UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E
PARASITOLOGIA

CARACTERIZACAO DAS DNA TOPOISOMERASES Il DE
Trypanosoma rangeli

PATRICIA HERMES STOCO

FLORIANOPOLIS-SC
2010






UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO DE CIENCIAS BIOLOGICAS
DEPARTAMENTO DE MICROBIOLOGIA, IMUNOLOGIA E
PARASITOLOGIA

CARACTERIZACAO DAS DNA TOPOISOMERASES Il DE
Trypanosoma rangeli

PATRICIA HERMES STOCO

Tese de Doutorado apresentada ao
Programa de Pdés-Graduagdo em
Biotecnologia da Universidade Federal
de Santa Catarina, como requisito
parcial para a obtencdo do titulo de
Doutor em Biotecnologia

Orientador: Prof. Dr. Edmundo Carlos Grisard

FLORIANOPOLIS-SC
2010



Catalogacéo na fonte pela Biblioteca Universitaria da

Universidade Federal de Santa Catarina

S865 Stoco, Patricia Hermes
Caracterizacdo das DNA topoisomerases II
de Trypanosoma rangeli [tese] / Patricia Hermes Stoco
orientador, Edmundo Carlos Grisard. - Floriandpolis,
sCc, 2010.
163 p.: il., grafs., tabs.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa

7

Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas. Programa de Pbs-

Graduagdo em Biotecnologia.

Inclui referéncias e apéndice




“CARACTERIZACAO DAS DNA TOPOISOMERASES II DE
Trypanosoma rangeli.”
POR

Patricia Hermes Stoc

Tese julgada e aprovada em sua for nal, pelo Prientador e
membros da ComissdofXamjiado,

Prof. Dr. Edmundo os Grisard
MIP/CCB/UFSC
Comissdo Examinadora: M/M

Prof. Dr. &Varo José Romanha
Instituto René Rachou, Fiocruz

| :%

ainy

Orientador:

Prof. Dr. Edmundo Carlés

Coordenador,

Pos-Graduagdo emBiotecnologia/CCB/ UFSC
Florianépolis, Margo de 2010.






AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Dr. Edmundo Carlos Grisard, agradeco
novamente a oportunidade e a minha pessoal satisfacdo neste trabalho.
Apesar dos vérios anos de laboratdrio a cada dia vejo que é possivel
aprender algo novo. Ndo tenho palavras o suficiente para agradecer,
mas de qualquer forma obrigada ndo s6 pelos inimeros ensinamentos,
mas sobretudo pelo carinho, confianca e a amizade adquiridos ao longo
dos anos.

Aos professores Dr. Mario Steindel e Dr. André Béfica, por toda
atencdo sempre dedicada, pela sabedoria nos momentos de reflexéo,
além da amizade e boas risadas.

Ao Dr. Kevin Tyler pela oportunidade, ajuda e paciéncia no
periodo em que estive em seu laboratdrio.

Ao Dr. Stenio P. Fragoso e Dr. Henrique B. Ferreira por seus
valiosos ensinamentos e auxilio em distintas fases do trabalho.

Ao0s meus pais, Ademir e Verenice, por todo amor, compreensao,
carinho, dedicacéo e, sobretudo pelo inestimavel incentivo e confianca
em tudo o que eu faco. Muito obrigada pelos bons e maus momentos,
pelos choros de felicidade e por tudo que vocés me propiciaram para
gue um dia eu pudesse estar aqui, deixando os proprios sonhos para que
meus realizassem.

Ao0s meus irmados, Guilherme e Jodo Luiz, por todo carinho e
alegria em cada telefonema e a cada vez que eu chegava em casa.

Ao Carlos, mais uma vez pela compreensdo, principalmente por
entender os momentos de auséncia, as viagens adiadas, os finais de
semana e noites sozinho e outros momentos em que eu estava no
laboratério. Muito obrigada pelo amor, amizade e carinho.

As minhas queridas amigas Débora e Taty, por toda amizade.
Nada se compara as risadas, aos desabafos, aos choros, aos videos, as
jantas, as sobremesas e outros bons momentos juntas, assim como a
preocupacdo de vocés com tudo.

A minha amiga Caca, essencial ndo so para a realizacdo deste
trabalho, mas principalmente pelos momentos de alegria, desabafo e
risadas.

A minha amiga e companheira de doutorado Thais por toda a
ajuda e momentos agradaveis.

As minhas queridas ICs: Ize, Elisa, Carol, Kamille, Mayara e
Lais pelas inimeras perguntas que as vezes me deixavam tonta. Pela
ajuda em muitos momentos e sobretudo pela oportunidade de poder
ensinar um pouco de que aprendi neste tempo.



A todo o pessoal dos laboratérios de Protozoologia. Obrigada pela
forca, companheirismo, e todos os bons momentos.

Aos colegas e professores dos demais laboratérios LIDI, LVA e
LIA pela ajuda.

Aos meus novos amigos da UEA, em Norwich pela amizade e pela
6tima convivéncia principalmente no conhecimento a respeito dos Pubs da
cidade.

A todos os colegas e professores do curso de pds graduacdo em
Biotecnologia, pela amizade e ensinamentos.

A Capes, CNPq e FINEP pelo apoio financeiro.

Enfim, a todos que direta ou indiretamente ajudaram na realizacdo
deste trabalho.

A TODOS MEU SINCERO OBRIGADO!



RESUMO

DNA topoisomerases sdo enzimas que participam de diversos processos
celulares tais como: replicagdo, transcrigdo, recombinacéo e segregacdo dos
cromossomos. Atuando na clivagem transitéria de uma fita (tipo 1) ou ambas
as fitas (tipo 11) da molécula de DNA, as topoisomerases sdo alvos de agentes
bactericidas e de drogas antitumorais e podem ser um importante alvo para
guimioterapia de doencgas causadas por parasitos. Neste estudo, descrevemos
e caracterizamos 0s genes que codificam as topoisomerases tipo Il de
Trypanosoma rangeli (TrTop2). Os genes TrTop2 apresentaram um quadro
aberto de leitura com 3.696 (TrTop2mt) e 4.368 pares de bases (TrTop2o),
codificando polipeptidios preditos de 1.232 (+138,8 kDa) e 1.456 (+164,1
kDa) aminoéacidos, respectivamente. Ambos 0s genes apresentaram uma alta
similaridade da sequéncia protéica com topoisomerases ortélogas de outros
tripanosomatideos, sobretudo com T. cruzi (96% e 85%). Entre os dois genes
a similaridade a nivel de aminoacidos foi de 56%, sendo ambos de c6pia
Gnica no genoma do T. rangeli. Anticorpos dirigidos a fragmentos protéicos
de ambas as proteinas foram utilizados em ensaios de western blot e
revelaram bandas de aproximadamente 130 kDa em extratos protéicos totais
de T. rangeli. Embora com tamanho similar, foram identificadas proteinas
distintas quando avaliadas por eletroforese 2D (pl 6,4 e 7,6). Através de géis
de poliacrilamida em condi¢fes ndo desnaturantes foi possivel determinar
gue ambas as proteinas nativas formam um complexo protéico de alto peso
molecular indicando uma possivel interagdo entre proteinas ou subunidades.
Ensaios de imunolocalizagdo com os distintos anticorpos contra DNA
topoisomerases Il apontaram diferentes padrdes de localizacdo celular, com
reconhecimento no ndcleo ou no cinetoplasto em formas epimastigotas e em
alguns casos dispersa no citoplasma de formas tripomastigotas. A
novobiocina, inibidor de topoisomerases tipo Il procariéticas, foi ativo in
vitro contra o T. rangeli. Acima de 300 pg/ml observa-se uma reducdo no
crescimento dos parasitos com alteragdes morfoldgicas e estruturais a nivel
nuclear e do cinetoplasto. Acima de 150 pg/ml observa-se completa inibicéo
da diferenciacdo celular in vitro. Utilizando as proteinas mtHSP70,
DHLADH e a DNA topoisomerase Il mitocondrial (TrTop2mt) como
marcadores biol6gicos, foi observado redugdo da expressdo das mesmas
durante a diferenciacdo do T. rangeli, assim como nos tratamentos com
novobiocina. Conclui-se que eventos relacionados as DNA topoisomerases 11
podem ser essenciais na reducdo do crescimento e da diferenciacdo celular
do T. rangeli. Palavras Chave: DNA Topoisomerases, Novobiocina, T.
rangeli



ABSTRACT

DNA topoisomerases are involved in cellular processes as diverse as
replication, transcription, recombination and chromosome segregation.
Performing transient cuts on one (type 1) or both (type 11) DNA strands,
topoisomerases are inhibited by antimicrobial and antitumoral agents,
revealing their usefulness as targets for chemotherapy of parasitic
diseases. In the present study, genes encoding DNA topoisomerases type
Il (topo 1) from Trypanosoma rangeli (TrTop2) are described and
characterized. The TrTop2 genes revealed open reading frames of 3,696
(TrTop2mt) and 4,368 base pairs (TrTop2a), codifying predicted
proteins of 1,232 (+138.8 kDa) and 1,456 (+164.1 kDa) amino acids,
respectively. Aminoacidic sequences of T. rangeli topo Il presented high
similarity with orthologous topoisomerases from other trypanosomatids,
mainly with T. cruzi (96% and 85%). Both genes are single copies genes
in T. rangeli genome and revealed 56% of amino acids similarity against
each other. Antibodies raised against fragments of both proteins were
able to reveal bands of approximately 130 kDa by imunoblot using T.
rangeli total protein extracts. Although similar in size, these bands
represented distinct proteins when examined by 2D electrophoresis (pl
6.4 and 7.6). Both proteins seem to form a complex of high molecular
weight as revealed by non-denaturing PAGE, suggesting interaction
between proteins or subunits. Immunolocalization assays using distinct
antibodies against DNA topoisomerases Il showed different patterns of
cellular localization, recognizing nucleus or Kinetoplast from
epimastigotes and sometimes dispersed in cytoplasm from
trypomastigotes. Novobiocin, a prokaryotic DNA topoisomerase |l
inhibitor, was ative against T. rangeli. Concentrations over 300 ug/ml
decreased in vitro growth of parasites with morphological and structural
changes in nucleus and kinetoplast. Treatments with 150 pg/ml or
higher completely inhibited the in vitro cellular differentiation process.
Using the mtHSP70, DHLADH and mitochondrial DNA topoisomerase
Il (TrTop2mt) protein expression as biological markers, a decrease on
their expression during T. rangeli cellular differentiation, as well
novobiocin treatments were observed. We conclude that DNA
topoisomerases related events are essential for proliferation and cellular
differentiation of T. rangeli. Key words: DNA Topoisomerases,
Novobiocin, T. rangeli
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REVISAO BIBLIOGRAFICA

Trypanosoma rangeli
Aspectos gerais

O Trypanosoma rangeli € um protozoario flagelado de ciclo
heteroxénico, pertencente ao Filo Euglenozoa, Ordem Kinetoplastida,
Sub-Ordem Trypanosomatina, Familia Trypanosomatidae (figura 1). Foi
originalmente descrito por Enrique Tejera em 1920, que observou formas
flageladas no conteldo intestinal de Rhodnius prolixus naturalmente
infectado na Venezuela (D’ALESSANDRO, 1976).

Este parasito é capaz de infectar ndo sé triatomineos, mas também
mamiferos silvestres e domésticos, incluindo o0 homem (D°ALESSANDRO-
BACIGALUPO; SARAVIA, 1992). Todavia, diferentemente das demais
espécies pertencentes ao Subgénero Herpetosoma, o T. rangeli ndo
apresenta especificidade de hospedeiros, sendo encontrado em uma
extensa variedade de reservatérios vertebrados, correspondentes as
Ordens Edentata, Marsupialia, Carnivora, Rodentia e Primata
(D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999). Experimentalmente, diferentes
espécies, que incluem ratos, camundongos, hamsters, coelhos, cées,
morcegos e primatas tém sido infectadas com o T. rangeli, comprovando
sua possivel amplitude de hospedeiros (GUHL; VALLEJO, 2003).

Figura 1: Microfotografiada forma tripomastigta sanguinea de Trypanosoma
rangeli em sangue de camundongo experimentalmente infectado (corado por Giemsa)
(aumento de 1.000x).

O primeiro caso de infeccdo humana pelo T. rangeli foi
evidenciado na Guatemala durante a realizacdo de estudos sobre a doenca
de Chagas (DE LEON, 1942). Desde entdo, mais de 2.600 casos ja foram
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descritos na Venezuela, Guatemala, Panama, Colémbia, El Salvador,
Costa Rica, Peru e Brasil (D’ ALESSANDRO-BACIGALUPO; SARAVIA, 1992;
GRISARD et al., 1999).

A distribuicdo geografica do T. rangeli é sobreposta com a do
Trypanosoma cruzi, o agente etioldgico da doenca de Chagas, com o qual
compartilha reservatdrios e vetores (figura 2). Desta forma, uma das
implicacdes epidemioldgicas da coexisténcia destes dois parasitos reside
na ocorréncia de infecgbes Unicas ou mistas, tanto nos hospedeiros
invertebrados como nos vertebrados (D°ALESSANDRO-BACIGALUPO;
SARAVIA, 1992; GRISARD et al., 1999; GUHL; VALLEJO, 2003).

Em Floriandpolis, Santa Catarina, STEINDEL e colaboradores
descreveram pela primeira vez em 1991 a presenca do T. rangeli, bem
como a ocorréncia de infec¢Ges mistas com o T. cruzi em triatomineos da

espécie Panstrongylus megistus naturalmente infectados (STEINDEL et al.,
1991; STEINDEL, 1992).

Embora o T. rangeli ndo seja considerado patogénico para o
hospedeiro vertebrado, a infeccdo por este parasito induz uma resposta
imune humoral com elevados titulos de anticorpos, os quais determinam
uma reatividade cruzada com antigenos do T. cruzi e dificultam o
diagndstico sorologico da doenca de Chagas, especialmente em sua fase
cronica (AFCHAIN et al., 1979; GRISARD et al., 1999). AFCHAIN e
colaboradores (1979), analisando formas epimastigotas de cultura do T.
rangeli, verificaram que este compartilha cerca de 60% de sua
constituicdo antigénica soltvel com o T. cruzi, o que explica a reatividade
sorolodgica cruzada e os possiveis resultados falso-positivos.

Devido as dificuldades de distingdo entre o T. rangeli e o T. cruzi
com base nos critérios morfoldgicos, a reatividade soroldgica cruzada, a
auséncia de manifestacdes clinicas da doenca de Chagas indeterminada e
a caracteristica ndo patogénica do T. rangeli em seus hospedeiros
mamiferos, acredita-se que o nimero de infec¢des humanas pelo T.
rangeli possa estar subestimado e, por conseguinte, uma superestimativa
dos casos de infeccdo pelo T. cruzi esteja ocorrendo em areas onde estes
parasitos coexistem.

Diversos impactos sociais e econémicos podem ser desencadeados
por esta sobreposicdo. Como um possivel exemplo, observa-se em bancos
de sangue no Brasil, um elevado nimero de descarte de bolsas devido a
resultados inconclusivos para o diagnostico da doenca de Chagas (SILVA
et al., 2002). Desta forma, a identificacdo especifica destes dois parasitos,
evitando inferéncias errbneas, torna-se extremamente importante do
ponto de vista epidemioldgico, terapéutico, econdmico e social.
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Figura 2: Mapa das Américas Central e do Sul, mostrando a sobreposicéo geografica
da distribuicdo da doenca de Chagas humana (sombreado) e os registros de ocorréncia
comprovada do Trypanosoma rangeli em humanos, triatomineos ou animais silvestres
(®). Fonte: Grisard; Steindel, 2004.

Diferentes métodos podem ser empregados para diferenciar T.
cruzi de T. rangeli, incluindo métodos bioldgicos, como a observacéo do
desenvolvimento do parasito nas glandulas salivares ou fezes dos
triatomineos (D°ALESSANDRO, 1976); morfoldgicos, como a avaliacdo
diferencial das formas sanguineas e de cultivo dos parasitos (VALLEJO et
al., 1988); bioquimicos, como a lise das formas de cultura pelo
complemento humano, aglutinagéo dos parasitos com a lectina de gérmen
de trigo (SCHOTTELIUS; MARINKELLE; GOMEZ-LEIVA, 1986) e perfil de
izoenzimas (MILES et al., 1983); imunolégicos, como a imunofluorescéncia
indireta e ELISA (do inglés Enzyme Linked Immuno Sorbent Assay) com
a utilizagdo de anticorpos monoclonais (ANTHONY; CODY;
CONSTANTINE, 1981; ACOSTA et al., 1991) e antigenos recombinantes
(UMEZAWA et al., 1999); além da reacdo em cadeia da polimerase (PCR)



(MURTHY; DIBBERN; CAMPBELL, 1992; COURA et al., 1996; VALLEJO et al.,
1999; MACHADO et al., 2000; VARGAS et al., 2000).

Apesar de alguns métodos apresentarem uma boa especificidade, a
sensibilidade depende do nivel da parasitemia dos individuos infectados,
a possivel presenca de inibidores, bem como o requerimento de recursos
humanos e equipamentos especializados tornando os custos elevados
(GUHL et al., 2002).

Algumas destas metodologias que permitem a diferenciacdo entre
os dois parasitos levam em consideragdo 0 conhecimento existente a
respeito do ciclo evolutivo do T. rangeli no seu hospedeiro invertebrado.
Entre as caracteristicas mais marcantes e diferenciais em relacdo ao T.
cruzi esta a capacidade de invasdo da hemolinfa e o desenvolvimento das
formas infectantes nas glandulas salivares, fazendo com que sua principal
via de transmissdo seja por inoculacdo, e ndo através das fezes de
triatomineos infectados, como ocorre para 0 T. cruzi (D'ALESSANDRO;
SARAVIA, 1999; MACHADO et al., 2001).

Ciclo evolutivo

Basicamente, a infeccdo do triatomineo pelo T. rangeli se da
através da ingestdo de formas tripomastigotas circulantes no sangue do
hospedeiro vertebrado infectado, durante o repasto sanguineo. No
intestino do inseto, alguns parasitos se diferenciam em formas
epimastigotas (que podem ser curtas ou longas). Estas formas aderem ao
epitélio do intestino médio, e sdo capazes de atravessa-lo, alcangando a
hemocele. Apds a invasdo da hemocele, os parasitos multiplicam-se
livremente na hemolinfa e migram para as glandulas salivares onde se
diferenciam em formas infectantes, os tripomastigotas metaciclicos. A
transmissdo ao hospedeiro mamifero acontece através da picada do
triatomineo, especialmente do género Rhodnius, que inocula as formas
infectantes no hospedeiro vertebrado (figura 3). Por outro lado, foi
demonstrado experimentalmente através da infeccdo de camundongos
pela inoculacdo de fezes de triatomineos infectados, a possibilidade de
diferenciacdo destes parasitos na ampola retal, onde sdo excretados com
as fezes e com a urina (D"ALESSANDRO, 1976; GRISARD; CAMPBELL;
ROMANHA, 1999; GUHL; VALLEJO, 2003; GRISARD; STEINDEL, 2004).

Acredita-se que cerca de 30 dias apds a infeccdo, formas
epimastigotas e tripomastigotas come¢am a ser liberadas pelas fezes
(D"ALESSANDRO, 1976; STEINDEL, 1993). Entretanto, existem inimeras
evidéncias que distinguem estas formas tripomastigotas presentes nas
fezes dos tripomastigotas metaciclicos derivados da glandula salivar.
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Hospedeiro invertebrado

Hospedeiro mamifero

Figura 3: Ciclo bioldgico do Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado. (A)
Ingestdo das formas tripomastigotas de T. rangeli durante o repasto sanguineo do
triatomineo, (B) Formas tripomastigotas e epimastigotas no trato intestinal do
triatomineo, (C) Parasitos alcangam a ampola retal e formas epimastigotas e
tripomastigotas podem ser excretadas juntamente com as fezes e urina, (D) Adesao de
formas epimastigotas do parasito ao epitélio intestinal e transposi¢do para a hemocele,
onde se multiplicam, (E) Invasdo pelo T. rangeli das glandulas salivares do
triatomineo e diferenciagdo para formas infectantes (tripomastigotas metaciclicos), as
quais sdo inoculadas com a saliva, (F) durante o repasto sanguineo. Fonte: Grisard;
Steindel, 2004.

O pleomorfismo do T. rangeli dificulta a diferenciacdo deste
parasito em relacdo a outros tripanosomatideos baseado na sua
morfologia, principalmente a partir de formas epimastigotas. Assim, a
presenca de flagelados similares ao T. rangeli (T. rangeli-like) no
intestino de alguns triatomineos, ndo implica que estas espécies tenham
capacidade vetorial. A evidéncia definitiva consiste na demonstracdo de
tripomastigotas metaciclicos na saliva ou na glandula salivar e sua
infectividade para o vertebrado (GUHL; VALLEJO, 2003). Considerando
estes fatos, o género Rhodnius é particularmente susceptivel a infec¢do
pelo T. rangeli e a transmissdo via inoculagdo ja foi demonstrada para 12
espécies deste género, a partir de insetos naturalmente ou
experimentalmente infectados. Embora, com baixas taxas de infec¢do nas
glandulas salivares, a susceptibilidade de P. megistus, Triatoma infestans,

T. sordida, T. braziliensis e T. vitticeps ao T. rangeli também foi apontada
(DE STEFANI MARQUEZ et al., 2006).



A intensa multiplicacdo de epimastigotas na hemolinfa e o0s
eventos relacionados a sobreposicao de barreiras celulares podem exercer
uma acdo patogénica para o0 inseto vetor, que caracteriza-se pela
destruicdo dos hemdcitos, dificuldade de muda e desenvolvimento das
ninfas, podendo eventualmente ocasionar a morte (VALLEJO; GUHL;
SCHAUB, 2009).

Estudos sobre a evasdo do intestino das formas epimastigotas tém
proposto diferentes padrfes para este evento. DE OLIVEIRA e DE SOUZA
(2001) sugeriram que o parasito atravessa o citoplasma das células
intestinais, causando dano celular. Porém, estudo anterior havia
demonstrado que apesar de atravessar as células por uma rota intracelular,
danos celulares nao sdo observados (HECKER; SCHWARZENBACH; RUDIN,
1990).

Com relagdo a multiplicacdo celular, frequentemente se encontra
em manuscritos o conceito de divisao intracelular nos hemdcitos, porém
nenhuma evidéncia desta situacdo foi apresentada até 0 momento. Neste
mesmo conceito, ainda ndo esti bem estabelecido se as células de defesa
nos insetos possuem a capacidade de realizar a fagocitose e matar os
parasitos. DE OLIVEIRA et al. (2001), utilizando microscopia eletronica de
transmissdo, mostrou que plasmatdcitos foram capazes de internalizar
formas epimastigotas dos parasitos formando um vaculolo, sem evidéncias
de parasitos em divisao.

Diferentemente do que acontece no hospedeiro invertebrado,
pouco se sabe a respeito do curso da infeccdo por este parasito no
hospedeiro vertebrado. Basicamente, ndo se observa patogenia e 0s niveis
de parasitemia sanguinea normalmente sdo muito baixos e de curta
duragdo (D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999). Assim, os dados a respeito da
multiplicagdo do T. rangeli no seu hospedeiro vertebrado sdo escassos e
bastante controversos.

Em estudos de infeccdo em camundongos com uma cepa de T.
rangeli originaria da Venezuela, ANEz e colaboradores (1985) néo
conseguiram detectar a presenca do parasito por xenodiagndstico ou
hemocultura apds 50 ou 60 dias de infec¢do. Entretanto, STEINDEL (1993)
conseguiu demonstrar a presenca do T. rangeli em hemocultura, a partir
de camundongos, sete meses apés a infeccdo. Parasitos também foram
detectados apds 13 meses (PAREDES; PAREDES, 1949) e apds 18 meses
(GROOT; RENJIFO; URIBE, 1950; GROOT, 1954) a partir de infeccdes
humanas naturais e de camundongos experimentalmente infectados,
utilizando a mesma técnica.



A capacidade de replicacdo no hospedeiro vertebrado ainda é o
ponto mais conflitante nos estudos a respeito do T. rangeli. A possivel
multiplicagdo intracelular, como no T. cruzi, se sobrepfe com a
proliferacdo sanguinea extracelular igualmente ao que ocorre no T.
brucei. ObservacGes de formas tripomastigotas sanguineas que pareciam
estar em divisdo ja foram realizadas em seres humanos e roedores
(D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999). Entretanto, segundo estes autores, estas
formas ainda podem ser provenientes da glandula salivar do inseto
infectado e ndo uma consequéncia da multiplicacdo do parasito no
hospedeiro vertebrado.

Com relagdo a evidéncias de multiplicacdo intracelular, um
extenso estudo histopatoldgico com mais de cem animais infectados nao
apresentou qualquer resultado de multiplicacdo intracelular (HERBIG-
SANDREUTER, 1955). Contrariamente, SCORZA e colaboradores (1986) e
URDANETA-MORALES e TEJERO (1986) observaram numerosas formas
intracelulares do T. rangeli, chamadas de “amastigotas-like”, no coragdo,
figado e baco de camundongos lactantes MMRI inoculados com a cepa
venezuelana Perro 82, sendo estas as Unicas descricbes de formas
intracelulares do parasito observadas in vivo.

Em ensaios de interacdo in vitro, usando promondécitos humanos
(U937) infectados com T. rangeli (cepas San Agostin e clone Ub66-5b),
foi demonstrada a presenga de formas intracelulares, mas sem evidéncias
de multiplicacdo (OSORIO et al.,, 1995). Zufiiga e colaboradores (1997)
verificaram um aumento no ndmero de parasitos intracelulares em tempos
prolongados de interacdo, sugerindo a capacidade de multiplicagdo da
cepa C23 de T. rangeli em células Vero e em promonécitos murinos.

Entretanto, varios outros estudos demonstraram que a taxa de
infectividade de diferentes cepas deste parasito frente a linhagens
celulares distintas (fagociticas e ndo fagociticas), incluindo macréfagos
peritoneais murinos, células VVero e promondcitos murinos J774, é sempre
muito baixa e os parasitos tendem a desaparecer ao longo do tempo de
interacdo, sugerindo a auséncia de multiplicacdo intracelular e sua
desintegracdo, especialmente em macréfagos (MOLYNEUX, 1973;
TANOURA et al., 1999; EGER-MANGRICH et al., 2001).

Apesar destes dados ainda controversos na literatura, o isolamento
repetido do parasito em animais cronicamente infectados e a detec¢do de
parasitemias mais elevadas que o in6culo realizado sugerem a existéncia
de multiplicacdo ou de um mecanismo de sobrevivéncia deste flagelado

no hospedeiro vertebrado (URDANETA-MORALES; TEJERO, 1985;
D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999).



Diferenciagéo celular in vitro

Grande parte dos estudos relacionados a investigacdo de processos
biologicos necessita do suporte de metodologias especificas para a
obtencdo das diferentes formas evolutivas do parasito. Durante o seu ciclo
evolutivo, o T. rangeli alterna entre dois tipos morfoldgicos principais,
epimastigota e tripomastigota, com propriedades caracteristicas,
destacando-se a infectividade para o hospedeiro vertebrado. Neste
sentido, varias peculiaridades estdo intimamente ligadas ao processo de
diferenciacdo de uma forma para a outra, sendo que o estudo aprofundado
deste processo além de aumentar a compreensdo de aspectos
morfoldgicos pode levar & identificacéo de alvos e processos de interesse.

Uma etapa crucial do ciclo de vida do T. rangeli é o processo de
diferenciacdo celular, durante o qual mudancas coordenadas no
metabolismo e na morfologia ocorrem para efetuar uma transformacéao
onde formas néo infectantes e replicativas, os epimastigotas, diferenciam-
se em formas infectantes incapazes de se multiplicar, os tripomastigotas
metaciclicos.

Nesse sentido, avancos significativos foram alcangados na
tentativa de simular as condic¢des naturais que podem levar o parasita a se
diferenciar, possibilitando o estudo da reprogramacdo génica a que estes
organismos sdo submetidos durante o processo de diferenciacéo,
sobretudo para as formas infectantes. Uma etapa essencial foi o
estabelecimento de um meio com condic¢Ges quimicamente definidas que
mimetizam o processo de diferenciagdo que ocorre no inseto vetor
(KOERICH et al., 2002).

