haber-Weiss e Fenton,
que consistem na redugdo de ferro pelo anion superdxido (equagdo 1) e subseqiiente

geragdo de radical hidroxil ( equagio 2) (Kim et al,2001).

FeID)+0; —» Fe(@)+0, (equacio 1)

H,0;+ Fe(@) — OH+OH-+Fe (IIl) (equacdo 2)

Os efeitos deletérios causados pelo estresse oxidativo geralmente ocorrem apés a
exposicdo a concentracdes relativamente altas de EROs (Kim et al, 2001). Por outro lado,
foi sugerido que em baixas concentra¢des as EROs podem exercer um papel importante na

proliferacdo e sinalizac@o celular (Burdon, 1995).



Nio existem relatos da presenca de vitamina E, B-caroteno e xantina oxidase
(Docampo, 1990) nesses parasitas. Com relagéio ao 4cido ascorbico sdo encontrados niveis
baixos sendo este mantido em sua forma reduzida gracas a uma interagfio néio enzimatica do
dehidroascorbato com a tripanotiona (Krauth-Siegel & Coombs, 1996)

A concentraciio da glutationa (GSH) presente € baixa, cerca de 1/10 da concentragéo
descrita para células hepéticas de rato (Boveris et al, 1980), existindo uma diferenca entre a
concentracio total de ti6is presente nas diferentes formas do parasita: 29% em
epimastigotas, 34 € 45% em tripomastigotas e amastigotas, respectivamente (Maya et al,
1997). Esta diferenga pode provavelmente ser explicada pelas formas amastigotas e
u'ipomastigotas estarem mais expostas a resposta oxidativa do hospedeiro.

Um outro tiol ndio usual foi identificado em C. fasciculata e L. donovani denominado

ovothiol que parece estar também envolvido no metabolismo de H,O; (Ariyanayagam &,

Fairlamb, 2001).
1.4Tripanotiona:
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Figura 2- Estrutura quimica: A) Glutationa (GSH) e B) Tripanotiona

(T(SH)2)



Cerca de 80% da glutationa nesses organismos estd presente na forma de Nl-
glutationilespermidina e N1, N8 - bis (glutationil)espermidina (tripanotiona, T(SH),).
Como a glutationa em outros sistemas, a tripanotiona € essencial paraa manuten¢do de uma
730 ideal tiol/disulfeto (Fairlamb ez al, 1986). A sintese da tripanotiona € catalisada por
uma enzima restrita aos tripanossomatideos, a tripanotiona sintetase (Henderson ef al,
1987). Esta sintese envolve uma conjugacio seqiiencial da glutationa, dependente de ATP,
a ambos os residuos amino terminais da espermidina (Fairlamb et al, 1986), principalmente
através do intermediario N8-glutationilespermidina (Henderson et al, 1987). A biossintese
dos precursores, de espermidina e glutationa € idéntica a descrita para células de mamiferos
(Callahan et al, 1991).

Até recentemente, para os tripanossomatideos, um mecanismo nfo enzimdtico de
detoxificagdo de peréxidos envolvendo a tripanotiona era proposto. Entretanto em 1997,
Nogoceke e colaboradores, identificaram em Crithidia fasciculata (C. fasciculata), um
sistena de detoxificagio de hidroperdxidos contendo além da tripanotiona e da tripanotiona
redutase, duas novas proteinas: Cf16 e Cf21 (Nogoceke et al, 1997)).

Este sistema foi posteriormente identificado em T. cruzi (Lopez ef al, 2000)
recebendo as proteinas outras denominagSes: a Cfl6, homoéloga as tioredoxinas, foi
denominada: triparedoxina (TXN) e a Cf21 do grupo das peroxiredoxinas, homologa a

“thiol-specific antioxidant” (TSA), triparedoxina peroxidase (TXNPx).
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Figura 3: Fluxo de equivalentes reduzidos do NADPH para o
hidroperéxido em T.cruzi. O dissulfeto de tripanotiona (TSz) é
reduzido a dihidrotripanotiona (T(SH),) pela tripanotiona redutase (TR),
que ¢ dependente de NADPH. Triparedoxina (TXN), reduzem
hidroperéxidos (ROOH) ao alcool correspondente (ROH) com gasto de
dihidrotripanotiona, mas somente na presenca de triparedoxina
peroxidase(TXNPx) (Lopez et al, 2000).

Este sistema, em parte é homélogo, mas mais complexo do que o metabolismo de
peréxido mediado pela tioredoxina em leveduras e mamiferos, os sistemas de alquil
hidroperéxido redutase identificado em vérias bactérias e as vias dependentes da glutationa
em animais superiores (Steinert ef al, 1999). Como os tripanossomatideos sdo altamente
sensiveis ao estresse oxidativo, parece ndo haver uma eficiéncia grande do sistema
(Montemartini ez al, 1998).

Wilkinson e colaboradores (Wilkinson et al, 2000), identificaram uma peroxidase
dependente de glutationa em 7. cruzi. Esta enzima metaboliza eficientemente
hidroperéxidos de 4cidos graxos e fosfolipideos, mas ndo € capaz de metabolizar o

peroxido de hidrogénio. Esta nova via correlaciona-se na cascata descrita anteriormente ao

nivel de tripanotiona, conforme mostrado na Figura 3.
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Figura 4 - Esquema proposto para o metabolismo de perdxidos
dependente de tripanotiona em tripanossomatideos. A
dihidrotripanotiona (vide Figura 2), pode também interagir (*) com a
glutationa oxidada (GSSG) via mecanismos enzimaticos e ndo
enzimaticos para gerar glutationa reduzida (GSH). TcGPXI (glutationa
peroxidase) reduz hidroperéxidos com gasto de GSH (Reproduzido de,
Wilkinson et al, 2000).
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1.5 Triparedoxina:

Funcionalmente, as triparedoxinas podem ser classificadas como uma
tripanotiona:peroxiredoxina oxidoredutase por mediar a transferéncia de equivalentes
reduzidos da tripanotiona para a triparedoxina peroxidase.

Em C. fasciculata esta proteina (TXN1) corresponde & aproximadamente 5% da
proteina soluvel total sendo observada como um monoémero de 16 kDa, um motivo
WCPPCR similar ao motivo do sitio ativo CGPC da tioredoxina (Nogoceke et al, 1997).
O sequenciamento parcial da TXN1 em C. fasciculata, levou a identificagdo de uma outra

triparedoxina (TXN2) na mesma espécie (Guerrero ef al, 1999).
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Recentemente uma tioredoxina foi identificada em T.brucei, sendo considerada uma
tioredoxina tipica, com algumas propriedades nfo usuais (substratos, PI, etc). Essa
tioredoxina apresenta 56% de semelhanca com a encontrada em Leishmania, sendo a
primeira tioredoxina classica encontrada em tripanossomatideos (Reckenfelderbaumer ez a/,

2000).

1.6 Triparedoxina peroxidase

Em C. fasciculata a triparedoxina peroxidase se encontra na forma de uma proteina
ativa enzimaticamente sendo homo-oligomérico com uma massa molecular de 286 kDa e
em altas concentracdes (aproximadamente 6% da proteina soltvel total), sendo considerada
vital para a sobrevivéncia do parasita (Nogoceke ez al, 1997).

O alinhamento da sequéncia das peroxiredoxinas revelou a descoberta de dois grupos
diferentes baseados na presenca de um ou dois residuos de cisteina muito conservados. A
triparedoxina peroxidase de C. fasciculata pertence 4 familia das peroxiredoxinas com dois
motivos VCP conservados nas posi¢des 52 e 173 na sequéncia de aminoécidos (Tetaud &
Fairlamb, 1998).

O T. cruzi possui uma TXNPx tipica (TcTXNPx) que compartilha uma homologia
com a enzima de C. fasciculata e com muitas peroxidases tipo peroxiredoxina com dois
residuos de cisteinas conservados, encaixados dentro do motivo VCP (Flohé er al, 1999).
Além disso, residuos W87, R128 e W178 que participam da catalise da TXNPx de C.
fasciculata estio conservadas em posi¢cdes homélogas (Lopez et al, 2000).

