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RESUMO

O objetivo deste trabatho foi caracterizar e comparar a atividade enzimatica da
triparedoxina peroxidase (TXNp) em duas cepas de 7. cruzi que apresentam diferentes
resisténcias a0 estresse oxdativo.

A wdentificaciio da TXNp foi feita em extraios celulares totais da forma
epimastigota de 7. cruzi das cepas Y ¢ Tulahuen 2. De um modo geral, a cepa Tulahuen 2
tem uma concentragio maior desta enzima do gue 2 Y. VariacBes na conceniracio da
TXNp dentro de uma mesma cepa com origens geogréaficas diferentes também foi
observada.

A TXNp obtida em extratos celulares totais de 7. cruzi epimastigotas possul
fungio antioxidante, protegendo a glutamina sintetase (GS) contra as espécies reativas de
oxigémo (EROs) produzidas pelo sistema oxidante DTT/Fe /0, Parece nio estar
envolvida com a proliferacio celular, uma vez que umae correlagio ndo pdde ser
estabelecida atraves da analise por Western blotting entre os diferentes dias de crescimento
e a quantidade desta proteina.

A triparedoxina (TXN) também foi encontrada nos mesmos extratos e variagdes
em sua concentracdo foram observadas quando as cepas e seus diferentes dias de
crescimento foram comparados. Neste caso também as células Tulahuen 2 apresentaram
uma maior concentragdo da TXN. Uma maior resisténeia s EROs geradas pelo sistema
DTT/Fe** /0, pode ser explicada pela maior concentracio de TXN e TXNp encontradas.
Isto levaria a2 um metabolismo de hidroperéxidos mais efetivo, quando comparado 2 cepa
Y.

Os “sheddings” de 7. cruzi de ambas as formas {epimastigota e tripomastigota)

mostraram 2 liberacio de TXNp para o meio extracelular.



ABSTRACT

The objective of this work was to characterize and compare the tryparedoxin
peroxidase (TXNp) enzymatic activity in two strains of 7. cruzi that have different
resistances to oxidative siress.

TXNp identification was made in total cellular extracts from epimastigote of Y
and Tulahuen 2 strain. In a broad sense, Tulauen 2 strain has a higher concentration of this
enzyme when compared to the Y strain. Differences in TXNp concentration into a same
strain with different geographic origins were also observed.

TXNp present in total cellular extracts from 7. ¢ruzi epimastigote has an
antioxidant function, protecting glutamine synthetase (GS) against reactive oxygen species
(ROS) produced by the DTT/Fe’ /0, oxidant system. It appears not 1o be involved with
cellular proliferation, since a comelation could not be stablished using Western Blot
analysis, between the different growth days and the amount of this protein,

Tryparedoxin (TXN} was also found in the same extracts and variation in its
concentration were observed when strains and different growth days were compared. Also
in this case, Tulahuen 2 cells had a higher concentration of TXN. The higher resistance
observed in the Tulahuen 2 strain against ROS generated by DTT/Fe>'/0, system can be
explained by the higher concentration of TXN and TXNp found. This would led to a
hydroperoxide metabolism system more effective, when compared to the Y strain.

T. cruzi sheddings of both forms (epimastigote and trypomastigote) showed
liberation of TXNp to the extracellular environment.



ABREVIACOES

ADP: Adenosina difosfato

BCIP: S-bromo-4-cloro-3-indohi-fosfato

Ca*": Calcio

Cf ¢ Triparedoxina de Crithidia fasciculoia

Cfyy: Triparedoxina peroxidase de Crithidia fasciculata
DMEM: "Dulbeccos's modified Eagle medium”
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DT T: Ditiotreitol
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GST: Glutationa S-transferase
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LIT: "Liver Infusion Tryptose”
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NBT: “Nitroblue tetrazolium”

NEM: N-etilmaleimida

O, - Anion superéxido

0,7 Ton peroxido
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Ag Oy: Oxigénio singlet
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RS- Radical tiil

SDS: Dodecilsulfato de sédio

SODis: Superdxado dismutases

TSA: “Thiol-specific antioxidant”

TorTSA: “Thiol-specific antioxidant” de Trypanosoma brucei
TbrTrx: Tioredoxina de Trypanocsoma brucei
TPx: Tioredoxina peroxidase

Trx: Tioredoxina

TrxR: Tioredoxina redutase

T(SH)},: Tripanotiona reduzida

TS,: Tripanotiona oxidada

TR Tripanotiona redutase

TXN: Triparedoxina

TXNp: Triparedoxina peroxidase
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1. Doenga de Chagas

No continente americano, mais precisamente na América do Sul {Argentina,
Brasil, Chile, Uruguai ¢ Venezuela), a doenca de Chagas causada pelo parasita
Trypanosoma cruzi (1. cruzi), constitui um grave problema de saide pablica. Estima-se que
um quarto da populagdo da América Latina encontra-se em regides onde ha o risco de se
contrair 2 doenca (World Health Organization, 1995).

No Brasil, cerca de 4 a 6 milhGes de pessoas encontram-se acometidas por esta
doenga de caracteristica crbnica, que pode ser incapacitante e debilitante. Na fase cromica,
sio comuns as arritmias e cardiomiopatias congestivas que resultam em cardiomegalia,
megaesdfago € megactlon (Tanowitz er al, 1992). Esta patclogia apresenta grande impacto
socio-econdmuco e cultural em nosso pals, sendo a principal causa de aposentadoria
precoce (Ribeiro & Rocha, 1998). Além da forma crinica, aproximadamente 60% das
pessoas infectadas apresentam a forma indeterminada da doenca, isto é, 30 assintomdticas
e tém reagdes sorologicas positivas, eletrocardiograma de torax e estudo contrastado de
esdfago e colon normais (Tanni & Mady, 1998),

A via mais importante de transmiss3o da doenga ¢ pelo contato com fezes de
insetos triatomineos infectados (Triatoma infesians), popularmente conhecidos como
“parbeiros”. Em fungio das grandes correntes migratérias, a doenga de Chagas
classicamente considerada uma enfermidade rural, passou a atingir centros urbanos e
regies ndo endémicas como os Estados Unidos, provavelmente como resultado de
transfusdes de sangue por imigrantes infectados. Além desses mecanismos, as transmissdes
congénitas, por transplantes de 6rgios, por acidentes de laboratério e pelo leite materno
também foram relatadas (Roberts & Janovy, 1996).

Juntamente com ministros da saide e autoridades dos paises do Cone Sul
(Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai ¢ Uruguai), dos paises andinos (Coldmbia,
Equador, Peru e Venezuela) ¢ de alguns paises da América Central {Costa Rica, El
Salvador, Guatemala, México, Nicardgua e Panamd), a OMS desenvolveu um programa
tanto para interromper a transmissfo transfusional nesses locais quanto para eliminar a
transmissdo vetorial até 2010 nos paises do Cone Sul. Em 1997, o Uruguat atingiu esta
meta (World Health Organization, 1998a).

No Brasil ¢ estimado que, devido a migracio, cerca de 300.000 individuos
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infectados vivam na cidade de S8o Paulo e mais de 200.000 no Rio de Janeiro {Dias, 1992).
O namero de wmternagOes causadas pela doenga vBm decrescendo. Segunde o Ministério da
Sande foram de 1.836 em 1990, 1.232 em 1994 ¢ 966 em 1995. Entretanto, ndo hé
estimativa do total de casos existentes, por se tratar de uma doenga que, no inicio, €
assintomatica (Azevedo, 1999).

A figura abaxo mostra os paises onde ocorre alta incidéncia de comtarminacio

por 7. cruzi ¢ a migragho da doenca dos paises endémicos para os desenvolvidos (Figura 1).

Figara 1: Distribuiciio geogrifica da contaminagio humana por 7. cruzi e

migragdo dos paises endémicos para os paises desenvolvidos (Schmuiiis, 2000).

Contra a transmissio transfusional desta patologia, a Organizacio Mundial de
Satde (OMS) indica a utilizago do cristal violeta, ou violeta genciana, nos Bancos de
Sangue do pals de acordo com Nussenzweig ef al, que em 1953 relatou a acio
tripanossomicida deste composto ¢ propds seu uso em Bancos de Sangue (World Health

QOrganization, 1998b). Quando adicionado ao sangue e incubado a4 4°C por 24 horas, o
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cristal violeta € capaz de acabar com a forma sanguinea do parasita (Temperton, 1998). A
violeta genciana possul uma acio fotodindmica (Docampo ef al, 1988), onde a luz visivel
causa sua fotoreduglo a um radical livre centrado no carbono (Reszka ef al, 1986). Bste
radical se autooxida sob condigBes aerdbicas gerando Znion superdxido (D7) e
consegiientemente, por dismutacfo, perdxido de hidrogénio (Ho0O2) (Reszka ef al, 1986;
Docampo ef ai, 1988).

Atualmente ndo ha vacinas contra o 7. ¢ruzi. Estio em estudo vacinas de DNA,
que induzinam a imunidade antiparasitaria através da utilizagio de um antigeno de
superficie da forma tripomastigota, membro da superfamilia das trans-sialidases e
responsavel por uma resposta imune em camundongos (Wizel ef al, 1998).

O tratamento da infecglio por 7. cruzi € complicado, uma vez que o protozoario
ndoc é susceptivel 3 maioria das drogas testadas, incluindo as efetivas comtra os
tripanossomas africanos e outros protozoarios (Tanowitz ef @, 1992). Atualmente 2 droga
de escolha € o benznidazol (Rochagan®, Roche), derivado nitroimidazdlico com eficacia de
aproximadamente 60 a 80% (Canesin & Barreto, 1997). Os produtos da metabolizacio
desta droga se ligam covalentemente a componentes macromoleculares da célula (Diaz de
Toranzo ef ai, 1988; Morello, 1988). Entretanto, os resultados nic sdo muito satisfatérios,
principalmente na fase cronica da doenga, onde além de curar somente alguns casos, ¢
toxico para os pacientes (Tanowitz ef al, 1992). O nifurtimox (Lampit®, Bayer), um
derivado mitrofurano, ndo se encontra mais disponivel no Brasil, existem controvérsias
quanto sua eficicia, pois a diferenca entre a DESO (metade da dose efetiva méaxima) ¢ a
DL50 (metade da dose letal maxima) é muito pequena (Canesin & Barreto, 1997;
Opperdoes, 1997). Seu mecanismo de agfo envolve a producdio de radicais nitroreduzidos
altamente reativos que mediam a formacgdo de 0,7, H20- ¢ radical hidroxil (OH) pela sua
redugdo intracelular e participagiio em um ciclo redox {Repetto ¢f al, 1996). Em quantidade
muite maior do que a produzida pelo benznidazol, esses radicais téxicos de oxigénio
causavam efeitos colaterais sérios (Giulivi ef al, 1988). Outro inconveniente dessas drogas

é que ambas foram classificadas como mutagénicas (Gorla e# al, 1989).

2. Trypanosoma cruzi

O T cruzi pertence a ordem Kinetoplastida { Famitia Trypanosomatidae ) que
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inchii outros agentes etiologicos como Leishmania donovani e Trypanosoma brucei
(Roberts & Janovy, 1996). Os protozoérios desta familia sio organismos umicejulares,
distinguidos pela presenca de um tnico flagelo e pelo cinetoplasto (Rey, 1991a). O 1. cruzi
possui um ciclo de vida complexo, alternando entre um hospedeiro vertebrado e outro
invertebrado, com mudangas na sua morfologia de acordo com sua fase evolutiva € com ¢
hospedeiro em gue se enconira {Rey, 1991a; Tanowitz f al, 1992), conforme mostrado na

figura 2.