A diferenciacdo de epimastigotas a tripomastigotas metaciclicos
envolve alteragbes fisico-quimicas que permitem a ocorréncia da
reprogramagcao celular que visualmente pode ser acompanhada a partir da
andlise de modificacdes morfoldgicas. Neste sentido, a diferencia¢do
celular em T. cruzi e T. rangeli em seus vetores estd relacionada a
caracteristicas biologicas distintas.

Ha varias evidéncias de fatores intrinsecos do sistema digestivo do
inseto vetor estimulam o disparo da diferencia¢do celular em T. cruzi,
como: a composicao da urina descarregada no saco retal (FRAIDENRAICH
et al., 1993); 0 peptideo resultante da digestdo da globina que pode ser
capaz de ativar a enzima adenilciclase parasitaria, presente na forma
epimastigota (SCHMIDT et al., 1997); 0 AMP ciclico presente na luz do
intestino; a diminuigdo da concentragéo dos nutrientes devido ao processo
de absorcdo ou a periodos de falta de alimentacdo do inseto vetor
(KOLLIEN; SCHAUB, 2000); e a adesdo das formas epimastigotas a um
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substrato (BONALDO et al., 1988). Os fendmenos de adesdo e de
diferenciacdo celular sdo interrompidos se, ap6s um periodo de estresse
nutricional, as condicfes de nutricdo forem restauradas. Deste modo, é
possivel que o estresse nutricional esteja associado a expressdo de
proteinas de adesdo (FIGUEIREDO; ROSA; SOARES, 2000), sendo este um
dos principais fatores que influencia a diferenciacdo. Normalmente os
insetos vetores convivem com longos periodos sem alimentacdo,
ocasionando o estresse nutricional generalizado (KOLLIEN; SCHAUB,
2000). Fisiologicamente, acredita-se que a escassez de nutrientes nesta
espécie estd associada ao processo de acidificagdo do conteudo do
reservossomo e de ativacdo de suas enzimas, com a degradacdo das
proteinas acumuladas nessa organela, o que leva ao seu desaparecimento
e a liberacdo dos seus aminoacidos para o citoplasma (SOARES et al., 1989;
URBINA, 1994; SOARES, 1999).

Para o T. cruzi é bem estabelecido que o meio de urina artificial de
triatomineos (TAU) e a sua suplementacdo com prolina induz altas taxas
de diferenciacdo celular de T. cruzi in vitro (CONTRERAS et al., 1985).
Entretanto, o T. rangeli ndo é capaz de diferenciar e nem mesmo de
replicar neste meio. A sua capacidade de crescimento e diferenciacdo em
meio DMEM em pH 8 suplementado com L-glutamina sugere que este
aminoacido, assim como as condi¢cfes de pH estdo envolvidas neste
processo, e que o T. rangeli, diferentemente do T. cruzi requer um meio
mais rico nutricionalmente do que o T. cruzi, para a diferenciacdo em
formas tripomastigotas (KOERICH et al., 2002).

A diferenciacdo celular do T. rangeli ocorre na glandula salivar do
triatomineo. Formas epimastigotas provenientes da hemocele no inseto
atravessam a lamina basal que circunda a glandula salivar e penetram
ativamente através do citoplasma das células da glandula. Apds atingirem
0 limen, estas formas permanecem aderidas as microvilosidades das
células da glandula salivar pelo seus flagelos, enquanto que as formas
tripomastigotas metaciclicas sdo encontradas nadando livremente na
saliva (MEIRELLES et al., 2005). A localizag¢do do cinetoplasto préxima ao
nicleo indica que os epimastigotas comecam a diferenciacdo em
tripomastigotas ainda aderidos a microvilosidades das células da glandula
salivar.

Neste sentido, a adesdo celular também pode ser considerada um
importante fator para a diferenciacdo em T. rangeli, bem como ocorre
para o T. cruzi com um tipo distinto de substrato requerido ainda nao
conhecido. O cultivo de diferentes cepas de T. rangeli em meio DMEM
suplementado com diferentes concentragcBes de extratos de glandula

9



salivar ndo induziram significativamente a diferenciagdo em formas
tripomastigotas (EMMANUELLE-MACHADO et al., 2002).

De maneira geral, o processo de diferenciacdo celular também
acarreta modificacGes no perfil de expressdo génica dos parasitas, e as
alteracBes no padrdo de genes expressos podem preceder as alteracdes
morfoldgicas que ocorrem no processo de diferenciacdo (CONTRERAS et
al., 1985). Para o T. cruzi, os niveis de transcri¢do séo reduzidos durante o
processo (GOLDENBERG et al., 1985) e VArios genes sdo transitoriamente
expressos, com um perfil de regulacéo de sua expressdo nitidamente pos-
transcricional, sendo alguns caracterizados com regulacdo através da
mobilizacdo diferencial para os polissomos, acarretando em grandes
diferencas a nivel protéico (AVILA et al., 2001; DALLAGIOVANNA et al.,
2001; AVILA et al., 2003; FRAGOSO et al., 2003).

Abordagens gendmicas, transcriptdmicas e proteémicas

Além de estudos bioldgicos a respeito do seu ciclo evolutivo,
varios estudos envolvendo a caracterizacdo antigénica, genética e
bioquimica tém sido realizados para o T. rangeli. Estudos de genémica,
transcriptdmica ou protedmica comparativa de diferentes populacfes de
T. cruzi e T. rangeli tém auxiliado na identificacdo e caracterizacdo de
proteinas que estdo envolvidas em pontos chaves do ciclo celular, assim
como na inducdo da resposta imune do hospedeiro, contribuindo
diretamente na especificidade do diagnéstico da doenca de Chagas bem
como no estabelecimento da posigdo taxondmica do T. rangeli (STEVENS
et al., 1999).

Neste contexto, comparagdes dos perfis protéicos totais de T.
rangeli e T. cruzi de acordo com seus estagios morfolégicos e fisiologicos
(epimastigotas e tripomastigotas) apontam a expressao génica diferencial
durante o ciclo de vida, incluindo algumas proteinas espécie especificas
(MEJIA et al.,, 2004). Este fato também pode ser observado a partir da
utilizacdo de diferentes cepas e formas do T. rangeli e T. cruzi, avaliando-
se a reatividade contra soros de pacientes chagasicos que apresentavam
distintas formas clinicas da doenga (DE MORAES et al., 2008).

Entre os genes de expressao espécie-especificos pode-se relacionar
0 que codifica para uma mucina-like descrito por ABATE et al. (2005),
sendo claramente s6 encontrado em T. cruzi. J4, Afez-Rojas e
colaboradores (2006) demonstraram que entre os diferentes padrbes de
proteinas com ancora GPIl existentes na membrana plasmética de
epimastigotas estavam incluidas proteinas de 90, 85 e 56 kDa para o T.
rangeli, e de 30, 70 e 100 kDa para o T. cruzi.
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Outras importantes contribui¢fes foram realizadas com os estudos
de algumas sequéncias conservadas em todos os membros da Ordem
Kinetoplastida: o DNA do cinetoplasto (KkDNA) (STURM et al., 1989;
VALLEJO et al., 1994) e 0 gene do mini-éxon (spliced-leader ou SL), que
gera uma sequéncia de 39 nucleotideos adicionada a extremidade 5’ de
todos 0s mRNA transcritos (GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999).

O kDNA ¢é uma rede composta de milhares de minicirculos e
poucas dizias de maxicirculos concatenados. Sabe-se que 0s minicirculos
diferem na sequéncia de nucleotideos entre as distintas espécies, porém
sdo homogéneos em tamanho e em alguns casos pode haver hibridizagéo
cruzada entre sequéncias de espécies distintas (VALLEJO et al.,, 1994).
Interessantemente, em todos os tripanosomatideos estudados, pelo menos
uma copia de uma regido conservada de ~100-200 nt possui uma
sequéncia ndo variavel de 12 nt (STURM et al., 1989; VALLEJO et al., 1994).

Basicamente, quatro cépias desta regido conservada ocorrem nos
minicirculos de T. cruzi, organizadas a 90° uma da outra. Entretanto, o T.
rangeli contém trés classes distintas de mini-circulos que diferem em
tamanho e organizagdo molecular. Os minicirculos KP1 contém uma
Unica regido conservada, os KP2 contém duas regiGes conservadas
localizadas a 180° uma da outra e os KP3 contém quarto regides
conservadas localizadas a 90°, como visto em T. cruzi (VALLEJO et al.,
1994; GUHL et al., 2002).

VALLEJO et al. (1994) descreveu iniciadores especificos
direcionados a estas regides conservadas dos minicirculos com alta
sensibilidade devido ao alto ndmero de minicirculos existentes e
possibilitou a amplificacdo por PCR de todos os tipos de minicirculos
existentes para o T. rangeli, desencadeando inUmeras pesquisas
epidemiol6gicas baseadas na caracterizacdo das diferentes cepas do
parasito.

Utilizando esta ferramenta um estudo conduzido em diferentes
paises da América Latina determinou que cepas de T. rangeli isoladas de
R. prolixus apresentavam trés produtos de amplificacdo, enquanto que as
isoladas de outras espécies de Rhodnius spp. apresentavam produtos de
amplificacdo derivados somente dos minicirculos KP2 e KP3. Cepas de
T. rangeli que apresentavam os minicirculos KP1 (KP1+) ou ndo (KP1-)
foram detectadas no intestino de varios exemplares de R. colombienses,
mas as cepas KP1(+) ndo foram capazes de evadir para a hemolinfa e
penetrar nas glandulas salivares. Os mesmos autores observaram uma
situacdo similar em R. prolixus, onde também foi possivel encontrar T.
rangeli KP1(-) e KP1(+) no intestino, sendo que somente as células
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KP1(+) foram observadas na glandula salivar (VALLEJO et al., 2002;
URREA et al., 2005).

Estes dados sugerem que algumas espécies de Rhodnius spp. sdo
preferencialmente susceptiveis a cepas KP1(+) enquanto outras a cepas
KP1(-). Isto posto, cada espécie do género Rhodnius pode selecionar as
subpopulacgdes de parasitos que sdo capazes de alcancar a glandula salivar
e consequentemente ser transmitido pela picada através da saliva
(MACHADO et al., 2001; GUHL; VALLEJO, 2003).

Estudos no T. rangeli sobre o gene do mini-éxon também
permitiram dividir as cepas de T. rangeli em dois grupos distintos, assim
como outros varios marcadores (0 gene 5S [rDNA, sequéncias
espacadoras internas transcritas — ITS e RAPD) (AKSOY et al., 1992;
STEINDEL et al., 1994; GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999; BARNABE;
BRISSE; TIBAYRENC, 2003; DA SILVA et al., 2004; BELTRAME-BOTELHO et
al., 2005).

Um enfoque funcional surgiu na investigacdo de genes especificos
que codificam para algumas proteinas e enzimas do T. rangeli. Dentre
estes, destacam-se os trabalhos relacionados a familia das trans-sialidases
(BUSCHIAZZO et al., 1993; PONTES-DE-CARVALHO; TOMLINSON;
NUSSENZWEIG, 1993; MEDINA-ACOSTA et al., 1994; BUSCHIAZZO;

CAMPETELLA; FRASCH, 1997; SOUSA; LOMBARDO; SALDANA, 2005), a0
gene da tirosina aminotransferase (BONTEMPI et al., 2000); a proteina de
membrana da Ordem Kinetoplastida 11 (KMP-11) (URUENA et al.,
2004), a histona H2A (PUERTA et al., 2000; CUERVO; LOPEZ; PUERTA,
2006; PUERTA et al., 2009), o transportador de D-glicose (MILETTI et al.,
2006), além do estudo envolvendo os genes que codificam para a beta-
tubulina, cisteina proteinase, proteina de choque térmico 70 kDa (HSP
70) e actina em cepas de T. rangeli de distintas regides geograficas
(TOALDO et al., 2001).

Apesar destes trabalhos, muito pouco ainda é conhecido com
relacdo a estrutura genética e a expressdo génica no T. rangeli. Neste
sentido, considerando a finalizagdo dos genomas dos TriTryps (EL-SAYED
et al., 2005), trés espécies de grande importancia no ponto de vista de salde
publica (T. cruzi, T. brucei e L. major), e com 0 objetivo de obter uma
visdo geral do genoma do T. rangeli, nosso grupo iniciou, em 2004, a
andlise do seu transcriptoma (GOLD, http://www.genomesonline.org). Este
estudo foi baseado na geracdo de etiquetas de sequéncias expressas (do
inglés Expressed Sequence Tags ou EST) (SNOEIJER et al., 2004) e de
etiquetas de sequéncias expressas do quadro aberto de leitura (do inglés
Open Reading Frame EST ou ORESTES) de ambas as formas evolutivas
de duas cepas do parasito. Mais de 10.000 sequéncias foram geradas e
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tém permitido estabelecer uma base de dados confiavel para estudos de
genes especificos.

Durante a analise das sequéncias obtidas, observou-se que muitas
delas apresentaram similaridade a sequéncias ainda ndo caracterizadas
para este parasito, dentre as quais as DNA topoisomerases Il e 1ll. Além
disso, uma grande porcentagem das EST geradas ndo apresentaram
qualquer semelhanca com sequéncias depositadas nos bancos de dados,
podendo caracterizar genes especificos, genes desconhecidos ou ainda
regides nao transcritas (SNOEIJER et al., 2004).

O encontro de diferentes DNA topoisomerases atraiu muito a
atencdo pelo fato de ser uma enzima ubiqua de grande importancia no
metabolismo dos acidos nucléicos, que embora bem caracterizada para
outros membros da Ordem Kinetoplastida (DAS et al., 2004), ainda nédo
existem estudos a seu respeito com relagdo ao T. rangeli.

DNA Topoisomerases
Aspectos Gerais

Presentes nos mais diversos organismos, incluindo eucariotos e
procariotos, as DNA topoisomerases pertencem a uma classe de enzimas
heterogéneas capazes de alterar o estado topoldgico do DNA, catalisando
mudangas conformacionais a partir da clivagem e ligacdo das fitas de
DNA sem alterar sua sequéncia, atuando basicamente no nimero de vezes
que as fitas se entrelacam entre si (DNA duplex) e no espaco
(superenovelamento) (BERGER, 1998; CHAMPOUX, 2001; DAS et al., 2004).
Por conseguinte, acabam sendo fundamentais em diversos processos
metabdlicos, tais como: replicacdo, transcricdo, recombinacdo e
remodelacdo da cromatina (CHAMPOUX, 2001).

A partir dos diferentes mecanismos de ac¢do envolvendo a quebra
transitéria de uma ou ambas as fitas da molécula de DNA, surgem
respectivamente duas categorias de DNA topoisomerases: as de tipo | e as
do tipo 1l (VOSBERG, 1985; WANG, 1996) (tabela 1). De maneira geral, a
clivagem do DNA pelas topoisomerases é acompanhada pela formacéo de
uma ligacdo fosfodiéster transiente entre um residuo de tirosina especifico
da proteina (altamente conservado) e uma das extremidades da fita
clivada. Tanto as enzimas de tipo | quanto de tipo Il podem ser
subdivididas em subfamilias A e B, as quais compartilham aspectos
mecanisticos, embora variando em suas estruturas.

Nas células, a molécula de DNA apresenta-se geralmente como
uma estrutura fechada, incluindo as moléculas de DNA circulares
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(plasmidios, genomas bacterianos e de alguns virus) ou ainda, 0s
genomas de organismos eucaridticos, onde se assume a forma de grandes
alcas, cujas extremidades séo fixadas por macromoléculas as membranas
intracelulares. Portanto, independente da situacdo, a molécula de DNA
tende a ser impedida de girar sobre o eixo da prépria hélice e, desta
forma, possibilita o aparecimento de novas estruturas conformacionais.

Tabela 1: Exemplos de DNA topoisomerases, classificadas de acordo com sua
subfamilia. Fonte: Wang, 2002.

Subfamilia DNA topoisomerases

DNA topoisomerases | e 11 bacterianas
DNA topoisomerase |11 de leveduras
1A DNA topoisomerases I1lo e III de Drosophila
melanogaster
DNA topoisomerases Illa e III} de mamiferos
DNA topoisomerases | eucaridticas
IB DNA topoisomerase | mitocondrial de mamiferos
DNA topoisomerase de poxvirus
DNA girase bacteriana
DNA topoisomerase |V bacteriana
DNA topoisomerase do fago T4

L DNA topoisomerase Il de levedura
DNA topoisomerase Il de Drosophila melanogaster
DNA topoisomerases Ila e I de mamiferos

11B DNA topoisomerase VI de Sulfolobus shibatae

Embora exista uma sobreposi¢do de funcbes entre as diferentes
enzimas existentes numa mesma célula, cada uma das DNA
topoisomerases parece otimizada para conduzir seu préprio grupo de
manipulacGes topoldgicas (figura 4).

Dentre os varios tipos de reaces que sdo catalisadas pelas DNA
topoisomerases esta a que causa mudancas no grau de superenovelamento
do DNA, isto &, esta enzima é capaz de fazer a conversao de moléculas de
DNA relaxadas em moléculas superenoveladas (reagdo executada
somente pelas topoisomerases Il bacterianas), assim como realizar o
relaxamento de moléculas de DNA superenoveladas para sua
conformagdo relaxada (reacéo catalisada pelas topoisomerases | e 11, tanto
bacterianas quanto eucaridticas) (figura 4A). As DNA topoisomerases do
tipo 1l podem também catalisar a formacdo e a dissolucdo de estruturas
em forma de n6 (“knots”) (figura 4B), bem como a concatenagdo e
decatenacdo de moléculas de DNA circulares (figura 4C). As DNA
topoisomerases do tipo | podem realizar as duas reacdes descritas
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anteriormente somente em moléculas circulares de fita simples ou se a
molécula de DNA de fita dupla circular possuir uma das fitas clivadas.

A B C
Superenovelamento/ Formagao/ Remogao de Concatenagao/
Relaxamento estruturas em formato de né Decatenacao

Figura 4: ReagBes catalisadas pelas DNA topoisomerases. (A) Reacdes de
superenovelamento negativo ou relaxamento da moléculas de DNA. (B) Formagdo ou
remocéo de estruturas em forma de nod. (C) Reagles de concatenagdo e decatenagao.
Fonte: Bakshi; Shapiro, 2003.

DNA Topoisomerases do Tipo |

As enzimas de tipo | promovem a clivagem de apenas uma das
fitas do DNA e consentem a passagem da outra fita por esta quebra,
resultando no aumento ou na diminui¢do do nimero de giros da molécula
(figura 5). Elas séo divididas em 2 subfamilias: IA e IB, que diferem no
tipo da ligacdo feita entre a enzima e 0 DNA. As DNA topoisomerases 1A
se ligam a extremidade 5° do DNA clivado, enquanto que as DNA
topoisomerases IB se ligam a extremidade 3’ (WANG, 1996).

DNA Topoisomerases do Tipo IA
Todas as enzimas que representam esta subfamilia (tabela 1)
promovem a clivagem do DNA através da ligacdo fosfodiéster
envolvendo a extremidade 5’ da regido clivada e um residuo de tirosina
especifico da enzima, a partir da exposicao de uma regido de fita simples
de DNA, que serve como substrato. Apesar de ndo serem dependentes de
ATP, todas requerem o fon Mg®* como cofator. Estas enzimas sio
monoméricas, com uma Unica excecdo (a girase reversa da bactéria
Methanopyrus kandlery heterodimérica) (KRAH et al., 1996). Normalmente,
s6 as moléculas de DNA que contém superenovelamento negativo sdo
substratos para a reagdo que leva ao relaxamento, embora esta reagdo ndo
ocorra por completo (WANG, 1998). Estas enzimas sdo capazes de catalisar
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a formacéo de estruturas em forma de lacos em DNA circulares de fita
simples, assim como promover a remocao destas estruturas (LIU; DEPEW;
WANG, 1976). Além disso, sdo capazes de promover a concatenacdo e
decatenacdo de moléculas de DNA de fita simples circulares, assim como
para as moléculas de DNA de fita dupla circulares, desde que uma das
moléculas apresente uma ruptura em uma das fitas (TSE; WANG, 1980).

Figura 5: Representacdo esquematica do mecanismo de agdo geral proposto para as
DNA topoisomerases tipo I. A figura ilustra a clivagem de uma Unica fita do DNA e a
passagem da segunda fita pela abertura gerada na clivagem a partir de diversas
mudangas conformacionais. (a) mudanca conformacional para o ataque nucleofilico
da cadeia lateral da tirosina presente no sitio ativo em uma das fitas do DNA; (b) apés
a clivagem, a tirosina permanece covalentemente ligada ao fosfato na por¢do 5° (DNA
topoisomerases tipo 1A) ou 3’ (DNA topoisomerases tipo IB); (C) a abertura da
enzima permite a passagem da outra fita pelo espaco gerado (d) apds a passagem
ocorre a religacdo da fita de DNA clivada; (e;f) a enzima muda novamente de
conformacdo para liberar a fita e completar o ciclo. Fonte: Champoux, 2001.

As DNA topoisomerases do tipo 1A tém como funcdo principal a
prevencdo do excesso de superenovelamento negativo, relaxando o DNA
até que este adquira uma topologia adequada para a expressao dos genes.
Por outro lado, estas enzimas apresentam uma baixa atividade de
relaxamento de superenovelamento positivo, e por este fato ndo atuam
sobre o movimento da forquilha durante a replicacgdo do DNA
(CHAMPOUX, 2002).
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DNA Topoisomerases do Tipo IB

As DNA topoisomerases do tipo IB ndo apresentam homologia de
sequéncia ou de estrutura com outras DNA topoisomerases, sendo
funcionalmente distintas dos membros da subfamilia IA. Todas as
enzimas desta classe sdo monoméricas e podem promover relaxamento de
superenovelamentos positivos e negativos por completo. Consistente com
estas propriedades, essas enzimas ndo requerem a exposi¢cdo de uma
regido de fita simples de DNA para realizar o relaxamento. As
topoisomerases do tipo IB clivam uma das fitas do DNA e ligam-se
covalentemente a extremidade 3’ da fita clivada através de um residuo de
tirosina presente no sitio ativo da enzima. Diferentemente das
topoisomerases do tipo 1A ndo requerem a ligacdo de ions metélicos para
o relaxamento do DNA (CHAMPOUX, 2002).

DNA Topoisomerases do Tipo |l

As DNA topoisomerases Il clivam ambas as fitas do DNA duplex
durante a catalise, permitindo a passagem de um segmento de DNA
externo através desta quebra temporaria em uma reacdo dependente de
fons Mg®* e hidrélise de ATP. O aporte energético ndo é necessario para a
reacdo de clivagem ou religacdo, mas para o desligamento do DNA e a
reciclagem da enzima (OSHEROFF; SHELTON; BRUTLAG, 1983; WANG,
1996; CHAMPOUX, 2001). As DNA topoisomerases Il s&o compostas por
mais de uma subunidade. As topoisomerases Il bacterianas (DNA girase,
topoisomerase IV e topoisomerase VI) sdo tetrameros formados pela
associacdo de duas subunidades distintas, enquanto que as topoisomerases
Il eucaritticas e de poxyvirus (virus vaccinia) sdo homodiméricas. A
topoisomerase do bacteriofago T4, por sua vez, é composta de trés
diferentes subunidades (VOSBERG, 1985; WANG, 1996).

Entre todas as enzimas de tipo Il conhecidas, a DNA girase € a
Unica capaz de usar a energia obtida na hidrélise de ATP para introduzir
superenovelamento negativo no DNA (GELLERT et al., 1976). Diferentes
membros da familia de tipo Il podem ser distinguidos por sua relativa
eficiéncia nos processos de relaxamento versus decatenacdo ou
concatenagdo, sendo que tais propriedades refletem seus papéis
especializados na célula.

DNA Topoisomerases do Tipo I1A
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As topoisomerases |l eucarioticas originaram-se a partir da fuséo
das subunidades da DNA girase A e B. A homologia entre estas enzimas
pode ser avaliada através do alinhamento das sequéncias das DNA
topoisomerases do tipo 11A, em relacdo a DNA girase de Escherichia coli
(figura 6). Deste alinhamento observa-se que esta subfamilia de enzimas
apresenta uma estrutura composta basicamente por trés dominios. A
subunidade B da DNA girase de E. coli (GyrB), responsavel pela
atividade ATPasica, corresponde a subunidade ParE da topoisomerase 1V
de E. coli e a metade da regido amino-terminal das enzimas eucaridticas.
Ja a subunidade A da girase (GyrA), responsavel pela atividade de
clivagem e religacdo do DNA, apresenta similaridade com a subunidade
ParC da topoisomerase IV de E. coli e com a porcdo central das enzimas
eucaridticas. Com excecdo de uma pequena regido de 170 aminoacidos
situada na regido terminal de GyrB, todas as DNA topoisomerases do tipo
1A apresentam alta similaridade entre as suas sequéncias. Entretanto, o
terceiro dominio, correspondente a porcdo carboxi-terminal é espécie
especifico e s& apresenta similaridade de sequéncia em espécies
relacionadas, basicamente restritas a primeira metade deste dominio. A
regido carboxi-terminal destas enzimas geralmente contém sequéncias de
enderecamento celular, que podem ser nucleares, mitocondriais ou ainda
para interagdo com outras proteinas (ADACHI et al., 1997; MIRSKI;
GERLACH; COLE, 1999; SHAIU; HU; HSIEH, 1999).

Dominio de Clivagem/Religacao

I
Dominioc ATPase Tyr 782

C-terminal
S. cerevisiae | Cc
Topo Il
1 410 660 1164 1428
Topo IV
! ParE LR Parc 464 762
DNA girase
1 GyrB 804 1 GyrA 505 875
550 719

Figura 6: Esquema representativo de comparagao entre os dominios funcionais das
DNA topoisomerases I1A. Fonte: Champoux, 2001.

A regido da DNA girase que envolve o segmento de fita dupla do
DNA clivado, criando superenovelamento negativo, encontra-se
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localizada no dominio carboxi-terminal da GyrA. Vaérios trabalhos
comprovam que a atividade ATP4sica nas topoisomerases tipo Il reside
no seu dominio amino-terminal tanto em GyrB (43 kDa) quanto para a
topoisomerase llo humana (52 kDa). Esta mesma analise em sequéncias
de membros da Ordem Kinetoplastida demonstrou que a regido
correspondente aos aminoacidos 1-385 tem alto grau de similaridade com
o fragmento amino-terminal da enzima humana e é responsavel pela
atividade ATPasica (SENGUPTA et al., 2005).

A ligagdo do ATP ao dominio ATPase nestas enzimas
normalmente leva a dimerizacdo deste dominio e ao fechamento da
porcdo amino-terminal da proteina. Este movimento inicia uma série de
mudangas conformacionais que envolvem posteriormente a passagem e
liberacdo da molécula de DNA. Um diagrama com base no mecanismo de
acdo da DNA girase e topoisomerase |1 de levedura baseado em dados de
microscopia eletrénica e estrutura tridimensional pode ser observado na
figura 7.