Genes homélogos também foram encontrados em Leishmania major € T. brucei
rhodesience, sugerindo que a TXNPX esta presente em toda familia de tripanossomatideos

(Lopez et al, 2000).
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Os componentes do sistema peroxidase dos tripanossomatideos estdo presentes no
mesmo compartimento celular, isto &, no citosol (Steinert er al, 1999). Entretanto,
Wilkinson e colaboradores (Wilkinson et al, 2000a) detectaram uma triparedoxina
peroxidase localizada na mitocondria, sugerindo que ou a mitocondria possui toda a
maquinaria redox para manter essa enzima em seu estado reduzido ou a via redox esta

dividida entre o citosol e a mitocondria, envolvendo a presenga de transportadores de tidis

e/ou sistema de reduc@o.
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2. Objetivos
Duas cepas de Trypanosoma cruzi pertencentes & diferentes linhagens com
diferentes resisténcias ao estresse oxidativo foram selecionadas para esse estudo: cepa Y
(linhagem 1) e a cepa Tulahuen 2 (linhagem 2).
Os objetivos desse trabalho foram:
1. Comparar as duas cepas quanto:

a. Aos pardmetros bioquimicos, como por exemplo: curva de crescimento,
tempo de duplicagio, indice de crescimento e correlago entre o niimero de
células e a concentraciio de proteina total;

b. Expressdo da triparedoxina peroxidase, incluindo andlise dessa expressdo
durante as diferentes fases do crescimento e

¢. O metabolismo do H,O, determinando-se a IC50 para cada uma delas

5. Verificar se as células de T. cruzi sdo capazes de se adaptar ao estresse oxidativo.

a. pré-tratar com baixas concentragdes de HO; e posteriormente desafiar as
células com uma concentragdo maior de perdxido de hidrogénio;

b. verificar se essa adaptagfio é transiente, fazendo o desafio em diferentes
tempos apés a exposicdo a uma baixa concentragdo de HyO»;

¢c. verificar se h4 um aumento da expressdo da TXNPx apds exposicdo a

diferentes concentragdes de H,O;.
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3. Materiais e métodos:

3.1 Cultura de células:

T. cruzi epimastigotas (cepa Y e cepa Tulahuen 2) foram crescidos a 28°C em meio
LIT (76mM NaCl, 5,9mM KCl, 12,3mM glicose, 78,5mM Na,HPO; , 0,56% triptose,
0,56% infusiio de figado, 20pg/ml hemina, pH 7.4) e 10% soro fetal bovino inativado
(Camargo, 1964). Apos cinco dias de incubago (inicio da fase estaciondria), as células
foram coletadas por centrifugagiio (2500 rpm, 5 min & 4°C) e lavadas uma vez com PBS
(137mM NaCl, 2,7mM KCl, 8,1mM Na,HPO; e 1,5 mM KH,PO4 pH 7,4) € uma vez com
Meio IB (5mM KCl, 80 mM NaCl, 2 mM MgCl, 16,2 mM NaHPO4, 3,8 mM NaHPOq,
50 mM glicose, pH 7.4 e 0,15% albumina bovina) (Camieri et al, 1993), sendo
posteriormente ressuspensas nesse Ultimo meio. A concentragio de proteina foi
determinada pelo método do Biureto (Gornall ez al, 1949) na presenca de 0,2% deoxicolato.

A contagem de células foi feita em Camara de Newbauer.

3.2 Determinaciio da concentragio de peréxido de hidrogénio:
A concentracdo de peroxido de hidrogénio foi determinada 4 230 nm (coeficiente de

extinggo de 81 Mt cm'l) (Carnieri ef al, 1993) antes de cada experimento.

3.3 Metabolismo de H>0::
Foram inoculadas 5,2 x 10° céls/ml e ap6s 5 dias de crescimento as células foram
coletadas por centrifugago, lavadas uma vez com PBS, outra com meio IB e ressuspensas

neste tltimo. As células foram incubadas em meio IB com vermelho de fenol (Smg para

cada 100ml IB) 2 30°C, e no tempo 0 foi adicionado 20puM H;O,. Nos tempos especificados
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na legenda da Figura aliquotas foram retiradas ¢ adicionadas 2 4 pl da enzima “horseradish
peroxidase” (HRP), centrifugada 2 10.000 rpm por 2 min € ao sobrenadante adicionou-se
20 pl de NaOH 2M. A absorbéncia foi medida 2 610 nm para determinar a concentragdo de
H,0, nio metabolizado, como descrito por Carmieri ez al (1993). Este método baseia-se na
reacdio do vermelho de fenol com o peréxido de hidrogénio catalisada pela HRP. Para este

experimento foram realizados 5 repeticbes em dias diferentes com duplicatas a cada dia.

3.4 Tratamento das células de Trypanosoma cruzi com H20: e determinacfio da
viabilidade celular:

Epimastigotas (5,2 x 10° céls/ml) foram ressuspensos em meio IB e incubadas na
presenca de diferentes concentragdes de H;O, & 30°C por 30 min. Ap0s este tempo, as
células foram centrifugadas 4 2500 rpm por 5 min & 4°C, ressuspensas em meio de cultura
LIT e incubadas & 28°C em shaker (50 rpm). Nos dias subseqiientes aliquotas foram
retiradas para se realizar a contagem das células em camara de Newbauer (Carnieri et al,
1993).

Nos experimentos de desafio, apds a exposicdo a 20uM de H;03, as células foram
submetidas 2 concentragdes maiores de H>O, conforme especificado nas legendas das
figuras e procedeu-se a0 mesmo protocolo descrito anteriormente. Para este experimento

foram realizados 5 repeticdes em dias diferentes com duplicatas a cada dia.
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3.5 Preparo do Extrato Protéico Total de Trypanosoma cruzi para Western
blotting:

Apbs o tratamento com HyO, como descrito acima para se determinar a viabilidade
celular, as células foram centrifugadas, ressuspensas em PBS e adicionou-se tamp&o de
amostra que continha 20% azul de bromofenol 0,1% e 4% P-mercaptoetanol diluidos em
uma solucdo-mae, composta de 32 % tampdo C (0,5M Tris-base pH 6,8 € 0,4% SDS
20%), 38,5% glicerol, 25,6% SDS 20% e 1,3% EDTA 02M. Amostras foram separadas
sem o tampio de amostra para se determinar a concentracio de proteina pelo método do
Biureto (Gomal ef al, 1949) na presenca de 0,2% de deoxicolato.

Antes de sua aplicaciio no gel, o extrato foi incubado por 5 min a 100°C.
Para este experimento foram realizados 3 repeticbes em dias diferentes com

amostras de dias diferentes

3.6 Detecciio da triparedoxina peroxidase através da andlise por Western
blotting:

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida NuPage Gel 10% BT 10 no sistema
XCell I™ Mini Cell (Novex™), tendo como tampéo de corrida uma solugéo de 2,3 mM
MES, 2,5 mM Tris, pH 7,3, 0,15 mM SDS e 0,04 mM EDTA filtrada na hora do uso.
Condicdes de corrida: 200V, 120mA por 35 min.

A transferéncia para uma membrana de nitrocelulose foi feita por 35 min, mantendo-
se a voltagem constante a 25 V. O tampdo de transferéncia era composto de 12mM Tris

Base, pH 8,3, 96mM glicina e 0,2M metanol.

17



Para a imunodetecgiio, a membrana foi bloqueada com 4% de leite em p6 desnatado
em PBS por 30 min e logo em seguida incubada por 16hs com o anticorpo primario (contra
triparedoxina peroxidase de C. fasciculata) numa diluigdo 1:100, em PBS/0,1% Tween 20.

Apbs esta incubagio, a membrana foi lavada com PBS/0,1% Tween 20 e incubada por
| h com anticorpo secundério numa diluigio 1:2500 em tampao Tris/Na/Mg”" (100mM
Tris-Cl, pH 9,5, 100mM NaCl e 5SmM MgClL) ¢ lavada com PBS ao término da incubagZo.