Figura 2: Ciclo evohntive do Trypanosoma cruzi (Rey, 1991b).

O T. cruzi apresenta tr8s principais formas evolutivas, relacionadas a trés
ambientes diferentes de desenvolvimento: epimastigota, encontrada no hospedeiro
invertebrado e as formas amastigota e tripomastigota encontradas intracelularmente e
extracelularmente no sangue, respectivamente (Rey, 1991a; Tanowitz ef al, 1992).

A via classica de transmissdo ocorre a partir do “barbeiro”, que ao picar um
hospedeiro vertebrado infectado com 7. cruzi ingere as formas tripomastigotas. Estas no
seu intestino se diferenciam em epimastigotas € se dividem por divisio binaria. Num
periodo de trés a quatro semanas, Os epimastigotas se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos e se acumulam no reto, por onde sdo liberados, juntamente com as fezes ¢ a

urina do vetor no momento da picada (Tanowitz ef af, 1992, Souza, 2000). Nio somente 2
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forma tripomastigota metaciclica € liberada neste momento, mas tambem s#o encontrados
epimastigotas que néo se diferenciaram (Souza, 2000).

Casc o vertebrado picado possua fissuras na pele, resultante de ferimento
causado mmitas vezes pela coceira que a saliva do triatominec provoca, 08 ripanossomas
invadem as células cutineas em mais ou menos 2 horas. A forma tripomastigota metaciclica
pode, potencialmente, penetrar e se desenvolver em gualguer tipo celular encontrado no
local, exceto em neutréfilos ¢ eosinofilos; j& a epimastigota € fagocitada por células com
capacidade fagocitica existentes no local, sendo rapidamente digerida (Souza, 2000).

Aderido & célula hospedeira, o T. cruzi é endocitado por ela, sendo que este
processo ¢ maior em certas fases do ciclo da célula, como na fase S, durante 2 qual o DNA
cromossdmico esthd sendo duplicado. Além do mais, ha indicios de que a endocitose
também depende da quantidade adequada de receptores (glicoproteinas) na membrana
celular. A forma epimastigota, ao contrario da tripomastigota, mesmo adenida 2 célula nfio €
capaz de invadi-la (Rey, 1991b).

Logo apés a penetragic do parasita na céhla, via formacio de pseudépodos, a
forma tripomastigota metaciclica ¢ encontrada no interior de um vaciolo parasitéforo. Nele
inicia-se a transformacio dos tripomastigotas metaciclicos em amastigotas com destrui¢do
simultdnea da membrana do vacGolo {(Souza, 2000). Apos algum tempo, 0s amastigotas
estio livres e em contato com as estruturas citoplasmaticas da célula hospedeira, onde
iniciam uma divisio binaria, com duragio de cerca de 14 horas. Depois de
aproximadamente 5 dias, ha a transformag8o dos amastigotas em tripomastigotas, que s3o
fiberados no espago intercelular pela rotura da membrana da célula hospedeira. Este
rompimento & aparentemente causado pelo intenso movimento dos flagelos dos
tripomastigotas, sendo também liberados além dos tripomastigotas, os amastigotas ¢
algumas formas de transi¢do (Souza, 2000). Sugere-se que todas essas formas possuam
capacidade de infectar outras células no proprio ambiente ou atingir a corrente sanguinea €
distribuir-se por todo o organismo do hospedeiro {Souza, 2000). Elas podem invadir os
mais variados tipos de células de diferentes orglos, tais como fibras musculares estriadas
{cardiacas ou esqueléticas), células nervosas ou células do figado, bago, esOfago, colon,
entre outros {Roberts & Janovi, 1996).
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Este hospedeiro vertebrado poderé agora, com os {ripanossomas em sua
corrente circulatona, infectar outros triatomineos que eventualmente venham picé-lo para
se alimentar.

A membrana celular do 7. cruzi apresenta, como em todas as células, uma
hicamada lipidica. A densidade de proteinas observada em sua superficie varia de acordo
com as espécies e com a fase evolutiva dos parasitas. Sua superficie externa possul carga
elétrica, que esta diretamente relacionada com a presenga de acido sidlico associado 2
glicolipideos de membrana ¢ desempenha importante papel na interacdo parasiia-
macrofago. Mo entanto, certas proteinas € glicoproteinas possuem importéncia fundamental
para a penetragdo dos tripomastigotas em células ndo-fagocitarias (Rey, 1991a).

A interagdo dos componentes da membrana do parasita com a célula hospedeira
ocorre de maneira especifica, sendo que oligossacarideos (Meirslles er af 1983},
polipeptidecs e ghicoproteinas parecem estar envolvidos no processo (Zingales & Colli,
1985; Lima & Villalta, 1989). O processo de invas@io celular apresenta o envolvimento de
glicoproteinas de superficie. Algumas dessas moléculas sfio estigio-especificas; outras
constituem verdadeiras familias multigénicas. Nos tripomastigotas metacichcos parecem
estar envolvidas as glicoproteinas de superficie gp35/50, gp82 e gp90 (Yoshida ef ai, 1939,
Ruiz et al, 1993; Ramwez ef al, 1993}, enquanto que nos tripomastigotas sanguineos ou de
culturas de tecidos elas ndo sfo detectaveis {Yoshida ¢r al, 1989). Além dessa diferenga,
parece que diferentes moléculas de superficie s3o utilizadas por diferentes cepas na invasdo
celular. A gp82 € citada como a principal molécula envolvida na interagdo parasita-
hospedeiro da cepa CL na invasio de células Vero, enquanto que na cepa Tulahuen ela ndo
demonstra ter um papel fundamental (Ramirez ef af, 1993).

O 1. cruzi apresenta mitas variacdes morfoldgicas ¢ fisiologicas, bem como
diferencas em sua patogenicidade e infectividade, levando alguns autores a falarem em
"complexo cruzi”. Um dimorfismo na repeticio do gene mini-exonr do 7. cruzi relacionado
a diferencas no gendtipo do RNA ribossomal das cepas também € encontrado. A partir da
infectividade ¢ da existéncia desse dimorfismo, a seguinte divisio das cepas foi

inicialmente proposta (Souto ef @/, 1996):
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Cepas do tipo 1: possuem elevadas taxas de multiplicagio, alta parastternia ¢
tropismo por macrdfagos na fase inicial da infecgdo; sdo altamente resistentes & drogas e
possuem zalta infectividade {exemplos: cepas Y ¢ Peru);

Cepas do tipo 2: com taxas relativamente baixas de multiphcagio, tracos
irregulares de parasitemia e miotropismo, principalmente pelo miocérdio; séo sensiveis s
drogas tripanossomicidas, apresentando baixa infectividade (exemplo: cepas Tulahuen e 12
SF},

Cepas do tipo 3 ou 1/2: possuem faxa de multiplicagio lenta, picos de
parasitemia baixos e tardios ¢ miotropismo com predominancia para os musculos cardiacos

(exemplo: cepa Colbmbia).

3, Célcio

Durante seu ciclo de vida, o 70 cruzi é submetido a mudancas draméticas nas
concentragdes de Ca*" livre no meio. As formas tripomastigotas e epimastigotas proliferam
em um meio com alia concentracio de Ca®" livie (cerca de 1mM), enguanto as formas
amastigotas desenvolvem-se no meio intracehlar, onde a concentragic de Ca*" ¢ mais
baixa {da ordem de 0,imM). As formas epimastigotas apresentam uma concentracdo de
Ca®’ intracelular em torno de 40-80nM (Moreno ef al, 1991; Oz er al, 1992) e os
amastigotas e tripomastigotas, cerca de 10-20nM (Moreno ¢z a/, 1991).

O Ca*" intracelular atua como um segundo mensageiro no controle de varias
funcdes celulares, como secregdo, contragio e diferenciagio (Docampo & Moreno, 1996),
sendo observada em células musculares uma correlacdo precisa entre o contetdo de cicio
dos compartimentos intracelulares e a babilidade da célula em iniciar a sintese de DNA e se
dividir (Short 7 al, 1993).

Muitos parasitas intracetulares podem utilizar as vias de transdug3o de sinais do
hospedeiro ¢ usar a sinalizagdo do célcio para sua internalizagdo (Docampo & Moreno,
1996). Nos 7. cruzi tripomastigotas foram observados aumentos transitorios de Ca** no
citosol, que podem ser necessarios para o rearranjo local do citoesqueleto, permitindo o
acesso e fusio dos lisossomas no local de penetragio do T cruzi (Tardieux ef af, 1994). No

entanto, de acordo com Tardieux e colaboradores, a forma epimastigota ndo apresentou
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indugdo de sinalizaclio de Ca™, mwito provavelmente explicando sua incapacidade em
invadir células de mamiferos.

A interaciio de drogas com o metabolismo de Ca’ e fingdes mediadas por
proteinas Ca’ -dependentes pode explicar a atividade de algumas drogas em parasitas. O
aumento da concentragio de Ca’  citosdlico causado por drogas que provocam estresse
oxidativo através de Oy, HoO; e oxidagOes de tidis, resulta em alteragBes patolégicas da
funcio mitocondrial e na ativacio de varias enzimas catabolicas Ca’*-dependentes, como
fosfolipases, proteases ¢ endonucleases, que contribuiriam para a morte celular (Orrenius e
al, 1989; Nicotera ef af, 1990).

Ridgley e colaboradores (1999) demonstraram em I. brucei brucei prociclico
que a morte celular esté associada com mudancas na habilidade da mitocéndria (uma das
organelas responsavels pelo transporte de Ca™") em modular a concentragfo deste cation,
juntamente com a desorganizagio das propriedades do involucro nuclear provocado pelas
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidas pela resisténcia humana (Ridgley e/ al,
1999). Interessantemente, muitos aspectos da morte celular em resposta 4s EROs sdo
similares 3 apoptose em células mamiferas, incluindo 2 destrui¢do da fungdo mitocondrial,
a tedistribuicio do Ca®" celular, mudancas na permeabilidade do invélucro nuclear e a

fragmentagio do DNA nuclear dependente de Ca®" (Welbum ef al, 1996).

4. Detoxificagdo do oxigénio

Como parasita, o T. cruzi estd exposto a varias EROs geradas durante a reagdo
de defesa do organismo hospedeiro, bem como as ERQOs resultantes de seu proprio
metabolismo (Guerrero ef al, 1999). S#o classificados como EROs o 07, H,0,, OH, ion
peroxido (0,") e oxigénio singlet (Ag O,) (Halliwell & Gutteridge, 1989). Espécies reativas
de enxofre (EREs), come radical till (RS), radical 4nion dissulfeto (RSSR”) e radicais
peroxisulfenil (RSOO’) também sio formados durante ¢ processo celular. Quando o doador
de elétrons é um tiol, EREs sdo geradas juntamente com as EROs (Chae ef al, 1999).

O sistema de defesa dos tripanossomatideos contra espécies oxidantes difere
substancialmente do metabolismo analoge do hospedeiro, sendo considerado deficiente.

Por esses motivos tem sido apontado como um alvo em potencial para o desenvolvimento
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de drogas tripanossomicidas mais especificas (Temperton, ef al, 1998; Nogoceke ef o,
1997).

