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T.brucei: Trypanosoma brucei
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TeMPx: triparedoxina peroxidase mitocondrial
TD: tempo de duplicacéo

TSA: “tiol specific antioxidant”

TXN: triparedoxina

TXNPx: triparedoxina peroxidase



Resumo:

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) esta exposto a espécies reativas de oxigénio (EROs)
produzidas pelo sistema imunoldgico do hospedeiro, assim como pelo metabolismo de
drogas e pelo seu proprio metabolismo. Este parasita apresenta uma capacidade limitada em
lidar com esse estresse oxidativo, sendo esta drea de grande interesse para fins terap€uticos.
Uma cascata enzimatica para detoxificacdo de hidroperdxidos foi descrita para 7. cruzi,
sendo diferente de qualquer sistema andlogo no organismo hospedeiro. O estudo deste
sistema e das enzimas envolvidas, incluindo a triparedoxina peroxidase (TXNPx), poderdo
levar ao desenvolvimento de agentes tripanossomicidas mais especificos e portanto menos
toxicos para o hospedeiro.

Este trabalho explorou o comportamento de células de 7.cruzi mutantes que
possuem o gene da TXNPx citosolica superexpresso. Observou-se um grande aumento de
mRNA (158%) para as células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, sem o
acompanhamento do aumento de produgdo da proteina TXNPx, evidenciado por Western
blotting. Possivelmente a regulacdo da expressdo deste gene deve ocorrer a nivel pos-
transcricional, como na maioria dos genes em tripanossomatideos. Quando as c€lulas que
superexpressam a TXNPx foram tratadas com peroxido de hidrogénio (H,O,) durante 30
min, observou-se um grande aumento dos niveis de mRNA, mas a quantidade de proteina
traduzida nfio aumentou na mesma propor¢do. Altos niveis de mRNA correlacionados aos
niveis de proteina, foram observados em periodos de incubagdo maiores (1h — 2hs),
demonstrando que a proteina € traduzida de acordo com a necessidade do parasita.

As células que superexpressam a TXNPx apresentaram um maior indice de

crescimento, menor tempo de duplicagdo e uma maior resisténcia ao estresse oxidativo



gerado pelo HO0, (50% de inibigio do crescimento foi alcancada com 104pM para as
células selvagens e 125uM para as células mutantes).

A superexpressdo de uma uUnica proteina da cascata de detoxificacdo de
hidroperoxidos dos tripanossomatideos, neste caso a TXNPx, leva a um aumento na
produgdo de nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH)
(aproximadamente 23%). A enzima responsdvel por este efeito, foi a glicose 6-fosfato
desidrogenase (G6PD), primeira enzima da Via das Pentoses Fosfato, que produz NADPH.
Assim, como para as células de mamiferos existe uma correlaciio entre a atividade
aumentada da G6PD e a proliferagéio, o mesmo pode ocorrer para o 7. cruzi, uma vez que
as células que superexpressam a TXNPx citosélica apresentaram um indice de crescimento

maior, provavelmente devido a uma maior atividade da G6PD.



Summary:

Trypanosoma cruzi (T. cruzi) is exposed to reactive oxigen species (ROS) produced
by the host immunological system, drugs metabolism and from its own metabolism. This
parasite has a limited capacity to cope with oxidative stress, which is of great interest to
terapeutic. A hydroperoxide detoxification cascade, different from any similar system in the
host organism, was described for 7.cruzi. The study of this system and the involved
enzymes, including tryparedoxin peroxidase (TXNPx), can lead to the development of
more specific trypanosomicid agents less toxic to the host.

This work explored the behavior of 7. cruzi mutant cells, that have the cytosolic
TXNPx gene overexpressed. It was observed a great increase on mRNA (158%) levels in
pTEX-TXNPx transformed cells, without going along with the same increase on TXNPx
protein production, as detected by Western blotting. This result could be explained by the
regulation at the post-transcriptional level of this gene, as the majority of trypanosomatids
genes. When TXNPx overexpressed cells were treated with hydrogen peroxide (H,O,) for
30 min, a great increase on mRNA levels was observed, but protein translation did not
increase at the same proportion. Higher mRNA levels correlated to protein levels were
observed when the incubation period was longer (1h — 2hs), inferring that protem
translation occurs according to the parasite needs.

Cells that overexpress TXNPx had a greater growing index, a smaller duplication
time and a higher resistance to oxidative stress generated by H,O, (50 % of growth
inhibtion was achieved at 104uM for wild type and 125uM for mutant cells).

The overexpression of only one protein from the trypanosomatid hydroperoxide
detoxification cascade, in this case TXNPx, led to an increase in reduced nicotinamide

adenine dinucleotide phosphate (NADPH) production (23% approximately). The enzyme



responsible for this effect, was glucose-6-phosphate dehydrogenase (G6PD), the first
enzyme of the Pentose Phosphate Pathway, that produces NADPH. Once in mammalian
cells there is a correlation between increased G6PD activity and proliferation, the same

could occur in 7. cruzi since the cells that overexpress TXNPx had a greater growth index.



INTRODUCAO



1. Trypanosoma cruzi :

O Trypanosoma cruzi (T.cruzi) € o agente etiologico da doenca de Chagas. Pertence
a4 Ordem Kinetoplastida ¢ Familia Trypanosomatidae, sendo um organismo unicelular
caracterizado pela presenca de um tnico flagelo e pelo grande agregado de DNA

mitocondrial, o cinetoplasto (htpp://www.dbbm.fiocruz br/tropical/chagas/chapter html:

Rey, 1991).

No seu ciclo de vida, o T.cruzi apresenta diferentes estagios de desenvolvimento,
alternando entre um hospedeiro vertebrado e outro invertebrado. Na corrente sanguinea do
hospedeiro mamifero estdio presentes as formas tripomastigotas. O hospedeiro invertebrado
que se alimenta do sangue contaminado adquire os tripomastigotas que posteriormente se
diferenciam a amastigotas (forma replicativa), no intestino médio do inseto. Os amastigotas
comecam a estender seus flagelos ¢ ddo origem a uma forma intermediaria denominada
esferomastigotas, que se elonga dando origem a forma epimastigota. Esta tltima adere
hidrofobicamente a parede do intestino posterior do inseto, se diferenciando & forma
tripomastigota metaciclica, que infecta o hospedeiro vertebrado e nfo se replica. A forma
tripomastigota metaciclica se transforma em amastigota dentro das células do hospedeiro
vertebrado, multiplicando-se e transformando-se em tripomastigota. A célula acaba se
rompendo, liberando tripomastigotas ¢ amastigotas. Atingindo a corrente sanguinea, os
tripomastigotas podem infectar células de outros orgfos e tecidos (Tyler & Engman, 2001).

A doenga de Chagas, ou tripanossomiase americana, propagou-se no continente
americano entre pequenos mamiferos selvagens. Fatores bio-ecolégicos e socio-
econdmicos deixaram a populagdo rural em contato com o ciclo silvestre da doenca,

criando-se um ciclo doméstico (htpp://www.dbbm.fiocruz.br/tropical/chagas/chapter.html).

A doenca de Chagas atinge aproximadamente 20 milhdes de pessoas na América do Sul



(WHO, 1990) e com a migra¢&o rural-urbana este nimero pode crescer ainda mais. Regides
nfio endémicas como os Estados Unidos (Schummis, 1991) foram atingidas, provavelmente
através de transfusbes de sangue por imigrantes infectados. A transfusfio sanguinea é
considerada o segundo mecanismo mais importante de transmissio da doenga, sendo que o
tipo de transmissdo com maior prevaléncia se d4 pelo contato das mucosas com as fezes de

insetos triatomineos infectados (htpp://www.dbbm.fiocruz br/tropical/chagas/chapter.html).

Além destas vias de transmissdo, foi relatada também a transmissdo congénita (Brener,
1982), pelo transplante de orgfos (Chocain et al, 1985), por acidentes em laboratérios e
pelo leite materno (Amato Neto, 1984).

A cura para a doenga de Chagas ainda ndo foi encontrada. Ensaios clinicos
revelaram dois medicamentos propicios no tratamento da doenga: benzonidazol (do grupo
dos nitroimidazéis) e nifurtimox (do grupo dos nitrofuranos). A administraciio dessas
drogas diminui a parasitemia, porém o efeito supressivo ocorre somente na fase aguda da
doenga. Dentre os efeitos colaterais do nifurtimox, estfo: nauseas, vomitos, emagrecimento,
irritabilidade € insOmia, além de serem observadas propriedades mutagénicas e acfo
cancerigena em ratos (Rey, 1991). O benzonidazol apresenta efeitos colaterais
significativos, sendo o comprometimento renal o mais importante (Filardi & Brener, 1987).
O cristal violeta foi utilizado na profilaxia da doengca de Chagas transfusional (WHO,
1984), mas também os efeitos colaterais e a possibilidade de mutagenicidade limitaram o
emprego desse composto.

Tanto o benzonidazol, como o nifurtimox e o cristal violeta atuam através da
produgio de radicais livres, que podem também prejudicar o hospedeiro vertebrado,
explicando provavelmente os efeitos colaterais téxicos encontrados (WHO, 1984; Masana

et al, 1984).



2. Defesas antioxidantes do 7. cruzi:

Sendo parasitas, os tripanossomatideos sfo expostos inevitavelmente a varias
espécies reativas de oxigénio (EROs), como o radical sﬁperéxido é 0 composto perdxido de
hidrogénio (H>0,), formados durante a rea¢fo de defesa do hospedeiro (Nogoceke ef al,
1997). A habilidade em lidar com o estresse oxidativo é deficiente, quando comparada 2
dos mamiferos (Fairlamb & Cerami, 1992). Apesar de possuirem duas superdxido
dismutases dependentes de ferro, uma constitutivamente expressa (Fe-SODA), e outra
diferencialmente expressa (Fe-SODB) (Ismail et al, 1997), nfio existem relatos da presenga
de vitamina E, B-caroteno e xantina oxidase (Docampo, 1990).