Antes da revelacdo, a membrana foi incubada por 10 min no tampé&o Tris/Na" /Mg”*
acima descrito. A tevelacio para a fosfatase alcalina foi feita usando-se 33ul de BCIP 5-
bromo-4-chloro-3-indolyl-phosphate - Promega) e 66ul de NBT (nitro blue tetrazolium -
Promega) em 10 ml de tamp&o Tris/Na/Mg*".

A densitometria das bandas do Western blotting foi feita utilizando-se o programa

ImageMaster® Total Lab, versdo 1.0 da Amershan Pharmacia Biotech.

3.7 Obtencio do anticorpo primario

O anticorpo foi obtido por imuniza¢des com 3 € 30 ug de proteina, administrada em
intervalos de 7 e 15 dias em camundongos. O antigeno foi administrado em adjuvante de
Freund completo no primeiro inéculo e um adjuvante de Freund incompleto para os
inéculos subseqiientes. As rotas de imunizaggo foram intraperitonial nos camundongos. Os
antigenos usados foram triparedoxina peroxidase recombinante de C. fasciculata (C21).
Ap6s 6 imunizagdes, o camundongo foi sangrado por puncdo do plexo radial. O sangue
coletado foi coagulado 3 37°C por 1 h, permanecendo depois & 4° C durante & noite. O soro

foi coletado por centrifugacdo 4 2500 min e armazenado & 20°C. Este anticorpo foi obtido
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pelo Prof. Dr. Jorge Alberto Lopez Rodriguez no laboratério da Prof. Dra. Maria Julia

Manso Alves da Universidade de Sio Paulo (USP)
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4. Resultados
4.1 Comparacio de parimetros bioquimicos das cepas Y e Tulahuen 2 de

Trypanosoma cruzi

4.1.1 Curva de crescimento:
Em seguida, determinou-se a curva de crescimento das duas cepas, representadas na
Figura 5, onde foram feitas as contagens das células a partir do segundo dia (inicio de fase

log) até o oitavo dia (fase estacionaria).
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Figura 5 — Curva de crescimento de Trypanosoma cruzi
epimastigotas. 5.2 X 10° céls/ml foram incubadas a 30°C em meio LIT,
conforme descrito em Materiais ¢ Métodos. Nos dias especificados,
aliquotas foram retiradas e o nimero de células foi determinado pela
contagem em Cémara de Neubauer (*) Y e (*) Tulahuen 2.

Iniciando a curva de crescimento com uma concentragdo de 5.2 X 10° céls/ml, no
oitavo dia de crescimento verificou-se que a cepa Tulahuen 2 atingiu um maior nimero de
células (cerca de duas vezes) em relagdo a cepa Y ( 1.10 X 10% e 493 x 107 céls/ml,
respectivamente).

4.1.2 Tempo de duplicaciio e indice de crescimento:

Através da curva de crescimento da Figura 5, foram determinados o indice de

crescimento e o tempo de duplicacfio das duas cepas.



O tempo de duplicacdo (TD) foi determinado de acordo com a férmula (Toma et

al, 2000):

in2 (T2 - T1)
TD =

2,3 log (N1/N0)

Onde: T2 - tempo (hs) relativo ao final da fase
log, T1 tempo (hs) relativo ao inicio da fase log,
N1 niimero de parasitas em T2 e NO ntmero de
parasitas em T1.

O indice de crescimento (InC) foi calculado a partir da formula (Martinez-Diaz er

al 2001);

Numero final de parasitas
InC=

Nimero inicial de parasitas

Para a cepa Y o tempo de duplicacio foi de 37,52 e o indice de crescimento foi de
7,97 + 0,92, enquanto que, para a cepa Tulahuen 2 o TD foi de 28,73 e o InC foi de
12,97 £ 1,06. Estes resultados mostram que a cepa Tulahuen 2 é capaz de se dividir em

uma taxa maior do que a cepa Y e portanto apresenta um indice de crescimento maior

(cerca de 1,6 x).

4.1.3 Correlagdo entre o nimero de células e a concentracio total de
proteina:
Na Figura 6, encontra-se representado o numero de células correspondente 2

Img/ml de proteina total para ambas as cepas.
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Figura 6 — Relacfio mg/ml de proteina total com o niimero de células
de Trypanosoma cruzi. Epimastigotas em inicio de fase estacionaria
foram ressuspensos em PBS, aliquotas foram retiradas para a contagem
das células e determinacéio da concentragdo de proteina como descrito
em Materiais e Métodos.

Nestes resultados obteve-se uma correlagdo de 1,25 £ 0,1 x 10® céls/ml para a cepa Y
e1,00+0,18x 10® céls/ml para a cepa Tulahuen 2. Apesar da diferenca entre as cepas néo
ser significativa observa-se que essa relacio ¢ linear nas concentragdes estudadas.

Para padronizar 0s experimentos, todos foram realizados considerando-se 0 nlimero

de células, ao invés da concentragio de proteina total como utilizada na maior parte dos

trabalhos.

4.2 Comparacio da concentracio da Triparedoxina peroxidase (TXNPx) nas
duas cepas de Trypanosoma cruzi
Com o objetivo de se estabelecer a concentragfo de TXINPx nas duas cepas estudadas,

preparou-se amostra para o Western blotting de acordo com o descrito em Materiais €



Métodos. Verifica-se na Figura 7, que a cepa Tulahuen 2 possui uma maior concentragao

(aproximadamente 63% maior) em relacdo acepa Y.
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Figura 7 - Determinacio da concentra¢io da triparedoxina

peroxidase por Western blotting, em diferentes cepas de
Trypanosoma cruzi. Epimastigotas (5,2 X 10° céls/ml) foram incubados
por cinco dias a 30°C. Apos esse perfodo, foram coletados por
centrifugacio e as amostras para Western blotting preparadas de acordo
com o descrito em Materiais e Métodos. A Western blotting: anticorpo
primério anti-TXNPx de C. fasciculata dil 1:100 e 90ug proteina total
aplicado e B % de intensidade das bandas referentes 2 TXNP. Dados
calculados através do programa ImageMaster Total Lab, versdo 1.0 da
Amersham Pharmacia Biotech.

Nos experimentos de Western blotting utilizou-se como anticorpo primario um

anticorpo contra TXNPx de C. fasciculata que apresenta uma homologia de 71% com a

TXNPx de T. cruzi (analisado pelo BLAST).

4.3 Comparacio da conceniracio da Triparedoxina peroxidase (TXNPx) nas
diferentes fases do crescimento do parasita
Com o objetivo de se verificar se ha um aumento da expressio da TXNPx na fase

estacionaria € se a mesma apresenta alguma correlacdio com o crescimento celular,
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epimastigotas foram isolados em diferentes fases de crescimento (2, 4 6 ¢ 8 dias), ¢
comparou-se a expressdo da TXNPx por Western blotting, utilizando o mesmo anticorpo
descrito anteriormente.

O mesmo padrdo foi observado para ambas as cepas, conforme mostrado nas Figuras
8 (cepa Tualhuen 2) e 9 (cepa Y). De um modo geral, durante a fase lag, fase em que as
células estio se adaptando ao meio rico em nutrientes, ha um aumento da expressdo dessa
proteina que diminui cerca de 30% com a passagem para a fase log. No inicio da fase
estacionaria ha um aumento da express3o equivalente ao observado na fase lag que com ©

avanco da fase estacionaria decal.
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Figura 8 - Andlise por Western blotting de extratos lisados de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi isolados em diferentes dias de
crescimento. Epimastigotas (cepa Tulahuen 2) foram isolados em
diferentes dias de crescimento e o exirato total dessas amostras fol
preparado, conforme descrito em Materiais ¢ Métodos. A. Western
blotting: Anticorpo primério anti-TXNP C. fasciculata dil. 1:100
(amostras 90 ug proteina). Linha 1 - 2° dia, Linha 2 — 4° dia, Linha 3 -
&° dia, Linha 4 — 8° dia. B. % de intensidade das bandas referentes a
TXNPx em relacio ao controle. Dados calculados utilizando-se ©
programa ImageMaster Total Lab, versdo 1.0 da Amersham Pharmacia
Biotech.
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Figura 9 - Anilise por Western blotting de extratos lisados de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi isolados em diferentes dias de
crescimento. Epimastigotas (cepa Y) foram isolados em diferentes dias
de crescimento e o extrato total dessas amostras fol preparado, conforme
descrito em Materiais ¢ Métodos. A. Western blotting: Anticorpo
primério anti-TXNPx C. fasciculata dil. 1:100 (amostras 90 pg proteina)
Linha 1 - 2° dia, Linha 2 — 4° dia, Linha 3 — ¢° dia, Linha 4 — 8°dia.
B. % de intensidade das bandas referentes 2 TXNPxX em relacdo ao
controle. Dados calculados utilizando-se o programa ImageMaster Total
Lab, versdo 1.0 da Amersham Pharmacia Biotech.