Superdxido dismutases (S80Ds) sfio metaloenzimas encontradas em diversas
espécies de organismos ¢ que possuem diferentes isoformas (Cu/Zn, Min e Fe-50D). Nos
iripanossomas, bem como em outros protozodrios, enconmtrou-se apenas a isoforma
dependente de ferro (Fe-SOD) (Tanmich ef al, 1991). Ela foi detectada em I cruz
epimastigota, sendo ainda desconhecida nas outras formas de desenvolvimento do parasita
(Ismail ef @i, 1997). Temperton e colaboradores (1996) identificaram dois genes em I cruzf
onde, pelo menos um deles codificava para Fe-SOD (Temperton ef al, 1996). Contudo,
Tsmail ¢7 al (1997) identificaram duas SODs em tripanossoma (Fe-SODA e Fe-S0DB) que
mostraram maior homologia 4 Fe-SOD de procariotos (Ismail ef al, 1997). A Fe-SODA se
mostrou constitutiva & a Fe-SODB exibiu uma expressio estigio-especifica, com nivers
aumentados durante a fase epimastigota do parasita, comparada com 2s fases tripomastigota
e amastigota (Ismail er ai, 1997). As SODs foram identificadas no citoplasma e na
mitocdndria de T, cruzi (Temperton ef al, 1998), compartimentos celulares onde ocorrem os
ciclos redox. No entanto, a participagdo das SODs como defesa contra o estresse oxidativo
¢ questionavel, uma vez que a expressdo da Fe-SOD causou maior susceptibilidade do 7.
cruzi a drogas tripanossomicidas, que agem produzindo O, provavelmente devido a
ineficiéncia do parasita em detoxificar o HyO, gerado pela dismutagio do Oy (Temperton
et al. 1998).

A catalase normalmente esta ausente (Carnieri ef @, 1993), apesar de ja terem
sido relatados tracos da mesma nos parasitas (Guerrero ef o, 1999). Sua auséncia pode ser
parcialmente compensada pela relativa abundincia de glutationa S-transferase (GST)
presente nos tripanossomatideos (Yawetz & Agostin, 1981). GSTs catalisam a rea¢io entre
glutationa reduzida e compostos eletrofilicos e tém uma ampla especificidade por
substratos, incluindo atividade de peroxidase para hidroperdxidos lipidicos e detoxificacio
de um grande nimero de xenobidticos. A conjugacdo de xenobidticos eletrofilicos com a
glutationa ¢ um sistema de detoxificagio importante nos 7. cruzi epimastigotas. O
envolvimento das GS8Ts na resisténcia adquirida a drogas vem sendo relatado, tendo essas

enzimas um papel especifico na atenuagio dos efeitos toxicos de drogas produtoras de
radicais livres (Callahan ef @/, 1991).
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A glutationa peroxidase parece estar ausente (Boveris ef al, 1980), embora
também tenha sido relatada a presenca de pequenos tragos nos tripanossomatideos
{(Guerrero et al, 1999). Uma atividade muito baixa de glutationa peroxidase independente
de selénic foi relatada em extratos celulares de 7. cruzi, utilizando-se #-butyl-hidroperéxido
¢ hidroperéxido de cumeno como substrato (Boverls f al, 1980).

Nao existem relatos da presenca de vitamina E, B-caroteno (Docampo, 1990} e
xanting oxidase {(Morgan ef al, 1986) nesses parasitas.

Clark e colaboradores (1994), demonstraram a presenca de ascorbato e
atividade da dehidroascorbato redutase em 7. cruzi tripomastigota € epimastigota,
sugerindo uma atividade enzimatica na redugfio da vitamina C (Clark ef af, 1994). Os
tripomastigotas apresentam uma quantidade maior de dehidroascorbato e ascorbato por mg
de proteina em relagdo 4 forma epimastigota; no entanto, a proporgdo ascorbato-
dehidroascorbato foi vista como estagio-dependente, onde os tripomastigotas possuem a
predominincia da forma reduzida (aproximadamente 95%), em contraste com oOs
epimastigotas (24 2 47%) (Clark e al, 1994). Krauth-Siegel & Lidemann (1996),
mostraram que organismos dependentes de tripanotiona {uma molécula de baixa massa
molecular presente em tripanossomatideos) possuem exclusivamente uma redugdo
espontinea do dehidroascorbato pela tripanotiona (Krauth-Siegel & Liidemann, 1996). De
acordo com este grupo, essa reducio se assemelha em muitc com a promovida pela
ghutationa, mas € mais rapida.

A familia das tioredoxinas (Trxs) € constituida por pequenas proteinas com
massa molecular de aproximadamente 12000 Da e um motivo redox ativo conservado Cys-
Gly-Pro-Cys (Reckenfelderbaumer ef a/, 2000).

Schoneck ef al (1994) identificou um ¢DNA na forma epimastigota de I. cruzi
da cepa Y que codifica uma proteina denominada Tc52 com propriedades estruturais ¢
funcionais relacionadas a familia das tioredoxinas e glutaredoxinas envolvidas em reagGes
redox tiol-dissulfeto. Esta proteina apresenta um motivo similar ao encontrado nas

segiiéncias da glutationa S-transferase e im vifro, sua forma pura pode funcionar come
tioltransferase (Moutiez ef al, 1995). in vitro e in vivo, também se revelou um fator

imunossupressivo potente {(Fernandez-Gomez ¢f al, 1998).

UNICAMp
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Recentemente, Reckenfelderbsumer er a/ (2000) clonaram e superexpressaram
em Irypanosoma brucei brucei um gene, provavelmente de copia Gmica, que codifica
tioredoxina. Este gene codifica uma proteina de 107 residuos de aminojcidos e se mostra
expresso em todos os estagios do desenvolvimento do parasita. A proteina codificada
apresenta 56% de identidade com a tioredoxina putativa de L. major (Myler ef al, 1999 ¢
mosira sumalaridades de 21% com a tioredoxina de E.coli e de 33% com a tioredoxina I de
levedura {(Reckenfelderbaumer ez al, 2000).

Die acordo com este grupo, a tioredoxina de 7. brucei {TbTrx) contém um
motive WCGPC, caracteristico das tioredoxinas classicas, ¢ um unico residuo de cisteina
(Cys-67) em adigBo aos dois encontrados no sitio ativo. H4 especulagdes de que este
residuo esteja envolvido na formacfio de um dimero verificado em ensaios de imuncblot.
Em mamifercs, além dos residuos encontrados em seu sitio ativo, as tioredoxinas possuem
dois outros residuos de cisteina (Cys-68 e Cys-72) que formam dimeros inativos tanto em
sua forma reduzida quanto na oxidada (Reckenfelderbaumer ef al, 2000).

Funcionalmente, a TbTrx se mostra uma doadora de elétrons, estimulando a
reagdo da nibonucleotideo redutase (Reckenfelderbéumer et ai, 2000), que necessita de um
tiol para se reduzir e tornar-se ativa (Holmgren, 1989). A ativagio da ribonucleotideo
redutase promovida pela TbTrx € comparada & causada pela triparedoxina (TXN) de T.
brucei e pela Trx de E. coli (Liademann ef al, 1998). Isso mostra que, provavelmente,
tripanossomas desenvolveram dois sistemas de fornecimento de elétrons para ©os
precursores da sintese de DNA, como ocorre em outros organismos. Porém, nio se sabe
ainda se a TbTrx doa equivalentes reduzidos para a detoxificacio de hidroperdxidos, como
acontece com as tioredoxinas classicas em outros seres vivos. Sabe-se que a ThTrx pode ser
reduzida pela tioredoxina redutase humana, mas nio pela tripanotiona redutase de Teruzi,
sugerindo a presenca de uma tioredoxina redutase (Reckenfelderbaumer ef al, 2000).

A glutationa (GSH) € o principal composto tidlico de baixa massa molecular
encontrado em plantas e animais. Possui a fungio de proteger proteinas e membranas
celulares do ataque de peroxidos e outros radicais livres. Nos tripanossomatideos esta
presente em baixas concentragdes, sendo encontrada em sua maior parte (80%) como N'-

glutationil-espermidina e como N’,Ngwbis-(gluiationii)-espemﬁdina {tripanotiona-T(SH),).
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Anéloga a GSH, a T(SH), participa da regulaciio do ciclo redox de tidis, estando envolvida
na detoxificago de hidroperdxidos (Callahan ef ai, 1993).

MNos tripanossomatideocs, a T(SH), ¢ essencial para a manutencdo de uma razio
ideal tiol/dissulfeto (Callahan ef af, 1993) por ser responsavel pela regeneracic da
triparedoxina redutase. Essa regeneracio ¢ considerada o passo limitante do metabolismo
de hidroperoxidos dependente de T(SH); (Gommel e of, 1997} Nesse sisiema de
metabolismo, 2 T(SH), pode ser oxidada pelo H,0, ao dissulfeto ciclico correspondente
(TS}, sendo regenerada as custas de NADPH pela tripanotiona redutase {Bailey er al,
1993; Jacoby et al, 1996).

A biossintese da T(SH); envolve a participagio de duas enzimas dependentes
de ATP (Smith ef al, 1992; Koening ef of, 1997): a glutationilespermiding sintetase que
formaaN-ea Ngmgiutationﬂe@emﬁdina € a tripanotiona sintetase, que catalisa a adicio
de uma segunda GSH a cada um dos intermediarios (Tetaud e o, 1998). Ja a biossintese
dos precursores, espermidina e glutationa ¢ idéntica 3 descrita para células de mamiferos
(Callahan ef af, 1993).

Nogoceke er al (1997} identificaram duas proteinas distintas e essenciais para a
catalise da reducdo de hidroperdxidos dependente de T(SH),: Cfis ¢ Cfy. Elas foram
isoladas a partir de C. fasciculata e mais tarde denominadas triparedoxina {Chig; TXN) e
triparedoxina peroxidase (Cfy;; TXNp). Nenhuma delas tém similaridades com 2
superfamilia da ghutationa peroxidase ou & hemeproteinas (Nogoceke e? af, 1997). ATXN é
considerada um aceptor de ditidis, ou seja, de T(SH),, e a TXNp € homologa a uma familia
de proteinas com diversas fun¢Bes (Chae, Uhm & Rbhee, 1994b). Dentre estas proteinas
encontram-se a “thiol-specific antioxidant” (TSA) (Kim ez a, 1988) ¢ um produto de um
gene associado a proliferagio (Prospéri er al, 1993}, além de outras. O fluxe dos
equivalentes reduzidos do NADPH para o hidroperoxido em C. fasciculata, proposto por

Nogoceke e colaboradores € mostrado na figura 3:
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Fig. 3: Esquema do metabolisme de hidroperéxido mediado pela tripanctiona. TR, tripanotiona
redutase; T(SH),, tripanotiona; TXN, triparedoxina; TXNPx, triparedoxina peroxidase; ROCH
alquil hidroperoxido (Nogoceke er al, 1997).

A tripanotiona redutase (TR) é uma oxidoredutase que, em sua forma reduzida,
reduz a T(SH). a expensas de NADPH. Por sua vez, a T(SH), reduz a TXN, que passa 08
equivalentes reduzidos para a2 TXNp, responsavel pela detoxificagio do hidroperéxido. A
deficiéncia em TR promove uma interrupgio no crescimento e aumento na sensibilidade ao
H,0, em C. fasciculata (Guerrerc ef al, 1999).