@D G-segment T-segment
ATPase

@ %\\ el

Figura 7: Representacdo esquematica do mecanismo de agdo proposto para as DNA
topoisomerases tipo I1A. (1 e 2) A enzima se liga a um DNA dupla fita (segmento-G)
na regido que contém o dominio de clivagem e religacao; (3) Uma segunda molécula
de DNA dupla fita (segmento-T) se liga a enzima e a ligacdo de um ATP promove a
dimerizacdo dos dominios ATPase, que consequentemente levam a clivagem do
segmento G e o transporte do segmento T pelo espago gerado; (4) O segmento T fica
retido no espago oposto correspondente a porcdo carboxi terminal do dominio de
clivagem; (5) O segmento G é religado e o segmento T ¢é liberado a partir da mudanga
conformacional da enzima. Fonte: Berger, 1998.
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Resumidamente, na regido de contato entre as subunidades A e B,
encontra-se o sitio de captura do segmento de DNA dupla fita que sera
clivado (segmento G). Um segundo segmento (segmento T), que pode ou
ndo fazer parte da molécula clivada, aloja-se entdo na cavidade
denominada “N-gate”, formada por GyrA. A interagdo da enzima com o
DNA que lhe serve de substrato, assim como a ligacdo de ATP e a sua
hidrélise parecem estar diretamente relacionados com mudangas
conformacionais na enzima. Especificamente, a ligacdo de ATP em um
dos dominios com atividade ATPase parece levar a dimerizacdo deste
dominio, e, consequentemente a clivagem do segmento G. As duas fitas
do segmento G sdo clivadas e ocorre a passagem do segundo segmento de
dupla fita de DNA (segmento T). Uma vez que o segmento T é
transportado, ocorre a religacdo do segmento G, o que leva a abertura do
“C-gate”, facilitando assim a liberagdo do segmento T da enzima. O ciclo
se completa com o rapido fechamento do “C-gate”, ¢ a liberagdo dos
produtos de hidrdlise de ATP promove a re-abertura do “N-gate”, o que
propicia um novo ciclo de clivagem e transporte de DNA pela
topoisomerase.

DNA topoisomerases do tipo 11B

O prot6tipo das enzimas pertencentes a subfamilia do tipo 1IB é a
topoisomerase VI de Sulfolobus shibatae, sendo que enzimas similares
sdo encontradas em todos 0s outros microrganismos do Reino Archea até
agora sequenciados (BERGERAT et al., 1997). Da mesma forma que as
topoisomerases |l bacterianas, estas enzimas sdo heterotetrameros
compostos por duas subunidades A e B. Esta enzima é capaz de relaxar o
DNA superenovelado positivamente e negativamente, concatenar e
decatenar moléculas de DNA circulares na presenca de ATP e cations
divalentes.

As sequéncias de aminoacidos das duas subunidades da DNA
Topoisomerase VI compartilham apenas pequena homologia com as
topoisomerases do tipo 1A, contendo os dominios funcionais de hidrélise
de ATP, clivagem e religacdo (BERGERAT et al., 1997). A estrutura geral da
subunidade A da topo VI também é distinta de todas as enzimas do tipo
IIA e apresenta homologia com a proteina Spoll de Saccharomyces
cerevisae, envolvida na clivagem da dupla fita de DNA durante o
processo de recombinagdo que ocorre na meiose (KEENEY; GIROUX;
KLECKNER, 1997). A subunidade B apresenta um dominio de
aproximadamente 200 aminoacidos na regido amino-terminal homélogo a
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familia de proteinas chamadas de ATPases tipo-GHKL (BERGERAT et al.,
1997; DUTTA,; INOUYE, 2000).

O mecanismo de a¢do das enzimas do tipo 1IB é pouco conhecido,
mas sabe-se que uma leve rotagdo das regiGes de ligacdo e clivagem,
promove a justaposicdo do sitio ativo contendo os pares de residuos de
tirosina com o DNA a ser clivado. A caracteristica mais intrigante destas
enzimas é a auséncia de uma cavidade equivalente ao espaco descrito
para acomodar o segmento que foi transportado nas enzimas de tipo IlA.
A relagdo espacial entre a subunidade B /ATPase e a subunidade A, ainda
é desconhecida, mas parece que o dominio B é capaz ndo sé de capturar o
DNA a ser clivado, como também de formar uma ponte que mantém a
subunidade A ligada (DUTTA; INOUYE, 2000).

O Papel das DNA Topoisomerases em Processos Bioldgicos
Replicacéo

As alteracfes topoldgicas da molécula de DNA geradas pelo
avango da maquinaria de replicacdo e o papel das diferentes DNA
topoisomerases neste processo dependem da maneira com que a
maquinaria se movimenta ao longo do DNA (figura 8A) (LIU; WANG,
1987). A replicacdo é um dos processos mais conhecidos que geram
superenovelamento no DNA. Durante a replicagdo semiconservativa, se a
maquinaria de replicacdo é impedida de girar ao redor do DNA, um
superenovelamento positivo é gerado a frente da forquilha de replicacao,
enquanto atras, a forquilha torna-se progressivamente maior (figura 8B)
(COOK, 1999). As DNA topoisomerases do tipo Il e do tipo IB tém um
papel fundamental na remocéo deste superenovelamento positivo a frente
da magquinaria de replicacdo devido as suas eficientes atividades de
relaxamento (WANG, 1996).

Se for considerado que a maquinaria de replicacdo pode girar ao
redor do eixo do DNA, o superenovelamento positivo gerado a frente da
forquilha de replicacdo pode ser redistribuido para a regido atrds desta,
levando ao entrelagamento do par de fitas duplicadas e/ou um
superenovelamento positivo nesta regido (figura 8C) (WANG, 2002). Neste
modelo de replicacdo, a DNA topoisomerase Il também pode agir atras da
forquilha de replicacdo removendo o entrelagamento das duplas fitas
recém sintetizadas (POSTOW et al., 2001). As topoisomerases do tipo 1A
podem remover 0 superenovelamento positivo somente se houver uma
regido de fita simples clivada, e por este motivo acabam sendo menos
necessarias que as topoisomerases do tipo Il e IB no processo de
elongacdo do DNA na replicacdo (WANG, 1996).
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Figura 8: Atuacdo das DNA topoisomerases na replicagdo. (A) Esquema geral da
forquilha de replicagdo incluindo a maquinaria de replicacdo envolvida no processo.
(B/C) Problemas topoldgicos associados com a elongagdo da forquilha de replicagéo.
A barra em azul representa a maquinaria de replicacdo. Fonte: Champoux, 2001.

Estudos em varios organismos suportam as proposi¢cdes acima. Em
S. cerevisiae, tanto a topoisomerase do tipo 1B quanto do tipo I1A podem
promover a etapa de elongacdo na replicacdo (KIM; WANG, 1989). Em
Drosophila melanogaster, a topoisomerase do tipo IB é essencial em
todas as etapas do desenvolvimento que estdo comprometidas com a
proliferacdo celular (ZHANG et al., 2000). A DNA topoisomerase Il de E.
coli (subfamilia 1A) pode promover a replicacdo plasmidial in vitro, mas
a capacidade de suportar a elongacdo da cadeia de DNA na replicagdo é
incerta.

Transcricdo
No processo de transcricdo diversos eventos podem impedir a

maquinaria de transcri¢do girar ao redor do DNA, como por exemplo: a
co-traducdo e insercdo do peptideo nascente na membrana celular em
procariotos (LYNCH; WANG, 1993). Deste modo, a transcricdo em si gera
superenovelamento positivo a frente e negativo atrds em relagdo ao sitio
de translocacdo da RNA polimerase (LIU; WANG, 1987). Em E. coli, a
DNA girase, é a principal responsavel pela remogdo do
superenovelamento positivo enquanto a topoisomerase | é responsavel
pela remocdo do superenovelamento negativo (WANG, 1996). A suposi¢do
de que a DNA girase e a topoisomerase IA regulam o superenovelamento
in vivo é apoiada na observacdo de que mutantes TopA de E. coli ndo séo
viaveis a menos que adquiram mutacGes compensatoérias, algumas das
quais reduzem o nivel de expressédo da girase (DINARDO et al., 1982).

Em eucariotos a mobilidade da maquinaria de transcri¢do pode ser
reduzida por sua associagdo com a membrana nuclear (COOK, 1999) ou
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pelo evento de transcricdo com traducgdo simultanea no ndcleo (IBORRA,;
JACKSON; COOK, 2001).

Em leveduras a inativacdo da topoisomerase | ndo tem grande
influéncia sobre o crescimento celular podendo haver neste caso um
efeito compensatério pela topoisomerase Il. Porém, a simultdnea
inativacdo das DNA topoisomerases | e 1l leva a uma grande reducdo na
sintese RNA ribossomal e uma moderada reducdo na sintese do mRNA
(UEMURA; YANAGIDA, 1984; BRILL et al., 1987). Em cultura de linfocitos
B, a transcri¢do de diversos genes pela polimerase Il é sensivel a inibicdo
da topoisomerase (COLLINS; WEBER; LEVENS, 2001). Uma ligagédo direta
entre a atividade das DNA topoisomerases e 0 processo de transcri¢do é
dificil de ser estabelecida in vivo devido as multiplas funcdes da enzima e
da complexidade experimental do sistema. Entretanto, experimentos de
transcricdo in vitro, utilizando a holoenzima RNA polimerase |l
purificada e a cromatina como molde, mostrou que a transcricdo é
dependente da atividade da topoisomerase Il uma vez que sua inibi¢do
pelo etoposideo apresentava efeito negativo direto sobre a transcricao
(MONDAL; PARVIN, 2001). Em contraste, a inibicdo da topoisomerase Il
ndo teve efeito na transcricdo quando um DNA molde livre de histonas e
proteinas acessorias foi utilizado. Este resultado sugere que a
topoisomerase 1l em associacdo com outros fatores de transcricdo
modifica a topologia do DNA possibilitando a transcricdo (MONDAL;
PARVIN, 2001).

Recombinacdo
Estudos em E. coli demonstraram que as topoisomerases IA em

bactérias podem estar envolvidas no processo de recombinacdo mediado
por RecA, atuando na resolucdo especifica de intermedirios da
recombinacdo antes da segregacdo dos cromossomos (ZHU; PONGPECH,;
DIGATE, 2001). Mutantes para a topoisomerase Ill de S. cerevisiae sdo
viaveis, embora apresentem um complexo fenétipo que inclui lento
crescimento, redugdo na viabilidade, hiper-recombinagdo entre
sequéncias repetitivas, hiper-sensibilidade a agentes causadores de danos
ao DNA e incapacidade de esporular (WALLIS et al., 1989). Em contraste,
em Schizosaccharomyces pombe esta mesma proteina é essencial para
viabilidade, sendo que seus mutantes sdo incapazes de segregar
adequadamente as cromatides irmds durante a mitose (GOODWIN et al.,
1999). Interessantemente, mutacdes nos genes da familia ReaQ, SGS1 ou
RQH1, encontrados em S. cerevisiae e S. pombe, podem suprimir 0s
defeitos causados pela falta da topoisomerase Il (MAFTAHI et al., 1999).
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Uma interpretacdo para essa interacdo genética, é que as RecQ helicases
atuam antes da topoisomerase Il em uma mesma via bioquimica e
produzem uma estrutura de DNA que requer uma topoisomerase de tipo
IA para sua resolugdo (WU; HICKSON, 2001). Em S. cerevisiae, SGS1p e
topoisomerases 1ll também interagem fisicamente, sugerindo de
recrutamento para seu sitio de acdo (BENNETT; WANG, 2001; FRICKE;
KALIRAMAN; BRILL, 2001). Outra topoisomerase envolvida no processo
de recombinacdo € a de tipo Il. Estudos em S. cerevisiae apontaram que
esta enzima se liga covalentemente a extremidade 5’ da dupla fita de
DNA quebrada nos sitios de alta frequéncia (“hot-spots”) de
recombinacdo durante a meiose (KEENEY, 2001).

Inibidores de DNA topoisomerases

Considerando todos estes papéis das topoisomerases no
metabolismo do DNA, estas enzimas sdo importantes alvos bactericidas e
de farmacos antitumorais (SCHNEIDER; HSIANG; LIU, 1990; ZHANG;
D'ARPA; LIU, 1990; SCHNEIDER; TRAVERS; MUSKHELISHVILI, 2000). Os
inibidores de DNA topoisomerases de maneira geral podem ser divididos
em duas classes. Os inibidores da primeira classe atuam através da
estabilizacdo do complexo covalente enzima - DNA, enguanto que 0s
inibidores da segunda classe interferem diretamente com as funces
cataliticas sem formar complexos covalentes (TOPCU, 2001).

Com relacdo aos organismos procariotos, varios antibioticos
apresentam especificidade para a subunidade GyrA ou para a subunidade
GyrB da DNA girase (CHAMPOUX, 2001). A subunidade GyrA é o alvo
das quinolonas, como o acido nalidixico e seus derivados, entre eles a
ofloxacina, a norfloxacina, a perfloxacina e a ciprofloxacina. Ja a
subunidade GyrB, ¢ inibida pelas coumarinas, sendo que a novobiocina
estd entre as mais potentes. Esses dois grupos de antibidticos tém
diferentes mecanismos de acdo. Acredita-se que a novobiocina, embora
sem similaridade estrutural com o ATP, compete com este pelo sitio de
ligacdo na enzima. A novobiocina blogqueia o acesso do ATP a enzima
sem compartilhar o sitio de ligacdo ou alterar a conformacdo da enzima
diminuindo assim a afinidade por este cofator (COZZARELLI, 1980). O
acido nalidixico, por sua vez, bloqueia as atividades envolvidas na reagdo
de quebra e religacdo das fitas do DNA, que é mediada pela subunidade
A.

As consequéncias do tratamento de células bacterianas com esses
agentes sdo complexas e incluem varios efeitos. O efeito mais marcante é
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sobre o superenovelamento do DNA e portanto, em Ultima instancia,
sobre a prdpria expressao génica.

Os inibidores de topoisomerases Il eucari6ticas também incluem
agentes que se ligam, mas ndo se intercalam ao DNA e aqueles que séo
fortes agentes intercalantes do DNA. O primeiro grupo € representado
pelas as epipodofilotoxinas que incluem o etoposideo e o tenoposideo. J4,
0 segundo grupo, & composto por farmacos como a elipticina, a
aminoacridina e adriamicina (LIU et al., 1989). Todos esses inibidores
afetam a DNA topoisomerase Il de uma maneira especifica, formando
complexos com 0 DNA e a enzima durante a reacdo de clivagem do
DNA. Muitos deles, como a adriamicina, a actinomicina D e o
etoposideo, sdo usados clinicamente para tratar diversos tipos de cancer,
devido ao alto nivel de DNA topoisomerases em tumores com alta taxa de
proliferacédo.

Pelo fato de estar presente em altos niveis em células de rapida
proliferacdo (CHEESMAN et al, 1994), do mesmo modo que a
topoisomerase Il é um importante alvo terapéutico para varios
antibidticos e antitumorais, as DNA topoisomerases Il eucarioticas tém
emergido como um alvo ideal para drogas antiparasitarias.

Os mecanismos que geram os efeitos citotoxicos causados pelos
inibidores de topoisomerase ainda ndo estdo definidos. Contudo, a
interferéncia no metabolismo do DNA parece ser uma das principais
causas da morte celular. A formacdo do complexo droga -DNA - enzima
pode bloquear o movimento da forquilha de replicagdo, inibindo a sintese
e levando a fragmentagdo do DNA (D'ARPA; BEARDMORE; LIU, 1990;
ZHANG; D'ARPA,; LIU, 1990).

DNA Topoisomerases ha Ordem Kinetoplastida

Em geral, os organismos da Ordem Kinetoplastida s&o
classificados filogeneticamente como eucariotos ancestrais que possuem
um DNA diferenciado e ndo usual tanto no nicleo quanto na sua Unica
mitocOndria, apresentando algumas caracteristicas peculiares, tais como:
Seus cromossomos néo sdo condensados durante a mitose, apresentam um
Unico flagelo com axonema, uma complexa estrutura paraxial,
mitocdndria Unica e ramificada contendo uma regido alargada com
acumulo de DNA, chamada de cinetoplasto e microttbulos subpeliculares
associados a membrana plasmatica (DE SOUZA; MOTTA, 1999).

Dentre as diversas espécies que compdem esta ordem, varios
membros sdo agentes causadores de doencas ao homem, animais e
plantas. As doencas mais conhecidas sdo provocadas por protozoarios dos
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géneros Trypanosoma e Leishmania, dentre as quais pode-se citar a
doenca de Chagas, a doenca do sono e as leishmanioses. Os farmacos
atualmente disponiveis para o tratamento das leishmanioses e doencas
causadas por Trypanosoma spp. sdo inadequados devido a baixa eficacia
e alta toxicidade, além do aumento na prevaléncia de parasitas resistentes
a estes farmacos (FAIRLAMB, 2003). Neste sentido, o desenvolvimento de
farmacos antiparasitarios modernos esta relacionado ao desenho racional
de substancias dirigidas contra alvos especificos (SENGUPTA et al., 2005).

Considerando a existéncia de farmacos antitopoisomerases com
uso clinico aprovado e a potencialidade destas enzimas como alvos
terapéuticos nos mais variados grupos patogénicos, o estudo das
topoisomerases € de especial interesse no caso dos protozoarios
pertencentes a Ordem Kinetoplastida, pois em adicdo a seu papel no
metabolismo do DNA nuclear, estas enzimas também tém papel
importante na replicacdo e organizacdo do DNA do cinetoplasto que esta
ausente em organismos eucariotos superiores (HANKE et al., 2003).

O DNA mitocondrial do cinetoplasto (KDNA) é uma rede
complexa de moléculas de DNA circular concatenadas presente na matriz
da Unica mitocondria da célula, e corresponde a aproximadamente 30%
do DNA total dos tripanosomatideos (figura 9). Este DNA é formado por
dois tipos de moléculas: os minicirculos (com tamanho entre 0,5 a 2,5
Kb) e maxicirculos (com tamanho variando entre 20 a 38 Kb). Cerca de
10.000 minicirculos e 50 maxicirculos encontram-se concatenados, e
compfem esta extensa rede de KDNA. Os maxicirculos possuem papel
semelhante ao DNA mitocondrial de mamiferos e codificam RNA
ribossomais e proteinas mitocondriais. Enquanto isso, os minicirculos
estdo envolvidos na formacdo de pequenos RNA guias que controlam o
processo de edicdo do mRNA (SIMPSON et al., 2000). Dentre as espécies,
0s minicirculos sdo altamente heterogéneos quanto a sequéncia de
nucleotideos, embora o tamanho destes circulos, dentro da rede de kDNA,
seja praticamente idéntico (SHAPIRO; ENGLUND, 1995). Dentre as
excecOes a esta regra o T. rangeli e Crithidia oncopelti apresentam
classes de minicirculos com diferentes tamanhos (PESTOV et al., 1990;
VALLEJO et al., 1994). Estudos em C. fasciculata demonstraram que cada
minicirculo na rede tem uma média de trés moléculas concatenadas.
Entretanto, o nimero de moléculas ligadas, chamado de valéncia dos
minicirculos, pode variar de acordo com a espécie e a fase do ciclo
celular (CHEN; ENGLUND; COZZARELLI, 1995; CHEN et al., 1995).
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Figura 9: DNA mitocondrial do cinetoplasto (KDNA). (A) Forma tripomastigota
sanguinea de Trypanosoma cruzi corada com Giemsa. (B) Microfotografia do
cinetoplasto. (C) Detalhe da rede complexa de moléculas de DNA circular
concatenadas. Fontes: Lindsay, 2008.

Estruturalmente, o arranjo do kDNA também varia entre os
diferentes protozodrios desta familia. Nas formas amastigota e
epimastigota de T. cruzi, assim como em epimastigotas de T. rangeli o
cinetoplasto se apresenta como um bastdo na matriz da Gnica mitocondria,
com o kDNA bastante compactado. J& em formas tripomastigotas destas
duas espécies a rede de kDNA torna-se menos compacta e a forma em
bastdo da lugar a uma forma arredondada (MEIRELLES et al., 2005). Esta
rede em todos 0s casos esta fisicamente ligada ao corpo basal do flagelo
por um sistema de filamentos transmembrana chamado de complexo de

ligacdo tripartido - TAC (do inglés Tripartite Attachment Complex)
(OGBADOY]I; ROBINSON; GULL, 2003).

Da mesma forma que o cinetoplasto é uma estrutura totalmente
diferenciada, sua replicagdo também é um processo extremamente
complexo. A replicacdo do KDNA acontece praticamente de forma
coordenada com a replicacdo do DNA nuclear em um processo complexo
restrito a fase S do ciclo celular (SHAPIRO; ENGLUND, 1995; HINES; RAY,
1997).

No modelo atual, cada minicirculo covalentemente ligado deve ser
individualmente liberado da regido central da rede de kDNA. Uma vez
livres, eles migram para uma regido entre o disco do KDNA e a
membrana mitocondrial, proxima ao corpo basal do flagelo. Nesta regido,
conhecida como zona cinetoflagelar, concentram-se as enzimas
necessarias para a replicacdo do kDNA. Os novos minicirculos
sintetizados sdo entdo separados na zona cinetoflagelar e migram para um
dos dois complexos protéicos situados em polos opostos da periferia do
cinetoplasto, chamados de sitios antipodais. Pelo menos um intervalo em
uma das fitas do DNA permanece ap6s o processo de replicacdo. Esses
intervalos permitem distinguir os minicirculos ja replicados daqueles que
ainda nao sofreram replicacdo, de modo que cada minicirculo seja
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replicado somente uma vez por ciclo celular. Estes minicirculos sao
reintroduzidos na periferia da rede adjacente aos sitios antipodais, e apés
todos minicirculos terem sido replicados e reintroduzidos os intervalos
sdo reparados. Um modelo sugere que uma rotacdo do cinetoplasto
durante a replicacdo permite que os novos circulos se distribuam
uniformemente pela rede de KDNA (SHLOMAI, 1994; SHAPIRO; ENGLUND,
1995).

Os maxicirculos, que formam um concatenado independente
dentro da matriz de minicirculos, permanecem ligados a rede durante o
processo replicativo e sdo sintetizados por um mecanismo conhecido
como ciclo-rolante (SHAPIRO, 1993). Durante a replicacéo, a rede tende a
ficar alongada e quando o nimero de minicirculos é dobrado a rede se
divide em duas. O sistema de filamentos TAC e responsavel pela
segregacdo das duas redes, através da movimentacdo do corpo basal que
puxa a rede de KDNA para as células filhas (OGBADOYI; ROBINSON;
GULL, 2003).

Uma vez que diversas interconversdes topolégicas do kDNA sdo
necessarias para sua replicacdo e segregacdo, incluindo a capacidade de
liberagdo e reincorporagéo das moléculas de DNA, fica evidente a acéo
indispensavel das DNA topoisomerases e sobretudo das enzimas de tipo
I, em varios passos desta via (ENGLUND; MARINI, 1980; SHAPIRO, 1993).
Como ndo existem evidéncias que enzimas de tipo 1IB sejam funcionais
em células de mamiferos ou de parasitos da Ordem Kinetoplastida, nestes
grupos as enzimas de tipo IIA séo referidas apenas como de tipo Il
(KULIKOWICZ; SHAPIRO, 2006). Além da atividade catalitica, a DNA
topoisomerase Il parece ter também um papel estrutural de ancoragem
dos maxicirculos a membrana mitocondrial e na movimentacdo dos
maxicirculos durante a replicacdo (SHAPIRO; SHOWALTER, 1994). Essa
importancia também é ressaltada no trabalho de Wang e Englund (2001),
em T. brucei, no qual a inibicdo de uma topoisomerase Il via RNA de
interferéncia determinou uma perda progressiva do DNA mitocondrial,
observando-se o desaparecimento gradual do cinetoplasto, relacionado a
conexdo ineficiente dos minicirculos replicados.

As DNA topoisomerases de tipo Il mitocondriais tém sido
descritas em muitos tripanosomatideos (DAS et al., 2004) e 0S genes que
codificam estas enzimas podem ser encontrados nos bancos de dados de
genoma dos organismos ja sequenciados. InvestigacOes especificas destas
enzimas foram apresentadas para T. brucei (STRAUSS; WANG, 1990), C.
fasciculata (PASION et al., 1992), T. cruzi (FRAGOSO; GOLDENBERG, 1992),
Leishmania donovani (DAS et al., 2001), L. infantum (HANKE et al., 2003) e
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Blastocrithidia culicis (LOURENCO et al., 2006), apresentando grande
similaridade entre eles. No entanto, a exata localizacdo celular destas
enzimas é extremamente confusa com relacdo a sua ocorréncia
predominante no cinetoplasto, com alguns casos de ocorréncia no
somente no nudcleo (FRAGOSO et al., 1998) ou em ambos os locais
(GAZIOVA; LUKES, 2003), acentuando as ddvidas quanto a existéncia de
um ou dois genes responsaveis pela atividade nestes dois locais
(NENORTAS; BODLEY; SHAPIRO, 1998).

Em células de mamiferos as enzimas de tipo Il sdo representadas
por duas isoformas, topoisomerase Ilo. ¢ IIB, as quais se localizam no
nicleo e possuem papel na mitose e/ou meiose. A atividade de
topoisomerase Il no genoma mitocondrial de células de mamiferos tem
sido descrita s6 recentemente e parece ser uma forma truncada de uma
topoisomerase IIf. Ja, em tripanosomatideos a situagdo é oposta, havendo
uma topoisomerase Il mitocondrial aparentemente bem conhecida, e
muito pouco sobre uma atividade nuclear. Em 2006, foram descritos por
KULIKOWICZ e SHAPIRO (2006) dois novos genes para DNA
topoisomerase Il em T. brucei, além do mitocondrial ja bem caracterizado
(TbrTop2mt) (STRAUSS; WANG, 1990), sendo um de acdo exclusivamente
nuclear (Thr7op2a) e 0 outro evidenciado com um pseudogene
(TbrTop2p).

Neste trabalho, foi realizada uma busca por ortélogos destes genes
no genoma de outras espécies relacionadas e verificou-se pelo menos um
gene relacionado em L. major e em T. cruzi. Assim, um clado com
enzimas de membros da Ordem Kinetoplastida com alta similaridade a
outras enzimas eucaridticas, e sabidamente nucleares, foi formado em
analises filogenéticas, reforcando os resultados apresentados consistentes
com uma Unica enzima dominante em cada compartimento
(KULIKOWICZ; SHAPIRO, 2006). Ainda assim, ndo se pode excluir a
interpolacdo entre as atividades nuclear e mitocondrial, pelo fato de que
inimeros trabalhos apresentam genes do clado mitocondrial com
localizag&o nuclear, como no caso do T. cruzi (FRAGOSO et al., 1998).

Neste sentido, uma melhor compreensdo sobre a ocorréncia destas
isoformas em tripanosomatideos é fundamental para o esclarecimento do
mecanismo funcional caracteristico das DNA topoisomerases |l de
parasitos da Ordem Kinetoplastida, sobretudo em fun¢do desta enzima ser
um importante alvo para drogas (SENGUPTA et al, 2005).
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OBJETIVOS

Objetivo Geral:

O objetivo primordial do presente estudo foi caracterizar os genes

que codificam as DNA topoisomerases Il (TrTop2mt e TrTop2a) de
Trypanosoma rangeli e investigar seus papéis durante o crescimento e
diferenciacdo celular do parasito.

Objetivos Especificos:

30

Amplificar, clonar e obter a sequéncia completa dos genes das
DNA topoisomerases Il de T. rangeli;

Realizar a comparacdo intra e interespecifica das sequéncias
génicas obtidas;

Determinar, através de Southern blot, 0 nimero de copias dos
genes das DNA topoisomerases Il no genoma do T. rangeli;
Realizar a expressdo heteréloga de fragmentos protéicos das
DNA topoisomerases Il de T. rangeli e purificar os produtos de
expressdo;

Produzir antissoros policlonais e/ou monoclonais dirigidos as
DNA topoisomerases Il de T. rangeli;

Realizar o estudo cinético da expressdo e da citolocalizagdo das
DNA topoisomerases Il em T. rangeli, através de ensaios de
western blot e imunofluorescéncia indireta;

Detectar e caracterizar as DNA topoisomerases Il de T. rangeli
por ensaios de eletroforese bidimensional (2D) e espectrometria
de massa;

Determinar o efeito do inibidor de DNA topoisomerases
novobiocina sobre o crescimento e o processo de diferenciacdo
do T. rangeli;

Investigar o papel de diferentes marcadores biolégicos no
processo de diferenciacdo celular em T. rangeli;



CAPITULO 1
Caracterizacdo molecular das DNA topoisomerases Il de
Trypanosoma rangeli

31



1.1 JUSTIFICATIVA

O T. rangeli e o T. cruzi sdo as duas espécies do género
Trypanosoma que infectam humanos nas Américas Central e do Sul
(STEVENS et al., 2001). Estes parasitos apresentam sobreposicao geografica
comprovada, compartilham hospedeiros, bem como apresentam
reatividade soroldgica cruzada. Desta forma, o T. rangeli possui elevada
relevancia epidemiolégica (GRISARD et al., 1999), podendo levar a um
diagnostico equivocado com elevado custo social e econdmico.