4.4 Metabolismo do peréxido de hidrogénio

Os resultados mostrados na Figura 10, indicam que o 7. cruzi é capaz de metabolizar
H,O- na presenga de glicose. No tempo zero, foi adicionado 20uM H;O; ¢ nos tempos
especificados, aliquotas foram retiradas para se determinar a concentragdo de HOp

restante.
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Figura 10— Metabolismo de peréxido de hidrogénio em

Trypanosoma cruzi epimastigotas. Epimastigotas (5.2 X 10° cél/ml)
foram incubadas 4 30°C em meio IB contendo 50 mg 1! de vermelho de
fenol. FLO, (20 pM) foi adicionado (+=0) e aliquotas foram retiradas nos
tempos indicados. A dosagem de H,O, restante foi feita conforme
descrito em Materiais e Métodos. ( ® ) Y e (®) Tulahuen 2.

Na concentragéo 5,2 x 10° céls/ml, n3o foi possivel verificar nenhuma diferenca na
velocidade de metabolizacdo entre as duas cepas. Aumentando a concentrago de células
para 5 X 107 céls/ml também ndo foi possivel estabelecer uma diferenca significativa entre
as duas cepas apesar de com 15 min o peroxido de hidrogénio adicionado ter sido
praticamente metabolizado.

Estes experimentos também foram repetidos na auséncia de glicose adicionada

obtendo-se um padrio semelhante (dados ndo mostrados).

4.5 Citotoxidade ao peréxide de hidrogénio
A Figura 11 representa a % de inibig&o da proliferaco da cepa Y apos a exposi¢éo a

diferentes concentracdes de HyO, (80-120 uM). As células foram incubadas em meio IB na

)
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presenca de diferentes concentragbes de H,0- por 30 min & 30°C. Apés esse periodo as
células foram centrifugadas, ressuspensas em meio de cultura e a contagem das células foi
feita no quinto dia de crescimento (inicio de fase estacionaria). Observou-se que ocorreu
uma inibicio de aproximadamente 20, 29, 55, 68 e 80 % quando as células foram tratadas
com 80, 90, 100, 110 e 120 uM, respectivamente. Em relacio as outras concentragdes

testadas (140 e 150 pM), a inibigdo do crescimento foi de 100%.
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Figura 11 — Inibicdo da proliferaciio pelo H20: de epimastigotas de
Trypanosoma cruzi. 5.2 X 10° céls/ml foram expostas & diferentes
concentragdes de H,O, e incubadas por 30 min & 30°C. Apos este
periodo foram centrifugadas e ressuspensas em meio LIT e as aliquotas
foram retiradas no quinto dia de cultura para se determinar o numero de
células. (®*) Y e (®) Tulahuen 2.

Com relacdo a cepa Tulahuen, o mesmo procedimento foi feito obtendo-se uma

inibicdo de aproximadamente 24,27, 30, 43, 69 e 73% quando as células foram tratadas

com 100, 110,120, 130,140 e 150 uM respectivamente.




A partir dos dados da Figura 11 21C 50 do peréxido de hidrogénio para cada cepa foi

determinada, conforme descrito por Kelly e colaboradores (Kelly et al, 1993) (Tabela 1).

Cepa IC50
Y 98,54+ 1,66
Tulahuen 2 133,09 £2,02

Tabela 1 - Concentracio de H0; capaz de inibir 50% da
proliferacio dos parasitas (IC 50). Epimastigotas (3.2 X 10° céls/ml)
foram tratados com diferentes concentragdes de HoO; e incubados por
30 min 2 30°C. Apés este perfodo foram centrifugadas e ressuspensas
em meio LIT. Aliquotas foram retiradas no quinto dia de cultura para se
determinar o nimero de células.

Utilizando-se a IC50 para o H,O; determinada em meio IB, 0 mesmo protocolo foi
repetido em meio de cultura onde observou-se uma inibicdo da proliferagdo abaixo do
observado em meio IB. Para a cepa Y utilizou-se uma concentragio de 100uM H;O»
obtendo-se uma % de inibicdo de 27,31 + 3,62 e para a cepa Tulahuen 2 a concentragio de
133uM levou a uma inibigdo de 12,93 + 2,82, Esses resultados reforcam os obtidos
anteriormente que relatam a reag@o dos radicais livres com os constituintes do meio de
reacdo (Gadelha ef al, 1997) indicando que as EROs néo podem existir em meio de cultura
por longos tempos (Kim e? al,2001).

Através dos resultados obtidos, a cepa Y por ser mais sensivel ao estresse oxidativo
provocado pelo HxO,, foi selecionada para dar continuidade aos experimentos de adaptacio

20 estresse oxidativo uma vez que uma pequena alteracdo na expressdo da enzima seria

mais evidente do que com a outra cepa que ja apresenta um nivel basal bem alto.



4.6 Efeito do peréxido de hidrogénio na prolifera¢do dos parasitas

A Figura 12 representa o estimulo da proliferagio quando epimastigotas dacepa¥

foram tratadas com baixas concentragdes de HO, (2.5 — 20 uM). Observa-se que a

concentragdo capaz de estimular um maior crescimento foiade 15 pM (19.1 £3.4%).
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Figura 12 - Estimulo da proliferacio de epimastigotas de

Trypanosoma cruzi (cepa Y) tratadas com baixas concentracdes de
H,0: 5.2 x 10° céls/ml foram expostas a diferentes concentragdes de
H,0, e incubadas por 30 min a 30°C. Ap6s este periodo foram
centrifugadas e ressuspensas em meio LIT, conforme descrito em
Materiais e Métodos. No quinto dia de cultura determinou-se 0 niimero
de células pela contagem em camara de Newbauer.

4.7 Adaptagiio ao estresse oxidativo

Com o objetivo de se estudar a adaptacdo ao esiresse oxidativo os epimastigotas

foram pré-tratados com uma dose atoxica de peroxido de hidrogénio (20uM) e apds 1h30

min de incubacdo 4 30°C, foram desafiadas com uma concentragdo citostatica para 0



parasita (100 uM) ¢ incubadas por mais 30 min 4 30 °C. Em seguida foram centrifugadas,
ressuspensas em meio de cultura € no quinto dia de crescimento, foram feitas as contagens

das células.
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Figura 13 — Adaptacfo ao perdxido de hidrogénio por epimastigotas
de Trypanosoma cruzi ap6és o pretratamento com peréxido de
hidrogénio (cepa Y). 5,2 x 10° céls/ml foram expostas 2 20 pM de H,O2
e incubadas por 1h30 min, a 30°C e em seguida, foram desafiadas com
100 uM de H>O; e incubadas nas mesmas condi¢Bes. Ap6s 1h30 min, as
células foram centrifugadas e ressuspensas em meio LIT, conforme
descrito em Materiais € Métodos. Apos 5 dias, aliquotas foram retiradas,
determinando-se o nimero de células em camara de Neubauer.