Com a descoberta desta nova via demonstrou-se que a baixa capacidade dos
tripanossomatidecs em lidar com o estresse oxidativo se deve a regeneragiio limitada da
TXN reduzida pela T(SH); (Nogoceke ez al, 1997) e ndo pela oxidacio nio enzimatica da
T(SH); pelo H20,, como proposto por Carnieri ef af (1993). Além disso, a baixa eficiéncia
molar de sua peroxidase terminal (TXNp) lhe confere caracteristica limitada, quando
comparada & alta eficiéncia das selenoperoxidases e ao alto X, da T(SH),, apesar de ser
considerada analoga ao sistema peroxidase dependente de GSH dos eucariotos superiores
{Flohé ez al, 1999b).

Em termos terapéuticos, esta nova via acrescenta dois novos candidatos, ou

seja, a TXN e a2 TXNp, a lista de alvos em potencial para drogas tripanossomicidas
{Nogoceke et al, 1997).

3. “Thiol-specific antioxidant” (TS54)

A TSA ¢ uma enzima antioxidante de 25kDa, isolada em 1988 a partir de
Saccharomyces cerevisiae (Kim et al, 1988) e posteriormente identificada em tecidos de
mamiferos (Chae ef al, 1994a). Em leveduras crescidas asrobicamente, constitui 0,7% da
proteina sohizvel total (Kim ef al, 1989).
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Esta enzima possui uma sequéncia de 195 amino4cidos contendo dois residuos
de cisteina (Cys-47 e Cys-170) (Chae er al, 1994c). Foi mostrado que Cys-47 é essencial
para sua atividade, caracterizando-se como o sitio de oxidagio (Chae ef al, 1999). Sua
estrutura ¢ de um dimero ligado por duas ligagBes dissulfeto entre Cys47 e Cys-170,
contendo cada mondmero um dos residuocs (Chae er al, 1994c),

N3o foi enmcontrada nenhuma homologia de sequéncia com catalases,
peroxidases e superoxido dismutases, demonstrando que a TSA ¢ uma nova enzima
antioxidante {Chae ef al, 1994a). A TSA n#o apresenta nenhum grupe prosiético como
heme ou flavina ou metal fortemente ligado (Kim er al, 1988). Sua fungio antioxidante s6 &
observada na presenga de um tiol, uma vez que sua forma oxidada possui uma ligagio
dissulfeto intermolecular que s6 € reduzida por tidis (Chae ef @l, 1994a). Em leveduras &
uma enmzima Ccifosblica, codificada pelo DINA nuclear, sendo nfio essencial para a
viabilidade celular (Chae er al, 1993).

A maioria dos ensaios desenvolvidos para medir a atividade desta enzima sdo
indiretos, baseando-se na proteclo de outras enzimas contra os danos causados por sistemas
oxidativos dependentes de tidis e catalisados por metais, Todavia, a atividade de TSA pode
ser também medida pelo consume de perdxidos ou de tidis (Netto ef a, 1996). Para isto, o
grupo do Dr. Stadtman propds um ensaio que tem por principio a protegdo da mativagdo da
glutamina sintetase (GS) pela TSA contra as EROs geradas pelo sistema de oxidacdo
DTT/Fe’*/O; (Netto & Stadtman, 1996).

A oxidagio do DTT catalisada por Fe’ é um processo bifasico, caracterizado
por uma fase lag durante a qual 0 O, € consumido em pequena quantidade por um
mecanismo envolvendo um ciclo redox de Fe’™ 3 Fe** dependente de DTT e a conversio do
0, & HzO,. Esta fase ¢ seguida por um grande aumento no consumo do 0,, envolvendo
reagdes de radicais livres dependentes e independentes de O, que podem agir, embora mais
lentamente, na auséncia de HO,. Durante essas fases, radicais livres centrados no enxofre
podem ser formados, porém pouco se sabe sobre a reatividade dos mesmos (Netio &

Stadtman, 1996).

Em sistemas oxidativos como DTT/Fe’"/ O, inicialmente o DTT sofre

oxidagdo por Fe'™:
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(1)RSH + F&" — Fe* + RS

Posteriormente, o Fe”” € oxidado 4 Fe** originando O,”. Esta, por sua vez, pode

gerar H>O; por dismutacio:

(2)0p + F&' — F + Oy
(3)20; + 2H — Hy0, + O,

Quando o H;0; reage com o Fe*” pela reacdo de Fenton, o radical hidroxil é
gerado:

(HH0,+ Fe* —» Fe* + HO + HO

O radical hidroxil ¢ uma espécie extremamente reativa e provavelmente é
responsavel pela inativagio da GS pelo sistema oxidativo DTT/Fe*'/0,, bem como por
outros sistemas oxidantes catalisados por metais (Stadtman, 19903

O mecanismo protetor de TSA se baseia na capacidade desta enzima
antioxidante de decompor 0 H20; 3 HpO. Dessa forma, a TSA previne a reagdo de Fenton e
consequentemente a geracdo de radical hidroxil O DTT, assim como outros tidis,

regeneram a forma oxidada de TSA (Netto e af, 1996):

(5} TSA red. T HQOQ — TSA ox T 2H20
(6) TSA o + 2RSH —> 2RS + TSA .y

Assim, nos ensaios de protegdo da GS, o DTT tem 20 mesmo tempo um papel
pro-oxidante (via reagdo 1) e antioxidante (via reagiio 6).

Tem sido mostrado que a GS ¢ susceptivel a inativagdo provocada por uma
grande variedade de sistemas oxidantes, enzimaticos ou nfo, em geral estimulados por Fe**
¢ requerendo a presenca de oxigénio baseado no fato que Fe’™ & Hy0, sozinhos podem

inativar a GS e que catalase e Mn®" inibem 2 reagdc de inativacio (Stadtman, 1990).
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O FPe’" se liga 3 GS por esta possuir sitios de ligagdo de metal Com isso, o
H,0, oxida a Fe”'-GS, formando EROs, como o HO que oxida um residuo de histidina

proximo ou no sitio de ligacBio do fon metéalico.
(7Y Fe"' -GS +H,0, — Fe'™ + HO + G§

Esse mecanismo de inativaciio € sustentado pelo fato de que todos os sistemas
mistos de oxidagdo estudados sfo conhecidos como catalisadores da produgiio de H,0n e da
redugdo de Fe" a Fe %" (Rhee e7 al, 1985).

Assim, via as reagBes 5 e 6 pode-se observar que a TSA ¢ capaz de proteger a
GS da mnativacio degradando o Hy0,. A habilidade da TSA em proteger 2 GS também ¢
atribuida ao efeito qualitativamente similar a0 da catalase no consumo de O, onde o HoO,
produzido pelo sistema oxidante € decomposto ¢ a GS protegida (Netto ef a/, 1996).

Algumas proteinas de varios organismos apresentam homologia com a estrutura
primaria da TSA, as quais receberam o nome de familia das peroxiredoxinas (Prx) (Chae et
al, 1994¢). A maioria delas possui dois residuos de cisteina conservados (Chae ez al, 1999).
Uma delas € a proteina TorTSA, presente em Trypanosoma brucei, que apresenta 61,8% de
identidade com o produto do gene pag (“proliferation associated gene”), superexpresso
durante a proliferagdo celular de células epiteliais mamarias de humanos. Além desta
similaridade, a TbrTSA ¢ semelhante & uma proteina de 23kDa induzida pelo estresse em
macréfagos peritoniais de camundongo, cuja sintese € estimulada pela exposicdo a agentes
oxidativos. Apesar da funcdo de muitas proteinas relacionadas 2 ThrTSA ndo estarem bem
caracterizadas, poderia se especular que esta proteina teria um papel importante no
mecanismo de defesa dos tripanossomas e que possivelmente esteja envolvida na resposta
celular tanto aos sinais de proliferagdo como aos de diferenciagio (El-Sayed ez al, 1995).

Webb et al (1998) demonstraram a presenca da TSA em vérias espécies de
Leishmania, com expressio tanto nas formas promastigotas quanto amastigotas. A partir da
imunizacio de camundongos BALBc com uma TSA recombinante associada com a
nterleucina 12 houve o desenvolvimento de uma resposta imune potente que conferia ao
animal protecdo contra a infecglo por Leishmania major. Em pacientes com leishmaniose

cutinea ou visceral foram detectados titulos de anticorpos especificos contra a2 TSA. Esses
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dados sugerem que a TSA pode ser Gtil como componente de uma vacina contra a
leishmaniose {Webb ¢t al, 1998).

A TSA foi a primeira peroxidase a ser identificada como aceptora imediata de
elétrons da tioredoxina (Trx), sendo entfo renomeada para tioredoxina peroxidase (TPx}. Ja
a familia de proteinas homologas continuou denominada Prx e no de familia das TPx
porque nem todos os membros dessa familia utilizam a tioredoxina como doadora de
elétrons (Chae ef af, 1999).

6. Triparedoxina

A triparedoxina (TXN), proteina da superfamilia das tioredoxinas, faz parte do
sistema de peroxidase inicialmente caracterizado em C. fasciculata (Nogoceke ez al, 1997).
Sua concentragdo minima estimada neste tripanossomatideo é de 5% da proteina solGvel
total (Nogoceke ef al, 1997).

Monomérica € com massa molecular de 16kDa, 2 TXN tem como funcio
mediar o fluxo de equivalentes reduzidos da T(SH)y; & TXNp, que reduz H.0, ¢
alquilhidroperoxidos (Gommel ef al, 1997). Contudo, ao contrario da tioredoxina {Trx), que
se regenera a partir da transferéncia imediata de equivalentes reduzidos da tioredoxina
redutase, a TXN recebe esses equivalentes da T(SH), (Nogoceke et al, 1997). De acordo
com analises cinéticas, 8 TXN ¢ considerada um catalisador essencial do metabolismo de
hidroperoxidos em tripanossomatideos (Gommel ef af, 1997},

A TXN ¢ homoéloga a um peptideo semelhante 3 tioredoxina de Caenorabiditis
elegans. Ela contém o motive WCPPC, parecido com o sitio ativo da tioredoxina
{(WCG(A)PC) (Nogoceke ef al, 1997) e apresenta atividade de oxidoredutase em ditidis
{Loferer & Hennecke, 1994). De acordo com Gommel ez al (1997) este motivo corresponde
ao sitio ativo da triparedoxina ¢ o residuo de cisteina amino-proximal é o mais reativo
(Gommel ef al, 1997). Em geral, motivos do tipo CXXC sdo caracteristicos de proteinas
que catalisam reversivelmente a reduciio de dissulfetos ¢ CPPC € tido como um forte
redutor (Guerrero ef al, 1999). Porém, com excecio do motivo, a TXN mostra pouca
similaridade a uma tioredoxina classica (Follmann & Hiaberlein, 1995) ou outras proteinas

com motivo CXXC (Nogoceke e al, 1997, Guerrero ef al, 1999). Além disso, a TXN é
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muito maior do que as tioredoxinas devido 4 extensio dos C- e N-terminais {(Montemartini
et al, 1998b).