Foi relatada a existéncia de tragos de catalase (Guerrero ef al, 1999), cuja caréncia
dessa enzima pode ser compensada parcialmente pela grande quantidade de glutationa S-
transferase (GST) presente nos tripanossomatideos (Yawtez & Agosim, 1981). As GSTs
tém uma grande especificidade por substratos, incluindo atividade de peroxidase para
hidroperéxidos de lipidios e detoxificagdo de um grande niimero de xenobiGticos (Fahey &
Sundquist, 1991). A conjugagdo de xenobidticos eletrofilicos com a glutationa é um
sistema de detoxificacdo importante nas células epimastigotas de 7T.cruzi (Yawtez &
Agosim, 1981). O envolvimento das GSTs na resisténcia adquirida as drogas tem sido
relatado (Black & Wolf, 1991), apresentando essas enzimas um papel especifico na
atenuagdo dos efeitos toxicos de drogas ativas através da formacio de radicais livres
(Callahan & Beverly, 1991).

A glutationa (GSH), principal composto antioxidante sulfidril das células de
mamiferos, estd presente no parasita em baixas concentracdes, estando a maior parte na

forma de tripanotiona (T(SH),;N1,N8-bis(glutationil) espermidina), que desempenha um



papel importante no sistema de defesa antioxidante dos tripanossomatideos (Fairlamb &
Cerami, 1992; Fairlamb et al, 1985). A sintese da tripanotiona ¢ catalisada pela tripanotiona
sintetase, uma enzima restrita aos tripanossomatideos (Henderson e al, 1990), que catalisa
a conjugacfio sequencial da glutationa, dependente de ATP, a ambos residuos amino
terminais da espermidina (Fairlamb et al, 1986).

Recentemente outro tiol, denominado ovotiol (N'-metil-4-mercaptohistidina), foi
identificado em todos os estagios do ciclo de vida de tripanossomatideos (Leishmania spp,
Crithidia fasciculata (C fasciculata), T.cruzi e Trypanosoma brucei (T.brucei)), agindo
como seqiiestrante ndo-enzimatico de H,O,. Neste caso a regeneracdo da espécie reduzida €
dependente do sistema tripanotiona/ tripanotiona redutase. O ovotiol estd presente em torno
de 1mM em cinco espécies de Leishmania promastigotas, ultrapassando o contetdo de
tripanotiona nessas espécies. Porém, no 7.cruzi, a concentragdo deste composto € em torno
de 0,25mM, ndo desempenhando grande papel no metabolismo de H,0,, fazendo-se
necessaria uma investigac@o a respeito do principal papel fisioloégico deste composto nestes
organismos (Ariyanayagam & Fairlamb, 2001).

Uma atividade sequiestrante de H,O, foi sugerida para o T.cruzi baseado no nivel de
ascorbato reduzido encontrado neste organismo (Clark er al, 1994). No entanto, esta
atividade tem sido atribuida a uma interacdo ndo enzimatica do dehidroascorbato com a
tripanotiona (Krauth-Siegel & Ludemann, 1996).

Um sistema utilizado para a eliminagio de hidroperéxidos em C. fasciculata
(Nogoceke et al, 1997), esta presente também em 7. cruzi (Lopez et al, 2000). Este sistema
¢ um dos mais complexos ja relatados, incluindo: tripanotiona redutase (TR), tripanotiona
(T(SH),), Cfl16, que possui similaridade com as tioredoxinas (Nogoceke ef al, 1997) e

corresponde a TXN (triparedoxina) em T.cruzi (Lopez et al, 2000), e a C£21, membro da



familia das peroxiredoxinas (Nogoceke et al, 1997), como a “thiol specific antioxidant”
(TSA), que corresponde a TXNPx (triparedoxina peroxidase) em T.cruzi (Lopez et al,

2000) (Figura 1).

NADPH ~. o TRa o /v T8 5 \\
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Figura 1: Esquema proposto para o fluxo de equivalentes reduzidos do NADPH
para o hidroperéxido em T.cruzi (Lopez ef al, 2000).

Na maioria dos eucariontes, a atividade peroxidase dependente de glutationa
desempenha um importante papel no metabolismo de peréxidos. Estudos demonstraram
que os tripanossomatideos ndo possuiam esta atividade (Fairlamb & Cerami, 1992). Porém,
foi isolado um gene cdpia unica de T.cruzi, que codifica uma enzima de 18kDa, cuja
seqiiéncia tem alta similaridade com a glutationa peroxidase de plantas (Wilkinson ef al,
2000). Essa enzima apresenta atividade de peroxidase na presenca de glutationa/glutationa
redutase, mas ndo na presen¢a de tripanotiona/tripanotiona redutase. A glutationa
peroxidase de 7.cruzi (TcGPXI) metaboliza uma grande variedade de hidroper6xidos, como
hidroperéxidos derivados de acidos graxos, mas ndo possui atividade frente ao peroxido de
hidrogénio. Assim, foi proposto um novo esquema para o metabolismo de peroxido

dependente de tripanotiona nestes parasitas (Figura 2) (Wilkinson e al, 2000).
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Figura 2: Esquema proposto para o metabolismo de peréxidos dependente de
tripanotiona: o dissulfeto de tripanotiona (TS;) é reduzido a dihidrotripanotiona
(T(SH),) pela tripanotiona redutase (TR), que ¢ dependente de NADPH.
Peroxiredoxinas (TPx) reduzem hidroperoxidos (ROOH) ao &lcool correspondente
(ROH) com gasto de dihidrotripanotiona, mas somente na presenca de triparedoxina
(TXN). Dihidrotripanotiona pode também interagir (*) com glutationa oxidada (GSSG)
via mecanisSmos enzimaticos € nio enzimaticos para gerar glutationa reduzida (GSH).
TcGPXI reduz hidroperdxidos com gasto de GSH (Wilkinson et al, 2000).

Além do sistema doador de elétrons proposto por Wilkinson e colaboradores (2000),
um gene codificante de tioredoxina foi recentemente clonado de T .brucei
(Reckenfelderbdumer et al, 2000). Esta proteina foi a primeira tioredoxina classica descrita
na ordem Kinetoplastida, caracterizada por uma seqiiéncia de 107 aminoacidos e expressa
em todos os estagios de desenvolvimento do parasita (Reckenfelderbdumer ef al, 2000).

Com a descoberta da tioredoxina em 7. brucei, pode-se sugerir que os tripanossomas
provavelmente desenvolveram dois sistemas (tioredoxina e triparedoxina) para prover
elétrons para a sintese de precursores de DNA, catalizando a reducéo da ribonucleotideo

sintetase, assim como no caso de outros organismos (Reckenfelderbdumer et al, 2000).



Uma proteina chamada Tc52, que foi identificada em 7.cruzi, compartilha
propriedades funcionais e estruturais com a familia das tioredoxinas e glutaredoxinas. Esta
proteina desempenha um papel importante na imunossupressdo associada ao T.cruzi
observada durante a doenca de Chagas. InvestigagSes complementares mostraram que um
novo gene (TcRGGm) a montante ao gene Tc52, tem motivos caracteristicos sugerindo que
o transcrito pode agir como uma proteina que se liga ao RNA. Encontrou-se também um
gene a jusante ao Tc52, que continha motivos conservados caracteristicos de dominio
deaminase presente em adenosina deaminases que agem no tRNA. Ak"tm dessas seqiiéncias
foi observado que as regides flanqueadoras 5° continham as seqii€éncias TATA e CAAT,
caracteristicas de regifio promotora de RNA polimerase II, porém a fungfio dessas

seqiiéncias ainda ndo foi esclarecida (Ouaissi ef al, 2000).

3. Triparedoxina peroxidase (TXNPx):

Recentemente, foram descobertas duas triparedoxina peroxidases em 7.cruzi, uma
mitocondrial (TcMPX) e outra citosolica (TcCPX) (Wilkinson et al, 2000). Estas enzimas
contém os dois dominios caracteristicos do subgrupo 2-Cys da familia peroxiredoxinas de
enzimas antioxidantes. Ambas apresentam 25kDa e em amostras nfo reduzidas ha o
aparecimento de banda de 50kDa, indicando a formag¢io de dimero. Diferem das enzimas
de mamiferos da familia das peroxiredoxinas, por serem dependentes de tripanotiona
(Wilkinson et al, 2000).

Devido a localizagsio dessas enzimas, sugeriu-se que a TcCPX poderia desempenhar
um papel importante como seqiiestrante de peréxidos, € a TcMPX, presente em uma maior
concentragdo na parte vicinal do cinetoplasto, deve proteger o DNA mitocondrial de danos

diretos ou indiretos mediados por perdéxidos (Wilkinson et al, 2000).



Uma vez que a TcMPX encontra-se na mitocondria, essa organela pode conter toda
a maquinaria necessaria para manter a TcMPX na forma reduzida, ou o ciclo redox deve ser
repartido entre citosol e mitocdndria. Ha evidéncias de que em T.brucei a enzima
tripanotiona redutase seja restrita ao citosol (Smith er al, 1991), e se este € o caso do
T.cruzi, pode haver a presenca de um transportador de tiol e/ou um sistema de redugéo
ainda nfo identificado (Wilkinson, ef al/ 2000).

Em T brucei também foi identificado um gene multicépia de triparedoxina
peroxidase, que apresenta similaridade com o da triparedoxina peroxidase citosolica de C.
Fasciculata, e um gene de simples copia que codifica uma proteina similar a triparedoxina
peroxidase citosolica, porém localizada na mitocondria (Tetaud et al, 2001), assim como
observado em 7.cruzi (Wilkinson, et al 2000).

Um gene denominado “metacyclogenin” foi caracterizado recentemente, sendo
diferencialmente expresso durante a metaciclogénese de T.cruzi (Avila et al, 2001). Este
gene ¢ encontrado em ao menos trés copias no genoma de T.cruzi, linhagem Dm28c, sendo
organizado em repeticdes em tandem de 2,8kb que incluem o gene da triparedoxina
peroxidase e um gene associado (AG). Andlise por Northern blotting € Western blotting
demonstraram que o mRNA do “metacyclogenin” embora detectado no RNA total dos
epimastigotas replicativos e diferenciados, era mobilizado para os polissomos e traduzido
somente nos epimastigotas diferenciados. O gene da TXNPx € expresso em epimastigotas
replicativos e diferenciados, porém a expressdo nos ultimos ¢ bem maior, podendo indicar
que a TXNPx também pode estar envolvida no processo de metaciclogénese (Avila et al,
2001).