Observa-se que as células que foram pré-tratadas com uma baixa concenftracdo
(39,8% de inibigdo em relaciio ao controle) foram capazes de resistir melhor ao desafio com
uma concentragio maior do que as que néo foram pré-tratadas (58.40% de inibi¢do em

relacdo ao controle).
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Controles foram feitos incubando-se 5,2 x 10° céls/ml por 30min 2 30°C, com 20uMe
100uM para se determinar a % de morte celular durante o periodo de incubacdo de 30min.
Na concentragdo mais baixa o H,O, mostrou uma inibigdo nfo significativa (8,35 £ 1,83)
enquanto que, na concentragdo mais alta levou 4 33,64 + 3,96 % de morte. Assim, durante a
incubacdo com o H,O, ocorre 34% de morte da populago sendo que o restante das células
¢ capaz de se adaptar ao estresse oxidativo.

Com o objetivo de se verificar se essa adaptag8o era transiente, as células foram pré-
tratadas 20 uM e posteriormente desafiadas em diferentes tempos com 100 uM HyOs. Os
resultados apresentados na Figura 14, demonstram que no quinto dia de crescimento até 1 h
30 min de incubacdo apds o estimulo com 20 pM ainda € possivel se observar uma
adaptacio ao estresse oxidativo quando essas células sdo posteriormente desafiadas com
100uM. Com 2 h os resultados sdo muito semelhantes as células que foram apenas
desafiadas e portanto, sem significAncia. Nos tempos de 30 min e 1h na concentragdo de
20uM obteve-se um estimulo de 9,4 € 2,3 % respectivamente.

O pré-tratamento com 20uM H,O; ndo levou a uma perda da viabilidade celular
significativa. Nos experimentos de desafio as células sdo primeiramente expostas 4 20uM
H,0, por 1h30 min e depois sio desafiadas com 100uM H;O, por mais 30 min (Figura
13). Os controles s6 com 20uM ficam expostos por 1 h30 min e assim observamos uma
diferenca entre os experimentos de estimulo onde as células eram expostas 3 20uM H,O,
por apenas 30 min (5,31 £ 1,4 % de estimulo) e esses resultados mostraram uma inibi¢do

de 10,4% em relacdo ao controle.
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Figura 14 — Adaptacfio ao HxO; por epimastigotas de Trypanosoma
cruzi (cepa Y) apés o pré-tratamento com 20uM H,0;. 5.2 x 10°
céls/ml foram expostas & diferentes concentracdes de HyOs e incubadas
por diferentes tempos a 30°C. Apés o periodo de incubag#o, foram
centrifugadas e ressuspensas em meio LIT, conforme descrito em
Materiais € Métodos. . (m) controle (m) células tratadas com 20pM de
H,O7: () 20 uM de HyOse 100 puM, (=) 100 uM de Hy O
Observa-se que esta adaptacdo € tempordria, ou seja, o 7. cruzi apresenta uma
adaptago maxima até 1h 30 min. Ap6s esse periodo, o pré tratamento nfo resulta mais em
uma maior prote¢do das células, quando essas s@o submetidas a concentra¢des sub-letais do
oxidante.
Verificou-se um aumento da expressfo da TXNPx apos incubacfo das células com
diferentes concentracdes de HxO; (2,5 — 500 uM). Os resultados apresentados na Figura
15 representam as c€lulas incubadas com baixas concentragdes (2,5; 5; 10; 15 e 20uM) e na

Figura 16 com altas concentra¢des (40; 60; 80; 100; 150; 250 e 500 uM) durante 30 min a

30°C.
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Figura 15 — Deteccio da TXNPx através de extratos lisados de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratados com baixas
concentracgdes de peréxido de hidrogénio. 5,2x10°céls/ml foram tratadas
com diferentes concentracdes de H,O; e apds 30 min o extrato total dessas
amostras foi preparado, conforme descrito em Materiais e Métodos. A.
80ug proteina total foram aplicados. Linha 1- controle e células tratadas
com H,O; (uM): Linha 2 — 2,5; Linha 3 — 5; Linha 4 — 10; Linha 5 -15¢
Linha 6 — 20. Anticorpo primario anti TXNPx de T.cruzi dil. 1:200. B. %
de intensidade das bandas referentes & TXNPx em relacio ao controle.
Dados calculados utilizando-se o programa ImageMaster Total Lab,
versdo 1.0 da Amersham Pharmacia Biotech.

24




21 kDa

80
P
=
2 6o - ;
=
=
@
E
3 40 -
g
=
= 20 -
=
s, _H l
ﬂ - T T T T
40 60 80 100 150 250 500

Concentracio de H;O; (uM)

Figura 16 — Detec¢io da TXNP através de extratos lisados de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratados com altas
concentraches de peréxido de hidrogémio. 5,2x10° céls/ml foram
tratadas com diferentes concentragdes de HyOs e ap6s 30 min o extrato
total dessas amostras foi preparado, conforme descrito em Materiais e
Métodos. A. 50 pg proteina total foram aplicados. Linha 1-controle e
células tratadas com H;O; (uM): Linha 2 — 40, Linha 3 — 60, Linha 4
80, Linha 5 — 100, Linha 6 — 150, Linha 7 — 250 ¢ Linha 8 - 500.
Anticorpo primario anti TXNPx de C. fasciculata dil. 1:100. B. % de
intensidade das bandas referentes 3 TXNPx em relacdio ao controle.
Dados calculados utilizando-se o programa ImageMaster Total Lab,
versdo 1.0 da Amersham Pharmacia biotech.



Apoés exposicdo a 40, 60, 80, 100, 150, 250 e 500uM HO, houve um aumento na
expressdo da TXNPx de aproximadamente 11;22; 33; 33; 48; 56 ¢ 74% respectivamente.

O aumento de 74 % observado na concentragio de 500uM poderia ser o resultado de

uma inducio rapida na célula na tentativa de se proteger dessa concentragfio considerada

letal. Para verificar o que estava acontecendo durante os 30 min de incubag@o com esta

concentracdo, as células foram incubadas nos tempos indicados na legenda. O resultado

mostra que ap6s 2,5 min de exposi¢fio & esta concentragdo j& comeca a OCOIrer uma

aumento na expressio desta enzima, confi do a hipétese levantada anteriormente.
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Figura 17 — Detecclio da TXNPx através de extratos lisados de
epimastigotas de Trypanosoma cruzi tratados com alta concentracio
de perodxido de hidrogémio. Epimastigotas (5,2x10° cél/ml) foram
tratados com 500 uM H,O; e nos tempos determinados o extrato total
dessas amostras foi preparado, conforme descrito em Materiais e
Meétodos. A, 80 ug proteina total foram aplicados. Linha 1-controle e
células tratadas com 500 uM de H,0; nos tempos (min): Lirha 2 - 2,5,
Linha 3 - 5, Linha 4 — 7.5, Linha 5 — 10 Linha 6 — 20 e Linha 7- 30
Anticorpo primario anti TXNPx T.cruzi dil. 1:200. B. % de intensidade
das bandas referentes 2 TXNPx em relacio ao controle. Dados
calculados utilizando-se o programa ImageMaster Total Lab, versdo 1.0
da Amersham Pharmacia Biotech.



5. Discussfo

A doenca de Chagas possui uma ampla variedade de manifestaces clinicas que
podem ser resultados ou de uma heterogeneidade entre os isolados de T.cruzi e/ou das
diferencas genéticas na resposta imune do hospedeiro. Uma caracteristica marcante do
T.cruzi é sua heterogeneidade em relagfo as propriedades bioldgicas. Diferencas na taxa de
crescimento, infectividade, tropismo por tecidos, composicdo antigénica, viruléncia e
morbidade em modelos animais e suscetibilidade ao soro imune e drogas
quimioterapéuticas foram descritos (Martinez-Diaz ef a/, 2001).

Alguns pardmetros bioquimicos foram determinados para as cepas estudadas, como
curva e indice de crescimento, e tempo de geracio onde a cepa Tulahuen 2 apresentou uma
taxa de crescimento maior do que a Y atingindo a fase logaritmica mais rapido do que a
outra (Figura 5, linha vermelha). A correlac@io entre o nimero de células e mg/ml de
proteina total das cepas também foi determinada, para se estabelecer o melhor pardmetro a
ser utilizado nos experimentos (Figura 6) . Observou-se que ndo existe uma diferenca
significativa nesta relac#o entre as duas cepas, mas verificou-se que esta relagdo ¢ linear em
todas as concentracdes estudadas. Apesar da diferenca nfo ser significativa, todos os
experimentos foram padronizados utilizando o nimero de células.