A TXN citada zcabou sendo denominada TYNI devido 3 identificacio de uma
nova TXN em (. fasciculata. Montemartini e colsboradores (1998b) descobriram em
Crithidia uma nova TXN denominada TXNIL A sequéncia de aminoacidos da TXNII
difere substancialmente da sequéncia da TXNI e das tioredoxinas. Somente seus motivos
apresentam identidade. Mas quando expressa heterologamente em E. coli, a TXNI
substitui eficientemente a TXNI no sistema peroxidase tripanossomal. No entanto, isso njo
implica que o papel biologico das TXNs esteja caracterizado, pois a diversidade estrutural
entre elas pode sugerir distintos caminhos metabolicos (Montemartini ez o/, 1998b). Além
disso, diferengas nos parfmetros cinéticos de ambas foram identificadas. O baixe K, da
TXNII caracteriza uma maior afinidade da enzima pela tripanotiona {Guerrero ef ai, 1999)
comparada a TXNL

Em I. brucei, a estrutura primaria da TXN tem 57% de identidade com 2
proteina de C. fasciculata (Ludemann ef al, 1998) e ndo contém nenhum sitio de ligacdo
especifico para a glutationa (Bushweller et al, 1994). Dados indicam que a TXN ¢
regenerada ndo-enzimaticamente pela T(SH), por trocas tiol/dissulfeto, pois a redugdo
promovida pela T(SH), se mostra rapida (Lidemann ef al, 1998). Ha autores que acreditam
que as TXN podem formar uma nova classe de oxiredutases tiol-dissulfeto, por se

comportarem em alguns aspectos como tioredoxina cléssica ou como glutaredoxina
(Lademann e o/, 1998).

7. Triparedoxina Peroxidase

A triparedoxina peroxidase (TXNp), com massa molecular de 21kDa, pertence
as peroxiredoxinas, podendo ser comparada com as tioredoxinas peroxidases de levedura e
mamiferos (Chae & Kim, 1995). Por ser pequena como as outras Prxs, a TXNp s6 ¢ ativa
como oligdmero (Tetaud & Fairlamb, 1998; Flohé ef o/, 1999b). Mas, em contraste com as
outras Prxs, ¢ capaz de reduzir hidroperoxidos organicos ou lipidicos {Nogoceke et a,
1997), com atividade similar (Tetaud & Fairlamb, 1998).

O mecanismo catalitico exato da TXNp nfio é conhecido ¢ parece ser muito

complexc. Ja a atividade peroxidasica da familia das Prxs pdde ser entendida a partir da
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estrutura de uma Prx humana, a hORF6. O grupo SH da cistefna N-proximal ¢ ligado por
ponte salina a arginina e ligado por um hidrogénio 4 um residuo de histidina, assim
associado e propenso & reagir com Hy O (Flohé er al, 1999a).

Com os conhecimentos da hORFS, foi iniciado um programa de mutagénese da
TXNp (Flohé et al, 19993}, baseado numa sequéncia de quatro residuocs que potencialmente
ativam um grupc tiol (Montemartini ef o/, 1998a). Esses residuos estio presentes em muitas
Prxs e dois deles, triptofano e glutamina, sfo responsavels por ativar residuos de
selenocisteina em glutationa peroxidases (Maiorino ef al, 1995; Epp ef af, 1983}. No
entanto, as diferengas entre a TXNp e a hORF6 nio permitem que qualquer hipitese
mecanistica seja provada ou nfo.

A cinética da TXNp envolve um mecanismo ping-pong e 2 catilise por sia
realizada tem a participagio de dois residuos de cisteina (Cys52 ¢ Cys173) (Nogoceke ef a,
1997). Homologamente 2 tioredoxina peroxidase (Chae ef al, 1994b), a troca das cisteinas
da TNXp por serinas abole (Cys52Ser) ou reduz dramaticamente {Cys1738er) a atividade
da enzima (Montemartini ef al, 1999). Estas alteracdes na atividade da TXNp sfo
sustentadas pela semelbanca com as Prxs. O umico grupo redox ativo das Prxs com
atividade peroxidasica apresenta dois residuos de cisteinas conservados; o primeiro €
obrigado a se manter no motivo VCP para ocorrer a reagiio com o redutor especifico e o
segundo se mostra indispensavel para a reaciio com o oxidante {Montemartini ef al, 19982a).

Em Crithidia, a concentragio minima de TXNp estimada & proxima de 5% da
proteina solivel total, compensando sua baixa eficiéncia molar (Nogoceke et af, 1997,
Steinert ef o/, 1999). No entanto, a constante para a reagio da TXNp de C. Jasciculata com
H:0, (Nogoceke ef al, 1997; Montemartini ef al, 1998b) ¢ de duas a trés vezes mais baixa
do que a de qualquer outra selenoperoxidase conhecida (Flohé e af, 1999b). J4 a constante
para a regeneragdo da TXNp reduzida pela TXN £ alta o suficiente para manter & enzima
pronia para exercer sua fungdo, j4 que o suprimento da TXN reduzida nio ¢ drasticamente
prejudicado (Flohe ef al, 1999b).

8. Localizacdo dos Componentes do Sistema de Peroxidases
De acordo com Steinert ¢f 4/ (1999), todos os componentes do sistema de

peroxidases de C. fasciculata (TXNI, TXNII e TXNp) estdo localizados no citosol {Steinert
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et al, 1999; Lopez ef al, 2000). Isto permite que eles atuem em conjunto sem que as
membranas subcelulares promovam a diminuicSo do fluxo de equivalentes reduzidos,
tornando o sistema eficiente (Nogoceke ef al, 1997). A TR também é encontrada no citosol
do 7. cruzi, porém de modo nfo restrito (Meziane-Cherif ef al, 1994). Por analogia, o
sistema de detoxificacio de hidroperéxidos deveria proteger a mitocdndria, local de
produggo de EROs. No entanto, o sistema de peroxidases citosdlico ndio consegue protegé-
la e néo foi detectado pelo grupo de Steinert nenhum componente do mesmo nesta organela
{Steinert ef al, 19%99).

Wilkinson e af (2000) identificaram duas Prxs em 7. cruzi epimastigota: uma
no citosol, homoéloga & TXNp com atividade de detoxificacio de perdxidos, e outra na
mitocondria, enconrada predominantemente pa periferiz da célula com uma aparente
concentragdo em volta do cinetoplasto. A existéncia dessa enzima mitocondrial sugere a
localizaciio de toda a maquinaria necessaria para manter essa Prx reduzida na mitocdndria
ou a compartimentalizac8o do sistema redox do tripanossoma entre o citosol e a organela
em questio (Wilkinson ez al, 2000). Nio se tem relatos da tripanotiona em estruturas
subcelulares, mas em 7. brucei existe uma forte evidéncia de que a tripanotiona redutase se
encontra exclusivamente no citosol (Smith ef al, 1991). Caso isto seja verdade em 7. cruzi,
a Prx mitocondrial sugere a presenga de um sistema transportador e/ou redutor de tidis. Nos
tripanossomatideos, devido & presenga de tripanotiona somente no citosol, € possivel a
existéncia de um sistema transportador/de troca diferente do sistema de GSH do
hospedeiro. E possivel também que a Prx mitocondrial faca parte de um sistema redox
analogo a0 existente no citossol. A fungo sugerida para essa Prx ¢ a de proteger o genoma
mitocondrial dos danos causados por peroxidos (Wilkinson ef af, 2000).

O grupo de Wilkinson também cita que células transformadas de tripanossomas
que superexpressaram as peroxidases citossolica e mitocondrial apresentaram um aumento
na resisténcia ao HyO; e r~butilhidroperdxido. O nivel de cada enzima ¢ fator limitante no
metabolismo do peroxido em suas respectivas organelas, sendo ambas enzimas protetoras
do parasita em relagdo a presenca de perdxido exdgenos e endégenos. No entanto, elas se
mostraram susceptiveis ao benzmdazo! e ao nifurtimox da mesma forma que as células
selvagens, sugerinde a atividade destas drogas por outro mecanismo que ndo pela produgio
de peroxido (Wikkinson er al, 2000).
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A Doenca de Chagas ¢ uma enfermidade que niio tem cura, nem vacina
desenvolvida. Os medicamentos utilizados possuem acdo apenas durante a fase aguda da
doenga, sendo potencialmente toxicos para o hospedeiro.

A diferenca na resisténcia aos farmacos antichagasicos apresentada pelas
diferentes cepas do 7. cruzi, permitiu 2 hip6tese da existéncia de diferencas no sisterna
antioxidante do parasita, de acordo com a cepa e com 3 distribuicio geografica de mesma.

O sistema de detoxificaco de peréxidos dos tripanossomatideos sempre foi
motivo de estudos, pois contendo uma enzima peculiar a este grupo de parasitas se encaixa
dentro do modelo ideal para o desenvolvimento de novos medicamentos. Com a descoberta
da TXNp e TXN, dois novos alvos em potencial para o desenvolvimento de drogas
antichagasicas foram identificados.

Baseado nesses dados, os objetivos da presente tese foram:

1 - Identificar 2 TXNp em extratos protéicos totais de Trypamosoma cruzi
epimastigotas das cepas Y e Tulahuen 2. Fssas duas cepas foram escolhidas por
pertencerem a grupos diferentes, de acordo com a classificagdo proposta por Souto ef ai,
1996.

2 - Caracterizar 2 atividade enzimatica da TXNp, comparando as cepas Y e
Tulahuen 2.

3 — Quantificar a TXN e TXNp nas duas cepas.

4 - Verificar se ha uma diferenca quantitativa quanto a TXN e a TXNp nas duas
cepas estudadas em diferentes dias de crescimento.
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MATERIAIS

Ditiotretol (DTT) foi adquirido da Amershan Life Science; L- ghitamina,
Hepes e N-etilmaleimida (NEM) ¢ o anticorpo secundério anti IgG de camundongo
conjugado com fosfatase alcaling foram obtidos da Sigma. Dz BioRad (CA, EUA) foram
adquiridos o sistema de detecgdo para Blots constituido de 5-bromo-4-cloro-3-indolil-
fosfato (BCIP), nitroblue tetrazolium (NBT) e ¢ anticorpo secundério anti IgG de coelho
conjugado com fosfatase alcalina. A Glutamina Sintetase (GS) & o anticorpo primario de
coetho contra TSA purificado de levedura foram gentilmente cedidos pelo Prof Dr. Luis
Eduarde Soares Netto. Os anticorpos primarios de camundongo contra a triparedoxina de
C. fasciculata © g triparedoxing peroxidase de 7. cruzi e os "sheddings” das formas
epimastigotas e tripomastigotas de 7. cruzi da cepa Y foram cedidos pela Dra. Maria Jalia

Manso Alves.

Os outros reagentes usados possuiam grau de pureza analitico.

METODOS

Durante o trabalho foram utilizadas as cepas Y (cedida pela Profa. Dra. Maria
Jalia Manso Alves, da Universidade de S3o Paulo) e Tulahuen 2 (Uruguai) de 70 cruzi
epimastigotas. Todos os ensaios foram realizados a partir do extrato protéico total dos
tripanossomas, sendo este preparado e armazenade no biofreezer (-70°C) até o momento

do uso.

1. Cultura de células

T. cruzi epimastigotas foram cultivados & 28°C em meio LIT ("Liver Infusion
Tryptose") composto de 76mM de cloreto de sédio, 5,9mM de cloreto de potassio,
12,3mM de glicose, 78,5mM de fosfato de sodio dibasico amdro, 0,55% de triptose,
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0,55% de infusio de figado, 20ug/mL de hemina, pH 7,4 e 10% de Soro Fetal Bovino
Inativado (Camargo, 1964).