Estudos acerca dos diferentes aspectos da biologia do T. rangeli se
justificam ndo s6 pela intima relagdo com o T. cruzi, mas também para a
geracdo de dados do proprio parasito, o qual ainda é muito pouco
estudado. Além disso, a utilizacdo em estudos funcionais pode fazer do T.
rangeli um modelo interessante dentro do grupo evolutivo que pertence,
incluindo as interagBes parasito-hospedeiro e a investigacdo de potenciais
alvos antiparasitérios.

No projeto transcriptoma do T. rangeli foram geradas milhares de
sequéncias de formas epimastigotas e tripomastigotas de duas cepas do
parasito (SC-58 e Choachi). Algumas sequéncias cuja avaliagdo funcional
é importante para estudos relacionados ndo s6 ao T. rangeli, mas para as
espécies relacionadas filogeneticamente, foram encontradas dentre o rol
de genes expressos nas diferentes formas evolutivas deste parasito
(GRISARD et al., 2010, submetido ao Molecular Biochemical Parasitology).
Dentre estas, algumas apresentaram similaridade com as DNA
topoisomerases Il e I11.

O encontro de diferentes DNA topoisomerases atraiu muito a
atencdo pelo fato de ser uma enzima de importancia no metabolismo dos
acidos nucléicos, que embora bem caracterizada para outros membros da
Ordem Kinetoplastida (DAS et al., 2004), ainda ndo existem estudos com
relacdo ao T. rangeli.

Além disso, a presenca da DNA topoisomerase Il (tipo 1) e duas
distintas DNA topoisomerases Il (tipo Il), ressaltam a necessidade de
maiores investigacdes para uma melhor compreensdo sobre a ocorréncia
destas enzimas e suas diferentes isoformas em tripanosomatideos. O
esclarecimento do mecanismo de acdo caracteristico das DNA
topoisomerases de parasitos da Ordem Kinetoplastida € fundamental,
sobretudo em funcdo desta enzima ser um potencial alvo para o
desenvolvimento de novos farmacos terapéuticos. Embora inimeros
trabalhos envolvendo topoisomerases e parasitos possam ser encontrados
na literatura, eles abordam pontos especificos, trazendo na maioria das
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vezes resultados bastante controversos. Além disso, os estudos
envolvendo as DNA topoisomerases em parasitos também encontram
algumas dificuldades como o baixo nivel de expressdo destas enzimas € a
inexisténcia de um modelo tridimensional para as enzimas deste grupo
(DAS et al., 2004).

Devido a proximidade taxondmica do T. rangeli as importantes
espécies da familia, a sua caracteristica ndo patogénica para o hospedeiro
vertebrado, além da possibilidade de manuseio seguro de grande
guantidade de biomassa em grandes volumes de cultura e o estabelecido
protocolo para a diferenciacdo in vitro, esta espécie pode servir como
modelo no estudo das topoisomerases de tripanosomatideos. Desta forma,
aliado a possibilidade de estudo comparativo com os seus ortdlogos
descritos na literatura, o presente estudo visa utilizar diferentes
abordagens para caracterizar os genes das DNA topoisomerases destes
parasitos e determinar os niveis e 0s locais de expressao destes genes nas
distintas formas do ciclo vital do T. rangeli, através de estudos gendmicos
e funcionais.
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1.2 MATERIAIS E METODOS

1.2.1 Parasitos

Foram utilizadas formas epimastigotas e tripomastigotas de duas
diferentes cepas de T. rangeli: cepa SC-58, isolada de Echimys dasytrhix
capturado na llha de Santa Catarina (STEINDEL et al., 1991), ¢ Choachi,
isolada de glandulas salivares de R. prolixus naturalmente infectado
capturado na Colémbia (SCHOTTELIUS, 1987). Previamente ao estudo, as
cepas de T. rangeli foram submetidas a passagens ciclicas camundongo-
triatomineo-camundongo.

Os epimastigotas de T. rangeli e da cepa Y de T. cruzi foram
cultivados a 27°C através de repiques semanais em meio LIT (do inglés
Liver Infusion Tryptose), suplementado com 10% de soro bovino fetal
(SBF), 50 unidades/ml de penicilina e 50 pg/ml de estreptomicina
(Cultilab, Campinas). Formas promastigotas de L. amazonensis cepa 575
foram cultivadas em meio Schneider (Sigma-Aldrich, Saint Louis)
suplementado com 10% de SBF a 27°C. Todas as cepas utilizadas
encontram-se depositadas no criobanco do Laboratério de Protozoologia
(MIP/CCB/UFSC).

1.2.2 Diferenciacéo celular in vitro

Formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli foram obtidas a
partir de algumas modificagdes no protocolo descrito por KOERICH e
colaboradores (2002). Inicialmente, 12 x 10’ epimastigotas em fase
exponencial de crescimento em meio LIT foram lavados duas vezes com
PBS 1X (Tampdo salina fosfato, pH 7,4) e transferidos para garrafas de
cultura celular de 25 cm? contendo 15 ml de meio DMEM pH 8,0 (do
inglés Dulbecco's Modified Eagle Medium) (Sigma-Aldrich, Saint Louis)
(1 g/l glicose, 6 mM L-glutamina e 5% SBF). O processo de
diferenciacdo foi acompanhado através da quantificacdo dos parasitos por
contagem direta em cémara de neubauer e da visualizagdo em
microscopio Optico ap6s a coloracdo dos parasitos com Giemsa (Merck,
Darmstadt). Os tripomastigotas foram obtidos entre sétimo e oitavo dia de
cultivo, sendo coletados por centrifugacdo quando taxas maiores que 95%
de tripomastigotas foram encontradas.

1.2.3 Isolamento do DNA total de T. rangeli
Formas epimastigotas foram cultivadas em meio LIT até a
densidade de 3 x 10" células/ml, sendo coletadas (1 x 10') por
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centrifugacdo a 8.000 x g por 10 minutos a 4°C e, posteriormente, lavados
duas vezes por centrifugacdo (8.000 x g por 10 minutos a 4°C) em PBS
1X. As células precipitadas foram adicionadas de 20 ml de tampéo de lise
hipot6nico (10 mM Tris-HCI pH 7,6; 5 mM MgCl,; 10 mM NaCl; 5 mM
B-mercaptoetanol) e rapidamente lisadas com a adicdo do detergente
Nonidet-40 (NP-40) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) na concentracdo final
de 0,5% sob agitacdo. A lise celular foi monitorada em microscopio
Optico e interrompida pela adicdo da sacarose em tampdo de lise
hipot6nico na concentracéo final de 250 mM. Os nucleos celulares foram
parcialmente purificados através de trés ciclos de centrifugacéo a 800 x g
por 10 minutos a 4°C. Essa fracdo foi entdo tratada com 10 pg/ml de
RNAse A livre de DNAse I, durante duas horas a 37°C e posteriormente,
com proteinase-K 100 pg/ml (Sigma-Aldrich, Saint Louis) por 12 horas
em tampéo de lise de nucleo (100 mM NaCl; 5 mM EDTA,; 0,5% SDS;
10 mM Tris-HCI, pH 7,6). O DNA foi entdo extraido pelo método de
fenol/cloroférmio e dialisado trés vezes em TE (10 mM Tris-HCI, pH 7,5;
1 mM EDTA).

1.2.4 I1solamento do RNA total de T. rangeli

Para a extracio do RNA total, 5 x 10° parasitos foram
homogeneizados vigorosamente em 1 ml do reagente Trizol® (Invitrogen,
Carlsbad) e nele mantidos por cinco minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, foi adicionado 200 pl de cloroférmio 98% (Merck, Darmstadt),
sendo as amostras agitadas e centrifugadas a 12.000 x g por 15 minutos a
temperatura ambiente. A fase aquosa resultante foi transferida para um
novo tubo onde foi adicionado 500 ul de isopropanol (Merck, Darmstadt).
As amostras foram centrifugadas por 10 minutos a 12.000 x g, sendo
entdo o sobrenadante descartado e o sedimento lavado com 1 ml de etanol
75% a partir de centrifugacdo a 7.500 x g por cinco minutos. O
sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado contendo o0 RNA
total foi seco, invertendo-se os tubos sobre papel por aproximadamente
10 minutos. O RNA foi entdo adicionado de 200 pl de agua ultra pura
livre de RNAses. Todas as etapas de incubacdo e manipulagdo foram
realizadas em gelo a fim de evitar a degradacéo do RNA.

Para a obtencdo de materiais e solugdes livres de RNAses, 0s
mesmos foram tratados com &gua contendo 0,1% de dietilpirocarbonato
(DEPc) por 30 minutos, sendo posteriormente autoclavados para
esterilizacdo e inativacdo do DEPCc.
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1.2.5 Dosagem do DNA e RNA

As amostras de DNA e RNA obtidas foram dosadas e avaliadas
quanto a sua pureza em um espectrofotometro BioPhotometer®
(Eppendorf, Hamburg) observando-se a absorbancia a 260 e 280 nm,
além das relagdes 260/280 nm e 260/230 nm. Além disso, as amostras de
DNA extraidas foram visualizadas em gel de agarose 0,8% corado com
brometo de etidio (1 pg/ml) para comparacdo com padrées de DNA de
concentracdo conhecida.

1.2.6 Amplificacdo e clonagem dos fragmentos génicos das DNA
topoisomerases Il de T. rangeli

Os acidos nucléicos extraidos foram utilizados como moldes para
amplificar os genes das DNA topoisomerases Il de T. rangeli através de
PCR e RT-PCR.

Para tal, foram testados distintos iniciadores, incluindo alguns ja
descritos na literatura, além de novos iniciadores desenhados a partir de
regides conservadas, detectadas por alinhamentos dos genes homdlogos
de diferentes espécies de tripanosomatideos (tabela 1.1).

Estes iniciados foram combinados em pares em reacGes de PCR
contendo: 50 ng do DNA total de T. rangeli, 10 pmol de cada um dos dois
iniciadores, 200 pM de dNTP, 1 unidade de Tag DNA polimerase
(Invitrogen, Carlsbad) em seu tampdo apropriado. As reagdes iniciaram-
se com uma etapa de desnaturacdo do DNA a 94°C durante trés minutos.
Subsequentemente foram realizados 35 ciclos com as etapas de
desnaturagdo (92°C por 30 segundos), ligacdo dos iniciadores a sequéncia
alvo (54°C-60°C por 30 segundos) e elongamento da cadeia de DNA pela
polimerase (72°C por 1-3 minutos), sendo estes passos realizados em um
termociclador Mastercycler® Gradient (Eppendorf, Hamburg).

Alguns iniciadores descritos foram utilizados em reaces de RT-
PCR afim de obter o fragmento necessario a partir do RNA transcrito.
Para isto, amostras de RNA total foram sujeitas a transcricdo reversa a
37°C por 1 hora. Cada reacdo ocorreu na presenca de 60 unidades da
enzima transcriptase reversa SuperScript 11® (Invitrogen, Carlsbad), 200
UM de dNTP, 15 pmol/ul do iniciador reverso, 500 ng de mRNA
purificado na presenca do tampéo especifico.

Apo6s a sintese de cDNA pela RT-PCR, procedeu-se para a
amplificacdo pela reacdo de PCR. A reacdo ocorreu utilizando-se como
molde 1 pl de cDNA, sob as mesmas condic¢des descritas anteriormente.
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Tabela 1.1: Relagdo dos iniciadores utilizados no presente estudo para a amplificacdo
dos genes TrTop2mt e TrTop2a de Trypanosoma rangeli. S-Iniciador Senso; AS-
Iniciador Anti-Senso

TrTop2mt
Bcl S 5’GGGGGATCCATGACAGACGCTTCCAAGTATCAGAAGCTCAC3’
Bc2 S 5’GGGGGATCCATGACAGACGCTTCCAAGTATCAGAAACTCAC3’
Bc3 S 5’GGGGGATCCATGACAGACGCTTCCAAGTATAAGAAGCTCAC3’
Bc4 S 5’GGGGGATCCATGACAGACGCTTCCAAGTATAAGAAACTCAC3’
Bc6 S 5’AAGATCGTGGACGAAAT 3’
Bc7 S 5’AAGATCGTGGACGAAATTCTGCTCAA 3’
Bc8 S 5’GGTCGGCACGGCTACGG 3’
Bc10 S 5’AGGGTCAGTTCGGTTCTCGTCAGC A 3’
Bcl12 S 5’TACATTTTCACGAAGCT 3’
TopMF S 5’CGACTATGTGCTGCGCAAACCC 3’
Bc5 AS | 5>GGGGGATCCATGCGCTTGTGCAGCACGCGCTTCATGTCG3’
Bc9 AS | 5’CCGTAGCCGTGCCGACC 3’
Bcll AS | 5TGCTGACGAGAACCGAACTGACCCT 3’
Bc13 AS | 5’AGCTTCGTGAAAATGTA 3’
Bcl4 AS | 5>CCGTTGCACAGCAGCA 3’

OligoDT | AS | 5GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T) 15V 3°
Anchor AS | 5 GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3°

TrTop2a

TG1F S 5’CGTGTGTACAACAATGGTGAGGG 3’
TG3F S 5’GGTGGAGATGGCGAACAGC 3’
ME-L S 5’CCCGAATTCTGTACTATATTGGT 3°
TopGF S 5’GGATCCGAGGAGATTTACCAAAAGAAAACACAGCAT3’
ExTopGF S 5’GCCGGATCCCGCTGCACTCTTATCCTCACG 3’
TG2R AS | 5’CTTCTTGCGTTGGATTGACGC 3’
TG4R AS | 5’TCGAATTGACGAAGCTCACCTG 3’
TG5R AS | 5’CCAGCGACTGCTCCCCG 3’
HPG AS | 5’GATGTAGTCAATGACGGGTGTGTTGC 3°
TopGR AS | 5’AAGCTTTTAATCACTAAAGTCATAGGAGGAGGAACC3’

ExTopGR AS | 5’GGGAAGCTTCGCTCGCATCCTCACGCAC 3’

Todos os produtos de PCR obtidos foram visualizados em géis de
agarose corados pelo brometo de etidio (1 pg/ml), e aliquotas de 3-7 pl
foram utilizadas para a ligacdo ao plasmideo através do kit pPGEM-T Easy
Vector® (Promega, Madison). Os produtos de ligac&o foram utilizados na
transformacéo de células competentes DH5-a (E. coli). E, a comprovagédo
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da presenca dos insertos nos clones recombinantes foi realizada através
da amplificacdo dos fragmentos esperados diretamente da col6nia de
bactérias. Os clones positivos tiveram seu DNA plasmidial extraido por
lise alcalina (SAMBROOK; RUSSEL, 2001) para posterior sequenciamento.

1.2.7 Varredura da biblioteca gendmica de T. rangeli para obtencéo
dos genes da DNA topoisomerase 11

1.2.7.1 Construcdo de biblioteca gendémica de T. rangeli

Dentre os produtos de PCR obtidos, alguns foram utilizados como
sondas na varredura de uma biblioteca genémica de T. rangeli construida
segundo descrito por Kayser e Murray (1985). Apds testes com diferentes
concentracBes da enzima Sau3Al visando determinar a quantidade ideal
(unidades) que produziria fragmentos de DNA entre 12 a 20 Kb, 200 ug
do DNA gendmico foram misturados com 0,5 unidades da enzima
Sau3Al e 100 pl do respectivo tampdo para o volume final de 1 ml. Apds
uma hora a 37°C a rea¢do foi interrompida com EDTA na concentragdo
final de 20 mM. O DNA digerido foi extraido com uma solucdo de
fenol/cloroférmio, e precipitado com 300 mM de acetato de sodio pH 6,0
em dois volumes de etanol absoluto, sendo armazenado a -20°C por 16
horas. Ap6s centrifugacdo a 14.000 x g, o DNA foi lavado duas vezes
com etanol 70%, e posteriormente adicionado de 200 ul de TE. Este
material foi entdo depositado no topo de um gradiente de NaCl de 5 a
25% e submetido a 65.000 x g por 5 horas a 4°C. O gradiente foi coletado
em aliquotas de 250 ul, sendo que 25 pl foram coletados de tubos
alternados e analisados em gel de agarose 0,3%. As fragBes que
continham o DNA do tamanho desejado foram adicionadas com um
volume de agua ultra pura e 1 ml de etanol absoluto. A mistura foi
mantida em gelo seco por 10 minutos e centrifugada a 16.000 x g por 15
minutos a 4°C. O sedimento foi lavado duas vezes com etanol 70%, seco
e adicionado de 20 pul de TE. Os fragmentos foram ligados ao vetor
lambda EMBL3 previamente digerido com a enzima de restricdo BamHI.
O DNA ligado foi empacotado in vitro, usando-se extratos de
empacotamento comercial (Stratagene, La Jolla) e, a biblioteca gerada,
foi entdo amplificada em E. coli LE392.

1.2.7.2 Selecdo dos clones da biblioteca genémica de T. rangeli
contendo sequéncias dos genes TrTop2mt e TrTop2a

Os clones obtidos foram distribuidos em 10 placas de meio LB
agar e réplicas foram feitas em membranas de nitrocelulose (GE
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Healthcare, Buckinghamshire). As membranas foram cuidadosamente
retiradas das placas e colocadas em solu¢do de desnaturacdo por 1
minuto. Apos desnaturacdo do DNA, os filtros foram transferidos duas
vezes para uma solucdo de neutralizagdo, onde permaneceram por cinco
minutos. Os filtros foram entdo lavados em SSC 2X por cinco minutos e
secos sobre papel de filtro 3MM (Whattman, Buckinghamshire). O DNA
foi fixado a membrana através do aquecimento em forno a 80°C durante
duas horas e as membranas contendo os &cidos nucleicos foram
transferidas para a solugdo de hibridizagdo por 1 hora a 65°C antes da
adicdo da sonda. Como sondas foram utilizados os produtos de PCR
marcados radioativamente por nick-translation (RIGBY et al., 1977),
utilizando-se fésforo 32 (P**) na concentragdo de 1 x 10° cpm.ml™
(atividade especifica de 1 x 10° cpm.ug™). A hibridizacdo procedeu por
mais 16 horas e entdo as membranas foram lavadas por 30 minutos em
solugdes com concentragBes decrescentes de SSC a 65°C (SSC 2 X / SDS
0,1%, SSC 1 X / SDS 0,1% e SSC 0,1 X / SDS 0,1%). Em seguida, as
membranas foram expostas a filmes de raios-X Hyperfilm® (GE
Healthcare, Buckinghamshire) na presenca de tela intensificadora
(Dupont Cronex Lighting plus) a -70°C.

Apos a analise dos resultados, os clones positivos foram coletados
e adicionados de 200 ul de tampdo SM (50 mM Tris-HCI pH 7,5; 100
mM NaCl; 8 mM MgSOy; 0,01% gelatina). Para completa purificacdo dos
clones de interesse, ou seja, até que todas as u.f.p. presentes na placa de
petri fornecerem sinais positivos para hibridiza¢do, uma segunda e uma
terceira varredura foram executadas da mesma forma. Apos a terceira
varredura, o DNA de um clone genémico (ATm1) foi purificado através
de gradiente de cloreto de césio seguindo-se protocolo padréo
(SAMBROOK; RUSSEL, 2001).

1.2.7.3 Clonagem do gene TrTop2mt a partir de um clone
gendmico

Para a obtencdo de fragmentos do gene TrTop2mt contidos no
clone gendmico, este foi analisado por Southern blot (SOUTHERN, 1975)
para a escolha dos fragmentos a serem subclonados. Para tanto, 2 pg de
DNA do clone ATm1, obtido na varredura da biblioteca genémica, foram
digeridos com as enzimas Sall, Sacll, Smal, Hindlll, Bglll e Kpnl em
reacOes contendo 20 unidades das respectivas enzimas e tampdao
apropriado em um volume final de 40 pl. As reacfes foram mantidas a
37°C por trés horas e submetidas a eletroforese em gel de agarose 0,8%.
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Ap0os corado com brometo de etidio e fotografado, o DNA foi transferido
para membrana de nylon Hybond-C® (GE Healthcare, Buckinghamshire)
através de capilaridade. A membrana foi processada utilizando as mesmas
sondas e condigdes de hibridizacdo descritas anteriormente. Apds a
analise da autorradiografia procedeu-se com a subclonagem de alguns dos
fragmentos que tiveram sinal positivo para a sonda. Os fragmentos
positivos de tamanhos adequados foram purificados e ligados ao vetor
pBluescript sK(+) (Stratagene, La Jolla) o qual foi utilizado na
transformacédo de células competentes TOP10F’ (E. coli), sendo os clones
recombinantes selecionados e os plasmideos purificados por lise alcalina.

1.2.8 Sequenciamento dos genes das DNA topoisomerases Il de T.
rangeli

O sequenciamento de todos os clones obtidos contendo fragmentos
dos genes TrTop2mt e TrTop2a foi realizado em um equipamento
MegaBace 1000° DNA Analysis System (GE  Healthcare,
Buckinghamshire), sendo a reagdo de sequenciamento preparada a partir
do Kit DYEnamic® ET Dye Terminator (GE Healthcare,
Buckinghamshire), de acordo com as instru¢des do fabricante.

Basicamente as reagOes foram realizadas na presenca de 5 pmol
dos iniciadores universais M13-F e M13-R e aproximadamente 800 ng de
DNA plasmidial, nas seguintes condi¢fes térmicas: 95°C por 25
segundos, seguidos de 35 ciclos de desnaturacdo a 95°C por 15 segundos,
ligagdo dos iniciadores a 55°C por 30 segundos e extensdo a 60°C por 80
segundos. Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados
utilizando-se isopropanol 70% e etanol absoluto, para retirada dos
nucleotideos e iniciadores ndo incorporados. Os produtos purificados
foram eletroinjetados a 2 KV por 120 segundos e eletroeluidos por 150
minutos a 9 KV.

1.2.9 Analise das sequéncias obtidas

As analises das sequéncias obtidas foram realizadas com o apoio
do Laboratério de Bioinformatica (MIP/CCB/UFSC).

Apos a eletroforese, as sequéncias geradas foram analisadas quanto
a sua qualidade utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed
(http://imwww.phrap.org). A confirmagdo da identidade dos fragmentos foi
realizada através do programa BLAST (http://Awww.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997) e as sequéncias dos clones obtidos para um mesmo
gene foram agrupadas utilizando-se o programa CAP3 para formacédo de
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uma sequéncia consenso, a qual, posteriormente, foi comparada através
de alinhamentos com o programa ClustalW e pelos métodos de
Bootstrapped Minimal Evolution e Neighbour-joining (1.000 replicatas)
utilizando o programa MEGA, versdo 2.1 (http://www.megasoftware.net).

As sequéncias preditas de aminoacidos foram obtidas a partir do
programa Translate do pacote Expasy (www.expasy.org), € Seus preditos
tamanhos moleculares e pontos isoelétricos foram estimados com o
programa ProtParam. Para a analise da estrutura dos genes foi utilizado o
programa Conserved Domain Search Service (CD-Search) (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004) e a busca de sinais de localizacdo celular foi
realizada utilizando os programas SignalP 3.0 (BENDTSEN et al., 2004) e
PSORT Il (NAKAI; HORTON, 1999).

1.2.10 Caracterizacdo da organizacdo gendmica das DNA
topoisomerases Il de T. rangeli por Southern blot

O DNA gendmico de T. rangeli (30 ug) foi digerido por completo
com diferentes enzimas de restricdo (Sall, Bglll, Pstl Sacll e Xhol) em
reacOes contendo 60 unidades das respectivas enzimas e seus tampdes em
um volume final de 40 pl. As reacbes foram mantidas a 37°C por trés
horas e os fragmentos resultantes resolvidos em eletroforese em gel de
agarose 0,8% em tampdo TBE a 5 volts/cm. O gel foi processado como
descrito no item 1.3.5, entretanto a membrana foi fixada através de luz
ultravioleta (Energia 1.200J) em um aparato UV Cross Linker® (GE
Healthcare, Buckinghamshire) e mantida durante 1 hora a 42°C em
tampdo de hibridizacdo (0,5 M NaCl, 5% agente bloqueador diluido em
ECL Gold Hybridization Buffer®) (GE Healthcare, Buckinghamshire). As
sondas correspondentes a cada gene, obtidas através de amplificacdo por
PCR, foram marcadas através do kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling
and Detection System® (GE Healthcare, Buckinghamshire) conforme
especificacdes do fabricante, e foram adicionadas as membranas,
permanecendo 16 horas a 42°C sob agitacdo suave. As membranas foram
entdo lavadas trés vezes por 15 minutos em solugdo 1 a 42°C (SSC 0,5X,
0,4% SDS, 6 M Uréia) e duas vezes de cinco minutos em solucdo 2 (SSC
2X). Em seguida, a detec¢do foi realizada através da adicdo do reagente
ECL sobre a membrana durante 1 minuto seguido de exposi¢do a um
filme radiografico para deteccdo de quimioluminescéncia, utilizando o
processador de filmes SRX-101A (Konica Minolta Medical & Graphic,
INC - China).
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1.2.11 Expressao heterdloga e purificagdo das DNA topoisomerases
de T. rangeli

Para expressdo heteréloga, fragmentos dos genes TrTopZa €
TrTop2mt foram amplificados por PCR e clonados em vetores de
expressdo pQE30 (Qiagen, Duesseldorf) e pET14B (Novagen,
Darmstadt).

Os produtos de PCR foram obtidos para ambos os genes a partir de
diferentes combinacGes dos iniciadores especificamente desenhados,
contendo sitios para enzimas de restricdo (figura 1.1). As reacdes de PCR
foram realizadas conforme descrito no item 1.3.6. Uma aliquota de 3 pl
do DNA amplificado foi analisada em gel de agarose 1% e os produtos
obtidos foram purificados com o sistema GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit® (GE Healthcare, Buckinghamshire). Apés a purificacéo,
0s produtos de PCR e os plasmideos pQE30 e pET14B foram digeridos
com as respectivas enzimas de restricdo (BamHI, Hindlll, Ndel),
utilizando 60 unidades de cada enzima em tampé&o apropriado a 37°C por
trés horas. Os produtos digeridos foram resolvidos em gel de agarose 1%,
e os fragmentos de DNA foram purificados conforme o descrito
anteriormente. Estes fragmentos foram entdo ligados, conforme
compatibilidade, aos vetores pQE30/BamHI/HindlII e
PET14B/Ndel/BamHI. Apds 16 horas a 16°C as reacfes de ligacdo foram
utilizadas para transformar E. coli M15 (pQE30) e BL21 DE3 (pET14B)
a partir de eletroporacéo a 2,5 KV em aparelho MicroPulser® (BioRad,
Richmond). Apds uma hora de crescimento em 1 ml de meio SOC as
bactérias foram semeadas em placas LB agar (100 pg/ml ampicilina) e
mantidas a 37°C por 18 horas. A selecdo dos clones recombinantes foi
feita a partir de PCR diretamente das col6nias. Um clone positivo para
cada fragmento foi selecionado e purificado por lise alcalina para
confirmacdo da orientacdo do inserto através de sequenciamento.

Para a expressdo heterdloga, a coldnia selecionada para cada
inserto foi utilizada em um pré-indculo em 10 ml de meio LB (100 pg/ml
de ampicilina), mantido a 37°C por 16 horas sob agitacdo. Uma diluicéo
de 1:100 em 50 ml do mesmo meio foi mantida sob agitacdo constante a
37°C até atingir uma densidade 6ptica (D.O.) de 0,6. Neste momento, foi
adicionado isopropil-B-D-tiogalactopiranosideo (IPTG) na concentracdo
final de 0,5-1 mM, prosseguindo-se por mais 3-16 horas a 15°C, 27°C ou
37°C sob agitacdo. Para cada fragmento protéico foi necessario
estabelecer as melhores condi¢des de temperatura, tempo e concentracdo
do indutor que resultasse na maior expressao das proteinas heterélogas.
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Os fragmentos protéicos recombinantes obtidos receberam as seguintes
denominagdes conforme o vetor utilizado e a proteina correspondente:
pPQEmMt12 e pETmtM1 para TrTop2mt, e pQEa7, pETaG1l, pETaG2 e
PETaG23 para TrTop2a (figura 1.1).