Com respeito a estrutura dessa proteina, determinou-se através de métodos de

dispersdo de ondas um modelo decdmero para a triparedoxina peroxidase recombinante de
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C. fasciculata (Alphey et al, 2000). A estrutura quaterndria de dimero (forma oxidada)
passa a decamero (forma reduzida) (Figura 3), sendo que este tltimo arranjo 2-Cys pode
prevenir uma oligomerizacdo indiscriminada, possui dez sitios ativos € contribui para a
especificidade da redugfio pela triparedoxina, assim como para a atragfio de peréxidos para

o sitio ativo (Alphey et al, 2000).

Figura 3: Estrutura
secunddria da triparedoxina
peroxidase de C. fasciculata.
A: decAmero, mostrando as
subunidades nomeadas de A a J,
e os sitios ativos como esferas
amarelas. B: vistas ortogonais
do dimero A-B da proteina,
sendo que os sitios ativos estdo
como esferas amarelas (Cys52 e
Cys173’), N identifica o residuo
amino-terminal da  cadeia
polipeptidica. (Alphey ef al,
2000).

4. Biologia molecular dos tripanossomas:

O T.cruzi possui um conteido de DNA por célula que varia entre as diferentes
cepas, isolados e entre os clones derivados da mesma cepa. Em estudos de renaturagfo, a
complexidade do genoma foi estimada em 1,8 - 2,5 x 10® pares de base (pb). A quantidade

do DNA total (nuclear + cinetoplasto) varia de 0,12 a 0,33 pg por célula, entre diferentes
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cepas e entre clones isolados da mesma cepa

(htpp://www.dbbm fiocruz.br/genome/tcruzi/tcruzi. html).

O cinetoplasto é uma rede fibrosa de DNA (kDNA) que constitui de 20 a 25% do
DNA total do parasita e estd localizado na mitocondria. O kDNA corresponde a
aproximadamente 32% do DNA total (Kooy ef al, 1989). As moléculas de kDNA estdo
organizadas em minicirculos e maxicirculos associados. O tamanho e forma do kDNA
variam nos diferentes estagios de desenvolvimento do parasita, sendo que o seu papel ainda
ndo foi bem esclarecido. Existem evidéncias de que os minicirculos correspondem a 95%
do kDNA, possuindo em média 465bp (Clayton, 1988) e codificam proteinas pequenas cuja
importancia e existéncia ainda nfo se sabem. Os maxicirculos, devido ao seu tamanho e
peso molecular, 39Kb (Clayton, 1988), parecem codificar enzimas que participam do
metabolismo do parasita (htpp://www.dbbm.fiocruz. br/tropical/chagas/chapter. html).

O genoma do T.cruzi é composto por trés classes principais de sequéncias de DNA:
a) DNA codificante de proteina (genes de copia unica; familias de genes duplicados); b)
DNA de mltiplas cOpias em uma mesma sequéncia (genes que codificam proteinas e
RNAs, por exemplo: TRNA, medRNA, histona, tubulina, etc.); ¢) DNA repetitivo (micro e
minisatélites, elementos interespersados curtos e longos, transposons, retrotransposomns,
etc.). Além dessas sequéncias, sequéncias de DNA espagadoras ou conectoras podem ser
encontradas entres 0s genes, codificando proteinas ou RNAs

(htpp://www.dbbm fiocruz br/genome/tcruzi/teruzi. html).

Muitos genes de tripanossoma, como os que codificam proteinas endogenas,
antigenos, enzimas e proteinas estruturais, sdo arranjados como repeticdes miltiplas alelas,

existindo uma correlagdo entre o numero de cépias de um gene ¢ a quantidade de seu
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produto na célula. Proteinas altamente abundantes e RNAs sdo codificados por genes de

multiplas copias (htpp://www.dbbm fiocruz br/genome/tcruzi/teruzi.html).

Estudos moleculares indicam que a reprodugfio sexuada ndo ocorre, ou OCOITE MUIito
raramente, em I.cruzi, indicando que as variacdes biologicas e genéticas encontradas
podem ser explicadas pela evolugdio independente de miltiplas linhagens clonais (Souto et
al, 1996).

Unidades de transcri¢io eucaridticas, com genes simples ladeados por promotores
controlados individualmente, sdo excecdo nos tripanossomas. Os genes parecem estar
contidos dentro de longas unidades de transcricio policistronicas € os promotores estéo
distantes. Somente poucos promotores para codificacio de proteinas sdo conhecidos: os de
genes ribossomal, VSG e prociclina, encontrados em 7.brucei, e aqueles para genes de
RNAs pequenos (Vanhamme & Pays, 1995).

Apesar da transcrigdo priméria da maioria dos genes ser constitutiva e nfo regulada,
a maior parte dos genes ja estudados possuem modelos divergentes de expressdo individual
durante o ciclo de vida do parasita (Vanhamme & Pays, 1995; Gibson et al, 1988). O
controle da expressdo génica em tripanossomas parece operar a niveis pos-transcricionais
(Vanhamme & Pays, 1995).

Os mecanismos pelos quais a expressdo diferencial dos genes de tripanossomas
ocorre, parecem estar intimamente associados aqueles envolvidos na geragdo de RNAs
mensageiros maduros (mRNA). A maquinaria de processamento se liga a polipirimidina
localizada nas regides intergénicas do transcrito primario e cliva estas regides assim que
elas sdo sintetizadas. Os produtos liberados sdo modificados pela adi¢do de cap e
poliadenilagdo (Vanhamme & Pays, 1995). A adi¢fo de cap na extremidade 5’ ocorre

através de trams-splicing, onde uma fita lider modificada, impropriamente chamada de
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mini-exon, originada do processamento de um RNA doador (medRNA, 141 nucleotideos
em 7T.brucei), € adicionada a extremidade 5° (Bruzik & Steitz, 1990). A poliadenilagdo
ocorre a uma distdncia conservada do sitio splice (Vanhamme & Pays, 1995). Como o
processamento lida com seqiiéncias intergénicas (regides ndo traduzidas que ladeiam os
genes), estas sfo elementos chave na modulagio da abundancia de mRNAs (Vanhamme &
Pays, 1995).

Com o objetivo de se estudar melhor a expressfio de genes nestes parasitas, muitos
experimentos de transfeccdo foram realizados, sendo que para isso, algumas regras foram
estabelecidas: sitio de adic8io SL (splice leader, ou fita lider) deve estar a montante do gene
(para o trans-splicing) e o sitio aceptor splice deve estar a jusante do gene (para a
poliadenilagdo). Ja a necessidade de um promotor para a transcrigdo depende do
tripanossomatideo envolvido. Para T.brucei a presenga de um promotor criou niveis de
expressdo altissimos, mas em 7.cruzi e algumas espécies de Leishmania foram obtidos bons
resultados na expressdo de certos genes sem a presenga de um promotor (Teixeira, 1998).

A biologia molecular kdestes parasitas tem progredido rapidamente € com isso
ferramentas, como vetores de expressdo tém sido criadas especialmente para estes parasitas.
Kelly e colaboradores (1992) desenvolveram um vetor chamado pTEX, o qual foi
construido utilizando-se seqiiéncias flanqueadoras derivadas de dois genes gapdh, e para
ajudar na clonagem e permitir a selecdo de transformantes, um sitio de clonagem multiplo e
um marcador de resisténcia a droga (gene neo) foram incluidos. Observou-se que o
plasmideo se replica epissomalmente e se mantém estavel durante a presenga de sele¢io
exercida pela droga. E importante ressaltar que o pTEX pode ser utilizado para transfectar
T.cruzi e varias espécies de Leishmania, mas nfo T.brucei ou C. fasciculata (Kelly et al,

1992).
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As transformacdes genéticas t€m trazido uma grande quantidade de informacdes a
respeito da biologia destes parasitas, criando muitas possibilidades de manipulac@o de seus

genomas, auxiliando na busca da cura destas doengas.

5. Superexpressio de enzimas que agem na detoxificacdo de espécies reativas
de oxigénio em 7.cruzi:

A identificacfo e andlise das enzimas do 7.cruzi, que o protegem contra o estresse
oxidativo € de grande importdncia sendo esta uma area alvo para o desenvolvimento
terapéutico.

Investigacdes sobre o papel da enzima superdxido dismutase (SOD), que remove o
excesso de superdxido (O;7) via dismutacgfio para oxigénio e perdxido de hidrogénio, do
T.cruzi foram realizadas (Temperton et al, 1998). Uma atividade 5 a 8 vezes maior para a
SOD foi obtida em células de 7.cruzi que superexpressavam esta enzima (Temperton ef al,
1998), utilizando o vetor pTEX-SOD (Kelly ef al, 1992). As células mutantes apresentaram
uma sensibilidade duas vezes maior que as células controle aos efeitos ibitorios do
crescimento celular pela violeta genciana e benzonidazol (Temperton er al, 1998). Uma
explicacio provavel, por analogia com outros organismos como bactérias (Scott ef al, 1987,
Scott et al, 1989) e células de mamiferos (Amstad et al, 1991; Amstad et al, 1994), seria
que a geracio de O,  nas células que superexpressaram SOD causaria um desequilibrio no
sistema oxidativo do parasita, resultando em um aumento da velocidade de produgéo de
H,0,. Como a habilidade para metabolizar H,O, é limitada, o efeito tripanossomicida,
diretamente ou pela gerac@o de radicais hidroxila seria aumentado.

Alm disso, a SOD tem se mostrado capaz de catalisar a producio de radicais

hidroxila a partir de H>O, (Yim et al, 1990). Esta também seria a explicacfo principal para
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a sensibilidade a O," aumentada de E.coli que superexpressaram Fe-SOD (Scott ef al,
1987).