Como a tripanotiona peroxidase faz parte da cascata de detoxificacfio de peréxidos
(Figura 3), a concentragdo da triparedoxina peroxidase, foi estabelecida para ambas as
cepas. Verificou-se que a cepa Tulahuen 2 possui uma maior concentragdo desta enzima
(Figura 7 A linha 2 e B, barra vermelha) podendo se especular que essa cepa teria uma
resisténcia maior ac estresse oxidativo. Poderia também se especular que a Tulahuen 2

apresentando uma maior concentracgo de triparedoxina peroxidase em fungdo da cascata de
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detoxificagdo, teria uma menor concentracdo de GSH e tripanotiona livre que levaria a um
aumento da sensibilidade ao beznidazole como relatado na literatura (Aguilar ez al, 1987).

Para verificar se a triparedoxina peroxidase estaria tendo um aumento de sua
expressio nas diferentes fases do crescimento de 7. cruzi, amostras para Western blotting
foram preparadas nos dias referentes a fase lag (dia 2), em que as células estdo se
adaptando ao meio rico em nutrientes, fase logaritmica (dia 4), onde h4 uma proliferacio
intensa e fase estacionaria (inicio dia 6 e dia 8) ( Figuras 8 € 9). Nas duas cepas ha um
aumento durante a fase lag que decai nos dias subseqiientes tendo novamente um aumento
no inicio da fase estaciondria, como observado em leveduras (Longo ef al, 1999). Esses
resultados indicam que a triparedoxina peroxidase nfio estd diretamente envolvida na
proliferacéo celular, como ja descrito para as tioredoxinas. Em mamiferos, quando os niveis
de tioredoxinas sdo aumentados hd um aumento do crescimento celular e resisténcia aos
mecanismos normais de morte celular programada (Powis et al, 2000).

Com relacfio ao metabolismo de H,O, nenhuma diferenca significativa foi observada
entre as duas cepas (Figura 10). O mesmo experimento foi realizado na auséncia de glicose
adicionada ao meio (dados ndo mostrados) e também nenhuma diferenca significativa foi
observada, provavelmente por causa da grande quantidade de substratos endogenos
existente neste parasita, como demonstrado por Carnieri € colaboradores (Carnieri et al
1993).

Para se determinar a IC 50 para o H,O, para cada cepa, as mesmas foram expostas a
diferentes concentracdes de H,O, e os resultados confirmaram uma maior resisténcia aos
niveis de estresse oxidativo para a cepa Tulahuen 2 em relaco a cepa Y (Tabela 1), o que
ja era esperado uma vez que a primeira apresenta uma maior concentragdo de TXNPx

(Figura 7). Wilkinson e colaboradores mostraram que quando esta enzima foi superexpressa
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no parasita e exposta ao H,O; estes parasitas apresentaram um aumento de 2x na resisténcia
em relagdo ao controle ( Wilkinson ez al, 2000a).

O estresse oxidativo pode ser resultado do aumento a exposigéo de oxidantes reativos
ou na diminuicfo da protecfio contra estes oxidantes (Kim ef al 2001). O H;0, € gerado
fisiologicamente, em baixas concentragdes como resultado do metabolismo celular.
Acredita-se que este radical livre possa agir como um segundo mensageiro, uma vez que,
existe mais de um mecanismo enzimatico responsavel pela sua decomposigio. Assim, seria
possivel se especular que o HxO; em baixas concentragdes poderia ser um agente
fisiologico de crescimento e proliferativo (Rhee, 1999). Neste sentido, como j& havia sido
descrito um estimulo ao crescimento em células de mamiferos (Wiese ef al, 1995) e
leveduras (Davies et al, 1995), investigou-se se 0 mesmo processo poderia ocorrer em T.
cruzi. As células foram incubadas na presencga de baixas concentragbes de H202, (2,5 —
20uM) ressuspensas € colocadas em meio de cultura. Todas as concentragdes testadas
levaram 2 um estimulo do crescimento (Figura 12), sendo o maior estimulo alcan¢ado com
a concentracio de 10uM para a cepa Tulahuen (19,3%, dados ndo mostrados) ¢ 15pM para
a cepa Y (19,1%, Figura 12), reforcando a hipotese descrita anteriormente.

O estresse oxidativo envolve respostas a oxidantes ou agentes que levam a oxidagio
via reagdes redox intracelulares. Um estresse oxidativo severo pode comprometer a
viabilidade celular ou até mesmo levar & morte celular (Wiese ez al, 1995). Em bactérias €
possivel evidenciar uma adaptagdo ao estresse oxidativo quando essas c€lulas sdo
primeiramente submetidas a baixas concentrages de peréxido de hidrogénio e
posteriormente expostas a concentragSes maiores, que normalmente seriam letais para essas

células. Essa resisténcia parece estar relacionada & expressdo de pelo menos 30 produtos
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génicos incluindo muitas enzimas antioxidantes (Wiese et al, 1995). Perfil semelhante foi
observado também em leveduras (Davies et al, 1995).

Baseado nesses dados da literatura foi feito um pré-tratamento das células de T.
cruzi da cepa Y com o objetivo de se verificar se era possivel ocorrer uma resposta
adaptativa ao estresse oxidativo como descrito para outras células. A cepa Y foi selecionada
para esses experimentos por ser mais sensivel ao estresse oxidativo.

As células foram pré-tratadas com 20pM H,0, por 1h30 min 4 30°C e posteriormente
desafiadas com 100pM (Figura 13). Nas células pré-tratadas, ocorre um aumento da
resisténcia ao H>0,. Durante a incubagdo de 30 min com 20pM e 100pM HO, ha uma
morte de aproximadamente 8,35 % e 33,64 % da populagdo de células, respectivamente.
Como o pré-tratamento foi feito com 20pM e a perda de viabilidade néo foi significativa,
pode-se descartar a selegio de sub-populagdes resistentes ao H>0,.

Tanto em leveduras quanto em células mamiferas a adaptagio ao estresse oxidativo €
temporéria, ou seja, a levedura apresenta uma adaptagdo maxima de 2hs e as células
mamiferas, 18 hs. Ap6s esse periodo, o pré-tratamento nfo resulta em uma maior prote¢ao
das células, quando essas s3o submetidas a concentragdes letais do oxidante (Wiese et al,
1995 e Davies et al, 1995).

Esta resposta adaptativa transiente ao peroxido de hidrogénio para células mamiferas
é considerada um importante mecanismo pelo qual as células conseguem lidar com os
niveis flutuantes de oxidantes gerados pela propria respiragdo, autoxidacdo e com o
metabolismo de uma variedade de drogas que produzem H,O, e toxinas (Wiese et al,
1995). Em condicdes fisiolégicas, a resposta adaptativa possui a fung¢éo de proteger as

células e organismos de altas doses de um determinado agente tOxico. Esta resposta
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protetora também indica que a célula, uma vez exposta a toxinas, espera, ou no minimo esta
preparada para receber uma subsequente dose letal (Crawford e Davies ez al, 1994).

A resposta adaptativa ao pré-tratamento com 20uM H,0O, aumenta com o tempo até o
méximo 1 h 30 min (Figura 13). Pré-tratamento maior que 1 h 30 min, resultaram numa
perda da resisténcia ao HyO: (perda da adaptacdo) indicando que a resposta ao HO, €
transiente.

Em E. coli a adaptagio ao estresse oxidativo com H,O; envolve a sintese de novo de
proteinas (Morgan et al, 1986) ocorrendo nessas células um aumento da sintese de 30
proteinas e em leveduras de aproximadamente 21 proteinas durante essa adaptacio (Davies
et al, 1995). Em leveduras adaptadas ao H,O,, observou-se um aumento dos niveis de
mRNA transcritos de catalase T (CTT1 gene) e aumento da atividade da glutationa
peroxidase (Davies ef al, 1995). Com relagéo ao T. cruzi a exposi¢do tanto a baixas (Figura
15) como a altas (Figura 16) concentragdes de H,O levou a um aumento da expressao da
TXNPx ressaltando o seu papel na adaptacio dessas células ao estresse oxidativo.