TrTop2mt
Dominio ATPase Dominio de Clit igaga Carboxi-ts inal
61 390 77 1100 1232[aa]
vl I - -
v | ExpMF1 5 CATATGGCGGAGGCTGCCAAGTAC 3
f— (51.3kD) P ExpMR1 5 GGATCCGGTGCGGACGCATTTTGG ¥
P ) QEmt12 | ExpTopMF 5 CCTCGGATCCCGTGTGCACGTGACGGAGTTG 3
pQEMH2 mmm (12,1kDa) P ExpTopMR 5 GCCCAAGCTTAAGATCCAGGCGCCGGTCGT 3
TrTop2a.
Dominio ATPase Dominio de Cli i & Carboxi-t inal
61 390 776 150 1456[aa)
vl I - -
Y PETaG1 | ExpGF1 5' CATATGGTGTACAACAATGGTGAGGGC 3

ExpGR1 5' GGATCCCTTTCCGCCCGCCTCATTTGE 3
PETuG2 | ExpGF2 5' CATATGCGCTGCACTCTTATCCTCACG 3'
| ExpGR2 5 GGATCCCGTGATGTGCACAATGCCGTC 3'
ExpGR3 5' GGATCCCAAATCCTTCGGTGTCTGCTTCTG 3

pETaG1 S (40kDa)
pQEc7 [ (22.7kDa)

PETaG23

pEToG2 IS (55,3kDa) ExpTopGF 5' GCCGGATCCCGCTGCACTCTTATCCTCACG 3

QEa?
" ExpTopGR 5’ GGGAAGCTTCGCTCGCATCCTCACGCAC 3'

pETuG23 I (85,3kDa)

Figura 1.1: Representacdo esquemdtica dos fragmentos dos genes TrTop2mt e
TrTop2a. de Trypanosoma rangeli escolhidos para expressdo heteréloga em
Escherichia coli, com seus respectivos pares de iniciadores e peso molecular
estimado.

Apos determinadas as melhores condicBes para a expressdo de
cada clone, a expressdo foi realizada em 50 ml de cultura, sendo que em
todos os casos, apds o periodo de inducdo com IPTG, as bactérias foram
coletadas por centrifugagdo a 4.000 x g por 10 minutos a 4°C e lavadas
duas vezes em PBS 1X. Para a purificagdo das proteinas recombinantes, o
sedimento foi submetido & lise através da adigdo de 2 ml de tampé&o de
lise em condic¢Ges desnaturantes (10 mM Tris-HCI, pH 8,0; 100 mM
NaH,PO,4, 8 M Uréia) sob agitacdo a 65°C por 1 hora. O material lisado
foi centrifugado a 4°C por 30 minutos a 12.000 x g e o sobrenadante
imobilizado em 400 pl do suporte Ni-NTA agarose (Qiagen,
Duesseldorf), conforme instrugdes do fabricante. As lavagens do suporte
e eluicdo da proteina foram realizadas utilizando-se o tamp&o B (100 mM
NaH,PO,4, 8 M Uréia, 10 mM Tris- HCI) em diferentes pHs (lavagens: pH
6,0 e eluicdo: pH 4,0). O suporte foi lavado 2 vezes com 2 ml do tampéo
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pH 6,0 e a proteina liberada em 4 etapas de adicdo de 200 pl do tampéo
pH 4,0. Para a renaturacdo da proteina, as eluicbes foram ajustadas para
pH 8,5 e dialisadas duas vezes a 4°C em tampao de dialise (100 mM Tris-
HCI, pH 8,5; 500 mM NaCl, 0,5 mM EDTA, 20% glicerol, 5 mM DTT) e
por ultimo dialisada mais duas vezes no mesmo tampéo contendo glicerol
40%.

Os extratos protéicos bacterianos, assim como as proteinas
purificadas e as etapas de purificacdo foram avaliados em géis SDS-
PAGE 12%. Aliquotas contendo 5 pl das amostras foram misturadas a 5
pl de tamp&o de amostra (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5 M
Tris-HCI, pH 6,8; 4,4% SDS, 2% p-mercaptoetanol). Depois de
misturadas ao tampdo, as amostras foram submetidas a desnaturacdo a
95°C por cinco minutos e em seguida a separacdo eletroforética. A
corrida foi realizada no sistema Mini-PROTEAN® Tetra Cell (BioRad,
Richmond), a 100 V durante 1 hora. O gel foi corado com azul de
Coomassie R250, e a imagem do gel foi digitalizada no Perfection 4990
Scanner® (Epson, Suwa).

1.2.12 Espectrometria de massas

Devido as condi¢cbes empregadas para a purificagdo e
principalmente para a renaturacdo das proteinas purificadas, as amostras
ndo puderam ser analisadas diretamente por espectrometria de massas,
para a confirmacdo da identidade dos fragmentos protéicos
recombinantes.

Para tanto, as amostras foram precipitadas com 4cido
tricloroacético 20% diluido em acetona por 16 horas a -20°C e
posteriormente adicionadas de 0,1% de &cido formico, para remocéo do
tampdo contendo NaCl e glicerol. As amostras acidificadas, foram
digeridas com tripsina (10 pg/ml) e analisada em espectrémetro de
massas MALDI-TOF MX (Waters, Milford) e por ESI-Q-TOF (Waters,
Milford), a qual permite andlises por espectrometria de massas em
tandem (MS/MS) e o sequenciamento de peptideos para identificacdo de
proteinas. A identificacdo de proteinas foi realizada a partir do espectro
de Peptide Mass Fingerprinting (PMF) processado usando o programa
ProteinLynx 2.1 (Waters, Milford) e os dados obtidos através deste foram
analisados no programa MASCOT, a partir da comparagdo com
sequéncias disponiveis em bancos de dados.

Os procedimentos relacionados a espectrometria de massas foram
realizados no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio
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Grande do Sul, com a colaboracéo e orientacdo do Prof. Dr. Henrique B.
Ferreira.
1.2.13 Obtencéo dos antissoros e anticorpos monoclonais dirigidos as
DNA topoisomerases Il de T. rangeli

1.3.13.1 Animais

Neste trabalho, foram utilizados camundongos fémeas BALB/c
oriundos do Biotério Central da UFSC. Os procedimentos de producédo de
antissoros e hibridomas por fusdo dos linfocitos foram realizados na
observancia dos preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de
Experimentagdo Animal — COBEA, tendo sido aprovados pela Comissdo
de FEtica em Uso de Animais da UFSC (Processo CEUA:
23080.025618/2009-81).

1.2.13.2 Imunizagdo dos camundongos com as proteinas
TrTop2a e TrTop2mt

Para a producdo de antissoros e anticorpos monoclonais anti
TrTop2o. e TrTop2mt, grupos de trés camundongos fémeas foram
imunizados por via subcutanea com 50 pg dos fragmentos protéicos
purificados. Na imunizacdo foram utilizados os fragmentos isoladamente
assim como sua combinacdo, havendo grupos de camundongos
imunizados com os fragmentos pETaG1 e/ou pQEa7 para TrTopZo €
PETmMtM1 e/ou pQEmt12 para TrTop2mt.

As imunizacGes foram realizadas a cada dez dias, sendo as
proteinas emulsificadas em adjuvante completo de Freund (v/v) (Sigma-
Aldrich, Saint Louis) na primeira inocula¢do, em adjuvante incompleto de
Freund (v/v) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) na segunda imunizacdo e com
Alu-Gel S (Hidroxido de Aluminio 1,3 %) (Serva, Heidelberg) nas outras
duas inoculagBes. Apoés a terceira imunizagdo, a resposta imunolégica dos
camundongos foi verificada através da técnica ELISA direto e, os dois
camundongos dos grupos imunizados com as combinagdes
pETaG1/pQEa7 e pPETmtM1/pQEmt12 que apresentaram a resposta mais
elevada contra os respectivos fragmentos protéicos foram selecionados
para a fusdo celular e producédo de anticorpos monoclonais.

Dez dias ap6s a Ultima imunizacéo, foi retirado através de pungéo
retro-orbital aproximadamente 1 ml de sangue de todos os camundongos
imunizados para separacdo do antissoro contendo os diferentes anticorpos
anti TrTop2a e TrTop2mt.

45



1.2.13.3 Avaliacéo dos soros dos camundongos e dos anticorpos
monoclonais por ELISA

A avaliagdo dos soros dos camundongos e dos anticorpos
monoclonais anti- TrTop2o e TrTop2mt foi feita por ELISA direto frente
aos respectivos fragmentos protéicos. Para tal, microplacas descartaveis
de poliestireno com 96 cavidades foram sensibilizadas com 50 ng da
proteina purificada diluida em solucdo tamponada carbonato-bicarbonato
0,5 M, pH 9,6; durante trés horas a 37°C. As placas foram lavadas trés
vezes pela adicdo de 200 pl de PBS-T (PBS 1X; 0,05% Tween20), e em
seguida, seus sitios livres foram bloqueados durante 16 horas a 4°C com
300 pl de PBS-T acrescido de 3% de soro albumina bovina (BSA)
(Sigma-Aldrich, Saint Louis). Apds trés lavagens com PBS-T, o soro dos
camundongos ou o0s sobrenadantes da culturas dos hibridomas foram
utilizados como anticorpos primarios e mantidos por 1 hora a 37°C, sendo
que para os soros foram realizadas diluicdes seriadas em PBS-T/ 3%
BSA, iniciando-se com uma diluicdo de 1:400. Além disso, controles
positivos (anticorpo anti-HisTag 1:10.000 e soros policlonais 1:1.000) e
negativos (soro de camundongo ndo imunizado e somente PBS-T/ 3%
BSA) foram adicionados a cada placa. Apds a retirada do excesso de
anticorpo, foi adicionado 200 pl do anticorpo secundario conjugado
polivalente (Anti-lgG murino conjugado a peroxidase) (Sigma-Aldrich,
Saint Louis) diluido 1:7500 em PBS-T/ 3% BSA e mantido por 1 hora a
37°C.

A revelacdo ocorreu atraveés da adicdo de 100 ul de solucdo
substrato-cromégeno orto-fenilenodiamino (0,4% OPD em 100 mM de
solucdo tampdo citrato-fosfato pH 5,0 e 0,03% H,0,), e ap6s cinco
minutos a reacao foi paralisada pela adi¢do de 50 pl de H,SO4 42,5 M. A
leitura da densidade dptica foi feita a 492 nm em leitor de microplacas
(Bio-Tek, EIx800), e o limite de reatividade adotado foi correspondente a
uma absorbancia trés vezes maior que a média dos controles negativos.

1.2.13.4 Obtencdo das células esplénicas para producdo dos
anticorpos monoclonais

Os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
embebidos em alcool 70% e os bacos foram retirados e macerados em
meio RPMI-1640 em ambiente estéril. O material resultante da
maceracao, excluindo-se as cépsulas de tecido conjuntivo do 6rgéo, foi
separado em tubo plastico de 50 ml e mantido em gelo por 10 minutos. O
sobrenadante foi coletado e centrifugado duas vezes a 400 x g por 10
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minutos a temperatura ambiente. Ao precipitado celular foram
adicionados 5 ml de solucéo de lise (168 mM cloreto de aménio, 10 mM
bicarbonato de potassio, 0,1 mM EDTA, pH 7,4) para eliminagdo dos
eritrdcitos, durante cinco minutos. Apdés este periodo, foram adicionados
45 ml de meio RPMI-1640, para posterior centrifugacdo nas mesmas
condi¢des acima. Apos o descarte do sobrenadante, foi adicionado 10 ml
de meio de cultura para posterior quantificagdo dos esplendcitos em
camara de Neubauer, numa diluicdo 1:2 em azul de tripan a 0,1%.

1.2.13.5 Células de Mieloma para produgdo dos anticorpos
monoclonais

Uma semana antes da fuséo celular, as células de mielomas foram
descongeladas e transferidas um tubo conico contendo 15 ml de meio
RPMI-1640 acrescido de 10% de SBF (Cultilab, Campinas). As células
foram centrifugadas a 800 x g durante cinco minutos a temperatura
ambiente, e em seguida, transferidas para uma garrafa de 25 cm® a 37°C
em estufa de CO, a 5% até o crescimento e a transferéncia para garrafas
de 75 cm? No dia da fusdo, as células de mielomas foram centrifugadas
trés vezes a 400 x g por cinco minutos a temperatura ambiente, sendo a
cada centrifugacdo adicionado ao precipitado meio RPMI-1640. Apoés a
Gltima centrifugagdo, 10 ml de meio RPMI-1640 suplementado com
antibidticos (0,1% gentamicina e 1% PSA (Penicilina, estreptomicina e
ampicilina)) foi adicionado para posterior quantificagdo em camara de
Neubauer, numa dilui¢do 1:2 em azul de tripan a 0,1%.

1.2.13.6 Obtencdo dos hibridomas (Fusdo Celular) para
produgdo dos anticorpos monoclonais

Os mielomas e os esplendcitos foram misturados na proporgéo de
1:5 e lavados duas vezes com meio RPMI-1640 (1% PSA; 0,1%
gentamicina) sendo o sobrenadante retirado. Sobre as células foi entdo
adicionado 1 ml de polietilenoglicol 50%, vagarosamente, sob leve
agitacdo por dois minutos. Em seguida, foram realizados dois passos
sucessivos de adicdo de 1 ml de meio de cultura lentamente por 1 minuto
sob leve agitacdo e mais 7 ml durante dois minutos, sendo as células
posteriormente centrifugadas por cinco minutos a 400 x g. Ao precipitado
novamente foi adicionado meio RPMI-1640 (1% PSA, 0,1% gentamicina,
20% SBF), sendo o volume ajustado a fim de se obter uma solugéo final
de aproximadamente 2 x 10° células/ml. Por fim, 100 pl da suspensao foi
separada por orificio em placa de cultura de 96 cavidades, sendo as
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células mantidas a 37°C em estufa de CO, a 5%. Apds 24 horas foram
adicionados 100 pl de meio RPMI-HAT (Hipoxantina, aminopterina e
timidina) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) acrescido de 20% de SFB.
Subsequentemente, a cada dois dias foi realizada a manutencdo das
culturas, descartando-se 100 pl/orificio e adicionando a mesma
guantidade de meio RPMI-HAT (20% SBF). Apos 15 dias, o HAT foi
substituido por hipoxantina e timidina (HT) (Sigma-Aldrich, Saint Louis)
e no 20° dia passou a ser utilizado somente 0 RPMI (20% SBF). Quando
as células ocuparam 2/3 da cavidade da placa foram realizados os
procedimentos de identificacdo dos anticorpos de interesse.

1.2.13.7 Triagem e clonagem de hibridomas para producéo dos
anticorpos monoclonais

A fim de selecionar os hibridomas positivos contra as proteinas
recombinantes (TrTop2mt e TrTop2a) foi utilizado o ensaio de ELISA,
conforme descrito no item 1.3.13.3.

Os hibridomas positivos durante a triagem por ELISA foram
quantificados em cdmara de neubauer e adicionados de meio RPMI (20%
SBF, 2% PSA, 2% gentamicina), a fim de se obter uma solugéo final com
1 X 102 células/ml. Esta suspensdo foi diluida 10 X em meio de cultura e
utilizada para um procedimento de dilui¢do limitante (1:1) em uma placa
de 96 cavidades. Assim, na primeira coluna da placa, a estimativa foi de
10 células/poco e de aproximadamente 0,005 hibridomas/pogo na Gltima
coluna.

Estas células foram mantidas até um crescimento de cerca de 2/3
da cavidade, sendo entdo os sobrenadantes testados novamente para a
producdo de anticorpos através de ELISA. As cavidades positivas foram
entdo escolhidas para uma segunda diluigdo limitante, que garantiu a
monoclonalidade dos hibridomas. As cavidades contendo hibridomas
produtores de anticorpos com maior reatividade contra as proteinas
recombinantes de TrTop2mt e TrTop2a foram expandidos em garrafas de
cultura de 25cm?, sendo o sobrenadante coletado periodicamente e
submetido a liofilizag&o.

1.2.14 Estudo da expressdo das DNA topoisomerases Il por western
blot

1.2.14.1  Eletroforese  unidimensional sob  condigdes
desnaturantes
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Para os ensaios de western blot foram utilizados extratos de
bactérias induzidos e ndo induzidos, as proteinas purificadas, além dos
extratos protéicos de outras espécies da Ordem Kinetoplastida.

Extratos de E. coli expressando ou ndo as proteinas recombinantes
e extratos protéicos totais de T. rangeli (formas epimastigotas e
tripomastigotas), T. cruzi, e L. amazonensis, foram obtidos a partir da
homogeneizacao das células em tampéo de lise (1% triton X-100, 50 mM
NaCl, 200 mM Tris-HCI pH 7,4) aquecido a 90°C. Apos centrifugacdo a
12.000 x g por 20 minutos a 4°C o sobrenadante foi separado e a
concentracdo de proteinas estimada através do ensaio de Bradford
(BRADFORD, 1976). Aproximadamente 50 pg de cada amostra foram
solubilizadas em tampdo de amostra desnaturante (20% glicerol, 0,5%
azul de bromofenol, 0,5 M Tris-HCI, pH 6,8; 4,4% SDS, 2% 8-
mercaptoetanol), aquecidas a 95°C durante 5 minutos e resolvidas em
eletroforese em geis SDS-PAGE 8% ou 12%. As amostras foram entdo
transferidas para membranas de nitrocelulose Hybond-ECL® (GE
Healthcare, Buckinghamshire) durante 12 horas a 25 V, conforme
descrito por Towbin e colaboradores (1979). Ap6s confirmacdo da
transferéncia das proteinas pela coloragdo com Ponceau 1%, as
membranas foram blogueadas com leite desnatado 5% diluido em tampao
para “blotting” (25 mM Tris-HCI, pH 7,4; 150 mM NaCl e 0,1% Tween
20) durante 1 hora a temperatura ambiente. Apo6s a retirada do excesso do
agente bloqueador foi adicionado as membranas uma solugdo contendo o
anticorpo primario especifico para cada situacdo (antissoros 1:500, 200
mg dos anticorpos monoclonais liofilizados e anti-HisTag 1:5.000), sendo
este mantido por lhora e trinta minutos a temperatura ambiente sob
agitacdo branda. A ligacdo do anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (Sigma-Aldrich, Saint Louis)
procedeu-se ap6s cinco lavagens das membranas, em uma diluicdo de
1:10.000, sendo as membranas lavadas e reveladas através da utilizacéo
do reagente ECL (GE Healthcare, Buckinghamshire) em filmes
radiograficos utilizando o processador de filmes SRX-101A (Konica
Minolta Medical & Graphic, INC - China).

1.2.14.2 Eletroforese unidimensional sob condi¢Bes nao-
desnaturantes

Extratos protéicos totais de T. rangeli (formas epimastigotas)
foram obtidos a partir da homogeneizagdo das células em 40 mM Tris-
HCI pH 8, seguido de cinco ciclos de sonicacdo de 30 segundos e 1
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minuto de intervalo em gelo, a uma frequéncia de 40 Hz.
Aproximadamente 50 pg do extrato obtido foi solubilizado em tampéo de
amostra ndo desnaturante (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 1 M
Tris-HCI, pH 6,8) e resolvido em eletroforese em géis de poliacrilamida
ndo desnaturantes a 8% e processados para realizacdo de western blot
como descrito no item 1.3.14.1.

1.2.14.3 Eletroforese Bidimensional (2D)

Os extratos protéicos foram preparados a partir de 200 ml de
cultura de T. rangeli cepa Choachi (6,9 x 10" parasitos). Para tal, a cultura
foi centrifugada a 2.500 x g por 10 minutos a temperatura ambiente e
lavada duas vezes em PBS 1X. Os parasitos foram entdo lisados por
sonica¢do em 2 ml de 40 mM Tris-HCI pH 8, em cinco ciclos de 30
segundos e 1 minuto de intervalo em gelo, utilizando uma frequéncia de
40 Hertz. Apds a quantificacdo das proteinas, duas aliquotas do extrato
total contendo aproximadamente 2 mg de proteina foram precipitadas
com 1 ml de &cido tricloroacético 20% em acetona durante 16 horas a -
20°C. As amostras precipitadas foram centrifugadas por 12 minutos a
12.000 x g a 4°C, e o sedimento foi lavado em acetona gelada 5 vezes
(centrifugacBes de 4 minutos, a 12.000 x g a 4°C). As proteinas foram
solubilizadas em 300 pl de tampdo de solubilizacdo (7 M Uréia, 2 M
Tiouréia, 4% CHAPS, 1% ditiotreitol (DTT) e 2% de anfélitos pH 3-10
(GE Healthcare, Buckinghamshire) durante 1 hora a temperatura
ambiente.

Duas tiras lineares de gradiente de pH imobilizado (pH 3-10) de 13
cm (GE Healthcare, Buckinghamshire) foram entdo reidratadas por 16
horas com os 300 pl do extrato solubilizado. Posteriormente, a
focalizacdo isoelétrica (IEF- do inglés Isoeletric fosusing) foi realizada no
aparelho IPGPhor 3 (GE Healthcare, Buckinghamshire) com voltagem
maxima de 10.000 V e 50 pA, acumulando-se um total de 50.000 Volts

Apbs a IEF, as tiras foram equilibradas por 20 minutos em tampéao
de equilibrio 1 (30% glicerol, 6 M uréia, 1% DTT, 0,5% azul de
bromofenol), seguido de outros 20 minutos em tampéo de equilibrio 1l
(solucéo de equilibrio | com o DTT substituido por 4% de iodacetamida).
As tiras foram entéo aplicadas verticalmente em gel SDS-PAGE a 10% e
as proteinas separados por eletroforese no sistema SE 600 Ruby Standard
Dual Cooled Vertical Unit® (GE Healthcare, Buckinghamshire), a 15 V
durante 16 horas. Um dos géis foi corado com azul de Coomassie R-250 e
outro foi transferido para membrana de nitrocelulose em mddulo de
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transferéncia TE 77 PWR Semi-Dry Transfer Unit® (GE Healthcare,
Buckinghamshire) para ensaios de western blot, como descritos
anteriormente. Os géis e os filmes foram digitalizados em Perfection
4990 Scanner® (Epson, Suwa) e os spots analisados através do programa
ImageMaster® 2D Platinum v7.0 (GE Healthcare, Buckinghamshire).

1.2.15 Imunolocalizagéo por microscopia 6ptica

Ensaios de imunofluorescéncia foram realizados a partir de formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli e T. cruzi. Os protozoarios
mantidos em meio LIT foram coletados por centrifugacgéo a 3.000 x g por
10 minutos e lavados duas vezes em PBS 1X por centrifugacdo nas
mesmas condices. A concentracio de células foi ajustada para 5 x 10°
células/ml, e aproximadamente 100 ul da suspensdo celular foi
depositada em laminula (22 x 22 c¢m) para subsequente fixacdo com
paraformaldeido 4% diluido em PBS durante cinco minutos. Apds trés
lavagens de cinco minutos com PBS 1X, foi feita a permeabilizagdo dos
parasitos com 0,5% Nonidet 40 (NP40) durante 5 minutos. Os sitios
inespecificos foram bloqueados em solucdo de bloqueio (5% leite
desnatado diluido em PBS-Tween 0,1%) durante 16 horas a 4°C. Os
diferentes anticorpos primarios (antissoros 1:40 e 1:200) foram
adicionados sobre as laminulas permanecendo em contato com o antigeno
durante uma hora a temperatura ambiente. Ap6s novas lavagens, o
anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a Alexa-fluor
488 (Molecular Probes, Carlsbad) ou TRITC (Iso-Tiocianato de
Tetrametil Rodamina) (Sigma-Aldrich, Saint Louis) foi diluido 1:1000
em tampao de blogueio e mantido sobre as laminulas por quinze minutos
protegido da luz. Apods trés lavagens de cinco minutos em PBS-Tween
0,1% as laminulas foram coradas com 1 pg/ml de 4',6-diamidino-2-
phenylindole (DAPI) por cinco minutos, lavadas novamente e montadas
com o reagente ProLong(r) Gold Antifade® (Invitrogen, Carlshad) sobre
laminas de vidro. As analises foram realizadas em microscopio Olympus
— Bx40-FL (Olympus, Toquio).
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1.3 RESULTADOS

1.3.1 Obtencao das sequéncias génicas

A partir de regides conservadas dos genes das DNA
topoisomerases Il de diversos tripanosomatideos, incluindo T. cruzi, T.
brucei, C. fasciculata e L. major, foram desenhados diversos iniciadores
com o proposito de amplificar via PCR fragmentos dos genes
correspondentes no T. rangeli. Para o gene TrTop2mt foram testadas
diferentes combinacGes de 14 iniciadores cedidos pelo Prof. Dr. Stenio
Perdigdo Fragoso (ICC/Fiocruz). Apenas a reacdo contendo os iniciadores
Bc7 e Bcl4, resultou na amplificagdo de um fragmento de DNA
especifico com aproximadamente 2,3 Kb (figura 1.2 A).

Dos cinco iniciadores inicialmente desenhados para a amplificacdo
do gene TrTop2e, duas combinagBes resultaram na amplificagdo de
fragmentos de tamanho semelhante ao esperado tedrico, TG1F/TG2R —
600 pb e TG3F/TG4R - 1,1 Kb (figura 1.2 B). Os trés fragmentos obtidos
foram clonados no vetor pGEM T- easy e ap0s a transformacdo em E.
coli, os clones recombinantes tiveram seu DNA plasmidial purificado e
foram sequenciados, confirmando que os produtos clonados eram
correspondentes a fragmentos dos genes TrTop2mt e TrTop2a.

PPM 1 PPM 2

2.3 Kb -

1.1 Kb -

A B
Figura 1.2: Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de etideo
revelando os produtos de amplificacéo de 2,3 Kb e 1,1 Kb dos fragmentos dos genes
TrTop2mt (A) e TrTop2«a (B) de Trypanosoma rangeli, respectivamente. PPM-
Padrdo de Peso Molecular (Fago lambda/HindlllI).

Os produtos Bc7-14 e TG3F/TG4R foram também utilizados como
sondas para a varredura dos 36.000 clones resultantes da construcdo da
biblioteca genémica de T. rangeli a fim de obter as regibes codificantes
dos genes TrTop2mt e TrTop2a. A partir destes procedimentos foram
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obtidos trés clones correspondentes ao gene TrTop2mt, dos quais um teve
0 DNA purificado, e nenhum clone para o gene TrTop2a.

Para tentar compreender a organizagdo do clone selecionado e
subclonar fragmentos do gene TrTop2mt nele contidos, 0 DNA do fago
foi digerido com varias enzimas de restricdo e analisado por Southern blot
utilizando a mesma sonda anterior Bc7-14. Dentre os varios fragmentos
positivos (figura 1.3 A) somente os de ~6,4 Kb e ~2,5 Kb resultantes da
restricdo com a enzima HindlIl foram purificados e subclonados no vetor
pBluescript sK(+) previamente digerido com a mesma enzima. Os demais
perfis de restricdo embora apresentassem fragmentos positivos com a
sonda correspondente ndo possuiam tamanho adequado para o0
sequenciamento.

S eRI s

T 0 & = O Q

nw o »u T QX

TITOPZmt
Lambda L——— . sgmmy———lambdaR
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Figura 1.3: Subclonagem do clone genémico de Trypanosoma rangeli positivo para o
gene TrTop2mt. (A) Southern blot utilizando como sonda o produto de amplificacdo
dos iniciadores Bc7-Bcl4. (B) Representagdo esquemdtica do clone purificado,
demonstrando a localizacdo de uma porcdo do gene TrTop2mt na extremidade do
braco direito do fago lambda, a estratégia de sub-clonagem (sitios para HindlIl em
amarelo) e as estratégias de sequenciamento dos clones resultantes correspondentes ao
gene TrTop2mt.