Outra enzima que foi superexpressa em tripanossomatideos foi a tripanotiona
redutase (Kelly ef al, 1993). A regido codificante da tripanotiona redutase foi amplificada
do DNA gendmico de Leishmania donovani (L.donovani) e clonada no vetor pTEX,
realizando-se a transfeccdo tanto em L. donovani quanto em T. cruzi. O crescimento das
células transformadas e selvagens foi igualmente sensivel a inibicio por nifurtimox,
nitrofurazona, violeta genciana ¢ H,0,. Estes experimentos sugerem que a habilidade de
regenerar dihidrotripanotiona a partir de tripanotiona dissulfeto ndio é um passo limitante no
metabolismo de H,O- (Kelly er al, 1993).

Os genes correspondentes & TcCPX e TcMPX, foram clonados no vetor pTEX e
observou-se que as linhagens de 7.cruzi (cepa CL Brener) que superexpressaram TcCPX ou
TeMPX, crescidas na presenca de H,O, e t-butil hidroperéxido, tinham uma
susceptibilidade muito menor que as células controle. Neste caso, as concentracdes de
peroxidos necessérias para inibir o crescimento celular em 50% (IC50), eram duas vezes
maior quando comparadas ao controle (Wilkinson et al, 2000). Essas enzimas sio capazes
de proteger os parasitas de peroxidos de origem endégena e exdgena. A susceptibilidade as
drogas benzonidazol e nifurtimox, permaneceu inalterada com relagdo as células selvagens.
A partir disso supds-se que o mecanismo de agfio dessas drogas nfio seja através de dano
mediado por peroxidos (Wilkinson et al, 2000), e sim pela diminuigio dos niveis de GSH,
como proposto por Maya e colaboradores (1997).

Ap6s a descoberta da enzima TcGPXI em T.cruzi (Wilkinson er al, 2000) que
também participa da cascata de detoxificagdo de hidroperéxidos, (Figura 2), o grupo de

Wilkinson e colaboradores (2002) superexpressou esta enzima e determinou sua
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localizagdo na célula. Os parasitas que superexpressaram a enzima tiveram um pequeno,
mais significante, aumento da IC50 com relacdo ao H,0O; e ao t-butil hidroperéxido, pérem
com relacdo as drogas benzonidazol e nifurtimox nﬁo I'IOUVB Adifereng;a significante. A
TcGPXI estd localizada no citosol e também no glicosomo, sendo que ela contém um
tripeptideo no terminal carboxilico que pode ser um sinal para o transporte desta proteina
para o glicosomo. Além disso, a atividade da TcGPXI também pode ser ligada a reducfo da
tripanotiona através de um caminho alternativo, envolvendo a proteina triparedoxina

(Wilkinson ef al, 2002).
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OBJETIVOS
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O gene que codifica a proteina TXNPx citosolica, foi escolhido para ser
superexpresso, pois esta proteina peg’cicipa de uma cascata de detoxificacio de
hidroper6xidos muito importante para o 7T.cruzi, que difere do metabolismo analogo no
hospedeiro, representando um bom alvo para a terapéutica.

Os objetivos do trabalho foram:

1. Obter os mutantes das células epimastigotas de 7.cruzi transfectados com o vetor
pTEX e pTEX-TXNPx;

2. Estudar os efeitos da superexpressio quando as células s@io submetidas ao pré-
tratamento com H,0,, com relacio aos niveis de mRNA e proteina. Estabelecer se o
tempo de tratamento influi na expressio da proteina TXNPx para as células
transformadas. Determinar a IC50 com relac¢do ao H>Oy;

3. Estabelecer se a eletroporagiio somente com o vetor pTEX pode causar mudangas
nas células, com relagfio as selvagens, estudando os mesmos pardmetros que foram
determinados para as células eletroporadas com o vetor pTEX-TXNPx;

4. Estudar possiveis relages da TXNPx com a via das pentoses fosfato, ja que a

cascata de detoxificagdo de hidroperéxidos se inicia com a doagfo de equivalentes

reduzidos do NADPH.

BIBLIOTECA CENTRAL
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MATERIAIS E METODOS
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1. Caltura de células epimastigotas de T.cruzi:

As células epimastigotas da cepa Y, foram crescidas & 28°C em meio LIT (68,4mM
de cloreto de sodio; 5,4mM de cloreto de potassio; 11,1mM de glicose; 56,4mM de fosfato
de sédio dibasico anidro; 0,5% de triptose; 0,5% de infus3o de figado; 20pg/mL de hemina;
pH 7.4) e 10% de soro fetal bovino inativado (Camargo, 1964). Ap6s 5 dias da inoculacio
de 5,2 x 10° células/mL em meio LIT, estas foram coletadas, por centrifugacio (1000 g
durante 5 min & 4°C) e lavadas uma vez com PBS (137mM de cloreto de sodio; 2,7mM de
cloreto de potassio; 8,1mM de Na,HPO, e 1,5mM de KH,PO, , pH 7,4) e uma vez com IB

(2mM de MgCly, 5mM de KCl, 80mM de NaCl, 16,2 mM de Na,HPO, pH 7,4, 3,8mM de

NaH,PO4, 50mM de glicose e 0,15% de BSA 1%).

A contagem de células foi feita em cAmara de Neubauer.

2. Cultura de bactérias E. coli da linhagem DH50.:

As bactérias foram cultivadas em meio LB (10g/L de triptona; 5g/L de extrato de
levedura; 10g/L de cloreto de sédio, pH 7,0 e 15g/L de agarose (para meio sélido). As
bactérias que tinham plasmideo com gene de resisténcia a ampicilina, foram crescidas em

meio LB acrescido de 20pg/ml de ampicilina (Sambrook & Russell, 2001).

3. Preparo de bactérias competentes:

As bactérias competentes da linhagem DHS5c foram feitas como previamente

descrito (Sambrook & Russell, 2001).
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4. Obtencio do gene da TXNPx:

O gene da TXNPx citosolica foi obtido no laboratério da Prof. Dra. Maria Julia
Manso Alves, na Universidade de S&o Paulo, no Instituto de Quimica, Departamento de
Bioquimica, pelo Prof. Jorge A. Lopez. Este gene foi amplificado através do DNA
gendmico de células epimastigotas de T.cruzi da cepa Y de acordo com descrito

anteriormente (Lopez er al, 2000), e clonado no sitio Sma 1 do vetor pUC18

(AmershamPharmacia).

S. Construcio dos vetores de expressdo:

O gene da TXNPx continha na sua extremidade 3’ sitio de restri¢io para Xho I e o
vetor pUC18 onde o gene estava clonado possuia sitio para Eco RI. A reagdio de corte, para
retirada deste gene do vetor pUC18, foi realizada utilizando 10U de Eco RI e 10U de Xho I
(ambas GibcoBRL®), 2 uL de tampéo 2 (GibcoBRL®), em um volume de 20uL, & 37°C por
2 hs. Para purificacdo do gene, fez-se uma eletroforese (Sambrook & Russell, 2001), em gel
de agarose de baixo ponto de fusdo (GibcoBRL®), separou-se a banda respectiva ao gene da
TXNPx e utilizou-se o Concert™ Rapid Gel Extraction System (GibcoBRL®), para retirada
do fragmento do gel. Em seguida, a reacio de ligagdo no vetor pTEX foi feita utilizando-se
6 vezes mais a quantidade em picomoles de vetor, para o gene ¢ 1U de T4 DNA ligase
(GibcoBRL®) (Sambrook & Russell, 2001).

Obtidos os vetores, uma reacdo de seqiienciamento foi feita para verificar a
integracdo do gene. Para a reacdo foi utilizado protocolo de acordo com o fabricante do

aparelho de sequenciamento (Perkin Elmer, 377) onde foi utilizado 3uL de tampdo de

seqilenciamento, 1pul. de Big Dye™(Perkin Elmer), 5 picomoles de primer (5°-
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CGCCTCGAGATGTCCTGCGGAGAC- 3%) e 300 a 400ng de DNA em um volume final
de 10uL. Os parametros para a programacio do termociclador (9700 Perkin Elmer) foram:
1 ciclo de 3 min a 95°C, 40 ciclos de 40 seg a 95°C, 30 seg a 50°C e 4 min a 60°C.

Esta parte do projeto foi realizada em colaboragdo com o Prof. Dr. Gongalo A.

Guimardes Pereira.

6. Transformacio das bactérias competentes e purificacio dos plasmideos
vetores:

A transformacio das bactérias da linhagem DHS5a foi feita por choque térmico
(Sambrook & Russell, 2001). A extragdo dos plasmideos das bactérias transformadas foi
realizada de modo a obter uma maior quantidade de DNA plasmidial, sendo que os vetores
utilizados nas eletroporagdes foram purificados em média escala (Sambrook & Russell,
2001).

Inoculou-se 50mL de cultura de bactéria em meio LB (10g/L de triptona; 5¢g/L de
extrato de levedura; 10g/L de cloreto de sodio, pH 7,0) na presenca de 50pg/mL de
ampicilina, durante 12 hs a 37°C. As células foram centrifugadas para a retirada do meio
LB, posteriomente ressupensas em 4mL de solugdo I (10mM de EDTA, 25mM de Tris-
HCL pH 8.0), adicionando-se 4mL de soluggo IT (0,2N de NaOH e SDS 1%), misturando-se
delicadamente e incubando-se a 0°C durante 10min. Adicionou-se 4mL de solugfio III (3M
de acetato de potassio e 11,5% de &4cido acético glacial), misturou-se o contetido e
centrifugou-se a 12000 g e 4°C por 30min. O sobrenadante foi transferido para outro tubo,
o DNA plasmidial foi precipitado com 2 vezes o volume de etanol absoluto e centrifugou-

se a 12000 g e 4°C por 30min, para a retirada do sobrenadante. Lavou-se o precipitado com



etanol 70%, centrifugando-se depois a 12000 g e 4°C por 10min, desprezando-se o
sobrenadante. O precipitado, depois de seco a temperatura ambiente foi ressuspenso em
500ul de agua ou TE (10mM de Tris-HCL pH 8,0 ¢ 1mM de EDTA) estéries. Os
plasmideos foram tratados com 2pl. de RNAse (concentracdo da solugdo estoque:
10mg/mlL) durante 40min a 37°C e posteriormente purificados com fenol/ cloroférmio

(Sambrook & Russell, 2001).