As células foram coletadas por centrifugacio (2500 x g por 5 minutos) e
lavadas com tampfo salina fosfato (PBS - 137mM de cloreto de s6dio, 2,7mM de cloreto
de potassio, 8,1mM de NagHPOy4 e 1,5 mM de KH,PO,4 pH 7,4).

2. Preparo do extrato protéico toial de Trypanosoma cruzi

Apés serem lavadas com PBS, as células foram lavadas em meio 1 contendo
400mM de manitol, 10mM de cloreto de potassio, ZmM de EDTA, ImM de PMSF
(Phenylmethylsulphony! Fluoryde) e 20mM de Hepes pH 7,6. Ao precipitado de células
foram misturadas pérolas de vidro de 75-120 um de dismetro previamente lavadas com
acido cloridrico em uma razio de 1:2 {peso tmido/peso de pérolas de vidro). As células
foram rompidas por abrasio em gral gelado até se obter 90% de rompimento,
determinado por microscopia Gtica. As pérolas de vidro, células niio rompidas e restos
celulares foram removidos por centrifugagio a 2500 mpm por 5 minutos & 4°C (Benain et
al, 1991). O sobrenadante {extrato protéico total} foi mantido 3 -70°C até o uso. A
concentragio de protefna foi determinada pelo método do Biureto (Gomal et al, 1949) na
presenga de 0,2% de deoxicolato.

Alguns extratos preparados a partir de culturas celilares com 5 dias de
crescimento foram tratados com 0,1mM de NEM antes de serem utilizados nos

experunentos.

3. Preparo do extrato protéico total de Trypanosoma cruzi para Western
blotting

Este extrato foi preparado a partir de cultura com 5,2x10° células/mL, que
apos cinco dias de cultura entram em inicio da fase estacionaria de crescimento.

Depois de lavadas com PBS, as células foram ressuspensas em tampdo de

amostra que contmha 0,02% de azul de bromofenol e 4% de B-mercaptoetanol dituidos
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em uma solugdo-mie, composta de 32,9% de tamp@io C (0,5M Tris-base Cl pH 6,8 e
0,4% de SDS), 39,5% de glicerol, 26,3% de SDS 20% e 1,3% de EDTA 0,2M em um
volume de aproximadamente 80ul.. Amostras foram separadas sem o tampdo de amostra
e a concentracio de proteina foi estimada pelo método do Biureto {Gomal ef al, 1949) na

presenca de 0,2% de deoxicolato.

Antes de suz aplicagio no gel o extrato foi incubado por 5 minutos 2 100°C.

4. Determinagéo da atividade antioxidante da triparedoxina peroxidase

A presenga da iriparedoxina peroxidase foi determinada indiretamente,
moritorande sua habilidade de inibir a inativagio da enzima glutamina sintetase pelo
sistema tiol/Fe” /0. Os ensaios continham 7 uM F&** 0.1 M Hepes, pH 7,4, 0,07 mg/mL
glutamina sintetase ¢ extraio protéico total nas concentragBes especificadas nas legendas
das figuras. A reag8o foi iniciada com a adigiio de 0,02 M DTT e incubada 2 30°C pelos
tempos determinados. A atividade resultante da glutamina sintetase foi medida pela
adigfo de 50uL de amostra em 2mL de "Assay Mix", composto de 150mM de glutamina,
50mM de Hepes IM pH 7,4, 2mM de arsenato de sédio heptahidratado, 0,4mM de
adenosina difosfato (ADP)} e 20mM de hidroxilamina, com ajuste de pH para 7,57 antes
da adicdo de 0.4mM de cloreto de manganés. A reagdo foi incubada por 10 minutos a
30°C e paralisada com a adicio de 1mL de "Stop Mix" (0,2M de cloreto férrico
hexahidratado e 0,3M de 4cido cloridrico 6M). A absorbincia resultante do compiexo v~
glutamilhidroxamato-Fe®" foi medida 2 540nm (Kim et al, 1988).

5. Obtencdo do "Shedding” de Trypanosoma cruzi epimastigotas e
tripomastigotas da cepa ¥

O preparo dos "sheddings” foi feito de acordo com Gongalvez et al, 1991, As
formas tripomastigotas foram lavadas duas vezes em DMEM ("Dulbeccos's modified
Eagle medium"j - 0,5% de soro fetal bovino e ressuspensas a 2,5 x 10° céhilas/mL no

mesmo meio contende 20mM de Hepes. As formas epimastigotas sofreram o mesmo
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tratamento, sendo lavades com PBS em vez de DMEM e ressuspensas & 2 x 10°
células/mL. As suspensbes de tripomastigotas foram mantidas 3 37°C em atmosfera
amida, com 5% de CO, e as de epimastigotas sob agitaciio 3 28°C, “overnight”. Os
sobrenadantes € os parasitas sedimentados foram precipitados independentemente com
acido tricloroacético gelado, numa concentracio final de 10%. Em ambos os €asos, 0s

precipitados foram coletados em filtros de nitrocelulose de 0,22um e lavados com 30ml

de dcido tricloroacético 5%.

6. Western blotting
A eletroforese foi feita em gel de poliacrilamida NuPage Gel 10% BT 10 no

sistema XCell I™ Mini Cell (Novex™), tendo como tampio de corrida uma solugio de
2,3 mM de MES, 2,5 mM de Tris, pH 7,3, 0,15 mM de SDS ¢ (0,04 mM de EDTA filirads
na hora do uso. CondigBes de cornida: 200V, 120mA por 35 minutos.

A transferéncia para uma membrana de nitrocelulose foi feita por 35 minutos,
mantendo-se 2 voltagem constante a2 25 V. O tampdio de transferéncia era composto de
12mM de Tris Base, pH 8,3, 96mM de glicina e 0,2M de metanol.

Para a imunodetecgdo, a membrana foi bloqueada com 4% de leite em po
desnatado em PBS por 30 minutos e logo em seguida incubada durante a noite com o
anticorpo primario {contra TSA de levedura na diluicio 1:1000, contra triparedoxina
peroxidase de 7. cruzi numa diluico 1:150 ou contra triparedoxina de C. Jasciculaia
numa diluicdo 1:100). Todos foram diluidos em PRS/ 0,1% Tween 20.

Apos esta incubacBo, a membrana foi lavada com PBS/0,1% Tween 20 e
incubada por 1 hora com anticorpo secundario numa diluicio 1:5000 em tampio
Tris/Na“/Mg”* (100mM Tris-Cl, pH 9,5, 100mM NaCl e SmM MgCl) ¢ lavada com PBS
depois do término da incubac3o.

Antes da revelagdo, a membrana foi incubada por 10 mimutos no tampio
Tris/Na' /Mg’ acima descrito. A revelacdo para a fosfatase alcalina foi feita usando-se

33uL de BCIP (BioRad- CA, EUA) e 66ul de NBT (BioRad- CA, EUA) em 10 mL de
tampgo Tris/Na /Mg”".



7. Andlises estatisticas
As andlises estatisticas foram desenvolvidas no método Anova, com a
utilizago do programa SIStat, J4 a densitometria das bandas dos Western Blottings fol

feita com © uso do programa ImageMaster® Total Lab, versio 1.0 da Amershan

Pharmacia bictech.
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1. Identificacdo da triparedoxing peroxidase em extraio protéico total de
Trypanosoma cruzi epimastigotas

A presenca desta proteina em extrato protéico total de 7T, cruzi epimastigota foi
determinada por Western blotting a partir de células em inicio da fase estacionaria de
desenvolvimento (Figura 4).

Foi utilizado um anticorpo produzido em coelthos contrz TSA de S cerevisiae,
uma vez que a TXNp apresenta uma homologia de 59% com 2 TSA de levedura de acordo
com anglise feita em banco de dados (Blast). Como controle utilizou-se 4,44ug de TSA
purificada de 5. cerevisiae linhagem JD7 (coluna 1) e extrato protéico total da mesma cepa
(coluna 2 e 3) em diferentes concentragdes ( 100ug e 50ug respectivamente). As demais
colunas correspondem & 100ug de extrato protéico total de diferentes cepas de 1. cruzi
Tulahuen 0 (CT-IOC 295) (coluna 4), Tulahuen 2 (CT-10C 296) {coluna 5), Tulahuen 2 -
Uruguai (coluna 6) ¢ Y (coluna 7).

Apesar do anticorpo utilizado nio ser especifico contra TXNp de 7. cruzi,
observa-se na Figura 4, colunas 4 4 7, a presenga de bandas provemientes do reconhecimento
da TXNp. Observando estas bandas pode-se verificar diferencas na intensidade das mesmas
de acordo com a cepa, ou seja, a cepa Tulahuen 2 do Uruguai (coluna 6) apresenta uma
banda mais intensa do que qualquer outra cepa de tripanossoma estudada (colunas 4 2 7).
Sendo assim, as cepas Tulahuen 2 do Uruguai (coluna ) € a cepa Y {coluna 7) foram
selecionadas para esse estudo, pois além de pertencerem 2 grupos diferentes a Tulahuen 2
(Uruguai) possui uma maior quantidade de TXNp. Apesar da Tulahuen 2 apresentar maior
sensibilidade 20 benzidazol e ao nifurtimox do que 2 cepa Y (Souza, 2000; Zingales et o,
1998); ela (coluna 6) apresenta maior quantidade de TXNp do que a Y (coluna 7).
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Figura 4: Presengca da Triparedexina Peroxidase em extrato protéico total de
Trypanosoma cruzi epimastigotas de diferentes cepas. A presenca desta enzima no extrato
protéico total de Trypanosoma cruzi epimastigota foi determinada por Western blotting,
utilizando anticorpo anti-TSA de S. cerevisiae na dilui¢io 1:1000. Coluna 1: TSA purificada
de S. cerevisiae (4,44ug), Coluna 2. extrato celular de S. cerevisice da linhagem JD7
(100ug); Coluna 3: extrato celular de S. cerevisiae da linhagem JD7 (50pg). Coluna 4: T,
cruzi Tulabven § (CT-J0OC 295) (100ug); Coluna 5: T cruzi Tulahuen 2 {(CT-IOC 296)
(100pg). Coluna 6: 7° cruzi Tulahuen 2 do Uruguai (100ug); Coluna 7: . cruzi Y (100ug)