A andlise do sequenciamento destes subclones, utilizando os
iniciadores universais T3 e T7, permitiu estabelecer que o clone
gendmico possuia um inserto de ~10 Kb e que somente uma porcéo do
gene TrTop2mt estava localizado na extremidade proxima ao braco
direito do fago (figura 1.3 B). O fragmento de ~2,5 Kb continha a porcéo
5’ da ORF de TrTop2mt e a sua respectiva por¢do 5’ ndo transcrita. Apds
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0 sequenciamento de dois clones resultantes da ligacdo do fragmento de
6,4 Kb, observou-se que ambos ndo eram iguais, ou seja, a digestdo com a
enzima Hindlll gerava dois fragmentos de mesmo tamanho, sendo que
somente um era positivo para a sonda. O clone que continha o inserto
positivo apresentou cerca de 900 pb correspondentes a ORF de TrTop2mt,
sendo o restante condizente com a sequéncia do vetor. O segundo clone
de 6,4 Kb teve suas extremidades sequenciadas, apresentando logo ao
lado do braco esquerdo do fago a porcdo 5° da regido codificante de um
gene de transportador de cétion e na outra extremidade a porgdo 3’ do
gene da ubiquitina hidrolase e sua respectiva porc¢éo 3’ ndo transcrita.
Uma vez que ndo foi possivel obter a sequéncia completa dos
genes através da varredura da biblioteca genémica, as tentativas de
amplificacdo das demais por¢bes génicas via PCR foram retomadas em
virtude da menor complexidade da metodologia. Assim, novos
iniciadores foram desenhados para ambos os genes a fim de aumentar as
possibilidades de sucesso. A partir da analise do alinhamento das
sequéncias ja obtidas para o gene TrTop2mt, considerando também a
existéncia prévia de um fragmento de ~1 Kb obtido a partir da técnica de
ORESTES no Projeto Transcriptoma do T. rangeli, estimou-se que
apenas 330 pb correspondentes a porgdo 3’ do gene faltavam para a
obtencdo da sequéncia completa. Para tal, foi desenhado o iniciador
TopMF, o qual foi utilizado para a amplificacdo através de RT-PCR. Para
esta finalidade, o RNA total de formas epimastigotas foi extraido e o
cDNA foi resultante de uma reacéo de transcrigdo reversa (RT) utilizando
o iniciador OligoDT-Anchor. A PCR com a combinacdo dos iniciadores
Anchor e TopMF resultou em um fragmento de ~600 pb, que foi clonado,
sequenciado, e apresentou similaridade com a por¢do 3’ da ORF do gene
homdlogo em T. cruzi, contendo o cédon referente a parada da traducgéo,
assim como a regido ndo transcrita até a cauda poli-A inerente ao mRNA.
Para 0 gene TrTop2c foram desenhados trés novos iniciadores
efetuando-se novas combinagGes com aqueles inicialmente utilizados. O
iniciador TG2R foi novamente empregado para a amplificagdo da porcao
5’ do gene através de RT-PCR. Isto foi possivel pelo fato de que os
tripanosomatideos passam por um processo Unico de maturagdo do
mRNA, no qual existe a adi¢cdo de uma pequena sequéncia conservada ha
extremidade 5° de todos os mRNA transcritos na célula. Denominada de
mini-éxon ou spliced leader, essa regido conservada permitiu a ligacdo de
um iniciador de forma especifica em uma regido anterior ao inicio da
regido codificante do gene. Assim, a partir de um cDNA obtido por
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transcri¢do reversa com o proprio iniciador TG2R, foi possivel amplificar
um fragmento com cerca de 950 pb através da combinacdo dos
iniciadores TG2R e ME-L. A partir do DNA gendmico, um fragmento de
1.540 pb foi obtido com os iniciadores TG1F e EXTOPGR e outro de ~4
Kb, referente ao restante do gene, foi resultante da combinacdo dos
iniciadores EXTOPGF e HPG. Este dltimo foi desenhado a partir do
alinhamento de sequéncias adjacentes pelo qual foi possivel verificar a
existéncia de um gene, logo ap6s ao da DNA topoisomerase Il que
codifica para uma proteina hipotética, extremamente conservado em sua
porcdo 5’ e na sua organizacdo gendmica devido a alta sintenia existente
neste grupo. Todos estes fragmentos também foram clonados e
devidamente sequenciados.

Devido a limitagBes na técnica de sequenciamento foi necessaria a
obtencdo de fragmentos menores de alguns dos produtos clonados, como
por exemplo: o fragmento Bc7-Bcl4 de 2,3 Kb e o fragmento
EXTOPGF/HPG de 4 Kb. Para facilitar a determinacdo da sequéncia do
fragmento Bc7-14, o plasmideo do clone Bc7-14 foi digerido com
diversas enzimas de restricdo que possuem sitio Ginico no vetor pGEM T-
easy. As enzimas de restricdo Sphl e Nsil geraram perfis de restricdo
pouco complexos e complementares, com pesos moleculares razoaveis a
clonagem e sequenciamento.

Para do fragmento EXTOPGF/HPG, de maior extensdo que o
anterior, foram utilizadas diferentes estratégias para sua determinacao.
Inicialmente, foram realizados testes com diferentes enzimas de restri¢do
de sitio Unico no vetor, sendo que com as enzimas Sacl e Nsil foi possivel
estabelecer alguns subclones. Entretanto, estes ainda eram de alto peso
molecular e somente suas extremidades puderam ser sequenciadas.
Visando obter fragmentos menores, duas minibibliotecas foram geradas,
digerindo-se o fragmento de 4 Kb com as enzimas Sau3Al e Pstl para
subclonagem em vetor pUC18, visando ndo s6 a fragmentacdo mas
também a sobreposicdo entre eles para o estabelecimento da sequéncia
consenso por bioinformatica. A partir das restrices com as duas enzimas
foi possivel obter 16 clones diferentes que foram sequenciados com os
iniciadores universais M13F e M13R.

Todas as sequéncias obtidas para 0s genes TrTop2mt (figura 1.4) e
TrTop2e (figura 1.5) foram submetidas separadamente a analise de
qualidade e aquelas referentes a um mesmo gene foram agrupadas através
do programa CAP3 para formacao de suas sequéncias consenso.
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Assim, ap0s o0 agrupamento das sequéncias obtidas para o gene
TrTop2mt (figura 1.6) foi possivel encontrar uma fase de aberta de leitura
de 3.696 ph, com conteldo de C+G de 55%, codificando uma proteina
com 1.232 aminoacidos e com uma massa molecular estimada de 138,8
kDa. Para o gene TrTop2« a fase aberta de leitura foi de 4.368 pb (figura
1.7), com contelldo C+G de 56%, codificando uma proteina com 1.456
aminoacidos e com uma massa molecular estimada de 164,1 kDa.

56



"S3U0[2 SOAIIDadsal
sou sepelouanbas sagifial se wealpul selald selss se o serougnbas sep wabeuojogns B SOpeUOIde|a) 0B31NISal ap SOI1JS SO weluasaldal
eluese] wa Selas se ‘ojuslibel) op 0eAUSIO B Bred SOPEZINNN SAIOPRIJIUI SO WEIIPUI SAPISA Sejas sy Jwzdol] auab op einus| op 1o
oulage oipenb o ejuasaidal |nze eireq v Jwgdola] ausab op ojuswelousnbas ap eibgrellss ep eonewanbsa ogdeiussaiday 4T BANOIH

|
wana | > ™
qdoooik « _
+
TR
a > < 1eL
wTE0xRa | > * o
- | W3Dd e et
——
HOHINY AWNOdOL
HINOLXT |
'« > 14Nd0 X3
—
HWDOLXT i 0L XS
1
WX | .". | anaoe
S3ILSIHO
y1Ema | l' [
1
l
VSN
H1E0A | » | 439
+*
VSN
1
HTI0NT | IY { ana0a
—
1Wds
o | e ey
*
lyds
¥130%3 | >
P | an3d
— = - e
LEE] LE] 14dg 478

000E 000E 000



'$9U0J9 SOAN98dsal SOU Sepelduanbas sagifial se weaipul

sejaud sejes se o ojuswbely op 0gdusIqo e eied SOpeZI|IIN S8IOPRIDIUI SO WERDIPUI SOPISA SBIsS S\ wzdoj.i] aush op einlis| ap ouage
olpenb o ejussaidal eyjswien eueq v vzdog.] suab op ojuswelousnbas ap eibglense ep eonewsanbss ogdeiussaiday :G'T eanbi4

qdoooit
WX »
< |3n30d
- <
2ol -3
R > « | nos
- <=
OdH 49d0L1X3
—H m& - wodouxa | >
< | 49do1xa
Ivehnes - - -
d9d01X3a 49d01X3
ea’jolqiq-1ulin
¥130X3 | e
€] | 4w3od
= <=
d9d01X3a 4191
13033 | >
< | dw3od

I

— ]

2ol 4191

L= — >
€] |2naod
—p <
ayolL 4€91

0001

000€e

000 ooaik



1 ATGGCEGAGECTECCARGTACARGRARCTCACCCCCATCRACCATGTCCTCRTACGECCEGARATGTACETCOGCAGCETGEAGACEAT CTCTACGECEATGTTTGTCTTCGATCACGAC]
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Figura 1.6: Sequéncia nucleotidica e aminoacidica completa do gene TrTop2mt de
Trypanosoma rangeli.



Figura 1.7: Sequéncia nucleotidica e aminoacidica completa do gene TrTop2a de
Trypanosoma rangeli.
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1.4.2 Analise dos genes TrTop2mt e TrTop2a de T. rangeli por
Southern blot

A analise do gene TrTop2mt por Southern blot (figura 1.8), revelou
um padréo simples, utilizando-se como sonda o fragmento Bc7-14. Para a
digestdo com a enzima EcoRlI, que ndo possui o sitio de clivagem dentro
da sonda, foi observada uma Unica banda positiva. Enquanto que, para as
digestdes com as enzimas HindlIll, Dral, Nsil, Kpnl e Smal, as quais
possuem um sitio de clivagem dentro da sonda, foram observadas duas
bandas para cada enzima.

E‘:E;"‘
§82 8358

Hindlll  Dral
1000

— B

Figura 1.8: (A) Analise da organizacéo do gene TrTop2mt de Trypanosoma rangeli
por Southern blot. Os nimeros a esquerda da figura representam os tamanhos das
bandas do marcador de peso molecular (DNA ladder 1 kb plus e DNA ladder 100 pb —
New England Biolabs). (B) Mapa de restricdo do gene TrTop2mt apontando os sitios
de restricdo das enzimas utilizadas. A barra azul representa o quadro aberto de leitura
do gene TrTop2mt e a barra laranja representa a regido condizente a sonda Bc7-14.

Para o gene TrTop2a foram realizados dois ensaios utilizando
sondas diferentes (EXTOPGF/TG4R figura 1.9 A e TGIF/EXTOPGR
figura 1.9 B). Ambos os experimentos apresentaram um padrdo simples
para andlise, destacando-se as bandas Unicas observadas quando o sitio de
clivagem era inexistente dentro da sequéncia das sondas, como para as
enzimas Pstl, EcoRIl e BamHI para a sonda EXTOPGF/TG4R e BamHI
para TG1F/EXTOPGR. Para todas as demais enzimas utilizadas, as quais
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possuem sitio Unico de clivagem dentro das sequéncias das sondas, foram
observadas duas bandas positivas para cada enzima.
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Figura 1.9: Andlise da organizacdo do gene TrTop2a de Trypanosoma rangeli através
de dois ensaios de Southern blot. Os nimeros a esquerda da figura representam os
tamanhos das bandas do marcador de peso molecular (DNA ladder 1 kb plus e DNA
ladder 100 pb — New England Biolabs). (A) Analise da organizacdo do gene 7rTop2a
por Southern blot utilizando a sonda EXTOPGF/TG4R. (B) Analise da organizacéo
do gene TrTop2a por Southern blot utilizando a sonda TG1F/EXTOPGR. (C). Mapa
de restri¢do do gene TrTop2mt apontando os sitios de restricdo das enzimas utilizadas.
A barra vermelha representa o quadro aberto de leitura do gene 7rTop2a e as barras
em verde representam as regibes condizentes as sondas EXTOPGF/TG4R e
TG1F/EXTOPGR.

1.3.3 Analise estrutural do genes TrTop2mt e TrTop2a.

A andlise das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos genes
TrTop2mt e TrTop2e. de T. rangeli utilizando o programa RPS-Blast
visou a pesquisa no banco de dados Conserved Domain Database (CDD)
do Genbank e apontou importantes dominios funcionais conservados
entre as DNA topoisomerases do tipo Il, sugeridos principalmente pela
comparagdo com a DNA girase de E. coli, subunidades A e B (figuras
1.10 A e B) (SWANBERG; WANG, 1987).
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Figura 1.10: Comparacdo das DNA topoisomerases Il de Trypanosoma rangeli com
as subunidades da DNA girase de Escherichia coli. (A) TrTop2mt e (B) TrTop2a.

A porgdo amino-terminal das duas enzimas & homologa a
subunidade B da DNA girase, que é responsavel pela atividade ATPasica
nesta enzima. A porcao central apresenta homologia com a subunidade A
da DNA girase, sendo possivel verificar o alinhamento do residuo de
tirosina responsavel pela ligacdo covalente que ocorre entre a molécula de
DNA e a enzima, correspondendo aos residuos Tyr'’* e Tyr’"® nas
enzimas do T. rangeli.

As sequéncias de aminodcidos dos genes TrTop2mt e TrTop2a de
T. rangeli também foram analisadas em busca de sinais de enderecamento
celular, principalmente para o ndcleo e/ou mitocondria. Através dos
programas SignalP e Psortll foi possivel encontrar na regido
correspondente a por¢do carboxi-terminal do gene TrTop2mt uma
sequéncia de enderecamento nuclear (993-KKRR), determinada a partir do
subprograma NUCDISC. Ja com relagdo ao gene TrTop2a Varias

sequéncias de enderecamento nuclear puderam ser encontradas (1032-
RRRK/ 1033-RRKR/ 1244-KRRR/ 1245-RRRK/ 1246-RRKR/ 1247- RKRR/ 1422-
RKRR/ 1423-KRRR/ 547-PIVKARR/ 1191-PRRLRVL/ 1241-PAVKRRR/ 1418-
PQVSRKR), dentre as quais trés foram do tipo bipartidas (1180- RKKMEK
TRPFDPRRLRV/ 1311-KRAPQKPRSAGAKRAKT/ 1409- KRAPARPQKPQVS
RKRR).

1.3.4 Anélise comparativa das sequéncias deduzidas de amino&cidos

dos genes TrTop2mt e TrTop2a de T. rangeli.
As sequéncias de aminoacidos dos genes TrTop2mt e TrTop2a
foram confrontadas contra sequéncias disponiveis no banco de dados nr
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através do algoritmo Blast. Os resultados que apresentaram maior
similaridade para cada gene podem ser observados na tabela 1.2. O gene
TrTop2mt possui elevado grau de similaridade com seu correspondente
no T. cruzi (96%) e T. brucei (88%), cerca de 80% com o0s demais
tripanosomatideos e de 50% com outras topoisomerases Il eucaridticas.
J4, 0 gene TrTop2a possui aproximadamente 85% de similaridade com os
genes correspondentes em tripanosomatideos e 60% com outras
topoisomerases |l eucaridticas. A comparacao entre a sequéncia dos dois
genes demonstrou que eles apresentam 36% dos aminodcidos idénticos e
56% de similaridade, relacionados basicamente aos dominios funcionais
caracteristicos das enzimas pertencentes a esta familia.

Tabela 1.2: Porcentagens de identidade e similaridade dos genes TrTop2mt (A) e
TrTop2o. (B) de Trypanosoma rangeli com outras DNA topoisomerases Il eucariéticas
conforme resultados obtidos através do programa Blastp.

TrTop2mt Ndmero Acesso I'de_ntid_ade/
GenBank Similaridade
XP_820295.1 91% / 96%
XP_803868.1 78% / 88%
AA023340.1 68% / 81%
CAA42182.1 68% / 81%
XP_001563570.1 68% / 81% A
AF150876_1 67% / 81%
AAF86355.1 67% / 81%
CAJ03357.1 67% / 81%
AAC05295.2 66% / 80%
AAL99217.1 50% / 67%
AF458979 3 32%/ 51%
NP_476760.1 36%/ 53%
EAW60661.1 32%/ 51%
TrTop2a NUmero Acesso I.de_ntid_ade/
GenBank Similaridade
XP_812644.1 85% / 89%
ABC17641.1 72% | 83%
ABI196917.1 71% /82%
ABC17642.1 75% / 86%
XP_001684512.1 69% / 82% B
XP_001470271.1 74% | 87%
XP_001566276.1 66% / 79%
AF458979_3 45%/ 62%
NP_476760.1 45%/ 63%
EAW60661.1 45%/ 62%
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A partir da sequéncia consenso de TrTop2e obtida a partir da cepa
SC-58 de T. rangeli, foi desenhado um novo par de iniciadores (TopGF/
TopGR) para a amplificagéo total da regido codificante deste gene. Estes
iniciadores foram entdo utilizados para a amplificagdo de 7rTop2o na
cepa Choachi de T. rangeli. Este produto foi entdo clonado e
completamente sequenciado utilizando-se o0s iniciadores internos
previamente desenhados para este gene. Para a cepa Choachi, o tamanho
da regido codificante foi 4.386 pb, codificando uma proteina com 1.462
aminoacidos e com massa molecular predita em 165 kDa, apresentando
98% de similaridade com a sequéncia obtida para a cepa SC-58,
conforme alinhamento apresentado no apéndice 1.

A similaridade entre as sequéncias de aminoacidos preditas para as
duas DNA topoisomerases Il de T. rangeli e seus ortélogos esta, em
ambos 0s casos, dispersa por toda sequéncia e pode ser observada nos
alinhamentos resultantes (apéndices 2 e 3), porém é menor na regiao
carboxi-terminal dessas proteinas, sendo esta caracteristica comum as
duas DNA topoisomerases do tipo Il descritas.

A partir dos alinhamentos realizados, diferentes analises
comparativas puderam ser realizadas. Inicialmente, a analise foi realizada
utilizando os dois genes identificados para o T. rangeli e outras
sequéncias, encontradas nos bancos de dados, referentes a DNA
topoisomerases Il de membros da Ordem Kinetoplastida (figura 1.11).
Esta arvore indica a separacdo dos dois grupos génicos em clados
distintos, cada um deles incluindo um dos genes do T. rangeli. Ja,
adicionando-se outras sequéncias de DNA topoisomerases tipo Il
eucaridticas e procarioticas, incluindo grupos diversificados, observou-se
uma maior aproximacdo do grupo de genes de membros da Ordem
Kinetoplastida relacionado a 7rTop2a com as demais topoisomerases 1l
eucaridticas, enquanto o grupo que continha o gene TrTop2mt mostrou
proximidade com o ramo da DNA girase de E. coli (figura 1.12).

1.3.5 Expressdo, purificacdo de fragmentos génicos de TrTop2mt e
TrTop2a e producdo de anticorpos contra as DNA topoisomerases |1
de T. rangeli.
Inicialmente, com o propdsito de produzir anticorpos contra as
DNA topoisomerases Il de T. rangeli foram escolhidas para expressao
heteréloga diferentes regides correspondentes aos genes TrTop2mt e
TrTop2o. (figura 1.1) que codificam porcdes com diferentes graus de
conservacgdo entre as diferentes espécies de tripanosomatideos, e entre as
duas enzimas estudadas, buscando obter anticorpos capazes de reconhecer
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as enzimas em diferentes espécies e/ou minimizar a ocorréncia de uma

possivel reacdo cruzada entre as duas enzimas.
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Figura 1.11: Arvore
filogenética elaborada com as
sequéncias de aminoéacidos
das DNA topoisomerases tipo
Il de membros da Ordem
Kinetoplastida gerada através
do programa MEGA 2.1 pelo
método de Neighbour-joining.
Os losangos em  azul
representam 0s genes do
grupo Top2mt e os losangos
em vermelho representam os
genes do grupo Top2o.
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Figura 1.12: Arvore filogenética elaborada com as sequéncias de aminoacidos das
DNA topoisomerases tipo 11 de membros da Ordem Kinetoplastida gerada através do
programa MEGA 2.1 pelo método Minimum evolution. Os losangos em azul
representam os genes do grupo Top2mt e os losangos em vermelho representam os

genes do grupo Top2e.

Os vetores pQE30 e pET14B propiciam a fusdo dos fragmentos
com uma cauda de seis histidinas e foram utilizados com o intuito de
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aumentar a estabilidade e facilitar a purificagdo das proteinas
recombinantes em E. coli. No teste preliminar de expressdo, 0s extratos
dos clones induzidos com 1 mM de IPTG a 37°C foram analisados em
SDS-PAGE, nos quais pode-se visualizar o aparecimento das bandas
proeminentes correspondentes aos fragmentos protéicos de massa
molecular de aproximadamente 12,1 kDa (pQEmtl2) e 51,3 kDa
(PETmtML1) para TrTop2mt e 22,7 kDa (pQEa7), 40 kDa (pETaGl1), 55,3
kDa (pETaG2) e 85,3 kDa (pETaG23) para TrTop2e (figura 1.13 A),
cujos tamanhos observados sdo compativeis aos esperados tedricos e nao
estavam presentes nos extratos ndo induzidos. Estes mesmos extratos
foram entdo analisados através de western blot utilizando anticorpo anti-
HisTag, que confirmou a expressao de proteinas contendo uma regido rica
em histidinas, correspondente neste caso a cauda de histidinas de seis
repeticOes conferida pelo vetor (figura 1.13 B).
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Figura 1.13: Andlise da expressdo heter6loga das proteinas recombinantes através de
gel SDS-PAGE 12% (A) e western blot (B), utilizando o anticorpo anti-HisTag.
pET14B (Controle sem inserto), pETmtM1 (51,3 kDa), pQEmtl2 (12,1 kDa),
pETaG1 (40 kDa), pETaG2 (55,3 kDa), pQEa7 (22,7 kDa), ¢ pETaG23 (85,3 kDa).

Para otimizar as condigdes de obtencdo de cada um dos fragmentos
protéicos recombinantes, seus respectivos clones foram testados para a
expressdo proteica sob a inducdo em diferentes concentracdes de IPTG e
temperaturas de crescimento (figura 1.14). Pelo fato de que todas as
proteinas foram produzidas em quantidade suficiente somente nas fragoes
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insollveis dos extratos bacterianos, o critério utilizado para determinagéo
da melhor temperatura a ser utilizada em cada caso foi baseada na maior
expressao das proteinas recombinantes, o que foi determinado pela
intensidade das bandas especificas em géis de SDS-PAGE. Para 0s
fragmentos pETmtM1, pQEa7 e pETaGl a melhor temperatura para
expressdo foi de 37°C; para pQEmt12 ¢ pETaG23 27°C e para pETaG2
15°C (figura 1.14).
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KDa 1234567

20

pQEa7 pETaG1 pETaG2 pETaG23

Figura 1.14: Anélise da expressdo heter6loga sob diferentes temperaturas de inducédo
das proteinas recombinantes através de gel SDS-PAGE 12%. 1. Padrdo de peso
molecular (Benchmarker protein ladder, Invitrogen); 2. Fracdo insollvel apés 16
horas da inducéo a 15°C; 3. Fracdo soltvel ap6s 16 horas da indugdo a 15°C; 4.
Fragdo insoltvel apds 4 horas da inducéo a 27°C; 5. Fracdo soltvel apés 4 horas da
inducdo a 27°C; 6. Fragdo insolUvel apés 4 horas da indugdo a 37°C; 7. Fracédo solavel
apos 4 horas da inducdo a 37°C. Em vermelho estdo identificadas as melhores
condigOes de expressdo para cada proteina.

Todas as proteinas recombinantes foram purificadas (figura 1.15)
em coluna agarose Ni-NTA sob condi¢fes desnaturantes, sendo a
purificacdo bastante satisfatoria em termos quantitativos para permitir a
producdo de anticorpos em camundongos, de acordo com uma avaliacdo
subjetiva baseada na intensidade da coloragdo das bandas das proteinas
expressas.
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TrTop2mt

TrTop2a

Utilizando 50 pg/dose de algumas das proteinas purificadas, foram
imunizados diferentes grupos de camundongos, conforme demonstrado
na tabela 1.3. Ao final do processo foram produzidos 3 antissoros e um
anticorpo monoclonal com resposta especifica em ensaios de western blot
utilizando extratos protéicos totais do parasito.

) 2 3456789 12345 6789

pPETmtM1 pPQEmt12
Wa; 2 345 67 89 1 23456 7 89 123456 7 8 91 2345 67 89

PETaG2 pETaG23

PQEa7

Figura 1.15: Resultado da purificacdo dos fragmentos protéicos recombinantes dos
genes TrTop2mt e TrTop20 em Escherichia coli. 1. Padrdo de peso molecular
(Benchmarker protein ladder, Invitrogen); 2. Extrato protéico bacteriano apos lise
celular; 3. Proteinas que ndo aderiram a resina; 4. Lavagem 1; 5. Lavagem 2; 6.
Eluicdo 1; 7. Eluigdo 2; 8. Eluicéo 3; 9. Eluigéo 4.

Tabela 1.3: Relagdo dos diferentes anticorpos produzidos conforme o fragmento
utilizado na imunizagao dos camundongos.

pQEmMt12 Antissoro Positivo
PQEmMt12 Anticorpo
Negativo
PETmMtM1 Monoclonal
pETaG1 Antissoro Positivo
pQEa7 Antissoro Positivo
pQEa7 Anticorpo
Positivo
PETaG1 Monoclonal
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1.3.6 Analise por espectrometria de massas das proteinas
recombinantes

Os fragmentos protéicos recombinantes pQEmtl2, pQEo7 e
PETaG1 utilizados na imunizacdo dos animais foram analisadas através
de espectrometria de massas a fim de confirmar sua identidade como
fragmentos de DNA topoisomerases Il. Os resultados obtidos estdo
sumarizados nas tabelas 1.4, 1.5 e 1.6 e identificaram diferentes peptideos
correspondentes a duas proteinas distintas nas trés amostras pesquisadas
sem ambiguidade, como sendo diferentes regides de genes ortdlogos aos
genes tcr:509203.70 (KEGG) e tcr:508277.370 (KEGG) de T. cruzi, que
codificam para duas DNA topoisomerases Il (EC 5.99.1.3).

Tabela 1.4: Identificacdo do fragmento pQEmt12 correspondente a TrTop2mt de
Trypanosoma rangeli por espectrometria de massas (Q4EOW1_TRYCR, massa:
138.828 Da e escore: 131).

Peptideo® Mr(expt)® | Mr(calc)® Delta® Escore® | Ranking'
R.IADYSGATHVDIDLELT.K 1961.1764 1961.1565 -0.0199 45 1
K.GAITTYAECESELMLVQ.R 2014.3172 2014.2960 -0,0212 78 1
K.GAITTYAECESELMLVQ.R 2014.3106 2014.2960 -0.0146 (39) 1
K.GAITTYAECESELMLVQ.R 2014.3092 2014.2960 -0,0132 (28) 1

@ Sequéncia de aminoécidos identificados pelo codigo de 1 letra; ® Razdo massa/carga
experimental convertida em uma massa molecular relativa; ¢ Massa molecular relativa
calculada a partir do peptideo encontrado; ¢ Diferenca (erro) entre as massas
experimentais e as calculadas; ® Escore de ions: Para resultados duplicados para o
mesmo peptideo, os escores mais baixos sio mostrados entre parénteses. f Ranking
dos ions encontrados (1 a 10, onde 1 é o melhor resultado).

Tabela 1.5: Identificagdo do fragmento pQEa7 correspondente a TrTop2a de
Trypanosoma rangeli por espectrometria de massas (Q4D8L4_TRYCR, massa:
169.028 Da e escore: 159).