7. Eletroporacio das células de T.cruz:

Este método e o tamp@o de eletroporagdo foram adaptados por Wilkinson e
colaboradores (de acordo com comunicagio pessoal), do método ja descrito anteriormente
(Van den Hoff ef al, 1992). Células epimastigotas da cepa Y de T.cruzi, em fase logaritmica
de crescimento, foram lavadas duas vezes com PBS e posteriormente lavadas e
ressuspensas em tampéo “cytomix” (2mM de EGTA; 120mM de KCI; 0,15mM de CaCly;
10mM de solu¢do KoHPOL/ KH,PO4 ; 25mM de Hepes; SmM de MgCl,.6H,0; 0,5% de
glicose; 100pug/mL de BSA e 1mM de hipoxantina; pH 7,6) numa concentragio final de 5 x
10® células/mL. As células foram colocadas em cubeta de 0,4cm ou 0,2cm, adicionando-se
50 a 100ug de plasmideo, submetidas a 2-3 pulsos de 2,0kV e 10uF no aparelho Biorad
Gene Pulser II, e deixadas por 5 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as células
foram colocadas em 10mL de meio LIT e apds 2 dias foi feito repique na proporg¢do 1:10
(geralmente 1mL de cultura mais 9 mL de meio LIT) na presenca de antibidtico G418
(Geneticin, GibcoBRL®). Para os vetores epissomais, no caso pTEX e pTEXTXNPx,
utilizou-se uma concentracdo de 200pg/ml de G418. As células foram mantidas neste meio

até observar-se a presenca de células resistentes, em torno de 4-6 semanas.
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8. Analise do DNA de T.cruzi por Southern blotting:

A extragdo do DNA de células de T.cruzi foi realizada através do método da
proteinase K (Blaxter, M. L. ef al, 1988). O Southern blotting foi realizado através do
método de sonda fria, de acordo com protocolo do produto, Random Primer Fluorescein

Labeling Kit com Antiflourescein —AP (NEN® Life Science Products).

9. Analise do RNA de T. cruzi por Northern blotting:

A extragiio do RNA de células de T.cruzi foi feita utilizando TRIZOL REAGENT
da Life Technologies. O Northern blotting foi realizado através do método de sonda fria, de
acordo com protocolo do produto, Random Primer Fluorescein Labeling Kit com
Antiflourescein —AP (NEN® Life Science Products).

A densitometria das bandas foi determinada utilizando-se o programa ImageMater®™

Total Lab, versdo 1.0 da Amershan Pharmacia Biotech.

10. Obtenc¢iio do gene neo para confirmar a transformacio:

Para obten¢do da sonda do gene neo, foram construidos primers (ATGGGATCG
GCCATTGAACAAGATGG ¢ TCAGAAGAACTCGTCAAGAAGGCG) e foram feitas
reagbes de PCR, utilizando como molde 0,5 e 1ug do vetor pTEX; 37,5 picomoles de cada
primer; SmM de dN7¢’s; 2,5U de Tagq Polimerase e tampéo para Tag 1x (GibcoBRL®);
50mM de Mg®*; em um volume final de 20uL. Os pardmetros para a programacio do
termociclador (Robocycler gradient 96, Stratagene) foram: 25 ciclos de 1min a 95°C, 1min
a 65°C e 1min a 72°C e apds estes 25 ciclos o aparelho era programado para ficar a 6°C,

para o término da reagdo. Aplicou-se o volume de reacdio em um gel de agarose de baixo
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ponto de fusdo e extraiu-se o fragmento de 803pb através do Concert™ Rapid Gel

Extraction System (GibcoBRL®).

11. Incubacio das células de T.cruzi com H,0,:
Células com 5 dias de crescimento foram lavadas uma vez com PBS e uma vez com
IB, sendo ressuspensas em neste ultimo na concentragiio de 5,2x10%¢élulas/mL, na presenca

de 0 2 200uM de H>0, a 28°C, pelos tempos descritos nas legendas das figuras.

12. Preparo de lisado de T.cruzi para Western Blotting:

Os lisados foram preparados a partir de 5,2x10° células/mL que eram incubadas de
acordo com o descrito no item 11 de Materiais e Métodos, em um volume final de 40mL de
IB.

Depois de lavadas com PBS, as células foram ressuspensas em 60ul. de PBS, e a
um volume de 15uL de amostra adicionava-se 0 mesmo volume de tampédo de amostra, que
continha 0,02% de azul de bromofenol e 4% de B-mercaptoetanol, diluidos em uma
solu¢do-mde composta de 32,9% de tampio C (0,5M de Tris-Cl pH 6,8 e 0,45 de SDS),
39,5% de glicerol, 26,3% de SDS 20% e 1,3% de EDTA 0,2M. Para dosagem de proteina
(método de Biureto na presenca de 0,2% de deoxicolato) foi utilizada amostra que ndo foi
ressuspensa no tampéo descrito (Gornal ef al, 1949).

Antes da aplicagdo no gel o lisado foi incubado por 10min 2 100°C.
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13. Western blotting:

A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida NuPage Gel 10% BT 10 no sistema
Xeell 1TT™ Mini Cell (Novex™), tendo como tampfio de corrida solugdo de 2,3mM de
MES, 2,5mM de Tris, pH 7,3, 0,15mM de SDS e 0,04mM de EDTA filtrada na hora do
uso. Condices de corrida: 200V, 120mA durante 35 min.

A transferéncia foi realizada para uma membrana de nitrocelulose, nas condigdes
descritas acima, exceto para o tempo que foi de 70min. O tampdo de transferéncia era
composto de 12mM de Tris Base, pH 8,3, 96mM de glicina e 0,2M de metanol.

Apbs a transferéncia, a membrana foi neutralizada com 4% de leite em p6 desnatado
diluido em PBS, durante 30 min e depois incubada durante 16 hs com anticorpo primério
(contra triparedoxina peroxidase de 7.cruzi numa diluicio de 1:630 em PBS/ 0,1%Tween
20).

Depois de incubada com o anticorpo primario a membrana foi lavada com PBS/
0,1%Tween 20, mcubada por 1 h com anticorpo secundario (anti-camundongo IgG - Sigma
A3562) numa dilui¢do 1:2500 em PBS/ 0,1% Tween 20 e posteriormente lavada com PBS.

Antes da revelagdo para fosfatase alcalina, a membrana era mergulhada durante
10min no tampao Tris/ Na'/ Mg® (100mM Tris-Cl, pH 9,5, 100mM NaCl e 5SmM MgCl).
Em seguida, descartou-se este tampao e adicionou-se a solugfio reveladora feita a partir de
10mL do tampdo Tris/ Na*/ Mg®* mais 33pL de BCIP (5-bromo-4 cloro-3-indolil-fosfato,
50mg/mL) (Biorad-CA, EUA) e 66pul. de NBT, (“nitroblue tetrazolium”, 50mg/mlL)
(Biorad-CA, EUA).

A densitometria das bandas foi determinada utilizando-se o programa ImageMater®

Total Lab, versdo 1.0 da Amershan Pharmacia Biotech.
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14. Obtencio do anticorpo primario policlonal para Western Blotting:

Realizaram-se imuniza¢Ges com 3 a 30ug da proteina TXNPx recombinante de
T.cruzi, administrada em adjuvante de Freund completo no primeiro inéculo e adjuvante
incompleto nos indculos subseqiientes. As imunizagdes foram feitas em intervalos de 7 e 15
dias em camundongos, sendo a rota intraperitonial. Apés 6 imunizacdes o camundongo foi
sangrado por puncfo do plexo radial. O sangue coletado foi coagulado a 37°C por 1h,
permanecendo depois a 4°C durante a noite. O soro foi coletado por centrifugacdo a 2500
rpm e armazenado a 20°C. Este anticorpo foi obtido pelo Prof. Dr. Jorge A. Lopez no

laboratorio da Profa. Dra. Maria Julia Manso Alves, no Depto. de Bioquimica do IQ-USP.

15. Determinacio da producio de NADPH através da medida da atividade das
enzimas da Via das Pentoses Fosfato:

As enzimas glicose 6-fosfato desidrogenase (G6PD) e 6-fosfogluconato
desidrogenase (6PGD), que fazem parte da Via das Pentoses Fosfato e que sdo responsaveis
pela producdo de NADPH, tiveram suas atividades determinadas através da quantidade de
NADPH produzida por minuto. Este método foi padronizado para as células de 7. cruzi
(Pereira, 2000), baseando-se no método descrito por Cronin e colaboradores (1989).

As células foram lavadas uma vez com PBS e uma vez com IB, contendo 1mM de
DTT e ressuspensas neste IB contendo inmibidor de proteases (Cocktaill Set III,
Calbiochem®). A quantidade de inibidor era calculada a partir da leupeptina presente, onde
eram adicionados 80uM de leupeptina para em torno de 400 x 10° células (Cronin et al,
1989).

Ao meio de reacdo (50mM de Tris-HCL, pH 7,6, 50mM de KCl, 0,1% de Triton X-

100) foram adicionados NADP" (250uM), MgClL, (2mM), glicose 6-fosfato (1ImM), 6-
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fosfogluconato (ImM), e 2 x 10° células/mL. A producdo de NADPH total era observada
através de espectrofotometria a 340nm. A atividade da enzima 6-fosfogluconato
desidrogenase foi obtida através da quantidade de NADPH produzida por min, na auséncia
de glicose 6-fosfato. A atividade da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase foi obtida
através da subtracio da quantidade de NADPH obtida somente através da 6-fosfogluconato

desidrogenase da quantidade total produzida por min (Cronin et al, 1989).