Observa-se que em concentragdes de H,O, consideradas letais também hd um
aumento da expressdo dessa enzima que poderia representar um esforco inicial da célula
para tentar se defender de tal concentragio. Com a concentragdio de 500uM observou-se
um aumento dessa expressio j& nos primeiros minutos de incubagio dando suporte a
hip6tese levantada anteriormente.

Este trabalho ressaltou a importincia da TXNPx ndo s6 na detoxificagdo do peroxido
de hidrogénio mas também na adaptac@o das células epimastigotas de T cruzi, ao estresse
oxidativo, abrindo caminho para um estudo mais aprofundado sobre as demais enzimas da

cascata.

42



Referéncias Bibliograficas

AGUILAR, E.G.; KOLDOBSCKY,C.; TORANZO, E.G.D. & CASTRO, J.A. Species and
sex differences in the livar microsomal nitroreductive biotransformation of nifurtimox and
benznidazole. Arch. Int. Pharmacodyn. Ther., v. 287, p.181-187, 1987.

AMATO NETO, V. Modalidades alternativas de transmissio: empecilhos as cogitacdes de
erradicacfio da doenga de Chagas. Rev. Hosp. Clin. Fac. Med. S. Paulo, v. 39, p. 93-95,
1984.

ARAUJO, M..S.S.; MARTINS, A.O.; PEREIRA, M.E.S. & BRENER, Z. A combination of
benznidazole and ketoconazole enhances efficacy of chemotherapy of experimental
Chagas’disease. J. Antimicrob. Chemoth, v.45, p.819-924, 2000.

ARIYANAYAGAM, MR. & FAIRLAMB, AH. Ovothiol and trypanothione as
antioxidants in trypanosomatids. Mol Biochem. Parasitol., v. 115, p. 189-198, 2001

BLACK, SM. & WOLF, CR The role of glutathione-dependent enzymes in drug
resistance. Pharmacol. and Therap., v.51, p.139-154, 1991.

BOVERIS, A.; SIES, H.; MARTINO,E.; DOCAMPO R.; TURRENS, J. & STOPPANL

A. Deficient metabolic utilization of hydrogen peroxide in Trypanosoma cruzi. Biochem.
J., v.188, p.643-648, 1980.

BRIONES, M.R.S.; SOUTO, RP.; STOLF, B.S.& ZINGALES, B. The evolution of two
Trypanosoma cruzi subgroups inferred from rRna genes can be correlated with the
interchange of American mammalian faunas in the Cenozoic and has implications to
pathogenicity and host specificity. Mol. Biochem. Parasitol., v. 104, p. 219-232, 1999.

BURDON, RH. Superoxide and hydrogen peroxide in relation to mammalian cell
proliferation. Free Rad. Biol. & Med., v.1 8,p. 775-794, 1995.

CALLAHAN, HL. & BEVERLEY, S.M. Heavy metal resistance: a new role for P-
glycoproteins in Leishmania. J. Biol. Chem., v. 266, p.18427-18430, 1991.

CAMARGO, E. Growth and differentiation in 7.cruzi. Rev. Inst. Med. Trop. Sdo Paulo,
vol 6, n 3, p. 93-100, 1964.

CARNIER], E.G.S.; MORENO, SN.J. & DOCAMPO, R. Trypanothione - dependent

peroxide metabolism in Trypanosoma cruzi different stages. Mol. Biochem. Parasitol.,
v.61, p.79-86, 1993.

CLAYTON, CE. The molecular biology of Kinetoplastida. In: Genetic Engineering.
Academic Press, 1988. v.7, p.2-56.

43



CRAWFORD, DR. & DAVIES, K.J.A. Environ. Health Perspect, v. 102, n.10, p.25-28,
1994.

DAVIES, JM.S.; LOWRY, C.V. e DAVIES, K.J.A. Transient adaptation to oxidative
stress in yeast. Arch. Biochem. Biophys.,v. 317, p.1-6, 1995.

DIAS, J.C.P. & COURA, JR. Clinica e Terapéutica da Doenca de Chagas — uma
abordagem pritica para o clinico geral. 1* edicfo. Rio de Janeiro: Ed. Fiocruz, 1997.

DIAS, J.CD. O tratamento especifico da doemga de Chagas. Disponivel em:
<http://www.vertentes com.br >. Acesso em: fevereiro/01.

DOCAMPO, R. & MORENO, S.N.J. The metabolism and mode of action gentian violet.
Drug Metabol. Rev., v.22,p.161-178, 1993.

DOCAMPO, R. Sensitivity of parasites to free radical damage by antiparasitic drugs.
Chem.-Biol. Imterac., v. 73, p.1-27, 1990.

FAHEY, R.C. & SUNDQUIST, A.R. Evolution of glutathione metabolism. In: Advances

os enzymology and related areas of molecular biology, New York: J ohn Wiley and Sons,
Inc, 1991.p.1-53.

FAIRLAMB, AH.; HENDERSON, GB. & CERAMI, A. The biosynthesis of

trypanothione and N1-glutathionyl-spermidine in Crithidia fasciculata. Mol. Biochem.
Parasitol, v. 21, p.247-257, 1986.

FLOHE, L.; HECHT, H.J.; & STEINERT, P. Glutathione and trypanothione in parasitic
hydroperoxide metabolism. Free Rad. Biol. & Med., v.27, p. 966-984, 1999.

FREIRE DE LIMA, C.G.; NASCIMENTO, D.O.; SOARES, M.B.P.; BOZZA, P.T;
CASTRO-FARIA-NETO, H.C.; DE MELLO, F.G.; DOS REIS, G.A. & LOPES, MF.
Uptake of apoptotic cells drives the growth of a patogenic trypanosome in macrophages.
Nature, v.403, p. 199-203, 2000.

GADELHA, FR., THOMSON, L., FAGIAN, MM., COSTA, AD.T., RADL R. &
VERCESL A.E. Ca**-independent permeabilization of the inner mitochondrial membrane
by peroxynitrite is mediated by membrane protein thiol cross-linking and lipid
perpoxidation. Arch. Biochem. Biophys., v. 3455. n. 2. p. 243-250, 1997.

GORNALL, A.G.; BARDAWILL, C.J. & DAVID, M.M. Determination of serum proteins
by means of the biuret reaction. J. Biol Chem.,v. 177, p.751-766, 1949.

GUERRERO, S.A.; FLOHE, L; KALISZ, HM.; MONTERMATINI, M.; NOGOCEKE,
E.. HECHT ,H.J.; STEINERT, P. & SINGH, P. Sequence, heterologous expression and



functional charecterization of tryparedoxin 1 from Crithidia fasciculata. Euro. J. of
Biochem., v.259,n. 3, p.789-794, 1999.

GUHL, F. & VALLEJO, G.A. Interruption of Chagas disease transmission in the Andean
Countries: Colombia. Mem. Inst. Oswaldo Cruz, v.94, Suppl I, p.413-415, 1999.

HENDERSON, GB.; FAIRLAMB, AH. & CERAMI, A. Trypanothione dependent
peroxide metabolism in Crithidia fasciculata and Trypanosoma brucei. Mol. Biochem.
Parasitol., v. 24, p. 39-45, 1987.

ISMAILL,S.; PARAMCHUK,W.; SKEIKY, Y.; REED, S.; BHATIA, A. & GEDAMU, L.
Molecular cloning and characterization of two iron superoxide dismutase cDNAs from
Trypanosoma cruzi. Mol. Biochem. Parasitol., v. 86, p.187-197, 1997.

KELLY, J, TAYLOR, M.C., SMITH, K., HUNTER, K.J. & FAIRLAMB, AH.
Phenotype of recombinant Leishmania donovani and Trypanosoma cruzi which over-
express trypanothione reductase. Eur. J. Biochem. v. 218. p. 29-37,1993.