Peptideo® Mr(expt)® Mr(calc)® Delta® Escore® Ranking'

K.GLGTSGAK.E 689,3678 689,3708 -0,0030 28 1
K.DRDYFGVFPLR.G 1383,6560 1383,6935 -0,0375 53 1
K.DRDYFGVFPLR.G 383,6726 1383,6935 -0,0209 (26) 1
K.DRDYFGVFPLR.G 1383,6742 1383,6935 -0,0194 (39) 1
K.DRDYFGVFPLR.G 1383,6838 1383,6935 -0,0097 (30) 1
R.AISFFSMPDYFEWK.N 1766,7538 1766,8014 -0,0476 66 1
R.AISFFSMPDYFEWK.N 1766,7754 1766,8014 -0,0260 (65) 1
R.AISFFSMPDYFEWK.N 1766,7788 1766,8014 -0,0226 (16) 1
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Tabela 1.6: Identificacdo do fragmento pETaG1 correspondente a TrTop2a de
Trypanosoma rangeli por espectrometria de massas (Q4D8L4_TRYCR, massa:
169.028 Da e escore: 131).

Peptideo® Mr(expt)® | Mr(calc)® | Delta® Escore® Ranking'
K.FNLQGFGEDMVHMMR.R 1810.7635 | 1810.7953 -0.0318 (14) 8
K.FNLQGFGEDMVHMMR.R 1810.7716 | 1810.7953 -0.0237 45 1

R.VSNIGFQQVSFVNSIATTR.G 2067.0506 | 2067.0749 -0.0243 88 1

1.3.7 Andlise da expressdo das DNA topoisomerases Il de T. rangeli
por western blot.

1.3.7.1 Géis desnaturantes

Os antissoros e 0 anticorpo monoclonal obtido contra as DNA
topoisomerases Il de T. rangeli foram utilizados em ensaios de western
blot, com o objetivo de detectar a expressdo das enzimas e avaliar suas
massas moleculares em extratos celulares de T. rangeli, bem como em
extratos de outras espécies da Ordem Kinetoplastida. Inicialmente, foram
obtidos e utilizados somente os antissoros produzidos contra 0s
fragmentos pQEmt12 (12,1 kDa) e pQEa7 (22,7 kDa), correspondentes a
TrTop2mt e TrTop2a, respectivamente. Estes fragmentos foram
selecionados em razdo de serem regifes pouco conservados entre as duas
enzimas, apesar de manterem um alto grau de conservacdo entre as
diferentes espécies da Ordem Kinetoplastida. O resultado da primeira
analise mostrou que estes antissoros reconhecem especificamente
polipeptideos nos extratos protéicos totais de T. rangeli e de E. coli
expressando as respectivas proteinas recombinantes (figura 1.16). Embora
ndo reconhecam evidentemente uma proteina nos demais extratos,
algumas bandas de alto peso molecular chamam a atencéo sobretudo para
TrTop2a no extrato de T. cruzi. As proteinas reconhecidas em T. rangeli
aparentemente sdo de mesmo peso molecular em aproximadamente 130
kDa, tamanho proximo ao esperado teérico para TrTop2mt (138 kDa) e
menor que o esperado tedrico para TrTop2a (164,1 kDa).

Visando a analise da expressdo diferencial destas proteinas ao
longo do ciclo biolégico do parasito, 50ug dos extratos protéicos totais de
formas epimastigotas e tripomastigotas foram resolvidos por eletroforese
conforme 1.3.14.1 e avaliados utilizando-se 0s mesmos antissoros
anteriores. Assim, evidenciou-se que eles reconhecem, em ambos 0s
casos, majoritariamente as proteinas em formas epimastigotas, sendo este
efeito mais pronunciado para TrTop2mt, onde praticamente ndo ha
expressdo da respectiva proteina nas formas infectantes (figura 1.17).
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Pelo fato do reconhecimento ser aparentemente de proteinas de
mesmo peso molecular para ambos 0s anticorpos, um novo antissoro para
a proteina TrTop2a foi produzido a partir do fragmento pETaG1 (40
kDa), que corresponde a uma regides mais conservadas da enzima entre
as diferentes espécies. Entretanto, apesar da utilizagdo deste diferente
antissoro, uma banda de mesmo tamanho das obtidas anteriormente
utilizando os outros anticorpos foi detectada no extrato total de T. rangeli,
e somente bandas com fraca intensidade nos extratos de T. cruzi e L.
amazonensis (figura 1.18).
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e TrTop2a (pETaGl). TR-
Extrato protéico total de
Trypanosoma rangeli; TC-
Extrato protéico total de
Trypanosoma  cruzi; LB-
Extrato  protéico total de
Leishmania amazonensis;
Neg- Controle utilizando o
soro dos camundongos antes
da imunizacéo.

Para verificar se estaria acontecendo o reconhecimento de uma
mesma proteina por todos os antissoros foi realizado um novo western
blot contendo todos os diferentes fragmentos recombinantes produzidos
para ambas as enzimas (figura 1.19), visando a possibilidade de
reconhecimento dos mesmos fragmentos por todos os antissoros. Como
resultado, ndo foi observado qualquer tipo de reconhecimento cruzado
destes antissoros entre os fragmentos das diferentes enzimas e nem entre
fragmentos de regibes sem similaridade na mesma enzima.

Posteriormente, anticorpos monoclonais contra as duas enzimas
comegaram a ser produzidos visando aumentar a especificidade e
responder quanto a presenca de uma ou duas proteinas distintas sendo
reconhecidas no extrato protéico total de T. rangeli. Para tal, a
combinagdo de dois fragmentos protéicos para cada enzima foram
utilizados na imunizacdo de dois grupos de camundongos e na triagem
dos hibridomas obtidos. ApGs as primeiras triagens, que apresentavam
varios grupos de células positivos para a producéo de anticorpos contra
ambas as enzimas, somente trés clones, correspondentes a enzima
TrTop2a, foram obtidos ao final de duas diluigbes limitantes. Estes
anticorpos foram testados em ensaios de western blot e apresentaram
resultados semelhantes, sendo somente o de maior titulo utilizado nos
demais experimentos, denominado 7rTop2010B. Este anticorpo foi capaz
de reconhecer especificamente a proteina recombinante pQEa7 (22,7
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kDa) e uma proteina de aproximadamente 20 kDa no extrato protéico de
T. rangeli (figura 1.20).

TrTop2mt TrTop2a

QEa7 pETaG1

Figura 1.19: Analise da deteccdo dos antissoros contra TrTop2mt (pQEmtl2),
TrTop2a (pQEa7) e TrTop2a (pETaGl) frente a extratos protéicos totais do
Trypanosoma rangeli e os fragmentos protéicos recombinantes purificados.
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Figura 1.20: Anélise da expressdo de TrTop2a em extratos
protéicos de diferentes espécies da Ordem Kinetoplastida e na
proteina purificada por western blot utilizando o anticorpo
monoclonal TrTop2010B.
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1.3.7.2 Géis ndo-desnaturantes
Os antissoros contra TrTop2mt (pQEmt12) e TrTop2a (pQEa7) e
0 anticorpo monoclonal também foram testados em western blot
mantendo as condicfes nativas das proteinas, onde foi possivel observar o
reconhecimento de uma banda >600 kDa em todos os casos (figura 1.21).
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epimastigotas de Trypanosoma rangeli em através de
western blot, utilizando os antissoros contra
TrTop2mt (pQEmt12) e TrTop2o (pQEa7 e o
anticorpo  monoclonal TrTop2a10B, realizado a
partir de eletroforese unidimensional em condicdes
ndo desnaturantes.
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1.3.7.2 Gel bidimensional

Através de eletroforese bidimensional do extrato protéico de
formas epimastigotas de T. rangeli foi possivel visualizar o perfil de
proteinas expressas por este parasito, caracterizando-se uma maior
concentracdo de proteinas numa faixa de pH entre 4,5-8,0 e tamanho
entre 30 e 120 kDa (figura 1.22). Foi possivel identificar através de
western blot a localizacdo no mapa protéico das proteinas identificadas
pelos antissoros contra os fragmentos pQEmt12 e pQEa7 (figura 1.22 ¢
1.23). Assim, a partir da sobreposi¢do dos spots, foi possivel identificar
para TrTop2mt uma proteina de aproximadamente 132 kDa e ponto
isoelétrico (pl) de 6,4 e para TrTop2a uma proteina com cerca de 137
kDa e pl de 7,6. Conforme o programa ProtParam o ponto isoelétrico
tedrico para TrTop2mt seria de 9,52 e 7,35 para TrTop2a.
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Figura 1.22: Eletroforese bidimensional de extrato protéico total de Trypanosoma
rangeli corado com azul de coomassie R-250. A barra superior indica a faixa de pH
(3-10) utilizada na separagdo das proteinas. Os circulos azul e vermelho
correspondem ao local no gel onde as proteinas TrTop2mt e TrTop2a foram
identificadas por western blot, respectivamente.

TrTop2mt

TrTop2a

Figura 1.23: Andlise da expressdo de TrTop2mt e TrTop2a em extrato protéico total
de formas epimastigotas de Trypanosoma rangeli em através de western blot realizado
a partir de eletroforese bidimensional. As setas indicam 0s spots reconhecidos pelos
respectivos anticorpos. A barra superior indica a faixa de pH (3-10) utilizada na
separagdo das proteinas.
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1.3.8 Localizacao celular das DNA topoisomerases 11 de T. rangeli
Diferentes anticorpos foram utilizados em ensaios de
imunofluorescéncia indireta, visando detectar o(s) sitio(s) de expressao
preferencial e de atividade das DNA topoisomerases Il no parasito, bem
como avaliar a expressdo diferencial entre as distintas formas existentes
no ciclo biolégico de T. rangeli (figura 1.24). Além do anticorpo
monoclonal TrTop2010B e dos antissoros contra TrTop2mt (pQEmt12) e
TrTop2a (pQEa7), o soro anti-TcTop2mt (gentilmente cedido pelo Prof.
Stenio Perdigdo Fragoso-ICC/FioCruz) também foi utilizado na
investigacgdo da localizacdo celular de TrTop2mt em T. rangeli.

Epimastigota

Tripomastigota

Epimastigota

Tripomastigota
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Figura 1.24: Imunolocaliza¢do de TrTop2mt e TrTop2a em formas epimastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma rangeli através de ensaios de imunofluorescéncia.
(A) Soro Anti-TcTop2mt; (B) Soro Anti-TrTop2mt (pQEmt12); (C) Soro Anti-
TrTop2a (pQEa7); (D) Anticorpo Monoclonal TrTop2a10B. As imagens representam
microfotografias da expressdo da proteina (1), ndcleo e cinetoplasto corados com
DAPI (2) e a sobreposi¢do das imagens (3). As barras em branco representam 10pm.

Foi possivel detectar para o soro antiTcTop2mt uma localizacdo
nuclear de mesma intensidade em ambas as formas do parasito. Para o
antissoro contra TrTop2mt (pQEmt12) observa-se uma marcagdo mais
evidente no nlcleo e possivelmente no cinetoplasto em formas
epimastigotas, e uma localizagdo difusa ndo relacionada a presenga destas
organelas nas formas tripomastigotas. O antissoro contra TrTop2a
(pQEa7), apresentou em ambas as formas uma marcagdo difusa no
citoplasma acompanhada por uma regido com alta expressdo bem
definida bastante proxima ao cinetoplasto. O anticorpo monoclonal
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TrTop2010B foi capaz de reconhecer uma regido provavelmente nuclear
em formas epimastigotas e uma marcacdo difusa no citoplasma nas
formas tripomastigotas.

O soro anti-TcTop2mt também foi utilizado para comparacdo da
localizagdo celular de TrTop2mt entre T. rangeli e T. cruzi. Este
reconheceu um antigeno exclusivamente nuclear no T. rangeli, enquanto
antigenos no nucleo e no cinetoplasto foram evidentes para o T. cruzi
(figura 1.25).

KR
¥ & e T. cruzi
A B (¢
Ka o SN N T. rangeli
A —— C

Figura 1.25: Imunolocalizagdo de TrTop2mt em Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi por ensaio de imunofluorescéncia indireta, utilizando o soro anti-
TcTop2mt. (A) e (B): Microfotografias mostrando a marcagdo do nicleo (N) e
cinetoplasto (K) com DAPI e (C): Imunolocalizacdo da expressdo de TrTop2mt. A
barra em branco representa 10pum.

Todos os resultados de imunofluorescéncia serdo ainda reavaliados
por microscopia confocal, utilizando-se conjuntamente outros marcadores

celulares.
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1.4 DISCUSSAO

As DNA topoisomerases desempenham papéis fundamentais na
manipulacdo da topologia da molécula de DNA, sendo essenciais nos
processos de replicacdo, transcricdo, recombinacdo e segregacdo dos
cromossomos (CHAMPOUX, 2001). Nos protozodrios da Ordem
Kinetoplastida as DNA topoisomerases além de desempenharem seu
papel no metabolismo do DNA nuclear sdo fundamentais no processo de
replicacdo e na organizagdo do KDNA (SHAPIRO; ENGLUND, 1995; WANG;
ENGLUND, 2001). Tais enzimas liberam os minicirculos da rede de KDNA
para que estes sofram replicagdo como moléculas livres, participam da
segregacdo dos minicirculos recém sintetizados e religam 0s mesmos a
periferia da rede. As DNA topoisomerases também participam no
ancoramento do complexo a membrana mitocondrial e na segregacdo da
rede de KDNA apo6s a replicacdo (SHAPIRO; ENGLUND, 1995). Embora
DNA topoisomerases Il ja tenham sido purificadas (DOUC-RASY et al.,
1986b; CHAKRABORTY; MAJUMDER, 1987; MELENDY; RAY, 1989) e
caracterizadas (STRAUSS; WANG, 1990; FRAGOSO; GOLDENBERG, 1992;
PASION et al., 1992; DAS et al., 2001; GAZIOVA; LUKES, 2003; HANKE et al.,
2003; KULIKOWICZ; SHAPIRO, 2006; LOURENCO et al., 2006) em diversos
membros da Ordem Kinetoplastida muito pouco é conhecido a respeito
das caracteristicas destas proteinas.

As sequéncias de nucleotideos obtidas para os genes TrTop2mt e
TrTop2o € suas sequéncias deduzidas de aminoacidos revelaram poucas
diferencas do descrito na literatura. O gene TrTop2mt apresenta um
quadro aberto de leitura com 3.696 pb que codifica um polipeptidio com
1.232 residuos de aminoacidos (138,8 kDa), enquanto o gene TrTop2a
possui uma ORF de 4.368 pb, codificando uma proteina com 1.456
aminoacidos (164,5 kDa). O tamanho dos genes é bastante similar ao
observado em outros tripanosomatideos, sendo a maior variagdo
encontrada para os genes relacionados a TrTop2a. Esta variagdo também
pode ser observada intraespecificamente na comparacdo entre as
sequéncias completas obtidas para as cepas SC-58 e Choachi. Embora
apresentem 98% de similaridade a nivel de aminoacidos, a sequéncia do
gene TrTop2o. na cepa Choachi apresenta uma insercdo de 6 aminoacidos
na posicao 1.442, correspondente a por¢do carboxi-terminal que também
é extremamente variavel em todos os ortélogos.

As sequéncias de ambos o0s genes provavelmente ndo sdo
interrompidas por introns, como é observado para todos os genes de
topoisomerases descritos para tripanosomatideos, além de que esta é uma
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das caracteristicas deste grupo, onde grande parte dos genes transcritos
ndo possui introns (PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006).

Também de maneira similar a ortélogos descritos, o gene
TrTop2mt possui cOpia Unica no genoma do T. rangeli. Entretanto,
diferentemente da duplicacdo observada em T. brucei (ThrTop2o e
ThrTop2p) por KULIKOWICZ e SHAPIRO (2006), 0 gene TrTop2o também
encontra-se como copia Unica para o T. rangeli. A duplicacdo génica no
T. brucei é sequencial, ou seja, ThTop2a localiza-se anteriormente,
estando separado de 7hTop2f por uma regido inter-génica de ~1,7 Kb e,
embora as duas coOpias apresentem alta identidade, cerca de 74%, elas
constituem um gene funcional e um pseudogene. Os mMRNA
correspondentes aos dois genes podem ser observados em ensaios de
northern blot, mas somente uma enzima funcional pode ser detectada
através de western blot. A avaliagdo da presenca desta duplicacdo
também foi averiguada por Southern blot em T. brucei, utilizando como
sonda um fragmento correspondente a regido de maior similaridade entre
as duas copias génicas. Assim, utilizamos para hibridizacdo duas sondas
distintas sendo uma delas correspondente a mesma regido no gene do T.
rangeli, denominada “linker”. Este ensaio permitiu verificar, com ambas
as sondas, um padrédo sugestivo de copia Unica.

Este resultado € contrdrio as especulacBes apontadas por
KULIKOWICZ e SHAPIRO (2006) onde genes duplicados como vistos para
T. brucei deveriam estar presentes nos outros membros deste género. A
presenca dos transcritos para 0s genes o e 3 foi testada em outras cepas e
espécies de tripanosomatideos (T. brucei brucei cepa MITAT 1.2, T.
brucei brucei cepa TREU 927, T. brucei brucei cepa TATDKG6-1, T.
brucei gambiense, T. equiperdum, L. donovani e C. fasciculata).
Entretanto, somente nas espécies do género Trypanosoma foi possivel
detectar os dois transcritos de tamanhos semelhantes, mas com diferencas
quantitativas principalmente com relagdo ao gene f. Como a sonda de T.
brucei ndo hibridizou com L. donovani e C. fasciculata, foi utilizada
uma sonda relacionada ao gene de L. major, que permitiu detectar uma
banda de 5,8 Kb em L. donovani e ~6 Kb em C. fasciculata.

Analisando as sequéncias gendmicas na busca por ortlogos de
ThrTop2o. e ThrTop2p, para L. major somente uma sequéncia diferente do
denominado mitocondrial ja caracterizado foi encontrada. Em T. cruzi,
também observou-se uma situacgao diferente do encontrado no T. brucei e
embora dois genes ainda ndo caracterizados tenham sido encontrados,
eles compartilham cerca de 98% de identidade a nivel de aminoacidos e
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parecem ser alelos do mesmo gene ao invés de isoformas a e . Além
disso, comparando as sequéncias deduzidas de aminoacidos, o0 gene
Top2o de T. rangeli apresenta 85% de similaridade com estes ort6logos
encontrados no T. cruzi, contra 72% no T. brucei.

Ensaios de northern blot na tentativa de confirmar os dados
obtidos para o T. rangeli no Southern blot foram realizados através da
utilizacdo do kit ECL Direct Nucleic Acid Labelling and Detection
System (GE Healthcare, Buckinghamshire), entretanto apesar do RNA ser
detectado no gel e na membrana, apds a transferéncia, a falta de
sensibilidade inerente a esta metodologia ndo permitiu a deteccdo de
nenhuma banda ap6s a revelacdo (dados ndo mostrados). Esta questdo
também pode ter sido agravada pelo fato de que a expressdo de mRNA a
partir dos genes que codificam as DNA topoisomerases comeca antes da
fase S do ciclo celular e seus niveis rapidamente declinam durante a fase
S, sendo para C. fasciculata os niveis maximos de mRNA de topo Il
obtidos aproximadamente uma hora antes da sintese de DNA (HINES;
RAY, 1997). Embora, o tamanho do transcrito de cada gene ndo tenha sido
obtido, a presenca de mMRNA correspondentes a ambos 0s genes puderam
ser evidenciados indiretamente através de RT-PCR, utilizando tanto na
transcricdo reversa quanto na amplificacdo posterior iniciadores
especificos para cada gene. Na caracterizacdo da DNA topoisomerase |1
mitocondrial de B. saltans ap6s vérios esforgos para a detecgdo do mRNA
por northern blot sem sucesso, a confirmacdo da transcricdo do gene foi
realizada via RT-PCR (GAZIOVA; LUKES, 2003), assim como para Giardia
lamblia (HE et al., 2005).

As sequéncias deduzidas de aminoacidos dos dois genes obtidos
para o T. rangeli foram analisadas para a busca de sinais de
enderecamento celular (ndcleo e/ou mitocéndria). Inicialmente, foi
efetuada uma busca do sinal necessario para dirigir estas proteinas para a
mitocdndria. Esse sinal é gerado por uma pequena sequéncia de
amino4cidos, geralmente na regido amino-terminal ou préxima desta,
conhecida como pré-sequéncia. A pré-sequéncia para mitocondria se
caracteriza por: (1) serem regides ricas em aminodcidos basicos e
hidroxilados, (2) auséncia de aminodcidos &cidos (3) serem regibes
anfifilicas (VERNER; SCHATZ, 1988; WIEDEMANN; FRAZIER; PFANNER,
2004). Essas pré-sequéncias sdo normalmente removidas por uma
metaloprotease ap6s a entrada da proteina na mitocondria (EILERS et al.,
1988). As andlises das regides amino terminais de ambos os genes de
DNA topoisomerase Il ndo evidenciaram tais caracteristicas.
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Assim como as proteinas mitocondriais, o transporte de
proteinas nucleares é mediado por sequéncias sinais, conhecidas como
sinais de localizagdo celular ou NLS (do inglés Nuclear Localization
Signals). Muitas NLS ja foram identificadas, mas nenhum consenso
emergiu entre elas, sugerindo que a forma e a carga dos aminoacidos e
ndo sua sequéncia primaria sdo importantes para o reconhecimento do
sinal (DINGWALL; LASKEY, 1991; GARCIA-BUSTOS; HEITMAN; HALL,
1991). Contudo, as NLS possuem algumas caracteristicas importantes (1)
curtas sequéncias de aminoacidos basicos [lisina (K) ou arginina (R)], (2)
expostos na superficie da proteina a fim de serem reconhecidos por
receptores, (3) ndo removidos ap6s a translocacdo da proteina e (4)
simples ou mdaltiplas NLS em uma dada proteina, ndo localizados
necessariamente em uma das extremidades. As NLS podem ser divididas
em duas classes: (1) NLS do tipo encontrado no antigeno-T do virus SV-
40 constituidas por apenas uma pequena sequéncia de aminoacidos
basicos (PKKKRKV) e (2) NLS bipartida constituida de dois dominios
basicos independentes. O primeiro dominio (lado N-terminal da
sequéncia) € composto de pelo menos dois residuos basicos, seguidos de
uma regido espacadora de tamanho e composicao variaveis, que por sua
vez é seguida pelo segundo dominio basico que contem pelo menos cinco
residuos dos quais trés sdo basicos (ROBBINS et al., 1991). Esse tipo de
sinal é encontrado em um grande numero de proteinas nucleares, entre
elas a nucleoplasmina, fatores de transcrigdo, polimerases, receptores para
hormonios esterdides e topoisomerases (DINGWALL; LASKEY, 1991).

Sinais de localizagdo nuclear foram detectados nas sequéncias dos
dois genes das DNA topoisomerases Il de T. rangeli, sendo que enquanto
para o gene TrTop2mt somente uma sequéncia pequena de aminoacidos
basicos foi encontrada, 12 pequenas sequéncias e trés do tipo bipartidas
foram detectadas para o gene TrTop2a. Estudos com a Top2mt de L.
donovani (SENGUPTA et al., 2003) e B. culicis (LOURENCO et al., 2006)
mostram NLS bipartidas similares as que ocorrem para a topoisomerase |l
de S. cerevisiae, sendo que a sequéncia localizada no carboxi-terminal da
enzima é comprovadamente necessaria para o seu transporte ao nicleo. A
presenca de NLS na porcéo carboxi-terminal da 7rTop2a estd de acordo
com estudos realizados com topoisomerases Il nucleares de H. sapiens,
D. melanogaster e S. cerevisiae (CRENSHAW; HSIEH, 1993; CARON;
WATT; WANG, 1994; JENSEN et al., 1996). Normalmente, as regibes carboxi-
terminais de topoisomerases tipo Il eucariéticas também contém muitos
elementos regulatérios, como sitios de fosforilacdo e dominios de
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dimerizacdo. A fosforilacdo de regides que flanqueiam as sequéncias
sinais é uma das formas de modular a velocidade de entrada da proteina
no nucleo aumentando a velocidade do transporte (SENGUPTA et al., 2003).

Um nudmero importante de caracteristicas identificadas em
TrTop2mt e TrTop2a S&0 encontradas de forma bastante conservada em
outras topoisomerases tipo I, tais como o residuo de Glicina (Gly*®-
TrTop2mt e Gly™%- TrTop2a) homélogo ao encontrado no dominio
ATPase da subunidade B da DNA girase de E. coli, localizado no motivo
tipico conservado TEGSAKA, e o residuo de tirosina (Tyr'"*-TrTop2mt e
Tyr™- TrTop2a) correspondente ao residuo do sitio ativo para a clivagem
e religacdo do DNA.

De maneira geral, as sequéncias de aminodcidos deduzidas de
TrTop2mt e TrTop2c apresentaram homologia significativa com as
subunidades A e B da DNA girase de E. coli (HIGGINS et al., 1978). De
fato, a regido compreendendo os residuos de aminodcidos 61 a 390, em
ambas as proteinas do T. rangeli, é homdloga a subunidade B da DNA
girase, responsavel pela atividade ATPasica dessa enzima, enquanto que a
homologia com a subunidade A da DNA girase, que € responsavel pelas
reacOes de quebra e religacdo das fitas do DNA, é restrita as respectivas
porcBes centrais. Dentro desta por¢do o alinhamento do residuo de
tirosina responsavel pela ligacdo covalente da girase (HOROWITZ; WANG,
1987) com os residuos Y'"* e Y'® em TrTop2mt e TrTop2a sugere que nas
duas enzimas do T. rangeli esse residuo possa ter a mesma funcéo.

A homologia com as subunidades de E. coli é consistente com a
observacdo de que inibidores de topoisomerases Il bacterianas tais como
a novobiocina e o &cido nalidixico podem inibir a atividade de
topoisomerases do tipo Il de tripanosomatideos. Este dado reforca a
suposicao de que a inibicdo de uma topoisomerase do tipo Il por essas
drogas pode levar ao bloqueio da proliferacdo celular e modificacbes
ultra-estruturais no cinetoplasto dos tripanosomatideos (GONZALES-
PERDOMO et al., 1990; CAVALCANTI et al., 2004).

Quando sequéncias proteicas das DNA topoisomerases de
protozodrios sdo comparadas com seus homdlogos humanos elas também
parecem compartilnar muitas caracteristicas, entretanto observacdes
detalhadas revelam que muitas diferencas podem existir, sendo estas
suficientes para o desenvolvimento de farmacos especificos contra elas. O
alinhamento das sequéncias das topoisomerases tipo Il eucaridticas tem
revelado uma grande conservagdo na regido amino-terminal destas
enzimas, sendo que esta diminui a medida que se aproxima da regido
carboxi-terminal (SENGUPTA et al., 2003). Esta regido somente apresenta
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similaridade em espécies altamente relacionadas, como no caso do T.
rangeli e T. cruzi. No alinhamento das sequéncias de DNA
topoisomerases Il encontradas para membros da ordem Kinetoplastida
observa-se uma homologia alta nos primeiros ¥ das sequéncias a partir
do amino-terminal, diminuindo bruscamente no ¥4 restante das sequéncias
que corresponde ao dominio carboxi-terminal das proteinas.

Uma anélise filogenética foi realizada com base no alinhamento
das sequéncias de DNA topoisomerases Il encontradas para membros da
Ordem Kinetoplastida, revelando a formacéo de dois clados distintos, nos
quais é possivel evidenciar uma distingdo interespecifica, além da
confirmacdo topoldgica da posicdo de B. saltans na base de um dos
clados, reforcando sua antiga separagcdo na Ordem Kinetoplastida. Neste
grupo a posicdo taxondémica do T. rangeli tem sido bastante controversa.
O T. rangeli altualmente esta classificado dentro do grupo Stercoraria,
gue inclui os tripanossomas transmitidos através das fezes, apesar de que
a inoculacdo é sua forma principal de transmissdo, assim como 0s
representantes do grupo Salivaria (GRISARD et al., 1999). Neste trabalho, a
proximidade com o T. cruzi pertencente ao grupo Stercoraria é reforgada
pelas andlises dos dois genes estudados.