16. Analises estatisticas:

As analises foram realizadas utilizando-se o programa Graphpad Instat. Os valores
de probabilidade, p<0,05 foram considerados significativos. Quanto as analises

comparativas, foi aplicado o teste “One way-Anova”
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RESULTADOS
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1. Obtencio dos vetores de expressio:
Construiu-se o vetor pTEX-TXNPx (Figura 4) extraindo-se o gene TXNPx do
plasmideo pUC18TXNPx através da digestdo com as enzimas de restriciio Eco Rle Xho 1, e

posterior ligagdo ao vetor pTEX, de acordo com o descrito em Materiais € Métodos.

N
GAFDH
upstream

GAPDH
pTEX - TXNPx intergenic

GATPDH downstream

Figura 4: Vetor de expressio pTEX-TXNPx. O
gene TXNPx foi clonado nos sitios de restrigdo Eco
RI e Xho 1 conforme descrito em Materiais e
Meétodos.

A ligacdo foi confirmada pela reacdio de segiienciamento (377, Perkin Elmer) do
vetor obtido, onde se obteve identidade com o gene TcCPX (triparedoxina peroxidase
citosolica de 7. cruzi, mimero de acesso no GenBank™: AJ012101) maior que 80%.
Através de reagio com as enzimas de restricdo Eco Rl e Xfo I que produziu fragmento do
tamanho exato do inserto clonado (dado confirmado posteriormente também através de

Southern blotting a partir de DNA total de células de 7. cruzi transformadas, Figura 6)

também pdde se observar que houve a ligagdo do inserto ao vetor (dado nfo mostrado).
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2. Confirmaciio da obtencio de células de 7.cruzi transformadas:

Células na concentragio de 5x10° células/mL em tampdo “cytomix” foram
eletroporadas, de acordo com o descrito em Materiais e Métodos, na presenca de 100pg do
vetor pTEX, e também na presenca de 100pg do vetor pTEX-TXNPx.

Células resistentes ao antibidtico G418 foram obtidas apés 5 semanas da
eletroporagdo. O DNA das células foi extraido, digerido “overnight” com a enzima SSt I
(enzima que corta uma vez no vetor pTEX) confirmando-se a transformacio através de
Southern blotting, utilizando como sonda o gene neo, presente somente nas células
transformadas (Figura 5). Outra parte do DNA foi digerido “overnight” com Eco RI e Xho
I, enzimas que cortam exatamente nas extremidades 5° e 3’ respectivamente do gene
TXNPx , que foi inserido no vetor pTEX, sendo este inserto ausente nas células que ndo
possuem o vetor pTEX-TXNPx. Confirmou-se a presenca desse inserto nas células
transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, através de Southern blotting utilizando como

sonda o gene da TXNPx (Figura 6).




Figura S: Southern blotting, utilizando como sonda o gene neo, de
acordo com o descrito em Materiais e Métodos. A: Gel de DNA. Coluna
1: DNA A Hindlll, Coluna 2: vetor pTEX, 10ug de DNA digerido com
enzima Sst 1, de células de 7.cruzi epimastigotas cepa Y, coluna 3: tipo
selvagem, coluna 4: transformadas com o vetor pTEX e coluna 5:
transformadas com o vetor pTEX-TXNPx. B: Southern blotting,.
Coluna 1: vetor pTEX, coluna 2: DNA de células de T.cruzi
transformadas com o vetor pTEX e coluna 3: DNA células de 7. cruzi
transformadas com o vetor pTEX-TXNPx.

Lod

O]



it e 20Kb

692pb

Figura 6: Southern blotting utilizando como sonda o gene TXNPx, de
acordo com o descrito em Materiais e Métodos. A: Gel de DNA. Coluna 1:

DNA i Hindlll, Coluna 2: inserto TXNPx, 10ug de DNA digerido com as
enzimas Eco Rl e Xho 1 de células de 7.cruzi epimastigotas cepa Y, coluna
3: transformadas com o vetor pTEX, coluna 4: transformadas com o vetor
pTEX-TXNPx. B: Southern blotting, Coluna 1: inserto TXNPx, coluna 2:
DNA das células transformadas com o vetor pTEX e coluna 3: DNA das
células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, onde se evidencia banda
em torno de 692pb, de mesmo tamanho do inserto.

3. Compara¢io da expressio de TXNPx nas células de T.cruzi selvagens e
transfectadas com os vetores pTEX e pTEX-TXNPx:

Com a finalidade de se estabelecer esta comparagdo entre as células mutantes e
selvagens, conforme a concentragdo de H,0,, as células foram pré-incubadas durante
30min, na auséncia de H>O», ou na presenga de 100 ou 200uM deste composto, de acordo
com o descrito em Materiais e Métodos. Posteriormente, extraiu-se o RNA total das células
e preparou-se lisados para andlise por Western blot.

Para o gel de RNA foi aplicado aproximadamente 7ug de RNA total (concentracdo
das amostras determinada através de espectrofotometria), procedendo-se a transferéncia
para uma membrana de nylon (Hybond N"), de acordo com o descrito em Materiais e

Métodos (Sambrook & Russell, 2001). As intensidades das bandas observadas no gel de
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RNA (Figuras 7 A e 8A) e as intensidades das bandas obtidas no Northern blotting (Figuras
7 B e 8B), onde a hibridagio foi feita com o gene TXNPx marcado com reagente
quimioluminescente, conforme descrito em Materiais e Métodos, foram calculadas com o
auxilio do programa ImageMater™ Total Lab, versdo 1.0 da Amershan Pharmacia Biotech.
A partir dos valores obtidos para as intensidades observadas no gel de RNA fez-se uma
correcdo dos valores obtidos no Northern blotting, considerando-se as diferencas na
quantidade aplicada de RNA.

Para o Western blotting, a transferéncia foi feita para uma membrana de
nitrocelulose e para detectar-se a proteina TXNPx, utilizou-se anticorpo anti-TXNPx

citosdlica de T.cruzi (Figuras 7D, 7E , 8 D e 8 E).
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Figura 7: Anilise da expressio da TXNPx conforme a concentraciio de H,0,, através de Northern
blotting e Western Blotting, das células de T.cruzi selvagens () e transformadas com os vetores
pTEX (%) e pTEX-TXNPx (). 5,2x 10° células/mL foram tratadas com diferentes concentragdes de
H,O, e incubadas por 30min a 28°C, posteriormente extraiu-se o RNA total e obteve-se o lisado
proteico. Colunas 1, 2 e 3: células Y selvagens, colunas 4, 5, 6: transformadas com pTEX e colunas 7,
8 e 9: transformadas com pTEX-TXNPx. Pré-incuba¢do sem H,O,: colunas 1, 4 e 7, pré-incubagio
com 100pM de H,O,: colunas 2, 5 ¢ 8, ¢ com 200pM de HO,: colunas 3, 6 ¢ 9. A. Gel de RNA, 7ug
RNA total por coluna. B. Northern blotting. C. Anilise da expressdo, com o auxilio do programa
Image Master Total Lab, versdo 1.0 da Amersham Pharmacia Biotech. D. Western blotting, 60pg de
proteina total por coluna. E. Andlise da quantidade de TXNPx, através do programa Image Master
Total Lab, versdo 1.0 da Amersham Pharmacia Biotech. A intensidade das bandas foi normalizada a
partir da intensidade da banda da coluna 1, considerada 100%.
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Através da analise das bandas obtidas no Northern blotting (Figura 7 C), pode-se
observar que as células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, apresentaram altos
niveis de mRINA referentes a proteina TXNPx. Ocorreﬁ um auménto de mRNA em torno
de 158% a mais que a selvagem. Quando as células transformadas com pTEX-TXNPx
foram tratadas com H,O, esta diferenca aumentou para 221% e 232% referente ao
tratamento com 100 e 200uM, respectivamente. As células transformadas com o vetor
pTEX também apresentaram uma maior nivel do mRNA da TXNPx, 29% com relagfo a
selvagem, e quando tratadas com H»O, esta diferenca ficou em torno de 40%. Comparando-
se as células selvagens que nfo sofreram tratamento com H,O, com as selvagens que
sofreram, nfio se observou uma diferenca significativa na quantidade de mRNA da TXNPx
(em torno de 10%)).

No Western blotting a quantidade de TXNPx que foi traduzida nfio correspondeu a
quantidade de mRNA. As células que superexpressaram a TXNPx, quando comparadas as
selvagens ndo tratadas, atingiram um aumento de 17%, 22% e 48% na quantidade de
TXNPx, sem terem sofrido tratamento, sendo tratadas com 100uM e 200uM de H,O,,
respectivamente. As transformadas com pTEX apresentaram um aumento de 6%, 15% e
24% de TXNPx, comparadas as selvagens, sem terem sido tratadas, tratadas com 100uM e
200uM de H>O0», respectivamente. Ja para as células selvagens observou-se um aumento da
quantidade de TXNPx, com relagdo as mesmas nfo tratadas, de 10% e 22%, para o
tratamento com 100pM e 200uM de H,0,.

Através da comparagfio dentro de um mesmo grupo de células, pdde-se dizer que
dentre as células selvagens e as transformadas com o vetor pTEX, ndo observou-se uma
diferenca muito grande nos niveis de mRNA da TXNPx, quando houve o tratamento com

H,0, durante 30min. Para as células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx esta
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diferenca foi significativa, 63%, comparando-se as células tratadas com 100uM de H,O, e
ndo tratadas, aumentando para 74% quando as células foram tratadas com 200uM de H,0,.
Quanto a TXNPx que foi traduzida, para as células selvagens observou-se um aumento de
10% ap6s tratamento com 100uM de H,O, e de 22% ap0s tratamento com 200uM de H,O,.
As células transformadas com pTEX comportaram-se de modo semelhante as selvagens,
pois quando tratadas com 100uM de H,0, aumentaram em 10% a quantidade de TXNPx, e
quando foram tratadas com 200uM de H,O, o aumento foi de 19%. J4 as células
transformadas com pTEX-TXNPx, apds o tratamento com 100uM de H,0,, praticamente
nfo aumentaram a produc@io de TXNPx (4,5%), porém quando tratadas com 200uM de
H,0,, houve um aumento de 30%.