KIM, B.; HAN, M. & CHUNG,A. Effects of reactive oxygen species on proliferation of
Chinese hamster lung fibroblast (V79) cells. Free Rad. Biol & Med., v.30, n.6, p.686-
698, 2001.

KRAUTH-SIEGEL,R. & COOMBS, G.H. Enzymes of parasite thiol metabolism as drug
targets. Parasitol Today. v.15, n. 10, p.404-409, 1999.

LONGO, V.D.; LIOU, L.; VALENTINE, J.S. & GRALLA E.B. Mitochondrial superoxide
decreases yeast survival in stationary phase. Arch. Biochem.and Biophys., v.365, n.1, p.
131-142,1999.

LOPEZJA.;, CARVALHO,T.U; SOUZAW,; FLOHE,L., GUERRERO, S.A,;
MONTEMARTINLM.; KALISZHM.; NOGOCEKEE.; SINGHM.; ALVESJM. E
COLLLW. Evidence for a trypanothione-dependent peroxidase system in Trypanosoma
cruzi. Free Rad. Biol. & Med.. v.28, p.767-772, 2000.

MARTINEZ-DIAZ, R.; ESCARIO, J.A.; NOGAL-RULZ, J.; & GOMEZ-BARRIO, A.
Biological Characterization of Trypanosoma cruzi strains. Mem. Inst. Oswaldo Cruz,
v.96, n.1, p.53-59, 2001.

MAYA, JD.; REPETTO, Y.; AGOSIN, M.; OJEDA, J.M,; TELLEZ, R.; GAULEC. e
MORELLO, A. Effects of nifurtimox and benznidazole upon glutathione and trypanothione

content in epimastigote, trypomastigote and amastigote forms of Trypanosoma cruzi. Mol.
Biochem. Parasitol, v.86, p. 101- 106, 1997.

MONCADA, C.; REPETO, Y.; ALDUNATE, J. & MORELLO, A. Role of glutathione in

the susceptibility of Trypanosoma cruzi to drugs. Comp. Biochem. Physiol, v. 94C, p.87-
91, 1989.

45



MONTEMARTINI, M.; KALISZ, HM.; KIESS, M.; NOGOCEKE, E.; SINGH, M.;
STEINERT, P. & FLOHE, L. Sequence, heterologous expression and functional
characterization of a novel tryparedoxin from Crithidia fasciculata. Biol. Chem., v. 379,
p.1137-1142, 1998.

MORELLO, A. The biochemistry of the mode of action of drugs and the detoxification
mechanisms in Trypanosoma cruzi. Comp. Biochem. Physiol. , v. 90, p.1-12, 1988.

NOGOCEKE, E.; GOMMEL, D.; KIEB, M; KALISZ, H. & FLOHE, L. A unique cascade
of oxidoreductases catalyses trypanothione - mediated peroxide metabolism in Crithidia
fasciculata. Biol. Chem., v. 378, p. 827 —836, 1997.

POWIS, G.; MUSTACICH, D. & COON, A. The role of the redox protein thioredoxin in
cell growth and cancer. . Free Rad. Biol. & Med.,v.29,n.3/4,p.3 12-322, 2000.

REY, P. Parasitologia. 2 ed. Rio de janeiro: Guanabara Koogan, 1991.

RECKENFELDERBAUMER, N.; LUDEMANN, H.; SCHMIDT, H.; STEVERDING, D.
& KRAUTH-SIEGEL,L. Identification and functional characterization of thioredoxin from
Trypanosoma brucei brucei. J. Biol. Chem., v. 275, p. 7547-7552, 2000.

RHEE, S.G. Redox signaling: hydrogen peroxide as intracellular messenger. Exp. Mol
Med.,v. 31, n. 2, p. 53-59, 1999.

ROJAS de ARIAS, A. FERRO E.A.; FERREIRA M.E; & SIMANCAS, L.C. Chagas
disease vector control through different intervention modalities in endemic localities of
Paraguay. Bulletin of the World Health Organization., v.77, n. 4, p.331 — 339, 1999.

SIQUEIRA-BATISTA, R.; QUINTAS, LEM. & VAHIA-LOURERRO, AM. O
Trypanosoma cruzi. In: Moléstia de Chagas, ed. Cultura Médica, p. 40-51, 1996.

SOUTO, R. P.; FERNANDES, O.; MACEDO, A. M.; CAMPBELL, D. A. & ZINGALES,
B. DNA markers define two major lineages of Trypanosoma cruzi. Mol. Bichem.
Parasitol, v.83, p.141-152, 1996.

STEIRNERT,P.; DITTMAR, K.; KALISZ, HM.; MONTERMATINI, M.; NOGOCEKE,
E.; ROHDE, M.; SINGH, M.; & FLOHE, L. Cytoplasmatic localization of the
trypanothione peroxidase system in Crithidia fasciculata. Free Rad. Biol. & Med., v. 26,
p.844-849, 1999.

TETAUD, E. & FAIRLAMB, H.A. (1998). Cloning, expression and reconstitution of the

trypanothione-dependent peroxidase system of Crithidia fasciculata. Mol. Biochem.
Parasitol, v. 96, p.111-123.

46



TOMA, HK., CERAVOLO, LP., GUERRA, HL,, STEINDEL, M. & ROMANHA, A.J.
Trypanosoma cruzi: parasitemia produced in mice does not seem to be related to in vitro
parasite-cell interaction. Inter. J.of Parasitol., v.30, p.593-597, 2000.

TYLER, KM. & ENGMAN, DM. The life cycle of Trypanosoma cruzi revisited. Inter.
J.Parasitol., v. 31, p.472-481, 2001.

WIESE, A.G., PACIFICL, R.EE. & DAVIES, K.J. Transient adaptation to oxidative stress in
mammalian cells. Arch. Biochem. Biophys., v. 318, 1.1, p. 231-240, 1995.

WILKINSON, S.R., MEYER, DJ. & KELLY, JM. Biochemical characterization of a
trypanosome enzyme with glutathione-dependent peroxidase activity. Biochem. J.,v.352,
p.755-761, 2000.

WILKINSON,S.; TEMPERTON, N.; MONDRAGON, A. & KELLY, J. Distinct
mitochondrial and cytosolic enzymes mediate trypanothione-dependent peroxide
metabolism in Trypanosoma cruzi. J. Biol Chem., v.275,n. 11, p.8220-8225, 2000a.

WILLIANS - BLANGERO, S., VANDEBERG, JL. & TEXEIRA, ARL. Attitudes
towards Chagas’ disease in an endemic Brazilian community. Caderno de Satdide Piblica,
v.15,n.1, p.7-13, 1999.

YAWETZ, A. & AGOSIN, M. Purification of the glutathione-S-transferase of T. cruzi.
Comp. Biochem. Phys., v.68B, p.237-243, 1991.

ZINGALES, B.; SOUTO, R.P.; MANGIA, RH,; LISBOA, C.V.;, CAMPELL, D.A;
COURA, J.R.; JANSEN, A. & FERNANDES, O. Molecular epidemiolgy of American
trypanosomiasis in Brazil based on dimorphisms of rRNA and mini-exon gene sequences
Inter. J. Parasitol, v. 28, p.105-112, 1998.

47



Anexo I
Comunicagdes em Congresso
1. Nacional

a. Moerisco, C.W., Finzi, JX., Lira, C.B.B., Netto, L.E.S. & Gadelha, F.R.
Hydrogen peroxide metabolism in Trypanosoma cruzi epimastigotes from
different phylogenetic lineages. XXIX Reunifio Anual da Sociedade
Brasileira de Bioquimica e Biologia Molecular, 2000. Caxambu.

2. Internacional

a. F.R. Gadelha, C.W.M. Chiavegatto, K.CF. Corat, Finzi, JK., Lira,
C.B.B., Lopez, J.A,, Colli, W. & M.J.M. Alves. Adaptation to oxidative
stress in Trypanosoma cruzi epimastigotes. 27™ Meeting of the
Federation of European Biochemical Societies. FEBS Journal 268 Suppl.
1 PS4-113, pg 126.

48