2. Determinagdo da atividade da glitamina sintetase de acordo com o tempo de
incubagcdo com o sistema oxidante na presenca do extrato protéico total de
Trypanosoma cruzi
A Figura 5 representa a medida da atividade da TXNp como protetora da GS
contra o sistema oxidativo quando incubada por diferentes tempos com extrato protéico
total de 7. cruzi das cepas Y e Tulahuen 2. Nela sdo apresentados apenas os melhores
representantes dos resultados obtidos com cada cepa.
Ao se mcubar 0,07mg/ml. de GS somente com o sistema oxidante DTT/Fe’ /0,
(7TuM Fe&’* e 0,02M DTT) obteve-se total inativagio da enzima em 10 minutos (Figura 5,

barra verde).
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Quando se incubou 5,6mg/mL do extrato protéico total de 70 cruzi coma GS e
o sistema oxidante DTT/Fe’ /O, nas mesmas concentracdes utilizadas acima por 10, 30 e 60
minutos, observou-se com o passar do tempe uma queda significativa na porcentagem de
atividade da enzima quando utilizou-se extrato protéico total da cepa Y {de 85,4% em 10
minutos passou parz 78,3% em 1 hora (P = 0,053) (Figura 5, barras azuis escuras),
indicando uma queda na propriedade protetora deste extrato com o passar do tempo. O
contrario aconteceu com a cepa Tulalmen 2, que apreseniou aumento da porcentagem de
atividade entre 10 e 30 minutos {de 81,1% para 97,2%) e se manteve praticamente constante

apos este periodo (Figura 5, barras azuis claras).
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Figura 5: Variaghe do tempo mostrando a protecio da glutamina sintetase pela
triparedoxina peroxidase, presente ne extrato protéico total de Trypanosoma cruzi
epimastigotas, contra o sistema DTT/Fe’/0,. A mistura de inativacio continha 0,02M
DTT, 7uM Fe ™, 0,1M Hepes pH 7.4, 0,07 mg/mL glutamina sintefase na presenca de
5 6mg/ml de extrato prot€ico total de 7. cruzi epimastigota das cepas Y (5 e Tulavhen 2
(F). O controle () continha apenas 0,07 mg/mL glutamina sintetase ¢ (%) representa o
controle de inativacio da GS pelo sistema oxidative na auséncia de extrato. As reacdes
foram realizadas & 30°C em um volume total de 50pL nos tempos indicados acima. O
ensaio para a atividade da glutamina siutetase ¢ a preparagiic do extrato protéico total
foram feitos come descrito em Materials e Métodos {entre os resultados de Y e Tulahuen
2: para 10 nunutos, P = §,263; 30 minutos, P = 0,009; 2 para 60 minutos, P = 0,046).
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3. Determinacdo da protecdo conferida ¢ ghitamina sintetase contra o sistema
oxidative por diferentes concentragbes de extrato proidico toial de
Trypanosoma cruzi
Na Figura 6 ests representada a atividade da GS apds sua incubac3o com o
sistema oxidante na presenga de diferentes concentracBes de extrato protéico total de 7.
cruzi. Novamente a0 apresentados os melhores representantes dos resuliados obtidos com
ambas as cepas. As concentracdes do sistema oxidante e da GS foram as mesmas da Figura
5 e o tempo de mcubagio de 15 minutos. Este tempo foi escolhido para o ensaio pois com
10 minutos de incubagdo da GS com o sistema oxidante, obtém-se uma total inativacéo da
enzima.
Os resultados da Figura 6 mostram um gumento de 20% na atividade da GS com
o aumento da concentragio do extrato da cepa Y de 0,7 para 1, 4mg/mL (P = 0,0433 A
atividade da S manteve-se praticamerte constante quando utilizou-se concentracdes
maiores de extrato, indicando que em concentragBes superiores 3 1,4mg/mL a protecdo
promovida pela TXNp existente no extrato da cepa Y atinge seu maximo.
Com a cepa Tulahuen 2 2 atividade da GS j4 é alta (82%) com 0,7mg/mL de
extrato protéico total, mantendo-se praticamente constante independente do aumento da

concentracio do mesmo.



RESULTADOS

Lk
Ldr

Y de Afividade da Glataming Skmefase

Controle Controle +
Sistema
zidante

Concentrac@io de Fxirato Celular Total (me/mi)

Figura 6 - Proteciio da glutamina sintetase pela triparedoxina peroxidase presente em
extrato protéico total de Trypanosema cruzi epimastigotas contra o sistema DTT/Fe®/Q,.
A mistura de inativagio continha 0,02M DTT, 7uM Fe ™ 0,1M Hepes pH 7.4, ,07mg/mlL
glutamina sintetase na presenga de diferentes concentracdes de extratos protéicos totais de 7
cruzi das cepas Y (#8) ¢ Tulauhen 2 (), como indicade na figara. O controle
apenas 0.07 mg/ml. de glitamina sintetase e o controle com o sistema oxidative (#) era
composto pela mistura de inativacio na auséneia de extrato celular. As reagSes foram
realizadas por 15 min a 30°C em um volume total de 50ul. O ensaio para a atividade da
ghrtamina sintetase e a preparacdo do exirato celular foram feitos como desctito em Materiais
e Métodos (comparando-se os resultados da Y ¢ Tulahuen 2: para 0. 7Tmg/mL., P = 0,001,
L4mg/ml, P=0,173; 4 2mg/mL, P=0,707; ¢ 5,0mg/mL, P = 0,494).

4. Lfeito do pré- tratamento dos extratos protéicos totais com NEM

Na Figura 7 sdo analisados os efeitos do NEM na determinacio da atividade da
GS incubada com extratos protéicos totais de 7. ¢ruzi das cepas Y e Tulghuen 2 pré-
tratados com 0,001M do agente alquilante antes de serem conservados 4 -70°C. Nesta figura
sdo apresentados apenas os melhores representantes dos resulttados obtidos com cada cepa.

O NEM ¢ um agente que promove a alquilagio de tidis, podendo ser utilizado
para confirmar se a enzima promotora da protecio da GS é uma enzima tidlica, possuindo

em sua estrutura residuos de cistefna. O extrato protéico total pré-tratado com NEM
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deveria, em caso da presenga de enzima tidlica funcional, apresentar uma menor protecio da
(38, pois a enzima perderia sua atividade com sua alquilagio.

Quando se incuba a GS com o sistema oxidante DTT/Fe™ /0. e os extratos
protéicos totais de ambas as cepas, observa-se uma atividade da GS de 82% coma ¥V e 92%
com a Tulahuen 2 (Figura 7). Ja com o extrato celular tratado com NEM, os resultados da
cepa Y mostram uma menor atividade da GS (uma diferenca de 18% em relacio ao extrato
ndo tratado, P = 0,057}, ¢ que nio ocorre com a cepa Tulahuen 2, apresentando variacdo
pouco significativa na atividade da enzima {de 92% com o exirato nio tratado para 90%

com o extrato pre-tratado, P = 0,898).
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Figura 7: Proteciio da glutamina sintetase contra o sistema DTT/Fe’"/O, pela
Triparedoxina peroxidase de extrato protéico total de Trypamesoma crug
epimastigotas das cepas Y (%) e Tulamben 2 (&) tratados om nio com N-
etilmaleimida. A mistura de inativagdo continha 0,02M DTT, 7uM Fe’', 0, 1M Hepes pH
74, 007mg/ml. ghataming sintetase ¢ 56mg/ml de extrato celular de 7 cruz
cpimastigotas previamente tratados, ou ndo, com 0,00IM N- etilmaleimida (NEM). O
controle (E¥) continha apenas 0,07 mg/mL glutamina sintetase e o controle com o sistema
oxidativo (#) continha a mistura de inativagio na auséneia de extrato celular. As reaces
foram realizadas por 135 min 4 30°C num volume total de S0uL. O ensaio para a atividade
i da glutamina sintetase e a preparacio do extrato cehilar foram feitos comoe descrite em

Materiais ¢ Meétodos (para as amostras com extrato celular ndo tratade, P = 0,373 e para
as amostras com extrato celular pré-iratado com NEM, P =0,009).
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5. Quantificaclio da tripavedoxing peroxidase presente em extratos protéicos
totais de Trypanosoma cruzi epimastigotas com diferentes dins de
crescimento
A presenca desta proteina em extrato celular total de 7. cruz epimastigota foi
determinada a partir de céhulas em diferentes fases de desenvolvimento (fases lag, log ¢
estacionaria), como mostrado na Figura 8. Na coluna 14 foi utilizado como padrio 1,2ug de
TSA purificada de S. cerevisiae ¢ nas demais colunas foram aplicados 80ug de extrato
celular total das cepas Y e Tulahuen 2 com diferentes dias de crescimento. O anticorpe
utilizado foi anti-Tc21 de 7. cruzi numa diluicio de 1:150.

Utilizando-se o programa ImageMaster® Total Lab versic 1.0 da Amersham
Pharmacia Biotech, variagBes na intensidade e, consequentemente, na guantidade de TXNp
foram detectadas. Na Figura 8, as colunas 1 2 6 correspondem aos extratos protéicos totais
da cepa Tulahuen 2 (Uruguai) referentes ao 8°, 7°, 6°, 5°, 4° e 3° dias de crescimento
respectivamente. O terceiro dia de crescimento (Figura 8, coluna 6) € o que possui menor
quantidade de TXNp (aproximadamente 2,4png), enquanto que o oitavo dia (Figura 8,
coluna 1) € o que possui a maior quantidade (por volta de 4,4ug). Com relagiio & cepa Y
observou-se no quinto dia de crescimento (coluna 10), uma menor quantidade de TXNp
{(aproximadamente 1,6ug), enquanto que no oitavo dia de crescimento (Figura 8, coluna 7),
hé uma maior quantidade (aproximadamente 2,7ug). Observa-se gue ndo hi aumento ou
diminui¢o progressivos com o desenvolvimento do 7. cruzi, porém, o Gltimo dia de
crescimento tanto da cepa Y (Figura 8, coluna 7) quanto da cepa Tulahuen 2 (Figura 8,
coluna 1) correspondente & fase estacionaria de desenvolvimento sio os que possuem uma
mator quantidade de TXNp. Vale 2 pena ressaltar que ao se comparar as cepas entre si,

pode-se verificar uma intensidade muito maior das bandas da cepa Tulahuen 2 do que a

encontradana Y.
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Figura 8: Comparaciio entre a guantidade de triparedoxina peroxidase existente em
extrate protéico total de Trypanosoma cruzi epimastigotas das cepas Y e Tulabuen 2 em
diferentes fases do desenvolvimento celular. A presenca desta enzima ne extrato proiéico
total de 7. cruzi epimastigotas foi determinada por Western blotting, utilizando anticorpo
anti-Tc 21 de 70 cruzi (dilniglic 1:150). Da Coluna 1 3 6 extratos cehulares de T oruzi da cepa
Tulahuen 2 com 8, 7, 6, 5, 4 ¢ 3 dias de crescimento (80pg), respectivamente; da coluna 7 &
coluna 13: exiratos celulares de 7. cruzi da cepa Y com 8, 7, 6, 3, 4, 3 ¢ 2 dias de crescimento
(80ng), respectivamente; Coluna 14: TSA purificada de S. cerevisice (1,20ug). A quantidade
de TXNp estimada pelo programa ImageMaster® Total Lab, versdo 1.0 da Amershan
Pharmacia Biotech ¢: Coluna 1. 4,359%ug; Coluna 2: 3,0583ug;; Coluna 3: 3,2918ug; Coluna
4: 3,0736pg, Coluna 5: 2,4392ug; Coluna 6: 2,7654ug; Coluna 7: 2,6770ug; Coluna 8:
2,293%ug; Coluna 9. 1,8038ug; Coluna 10: 1,5772pg; Columa 11: 2,193%9ug; Coluna 12:
2,1332ug; Cohumma 13: 1,9565g,

6. Identificacdo e quantificacdo da triparedoxing em extratos protéicos totais

de Trypanosoma cruzi epimastigotas das cepas Y e Tulahuen 2 com diferentes

dias de crescimento

Na Figura 9 foram aplicados 75pg dos extratos das cepas Y (colunas 1 2 4) e
Tulahuen 2 (colunas 5 a 8) com 3, 4, 5, e 5 dias de crescimento. O anticorpo utilizado foi
anti-Cfis na diluigio de 1:100. Este anticorpo é policlonal.