Com o intuito de se observar a influéncia do tempo de tratamento com perdxido na
expressdo desta proteina, as células foram incubadas com a maior concentragdo de peréxido

utilizada no experimento anterior (200uM) durante 1h e 2 hs (Figura 8).
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Figura 8: Analise da expressio da TXNPx, conforme o tempo de tratamento, através
de Northern blotting ¢ Western Blotting, das células de T.cruzi selvagens (&),
transformadas com os vetores pTEX () e pTEX-TXNPx (#). 5,2x 10° células/mL
foram tratadas com 200uM de H,O; e incubadas durante 1 e 2 hs a 28°C, posteriormente
extraiu-se 0 RNA total e obteve-se o lisado proteico. Colunas 1 e 2: células Y selvagens,
colunas 3 e 4: transformadas com pTEX e colunas 5 e 6: transformadas com pTEX-
TXNPx. Tempo de incubacfo de 1 h: colunas 1, 3 e §, e tempo de incubagdo de 2 hs:
colunas 2, 4 ¢ 6. A. Gel de RNA, 7ug RNA total por coluna. B. Northern blotting. C.
Analise da expressdo, com o auxilio do programa Image Master Total Lab, versdo 1.0 da
Amersham Pharmacia Biotech. D. Western blotting, 60ug de proteina total por coluna. E.
Andlise da quantidade de TXNPx, através do programa Image Master Total Lab, versdo
1.0 da Amersham Pharmacia Biotech,. A intensidade das bandas foi normalizada a partir
da intensidade da banda da coluna 1, considerada 100%.

Apos 1 h de incubagio das células com 200uM de H,0,, as transformadas com o

vetor pTEX-TXNPx tiveram um aumento de mRNA referente a TXNPx, com relacdo as
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células selvagens tratadas por 1h, igual a 42% e ap0s 2 hs esta diferenga passou para 95%
(Figura 8 C). Um aumento semelhante ao observado para 0 mRNA foi observado para a
quantidade de TXNPx produzida, apés 1h de tratamento, que foi de 40%, e apés 2h houve
um aumento de 77% desta proteina (Figura 8 E). As células transformadas com o vetor
pTEX também apresentaram um aumento do mRNA comparadas as selvagens, 19% com o
tratamento de 1 h e 40% com o tratamento de 2 hs, e o valor obtido para as mesmas
amostras, para a quantidade de TXNPx foram de 24% e 34%, respectivamente. Pode-se
observar também para as c€lulas selvagens que a quantidade de mRNA foi semelhante a
quantidade traduzida para proteina, pois apds 2 hs de tratamento obteve-se um aumento de
20% para o mRNA e 15% para a TXNPx.

Comparando-se células de mesmo grupo entre si, observa-se que as transformadas
com o vetor pTEX-TXNPx ap6s 2hs de tratamento com 200uM de H,0,, aumentam a
produgdo do mRNA, em 53% comparadas com as mesmas tratadas por lh. As
transformadas com pTEX aumentaram os niveis de mRNA em 22% e as selvagens
aumentaram em 20%. Quanto a quantidade de TXNPx, as transformadas com o vetor
pTEX-TXNPx tratadas por 2 hs com 200uM de H,0,, possuiam 37% de TXNPx a mais
que as mesmas c€lulas tratadas por 1h. As transformadas com pTEX tiveram um aumento

de 10% e as selvagens 15%.
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4. Curva de Crescimento e determinacio da 1C50:
A curva de crescimento das células contendo os vetores e a controle foi determinada

para se estabelecer se havia alguma diferenca no crescimento (Figura 9), de acordo com o

descrito em Materiais e Métodos.
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Figura 9: Curva de crescimento. 52 x 10° células/mL foram incubadas
a 28°C em meio LIT. Nos dias especificados, aliquotas foram retiradas € o
numero de células foi determinado pela contagem em Céamara de
Neubauer. (#) células Y selvagens, (¢) células transformadas com pTEX e
(®) células transformadas com pTEX-TXNPx. Os resultados sdo médias de
dois experimentos = SD (feitos em duplicata).

Observa-se que as células que receberam o vetor pTEX-TXNPx tiveram um maior
crescimento comparado com as que receberam o vetor pTEX e as células selvagens. E

importante salientar que as c€lulas transformadas tanto com pTEX quanto pTEX-TXNPx,
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nfo apresentaram nenhuma mudanca morfologica, comparadas as selvagens. O indice de

crescimento (InC) foi calculado a partir da formula (Martinez-Diaz et al, 2001):

*Numero final de parasitas
InC=

Némero inicial de parasitas

* O numero final de parasitas considerado foi o numero de parasitas atingido no oitavo dia,

com excecgdo das células selvagens, onde se considerou o sétimo dia.

Através da curva de crescimento (Figura 9) também foi determinado o tempo de

duplicacdo (TD) de acordo com a férmula (Toma et al, 2000):

In 2 (T2 -T1)
TD =

2,3 log (N1/NO)

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- nimero de parasitas em T1.

Os valores obtidos para o InC e o TD estfo na Tabela 1.
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Tabela 1: Indice de crescimento (InC) e tempo de duplicaciio (TD). Resultados
obtidos a partir da curva de crescimento (Figura 9).

Células InC TD (hs)
Y selvagens 8,14 £ 0,61 96,51 £0.82
Y transformadas com pTEX 11,54 +£1,07 * 89,51 £6,24 ns
Y transformadas com pTEX-TXNPx 15,02 £ 1,51%** 59,10+ 4,95%**
*%

Para o InC: *** p<0,001 comparado as células selvagens, **p<0,01 comparado as células
transformadas com pTEX, *p<0,05 comparado as células selvagens. Para o TD, ***p<0,001

comparado as células selvagens e transformadas com pTEX e ns: p>0,05 comparado as
células selvagens.

As células que superexpressam a TXNPx apresentaram um maior InC e menor TD,
comparadas as selvagens e as transformadas com pTEX. J4 as transformadas com o vetor
pTEX apresentaram um InC um pouco maior que o InC para as células selvagens, porém
com relagdo ao TD, ndo houve diferenca significante entre estas células e as células
selvagens.

Para a determinagdo da IC 50 as células foram pré-incubadas com H,0O, nas
concentracdes de 0 a 200uM, de acordo com o descrito em Materiais e Métodos € os

calculos foram feitos de acordo com o descrito por Kelly e colaboradores (Kelly et al,

1993) (Tabela 2).
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Tabela 2: Concentragio de H,O; capaz de inibir 50% do crescimento
dos parasitas (IC50). As células (5,2x10° células/mL) foram tratadas com
diferentes concentra¢des de H,O, e incubadas por 30min a 28°C. Apés este
periodo foram centrifugadas e ressuspensas em meio LIT. Aliquotas foram
retiradas no quinto dia de cultura para se determinar o niimero de células. Os
resultados sdo média de dois experimentos + SD (feitos em duplicata).

Células IC50 (uM)
Y selvagens 103,7+£3,0
Y transformadas com pTEX 104,4+25 ns
Y transformadas com pTEX-TXNPx 1250+ 0,1 **

**p<0,01 comparado as células selvagens e transformadas com pTEX, ns: p>0,05
comparado as células selvagens.

As células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, se mostraram menos

susceptiveis a0 H,O,, apresentando um valor de IC50 aproximadamente 25% maior,

quando comparado as células selvagens.

5. Determinacéo da producio de NADPH:
Com o objetivo de se determinar a influéncia da superexpressio da TXNPx na
produgdo de NADPH, composto que inicia a doagfo de equivalentes reduzidos na cascata

de detoxificagdo de hidroperéxidos de T.cruzi (Figura 2), avaliou-se a atividade das

enzimas da Via das Pentoses Fosfato (Figura 10).
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Figura 10: Produ¢io de NADPH através da VPF de 2 x 10°
células/ mL de T.cruzi selvagens (=), transformadas com os
vetores pTEX (%) e pTEX-TXNPx (®). Acompanhou-se a
mudan¢a da absorbancia a 340nm de acordo com o descrito em
Materiais e Métodos e calculou-se a concentragio de NADPH
utilizando-se o coeficiente de extingdo, 6,22 x 10° M' cm’
(Ariyanayagam & Fairlamb, 2001). Os resultados sio médias de trés

experimentos + SD (feitos em duplicatas). Para a atividade total: » p>0,05
comparado as células selvagens e **p<0,01 comparado as células selvagens e
transformadas com pTEX; para a 6PGD: e p>0,05 comparado as células selvagens
e as transformadas com pTEX e *p<0,05 comparado as células selvagens e para a

G6PD: **p<0,01 comparado as células selvagens e transformadas com pTEX e e
p>0,05 comparado as células selvagens.

As células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx produziram uma maior
quantidade de NADPH total por minuto, 3,55uM/min, enquanto que as células selvagens
produziram 2,77puM/min e as células transformadas com pTEX produziram 2,45 uM/min. A
enzima que contribuiu com este aumento foi a glicose 6-fosfato desidrogenase, cuja
atividade foi de 1,46uM de NADPH/min para as células que superexpressam a TXNPx e
0,61uM de NADPH/min para as outras células. A atividade da 6-fosfogluconato

desidrogenase para as células mutantes permaneceu semelhante as células selvagens.
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Como parasita, o T.cruzi estad exposto ao estresse oxidativo, causado pelo seu
metabolismo, pelo sistema imune do hospedeiro e pelo metabolismo das drogas utilizadas
no tratamento da Doenga de Chagas (Nogoceke ef al, 1997). Sendo a habilidade deste
parasita em lidar com este estresse deficiente (Fairlamb & Cerami, 1992) e o sistema de
detoxificacdo de hidroperéxidos diferente do hospedeiro (Wilkinson er al, 2000), € muito
importante o estudo das enzimas e proteinas envolvidas nestes processos, a fim de se
desenvolver uma nova terapéutica.

Neste trabalho estudou-se a superexpressio da enzima TXNPx, que participa
ativamente da cascata de detoxificacdo de hidroperéxidos (Figura 2). Comparamos as
caracteristicas das células selvagens e das células que superexpressam esta enzima,
verificando o papel que esta desempenha quando a célula se encontra em condigbes de
estresse oxidativo.

A transfec¢do de tripanossomatideos € muito peculiar, pois a transcri¢do nestes
parasitas ¢ diferente da existente em outros eucariontes (Vanhamme & Pays, 1995),
exigindo vetores de expressdo especiais. Estes vetores devem possuir um sitio de adicdo SL
a montante do gene a ser transcrito, para ocorrer o frans-splicing e um sitio aceptor splice a
jusante do gene, para a poliadenilagdo. N&o ha a necessidade de um promotor, no caso do
T.cruzi, pois a regulacio da expressdo génica ocorre a niveis pds-transcricionais para a
maior parte de seus genes (Teixeira, 1998). Foi escolhido o vetor pTEX para a expressdo
homéloga do gene da TXNPx (Figura 4), que € um vetor construido especificamente para
tripanossomatideos, pois possui seqiiéncias flanqueadoras derivadas de genes de T.cruzi
(Kelly et al, 1992). Este vetor possui um marcador de resisténcia a droga (gene neo) para

selecio dos transformantes, e a existéncia deste gene, nas células transformadas com o
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vetor pTEX somente e com o vetor construido pTEX-TXNPx, foi confirmada através de
Southern blotting (Figura 5).

A insercdo do gene da TXNPx através da transfeccdo também foi confirmada
através de Southern blotting (Figura 6), utilizando-se as enzimas de restricdo, que possuiam
sitios nas extremidades do gene inserido, para cortar o0 DNA total das células de T. cruzi,
obtendo-se assim um fragmento de mesmo tamanho do inserto.

As células transformadas com o vetor pTEX-TXNPx, possuiam um nivel
constitutivo de mRNA da TXNPx aproximadamente trés vezes maior que nas células
selvagens, o que nfo significou um aumento igual para a proteina produzida (17%) (Figura
7). Para as cé€lulas transformadas com o vetor pTEX também observou-se um maior nivel
de mRNA (29%) da TXINPx e a quantidade de proteina traduzida também foi menor (6%).
Como ja descrito anteriormente (Goldenberg er al, 1985; Avila et al, 2001) o mRNA
parece ser estocado no citoplasma para posteriormente ser traduzido. A regulacdo da
expressdo dos genes em tripanossomatideos pode ocorrer a niveis de maturagéio e tradugio
destes mRNAs (Vanhamme & Pays, 1995). Os resultados obtidos com as células
transformadas sugerem que a regulacdo do gene que codifica a proteina TXNPx é pos-
transcricional.

Quando houve tratamento com 100 e 200uM de H,0O, durante 30min, observou-se
que as células que superexpressaram a TXNPx tiveram seus niveis de mRNA ainda mais
aumentados € que a traducdo da proteina nfo aumentou na mesma propor¢do, quando
comparadas as outras c€lulas (Figura 7). Pode-se deduzir que as células somente vio
traduzir a proteina conforme a sua necessidade, mesmo possuindo a principio uma maior
quantidade de mRNA, ou que o tempo de 30min ainda nfo € suficiente para observar a

traducfio de protefna a niveis proporcionais aos niveis de mRNA. E importante ressaltar que
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as células ao final dos 30 min de tratamento com a maior concentragdo de H,O, (200puM)
apresentavam morfologia normal e pouca mobilidade.

No intuito de observar se o nivel de mRNA continuava aumentado conforme o
tempo de incubagdo das células com H,O,, foi feito Northern ¢ Western blotting,
submetendo-se as células durante 1 e 2 hs & 200uM de H,0, (Figura 8), concentragio na
qual obteve-se um maior nivel de mRNA e proteina, observado anteriormente com o
tratamento por 30min. Para as células selvagens ¢ transformadas com pTEX, em ambos os
tratamentos, os niveis de mRNA e proteina aumentavam com o tempo em uma mesma
propor¢ao. Com relagdo as células transformadas com pTEX-TXNPx, o mesmo foi
observado para o tratamento de lh, sendo observada uma diferenca significativa entre os
niveis de mRNA (95%) e proteina (77%) apés 2 hs de tratamento. Ao final de 2 hs de
tratamento as c€lulas estavam praticamente iméveis, mas possufam morfologia normal.

Pode-se entdo deduzir que em um primeiro momento (30 min), em resposta ao
estresse oxidativo, € produzido muito mais mRNA do que a célula é capaz de traduzir,
porém ao longo do tempo (1 h), os niveis d¢ mRNA e proteina passam a aumentar
proporcionalmente. O estimulo dado pelo H,O; persiste até 2 hs apds o tratamento, uma vez
que a quantidade de mRNA apo6s este tempo € maior que o observado em 1 h.

Chiavegatto e colaboradores observaram que as células de T.cruzi sdo capazes de se
adaptar ao estresse oxidativo induzido pelo H,0,, sendo que a TXNPx est4 envolvida nesse
processo tendo seus niveis de expressdo aumentados (Chiavegatto ef al, 2002). Em células
de Saccharomyces cerevisiae (S. cerevisiae) também foi demonstrado uma grande indugio
da ¢TPx I, homoléga a TXNPx, apds a exposi¢do ao H,O, (Demasi ef al, 2001). Diante

disso ¢ dos resultados obtidos, as peroxiredoxinas apresentam uma funcfio antioxidante

muito importante nessas células.
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As células que superexpressam a TXNPx sdo mais resistentes ao tratamento com
H20;, como foi observado através da determinagfo da IC 50 (Tabela 2) de 125uM. E
interessante ressaltar que a IC 50 obtida para estas células € aproximadamente 21% maior
que a obtida para as células selvagens. Este valor estd proximo do obtido para a diferenga
da quantidade de TXNPx basal observada entre estas células no Western blotting, que foi
de 17% (Figura 7 E). Uma maior resisténcia ao H,0,, de células epimastigotas de T.cruzi
(clone CL Brener) que superexpressam a TXNPx, também foi observada pelo grupo de
Wilkinson ¢ colaboradores (2000), além de uma maior atividade da TXNPX na presenga de
H>0;.

Através da curva de crescimento (Figura 9) concluiu-se que as células
transformadas com o vetor pTEX-TXNPx possuem um maior indice de crescimento,
comparadas s células selvagens, ¢ também um menor tempo de duplicagio (Tabela 1).
Existe uma proteina que possui identidade com a estrutura primdria da TSA (homoéloga a
TXNPx), a TorTSA presente em T. brucei rhodesiense (El- Sayed et al, 1995). Esta
proteina apresenta 61,8% de identidade com o produto do gene pag (“proliferation
associated gene™), que € expresso intensamente em células epiteliais mamarias humanas
que estdo proliferando ativamente (El- Sayed ez al, 1995). Desse modo, poderia deduzir-se
que a TXNPx esta associada a proliferagdo, ou entfio as células que superexpressam a
TXNPx, sendo mais resistentes ao estresse oxidativo conseguiriam sobreviver mais e
portanto observaria-se um maior nimero de células. O maior crescimento observado para
as células transformadas com o vetor pTEX poderia ser explicado pelo fato de que as
células contendo o plasmideo sofreram uma selecfio pela resisténcia ao G418, obtendo-se
assim uma populagdo mais resistente e com maior crescimento, como ja foi observado

anteriormente para Leishmania donovani (Zhang & Matlashewski, 1997). Este fato poderia
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explicar também o ligeiro aumento existente para os niveis de mRNA e proteina das células
transformadas com pTEX, comparados as células selvagens.

Para que a cascata de detoxificagiio de h.idroperéxi.dos (Figura 2) funcione
adequadamente ¢ necessdrio também um balango na quantidade de NADPH. Observou-se
uma maior produ¢do de NADPH para as células que superexpressam a TXNPx, por
conseqiiéncia do aumento na atividade da enzima glicose 6-fosfato desidrogenase (Figura
10), que ¢ uma das enzimas que produz NADPH na Via das Pentoses Fosfato. Tem-se
mostrado que a expressdo da G6PD estd intimamente ligada ao estresse oxidativo em
células de mamiferos, sendo responsavel pela regulagio da Via das Pentoses Fosfato
(Pandolfi er al,1995). Células de S. cerevisiae que possuiam mutacdo no gene estrutural que
codifica esta enzima se mostraram sensiveis ao estresse oxidativo (Juhnke er al, 1996).
Dessa forma, pode-se supor que a G6PD possa estar ligada ao estresse oxidativo também
em T.cruzi, j& que sua expressio é aumentada quando hd um aumento da expressdo da
TXNPx.

A enzima G6PD também esta envolvida com o crescimento celular. Sabe-se que o
nivel de oxidantes e redutores ¢ muito importante para a regulagio do crescimento celular,
sendo o principal redutor intracelular o NADPH e a enzima G6PD a principal fonte deste
redutor. Células de mamiferos que superexpressaram esta enzima demonstraram uma maior
velocidade de crescimento comparadas as selvagens e quando estas células tiveram
atividade da G6PD inibida, a velocidade de crescimento diminuia (Tian et al, 1998). Assim,
0 observado para as células que superexpressaram a enzima TXNPx a respeito do maior
indice de crescimento e menor tempo de duplicagio, pode ser conseqiiéncia do fato destas
células também apresentarem um aumento na atividade da G6PD, e ndo do fato da TXNPx

possuir identidade com o gene pag como previsto anteriormente (El- Sayed er al, 1995).
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A obtengio dos mutantes de T.cruzi que superexpressam a TXNPx esclareceu que a
expressdo desta proteina no parasita parece ocorrer a niveis pOs-transcricionais, sendo sua
expressfio induzida pelo H;O.. Comprovou-se a existéncia de uma interligaciio entre a
cascata de detoxificagdo de hidroperéxidos e a Via das Pentoses Fosfato, € que a proteina
envolvida no aumento da produgdo de NADPH observado para as células mutantes foi a
G6PD. Uma maior atividade desta enzima pode ter sido a causa do maior indice de

crescimento celular observado para as mutantes.
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