Analisando o resultado do Western blotting através do programa fimageMaster®
Total Lab versdo 1.0 da Amersham Pharmacia Biotech, observou-se um aumento

progressivo na intensidade das bandas entre uma mesma cepa, indicando que a quantidade
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de TXN parece estar ligada com a fase de desenvolvimento do parasita.

Cepa
Cepa Y Tulahuan 2
B

3

1 2 3 4 5 6 7 8

18 &kDa

Figura 3: Comparagio entre a quantidade de triparedoxina existente em extrato cehular
’ total de T. cruzi epimastigotas das cepas Y ¢ Tulahuen 2 em diferentes fases do
| desenvolvimento celular. A presenga desta enzima no extrato proteico de 7. cruzi
epimastigota foi determinada por Western blotting, utilizando anticorpo anti-Chis de C.
Jasciculata (diluicio 1:100). Da Coluna 1 4 Coluna 4: extratos celulares de T cruzi da cepa’Y
com 3, 4, 3 ¢ 6 dias de crescimento (75ng), respectivamente; da Coluna 5 & Cotuna 8: extratos
celulares de 1. cruzi da cepa Tulahuen 2 com 3, 4, 5 ¢ 6 dias de crescimento (73ug),
respectivamente.

7. Presenca da triparedoxina peroxidase em “shedding” de Trypanosoma cruzi
epimastigotas e fripomastigotas da cepa ¥ com 5 dias de crescimenio

Na Figura 10, observa-se a liberagio da TXNp ao meio extracelular pelo 7'
cruzi epimastigota ¢ tripomastigota da cepa Y. Os “sheddings” de 7. cruzi foram cedidos
gentilmente pelo Dr. Jorge Alberto Lopez e preparados de acordo com Materiais e
Meétodos. Entretanto cada solugfio continha um nimero diferente de células, nfio permitindo
a comparagio entre as formas, mas somente se estava ocorrendo liberagio da TXNp para o
meio.

Utilizou-se anticorpo anti-Cfis de 7. cruzi (diluigio 1:100) e TSA purificada de

S. cerevisiae como padrdo (0,24pg) tendo come objetivo determinar se o anticorpo contra
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Cf¢ conseguiria reconhecer 2 TSA de levedura (Figura 10, cohma 5). Nenhuma banda foi
reconhecida nas linhas 1, 2 e 3, correspondente respectivamente aos extratos das cepas Y, Y
(CT-IOC 106) e Tulahuen 2 (CT-10C 296). J4 a cepa Tulahuen 2 do Uruguai (Figura 10,
coluna 4) apresentou uma banda nitida, aproximadamente 72% mais intensa que o padrio. A
coluna 6, correspondente ao “shedding” da forma epimastigota, apresentou uma banda
discreta, menos intensa do que a conseguida com a TSA purificada {cerca de 82% em

relagio ac padriic), muito menor do que a vista na forma tripomastigota (Figura 10, coluna

7y, gue resultou em uma banda mais visivel.
Y]

21 kDg

Figura 10: Determinacio da presenca de triparedosina peroxidase em “shedding” de 7.
cruzi epimastigotas e tripomastigotas da cepa Y. A presenca desta enzima no shedding de
T cruzi epimastigota ¢ tripomastigota foi determinada por Western blotting utilizando extratos
protéicos fotais em inicio de fase estaciondria de crescimento. Foram aplicados 47ug de
protefna, 4ul de shedding de epimastigotas e 10ul de shedding de tripomastigotas,
utilizando anticorpo anti-Cfis de C. fasciculata (diluigio 1:100). Coluna 1: cepa Y; Coluna 2:
cepa Y (CT-IOC 106); Coluna 3: cepa Tulahuen 2 (CT-IOC 296); Coluna 4: cepa Tulahuen 2
do Uruguai.; Colunas 6 e 7: respectivamente “shedding” de epimastigotas e “shedding” de
tripomastigotas; Coluna 5: TSA purificada de S. cerevisiae (0,2418).
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A presenca da TXNp em extratos celulares protéicos totais de 7. cruzi
epimastigota nas diferentes cepas foi determinada por Western blotting (Figura 4). Bandas
de intensidades diferentes foram observadas, apresentando a cepa Tulauhen 2 {Uruguai)
uma banda de maior intensidade. Diferencas também foram observadas entre cepas
Tulahuen com origens geograficas diferentes.

A cepa Tulahuen 2 do Uruguai apresentando uma maior sensibilidade s drogas
antichagasicas ¢ uma maior concentracio de TXNp como evidenciado pelos dados do
Western blotting, vem dar suporte a0s dados descritos na Gteratura gue os efeitos deletérios
dessas drogas ndo devem estar ligados diretamente 4 geragiio de H,0, (Maya e7 af, 1997).

Baseado no mecanismo de inativagio oxidativa da GS, foram realizados ensaios
para se determinar, indiretamente, a atividade enzimatica da TXNp presente em extratos
protéicos totais de 7. cruzi.

Na Figura 5, os resultados obtidos com a cepa Y mostraram uma diminuicio
significativa da protecio da GS ao se aumentar o tempo de incubacdo {P = 0,053 para os
resultados obtidos nos tempos 10 e 60 minutos). J4 para a cepa Tulshuen 2 o aumento do
tempo ndo promoveu alteragdes na protegdo. Por conter uma quantidade maior de TXNp ¢
provavelmente uma regeneracio mais rapida da mesma, a sua capacidade de proteger
macromoléculas contra o dano oxidativo parece ser independente do tempo de incubagio.

Quanto maior a concentragio de extrato protéico e, consequentemente de
TXNp, maior a protegio conferida & GS (Figura 6). Isto fol nitidamente verificado em
pequenas concentragbes de extrato celular (0,7mg/mL de proteina total), onde a cepa Y
demonstrou menor proteco 4 GS do que a Tulahuen 2 (P = 0,001 entre seus resultados). Ja
a partir de 1,4mg/mL de extrato celular total, cada uma das cepas separadamente manteve
um indice de protegdo praticamente constante, pois a porcentagem de atividade da GS
aumentou sensivelmente, nfio sendo significativa a variagio encontrada entre um resultado
e outro. Foram observadas diferengas nessa protegfio quando se comparou ambas as cepas a
partir de 1,4mg/ml de proteing; entretanto, elas nio foram consideradas significativas (P =
0,173, 0,707 ¢ 0,494 para 1,4, 4,2 ¢ Smg/mL respectivamente) (Figura 6).

Com esses resultados pbde-se concluir que a TXNp de 7. cruzi existente em
extrato celular total do parasita possui atividade detoxificadora de hidroperdoxidos in vitro

quando se utiliza como sistema oxidante DTT/Fe*'/O,. Como 2 TSA, ela é capaz de
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proteger macromolécuias da acfio do HyO; e dos produtos de seu metabolismo através de
sua regeneracdo por compostos tidlicos.

As proteinas do sistema de detoxificacio de hidroperéxidos dos
tripanossomatideos (TR, T(SH),, TXN e TXNp) possuem em sua estrutura grupos tidlicos
responsaveis pelo fluxo de equivalentes reduzidos no sistema redox. Como isso esth
implicado no principio catalitico desse tipo de proteina, Nogoceke e colaboradores, 1997,
testaram a susceptibilidade da Cfis ¢ da Cfy; ac NEM e a iodoacetamida, reagentes de
modificagdo especificos para cisteina que alquilam este aminoscido, fazendo 2 proteina
perder sua fungBo (Nogoceke ef al, 1997). Cfis em sua forma reduzida foi ireversivelmente
inativada pelos agentes alquilantes & na forma oxidada se mostrou inerte contra a S-
alquilacio. Cf;; reduzida foi susceptivel 2 inibigio por NEM, mas oxidada nio, pois ©
NEM ¢ um reagente de modificagio especifico para cisteinas, que contém sulfidrilas, e nio
por seu dimero, a cisting, que contém pontes dissulfeto (Nogoceke ef al, 1997}.

Em nossos resultados, uma diminui¢iic da porcentagem de atividade da GS foi
observada quando se incubou o extrato celular protéico total com NEM em comparagio ao
extrato submetido ou ndo (controle) ao sistema oxidante DTT/Fe’ /O, {Figura 7). Assim, o
NEM alquila os residuos de cisteina funcionais da TXNp e nio da TXN, pois esta pode se
encontrar oxidada. Sua alquilagio leva 2 inativagio da enzima por interrupcdo do fluxo de
equivalentes reduzidos, promovendo assim a diminuicio na proteciio da GS.

Porém, nos experimentos com o extrato protéico total, o NEM (ImM)
promoveu um efeito muito pequenc em extratos da cepa Tulahuen 2 (Figura 7, barras
verdes) (P de 0,898 entre extrato celular sem tratamento e pré-tratado com o agente
alquilante). O mesmo ndo ocorreu com a cepa Y (Figura 7, barras azuis), que apresentou
uma variagdo significativa entre os extrato ndo tratado e pré-tratado (P = 0,057). Este
resultado confirma os do Western Blotting (Figura 4), entretanto a concentracdo de NEM
usada ndo parece ter sido suficiente para oxidar a TXNp que se encontra em maior
concentracio na cepa Tulahuen 2.

Quando Nogoceke e colaboradores identificaram 2 Cf;, observaram que esta
enzima possuia homologia com uma proteina, produto de um gene associado 2 proliferacio
celular de células epiteliais mamarias de humanos (Nogoceke et al, 1997). Neste sentido,

foi verificado se haviz uma variagdo na concentragio das TXN e TXNp nas diferentes fases
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de crescimento das duas cepas estudadas. A Figura 8 mostrou um aumentc na quantidade
de TXNp na fase estacioniria de desenvolvimento para ambas as cepas. Entretanto, a
TXNp ndo deve participar diretamente da proliferaciio celular, pois na fase log nfio se vé
quantidades maiores da enzima (Figura 9, colunas 2, 3 ¢ 4 da cepa Y e colunas 7 ¢ 8 da
cepa Tulahuen 2).

Foi observado para 2 TXN um aumento progressivo relacionado a0
desenvolvimento do parasita. Ao contrario da Y, a cepa Tulahuen 2 possui guantidades
muito semelhantes de TXN em todos os dias de crescimento, tendo um ligeiro aumento
nesta quantidade com o passar do desenvolvimento do parasita (Figura 9, da coluna 5 3
coluna 8). Além disso, ela possui mais TXN do que a Y em todos os dias de crescimento
(Figura 9). Esta diferenca na quantidade de TXN ¢ mais facilmente cbservada na cepa Y
por esta ter uma quantidade menor de TXN.

Para se verificar a liberagio para o meic extracelular de TXNp por T. cruzi
epimastigotas e iripomastigotas da cepa Y em condicBes de estresse, TXNp foi detectada
por Western blotting (Figura 10, colunas 6 ¢ 7) no "shedding” dessas células. Apesar do
numero de células tripomastigotas usado ter sido maior do que 2 de epimastigotas pode-se
observar que esta proteina ¢ liberada para o meio extracelular. Essa liberagdo em condigBes
de-estresse sugere a tentativa do parasita em se proteger das condi¢Bes adversas do meio.

Este trabatho abre caminho para um estudo da exp{esééo da TXNpedaTXN, a
fim de caracterizar melhor em que condicdes elas sdo mais sintetizadas. Isto pode ser feito
tanto em situagdes de desafic com hidroperdxidos quanto em situagdes normais de
crescimento em meio de cultura. Esses resultados poderiio trazer a definicio de qual enzima

possui maior importincia na resisténcia diferenciada entre as cepas.
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