Como todos os genes de DNA topoisomerases Il codificam para
enzimas ubiquas e suas analises comparativas podem formar uma forte
base para filogenia molecular (DAS et al., 2004) uma nova analise
filogenética foi realizada incluindo outras sequéncias de aminoacidos de
DNA topoisomerases Il. Esta analise agrupou novamente, em um (nico
clado, todas as sequéncias primariamente descritas como topoisomerases
mitocondriais da Ordem Kinetoplastida, incluindo a TrTop2mt. Ja, a
TrTop2a, as duas DNA topoisomerases descritas para T. brucei e aquelas
identificadas nos dados gendmicos de T. cruzi, T. congolense, L.
braziliensis, L. infantum e L. major foram agrupadas em outro clado
fortemente associado com as enzimas eucarioticas e predominantemente
nucleares. Notavelmente, a maioria destes genes nucleares radiam de uma
regido bastante aproximada, possivelmente implicando em uma origem
ancestral comum. Em contraste, os genes identificados inicialmente nos
tripanosomatideos estdo agrupados a uma distancia significativa desta
“regido eucariltica” e posicionados proximos ao ramo da DNA girase,
sugerindo uma maior relacdo com as enzimas tipo Il procarioticas.

A maior compreensdo destes diferentes grupos génicos que
codificam para DNA topoisomerases do tipo Il nestes parasitos, incluindo
suas analises filogenéticas, permite a exploracdo de importantes linhas de
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informac&o. Estes dados podem, por exemplo, fornecer a fonte que estava
faltando para uma atividade nuclear especifica de uma das enzimas, o que
era especulado, mas ndo compreendido para o0s estes parasitos.

Com o intuito de analisar a expressdo das DNA topoisomerases Il
de T. rangeli, fragmentos protéicos recombinantes das duas enzimas
foram produzidos e purificados para gerar posteriormente antissoros e
anticorpos monoclonais contra as enzimas. O sistema bacteriano (E. coli)
foi o escolhido para a producdo das proteinas recombinantes devido as
vantagens relacionadas a facil manipulagdo, crescimento e taxas de
producdo elevadas. Apesar disto, este sistema apresenta algumas
desvantagens em relacdo a incapacidade de realizar algumas
modificacBes pos-traducionais e as proteinas sdo geralmente expressas na
forma insollvel em corpos de inclusdo (BANEYX, 1999). Alguns estudos
indicam que entre 30-60% das proteinas procaridticas ndo podem ser
expressas em bactéria na forma sollvel utilizando caudas de histidinas
(EDWARDS et al., 2000; STEVENS, 2000) e esse nlmero € ainda maior para
proteinas eucaridticas (BRAUN et al., 2002; HAMMARSTROM et al., 2002).

Vérios trabalhos de caracterizacdo de DNA topoisomerases
utilizaram o sistema de E. coli para a expressdo da subunidade completa
da proteina, entretanto nenhum deles conseguiu purificar a proteina
recombinante na sua forma nativa, principalmente devido a sua grande
massa molecular. Nestes casos, as proteinas foram purificadas da frago
insolUvel e posteriormente renaturadas, ou ainda em alguns trabalhos
somente fragmentos representativos destas proteinas foram expressos
para o estudo de dominios especificos ou producdo de anticorpos (DAS et
al., 2001).

Estudos utilizando a expressdo recombinante de fragmentos
especificos permitiram confirmar uma série de fungBes para estas
enzimas. Na analise da regido amino-terminal de 43 kDa em L. donovani,
foi possivel determinar que as proteinas resultantes formavam dimeros
funcionais na auséncia de DNA, sendo esta atividade inibida pelo
etoposideo e detalhada a partir de anélises de modelagem computacionais
(SENGUPTA et al., 2005). Resultados de atividade semelhantes foram
obtidos na analise de um fragmento de 45 kDa de P. vivax (KHOR et al.,
2005).

A estrutura funcional dos dominios das DNA topoisomerases Il
humana e de S. cerevisiae foi investigada através da utilizacdo de enzimas
mutantes com inser¢des de delecdes quanto a sua capacidade de catalisar
transicOes topoldgicas in vitro (JENSEN et al., 1996). Neste trabalho, varios
pontos de extrema importancia funcional foram determinados.
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A grande maioria destes fragmentos que correspondem, de forma
prética, a proteinas menores ndo estavam disponiveis na fracdo sollvel
das bactérias. Desta forma, apesar de serem expressos fragmentos
menores correspondentes a diferentes regides das DNA topoisomerases Il
de T. rangeli a condicdo de expressdo na fracdo insolivel manteve- se em
todos o0s casos. Uma primeira etapa de otimizacdo das condi¢des de
expressao com o objetivo de obter uma maior quantidade das proteinas
recombinantes estando elas preferencialmente na fragdo solavel foi
realizada. Uma das estratégias utilizadas para aumentar a solubilidade das
proteinas recombinantes é baixar a temperatura de expressdo para a
sintese protéica ocorrer mais lentamente (BANEYX, 1999). Dessa forma,
testes de expressdo a 15°C, 27°C e 37°C foram realizados. Como néo foi
possivel obter quantidades significativas das proteinas na fracdo solGvel,
procedeu-se a purificacdo destas nas condi¢cdes de maior expressao em
cada caso, a partir da fracdo insoluvel, através de cromatografia de
afinidade a metal em condicbes desnaturantes. As proteinas foram
desligadas da matriz e renaturadas através de varias etapas de dialise para
retirar gradualmente a uréia.

A expressdo e purificacdo da DNA topoisomerase 11 mitocondrial
completamente ativa de C. fasciculata s6 foi realizada recentemente em
sistema de expressdo por células de inseto infectadas com baculovirus.
Neste sistema diferenciado de expressdo, a proteina purificada foi obtida
em condicGes nativas e pode ser analisada in vitro para todos 0s
pardmetros funcionais, incluindo ensaios de decatenagdo e catenagdo
(WANG et al., 2008).

A purificacdo das proteinas recombinantes foi quantitativamente e
qualitativamente satisfatoria, sendo estas identificadas corretamente por
espectrometria de massas. Inicialmente, dois antissoros foram produzidos
e utilizados para reagir com extratos protéicos de T. rangeli em ensaios
do tipo western blot. A andlise mostrou que ambos reconhecem um
polipeptidio aparentemente Unico de ~130 kDa, sendo compativel com a
respectiva massa molecular deduzida para TrTop2mt (138 kDa) e menor
gue o esperado tedrico para TrTop2a (164,5 kDa).

A massa molecular de TrTop2mt foi similar a encontrada para as
enzimas correspondentes em T. cruzi, T. brucei e C. fasciculata
(STRAUSS; WANG, 1990; PASION et al., 1992; FRAGOSO et al., 1998). Neste
sentido, também foi testada a capacidade dos antissoros em reconhecer as
enzimas correspondentes em extratos de T. cruzi e L. amazonensis. O
soro anti- TrTop2mt (pQEmtl2) ndo reconheceu o polipeptidio de
tamanho esperado em nenhuma das espécies, embora bandas
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inespecificas tenham ocorrido. Este resultado pode estar relacionado ao
fato do antissoro ter sido produzido a partir de um fragmento da porgéao
carboxi-terminal da proteina, que é a regido menos conservada nas
topoisomerases do tipo Il eucaridticas. O soro anti- TrTop2a(pQEa7) foi
capaz de reconhecer fracamente um polipeptidio de tamanho semelhante
e um de tamanho superior (~160 kDa) ao encontrado para o T. rangeli no
extrato de T. cruzi. O peso molecular desta banda é préximo ao tamanho
tedrico esperado para a proteina Top2a em T. cruzi. Embora este
resultado possa ser real e explicado pela maior conservagdo
interespecifica na regido escolhida para a producdo deste antissoro, um
segundo antissoro produzido contra a regido amino-terminal,
TrTop2a(pETaG1), ainda mais conservada, ndo reconheceu estas mesmas
bandas no extrato de T. cruzi.

Mesmo considerando a possibilidade de alteragbes pos-
traducionais, na tentativa de elucidar se havia possibilidade de
reconhecimento cruzado entre os diferentes anticorpos, estes foram
avaliados para a capacidade de ligacdo aos distintos fragmentos protéicos
purificados. Nenhum dos antissoros produzidos foi capaz de reconhecer
fragmentos da outra enzima e nem mesmo fragmentos de regibes
diferentes dentro da mesma subunidade. Este resultado reforcou a
capacidade de reconhecimento diferencial de cada antissoro tanto para as
proteinas purificadas quanto para o extrato total do parasito. Neste mesmo
contexto, a producdo de anticorpos monoclonais poderia aumentar a
especificidade e a sensibilidade no reconhecimento destas proteinas
diretamente sobre o extrato protéico do T. rangeli. Apesar de um grande
ndmero inicial de hibridomas positivos para a producdo de anticorpos
para ambas as proteinas, somente trés anticorpos monoclonais para
TrTop2o foram obtidos ao final do processo.

A utilizacdo do anticorpo monoclonal para TrTop2« em ensaios de
western blot somente identificou a proteina recombinante purificada e
uma proteina de aproximadamente 25 kDa no extrato total de T. rangeli.
Esta massa molecular é bastante inferior aos 164,5 kDa tedricos e
descartaram o correto reconhecimento da proteina esperada. Devido ao
fato de que a enzima funcionalmente encontra-se como um homodimero,
a interacéo entre duas subunidades é extremamente esperada foi realizada
a separacdo do extrato protéico total de T. rangeli em géis de
poliacrilamida sobre condi¢fes ndo desnaturantes. Os resultados obtidos
foram semelhantes para os antissoros TrTop2a (pQEa7), TrTop2mt
(PQEmtl2) e o anticorpo monoclonal TrTop2010B, com o
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reconhecimento de uma banda de alto peso molecular, acima de 500 kDa.
Sob condic¢des ndo desnaturantes, as proteinas sdo separadas de acordo
com a carga, tamanho e forma das estruturas nativas. Devido ao fato de
ndo serem usados agentes desnaturantes, a estrutura tridimensional, bem
como interagBes em uma proteina multimérica sdo geralmente mantidas e
informacBes podem ser obtidas a respeito de sua estrutura quaternria
(COLIGAN, 2002). Neste caso, o alto peso molecular obtido indica
fortemente uma interacdo entre diferentes moléculas. Este resultado foi
mais intenso no caso do anticorpo monoclonal, fato este que pode ser
explicado por associacdes da proteina de 25 kDa anteriormente detectada
ou ainda que este anticorpo monoclonal reconheca somente um epitopo
conformacional na TrTop2a presente apenas na proteina em sua
conformacdo nativa (ZICKERMANN et al., 2009).

Na andlise da expressdo destas enzimas nas diferentes formas do
parasito em ensaios de western blot observou-se que TrTop2mt e TrTop2o
estdo presentes principalmente em formas epimastigotas. Entretanto, para
a primeira enzima o nivel de expressdo nas formas tripomastigotas foi
muito baixo quando comparado ao que ocorre para TrTop2a. A baixa
expressdo de TrTop2mt no extrato de formas tripomastigotas, esta de
acordo com o observado por Fragoso e colaboradores (1998), sugerindo
que durante o ciclo celular ocorre a regulacdo da sua expressdo, em
virtude da capacidade de replicacdo inerente a cada forma. Estes autores
também observaram que, embora a proteina ndo possa ser detectada nesta
fase do ciclo celular, o mMRNA correspondente esta presente em ambos 0s
estagios, sendo detectado por slot blot em quantidades equivalentes. De
maneira geral, ndo é surpreendente que a atividade desta enzima esteja
suprimida nas formas tripomastigotas, visto que tem sido observado altos
niveis enzimaticos em células em proliferacdo e sua diminuicdo em
células diferenciadas (SCHNEIDER; HSIANG; LIU, 1990). O mesmo fato
pode ser visto em L. infantum onde a expressdo da proteina Top2mt foi
evidente em formas promastigotas de fase exponencial de crescimento e
ausente na fase estacionaria infectante, ambos com altos niveis de
expressdo de MRNA (HANKE et al., 2003).

As proteinas TrTop2mt e TrTop2a também foram avaliadas por
western blot a partir de gel bidimensional e, apesar da deteccdo de
proteinas de igual massa molecular, diferentes pontos isoelétricos foram
encontrados. Embora, os valores de pl sejam diferentes, em ambos os
casos, do esperado tedrico, este resultado confirma a deteccdo de
proteinas distintas pelos antissoros obtidos para TrTop2mt e TrTop2a.
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Apesar de inGmeros estudos, a distribuicio das DNA
topoisomerases Il em tripanosomatideos é ainda discutida. Atualmente,
ainda ha uma considerdvel controvérsia sobre identidade da enzima
presente no ndcleo, em relacdo aquela presente na mitocondria dos
membros da Ordem Kinetoplastida, ou seja, ndo se sabe se a mesma
enzima atua em ambos 0s compartimentos ou se ha enzimas distintas e de
atividade especifica em uma dessas organelas. Imunofluorescéncias
utilizando um anticorpo contra a DNA topoisomerase Il mitocondrial de
C. fasciculata exclusivamente reconheceu o cinetoplasto de C. fasciculata
(MELENDY; RAY, 1989), de formas epimastigotas de T. cruzi (FRAGOSO et
al., 1998) e de B. culicis (CAVALCANTI et al., 2004). Em contraste, 0
antissoro produzido contra uma fragmento recombinante da mesma
enzima de T. cruzi localizou-a no ndcleo de T. cruzi e C. fasciculata
(FRAGOSO et al., 1998), assim como utilizando o antissoro produzido
contra esta enzima em B. culicis. Em L. donovani e B. saltans anticorpos
policlonais produzidos contra suas respectivas enzimas, identificaram
proteinas tanto no cinetoplasto quanto no nucleo, sugerindo sua presenca
em ambos 0s compartimentos (DAS et al., 2001; GAZIOVA; LUKES, 2003).

A analise por imunofluorescéncia indireta utilizando diferentes
anticorpos para as DNA topoisomerases Il de T. rangeli indicou que a
localizag&o celular destas enzimas ocorre de forma confusa semelhante ao
apontado em outras espécies na literatura.

O antissoro contra TrTop2a (pQEa7) reconheceu uma regido que
parece iniciar no cinetoplasto e se estende para a regido do corpo basal do
flagelo tanto em formas epimastigotas quanto tripomastigotas. Este
resultado pode estar baseado no fato de que o KDNA encontra-se sempre
posicionado de forma muito préxima ao corpo basal do flagelo e
perpendicular ao eixo do flagelo. Notavelmente, existem evidéncias para
uma ligacdo fisica direta entre o corpo basal e a rede do KDNA, embora
estas duas estruturas sejam separadas pela membrana dupla da
mitocéndria (ROBINSON; GULL, 1991; MORRIS et al., 2001). Ogbadoyi e
colaboradores (2003) demonstraram que 0 genoma mitocondrial em
tripanosomas esta fisicamente conectado ao corpo basal do flagelo por
um sistema de filamentos transmembrana chamado de complexo de
ligacéo tripartido (TAC). Estes filamentos ligam o corpo basal do flagelo
a uma regido na membrana mitocondrial diferenciada, e um grupo de
filamentos intramitocondriais na face interna da zona da membrana
diferenciada os liga ao cinetoplasto. O TAC e as conexdes entre o flagelo
e 0 DNA do cinetoplasto sdo mantidos através do ciclo celular, replicados

90



e remodelados durante a fase S. A arquitetura do TAC sugere que possa
haver uma funcéo relacionada ao seu papel estrutural e vetorial durante a
replicagio do KDNA, apresentando uma clara interagdo entre a
mitocdndria e o citoesqueleto.

Experimentos de hibridizacdo in situ revelaram que antes da
replicacdo os minicirculos séo liberados vetorialmente por uma DNA
topoisomerase Il da face da rede proxima ao flagelo. A replicagdo inicia
entdo na regido entre a face flagelar do disco do cinetoplasto e a
membrana mitocondrial, regido denominada de zona cinetoflagelar, que é
exatamente a regido que contém os filamentos relacionados a associa¢éo
do citoesqueleto do corpo basal do flagelo com a rede de KDNA. Os
minicirculos livres iniciam sua replicagdo nesta regido e todas as
moléculas filhas migram posteriormente desta zona para os sitios
antipodais que flanqueiam a rede de KDNA (DREW; ENGLUND, 2001).

Apesar de que na literatura grande suporte se da a localiza¢do e ao
papel das DNA topoisomerases Il na reintroducdo dos minicirculos a rede
crescente nos sitios antipodais marginais a rede do KDNA, esta enzima
pode ocupar outros locais e possuir outras fungdes (WANG; ENGLUND,
2001). Se considerarmos toda a amplitude de atividades por elas
desenvolvidas, bem como a complexidade inerente de todo este processo
e bem provavel que esta enzima ou ortélogos possam ser encontrados em
outras regides associadas ao processo de replicagdo (MORRIS et al., 2001).

Dentre estes aspectos e considerando primariamente 0s
maxicirculos, a importancia das DNA topoisomerases Il é mais estrutural
do que catalitica. Em células de mamiferos, estas enzimas sdo
componentes da matriz proteica que ancora as voltas do DNA
cromossomal. A regido ndo codificante é rica em sequéncias analogas que
se ligam a essa matriz em eucariotos superiores. Na mitocondria de
tripanosomas, a topoisomerase |l pode ancorar os maxicirculos a
membrana mitocondrial ou pode mediar a migracdo destes maxicirculos
ao centro da rede em divisdo. Este papel estrutural pode explicar o porque
0s maxicirculos sdo clivados em todos os estagios do ciclo celular,
enquanto que os minicirculos sdo clivados uma Unica vez (SHAPIRO;
SHOWALTER, 1994).

Além disso, a ThTop2mt é requerida para a resolugdo de dimeros
de minicirculos interligados (intermediarios na replicacdo), remocdo de
superenovelamentos positivos introduzidos durante sua replicacdo e a
segregacgdo das redes irmas completamente replicadas. Recentemente, o
reparo de espacos gerados pela liberacdo na regido central da rede dos
minicirculos foi demonstrado, e parece relacionar a presenca desta
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enzima por todo o cinetoplasto (LINDSAY et al., 2008). Neste mesmo
trabalho foi proposto que esta enzima também supriria a falta de espago
para a expansdo da rede duplicada devido a presenca da membrana
mitocondrial, sendo que esta enzima aumentaria 0 nimero de valéncias
(por exemplo de trés para seis) e tornaria a rede mais condensada.

Embora produzido para a mesmo alvo o anticorpo monoclonal
TrTop2010B apresentou um resultado diferente e foi capaz de reconhecer
0 nucleo em formas epimastigotas, embora esta marcacdo tenha sido
dispersa em formas tripomastigotas. A presenca de proteinas detectadas
no citoplasma pode estar relacionada a diversos fatores incluindo um
artefato da técnica, o baixo titulo dos anticorpos e ainda a possivel
deteccdo de grandes quantidades de proteinas apds traducdo
citoplasmatica que posteriormente serdo direcionadas aos seus locais
funcionais.

O antissoro contra TrTop2mt(pQEmt12) também reconheceu
preferencialmente a regido nuclear em epimastigotas, mas nas formas
infectantes somente uma fraca marcacdo foi observada. Este resultado
estd de acordo com os resultados observados no western blot e com
diversos resultados presentes na literatura (FRAGOSO et al., 1998; HANKE et
al., 2003).

Na tentativa de comparar diretamente os resultados obtidos com
alguns dados da literatura também foi utilizado neste estudo o antissoro
gerado contra um fragmento de 38 kDa correspondente ao dominio
ATPase da proteina TcTop2mt produzido por Fragoso e colaboradores
(1998), uma das regies mais conservadas entre as diferentes
topoisomerases |l eucariéticas. Apesar da grande semelhanca existente
entre a Top2mt de T. rangeli e T. cruzi, ndo foi possivel realizar a
comparagdo por western blot, devido a falta de especificidade do
anticorpo. Em P. falciparum dois antissoros contra a regido amino
terminal foram gerados e detectaram uma fraca banda de cerca de 160
kDa. Esta banda foi considerada a partir do esperado tedrico para a
proteina, entretanto nos ensaios de western blot o antissoro também
detectou outras proteinas no extrato do parasito. Apesar disso, este
antissoro foi utilizado em ensaios de imunofluorescéncia e sugeriu uma
distribuicdo coincidente com as regibes coradas com DAPI, estando
presente no nlcleo do parasito em todos os estagios intraeritrociticos
(CHEESMAN et al., 1994).

O soro anti-TcTop2mt apontou que, no T. rangeli e no T. cruzi, 0
antigeno reconhecido estd localizado de forma diferencial. Para o T.
rangeli a imunolocalizacdo da TrTop2mt é exclusivamente nuclear e esta
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presente de forma equitativa nas duas formas do parasito. Enquanto isso,
para o T. cruzi tanto o nucleo quanto o cinetoplasto sdo reconhecidos. Os
resultados de imunolocalizagdo com esse antissoro sdo interessantes
porque mesmo compartilhando uma identidade de 91% as enzimas
correspondentes no T. rangeli e T. cruzi ndo sdo reconhecidas no mesmo
local. Intrigantemente, nos ensaios de imunofluorescéncia com T. cruzi
realizados originalmente por Fragoso e colaboradores (1998), utilizando o
mesmo antissoro, apenas o nucleo foi marcado em formas epimastigotas
de T. cruzi.

Dentre as possiveis explicacdes para as diferentes localizactes
celulares para as mesmas enzimas ou até mesmo no caso da mesma
espécie, como no T. cruzi em que somente cepas diferentes foram
utilizadas, relata-se que fatores como a concentracdo da enzima e/ou
associagdes macromoleculares estejam mascarando epitopos da enzima
em um dos compartimentos. Esta hipdtese é reforgada pelo fato de que
em L. donovani a mesma enzima também foi imunolocalizada no nucleo
e no cinetoplasto do parasito (DAS et al., 2001), sendo que o soro utilizado
foi produzido a partir da regido correspondente a escolhida para gerar o
soro anti- TcTop2mt.

Novamente, considerando que as DNA topoisomerases Il sdo
proteinas grandes, diméricas e passiveis de formar associacfes, sugere-se
gue epitopos que poderiam ser reconhecidos pelo anticorpos produzidos
estariam mascarados nas regides internas das estruturas tridimensionais e
quaternarias ou ainda nas interacdes das topo Il com outras proteinas.
Principalmente, estas interacbes poderiam ocorrer facilmente com
proteinas do cinetoplasto, explicando na maioria dos casos a falta de
reconhecimento na mitocondria.

De fato, proteinas associadas ao cinetoplasto (KAP) com
caracteristicas similares a histonas podem condensar a rede de KDNA in
vivo e ajudar no mascaramento destas regifes (XU et al., 1996). Sdo
necessarios mais estudos para caracterizar a acdo das topoisomerases,
KAP e outras proteinas na tentativa de entender seus papéis na
organizacdo e replicacdo da rede de KDNA (LOURENCO et al., 2006). NO
nlcleo vérias proteinas associadas a manuten¢do dos cromossomos, como
as histonas e histonas deacetilases também podem ter um papel
importante nestas interacdes (JOHNSON et al., 2001).

Outro resultado interessante obtido com o soro anti- TcTop2mt esta
relacionado ao fato de que em tripomastigotas de T. rangeli uma intensa
marcacdo nuclear foi evidenciada pelo anticorpo para TcTop2mt.
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Entretanto, FRAGOSO e colaboradores (1998) ndo detectaram qualquer
expressdo desta enzima em formas tripomastigotas de T. cruzi através de
microscopia confocal sugerindo que a atividade de TcTop2mt estaria
reduzida nesta fase pela diminuicdo na quantidade de enzima. Células
quiescentes também tem sido mostradas sendo mais resistentes a
inibidores de topo Il devido a auséncia da enzima. GONZALES-PERDOMO,
(1990) realmente apontaram que inibidores de topoisomerase |l
bacterianos sdo mais efetivos contra formas epimastigotas e amastigotas e
ndo possuiam efeito sobre formas tripomastigotas. Entretanto, o resultado
obtido para o T. rangeli é intrigante visto que se for considerada a relacéo
de expressdo diferencial associada a capacidade de replicacdo, este
resultado poderia sugerir a capacidade de replicacdo desta forma
tripomastigota no hospedeiro vertebrado. Como estes dados ndo puderam
ser confirmados por western blot e divergem totalmente dos obtidos com
0 antissoro para TrTop2mt (pQEmtl2) tanto na imunofluorescéncia
guanto no western blot, ainda permanecem como incertos.

Considerando os resultados para todos os anticorpos ainda néo se
pode excluir a possibilidade de existéncia da atividade de uma enzima no
cinetoplasto diferente da que esta presente no ndcleo, visto que ainda ha a
possibilidade de reconhecimento cruzado das enzimas devido a grande
similaridade existente entre elas em algumas regides, dentre as quais
algumas das utilizadas na producdo dos anticorpos. Segundo alguns
trabalhos também ndo se pode excluir a existéncia de outras DNA
topoisomerases com atividade nestes locais e a atividade da mesma
enzima em diferentes locais (GAZIOVA; LUKES, 2003; HANKE et al., 2003).
Subunidades de 130-200 kDa s@o as comumente encontradas para estas
enzimas nas mais diversas espécies desta ordem, entretanto uma
subunidade de 60 kDa ja foi descrita para C. fasciculata, além de enzimas
do tipo Il em T. cruzi com atividade independente de ATP de 200 kDa
(DOUC-RASY et al., 19864).

Funcionalmente, um dos exemplos desta complexidade ¢é
observado no fendtipo resultante da inibicdo de TbTOP2mt por RNAI,
onde sua inibicdo parece ndo ter efeito sobre a liberacdo dos minicirculos
para a replicagdo (WANG; ENGLUND, 2001). Visto que a atividade de
TbTOP2a. foi relatada somente no ndcleo (KULIKOWICZ; SHAPIRO, 2006)
é possivel que uma nova atividade de decatenacdo no cinetoplasto seja
responsavel pela liberacdo destas moléculas. Se a ThTOP2mt é a Unica
topo 11 mitocondrial, certamente esta enzima exerce maltiplas fung¢ées na
replicacdo e segregacdo do kDNA, entretanto falhas funcionais
inexplicaveis em alguns pontos reforcam a possibilidade de que outras
94



topo Il tanto nucleares quanto mitocondriais, que possuam seqiiéncia ndo
candnicas ainda podem ser identificadas. Surpreendentemente, dentre as
enzimas envolvidas nas mudangas topoldgicas relacionadas ao
cinetoplasto, existem seis DNA polimerases e seis DNA helicases com
funcbes diferentes na replicagio e manutencdo, sendo somente
considerada uma Unica DNA topoisomerase Il de atividade mitocondrial
(LINDSAY et al., 2008).

A possibilidade de existéncia de novos genes que codificam para
DNA topoisomerases é diminuta em virtude da existéncia de analises de
genomas completos de varias espécies da Ordem Kinetoplastida.
Entretanto, a ocorréncia de falhas na montagem e anotacdo destas
sequéncias pode ocorrer como foi observado para os dois genes de DNA
topoisomerases Il descritos recentemente para T. brucei (KULIKOWICZ;
SHAPIRO, 2006), e reforcam que a avaliacdo mais criteriosa destes bancos
de dados devem ser feitas.

Algumas caracteristicas mecanisticas das DNA topoisomerases 1l
dos membros da Ordem Kinetoplastida também ndo sdo bem estudadas
apesar da sua importancia como alvo para drogas. Embora, inimeros
estudos funcionais existam, atualmente nenhum dado cristalografico de
complexos entre DNA e topoisomerases |1 esta disponivel. Enquanto isso,
numerosas estruturas do complexo proteina - DNA séo encontradas para
enzimas do tipo IB (RENE; FERMANDJIAN; MAUFFRET, 2007).

Outra dificuldade no estudo das DNA topoisomerases ¢ a diferenca
entre as condigdes in vitro e in vivo. Os estudo in vivo, sem 0 uso de
enzimas purificadas, enfrentam problemas tais como: a estrutura e
topologia do DNA altamente afetada por histonas, enzimas que
processam este DNA e outras macromoléculas (RENE; FERMANDIJIAN;
MAUFFRET, 2007).

O estudo das DNA topoisomerases de T. rangeli certamente traz
indmeras contribuicbes para o conhecimento deste organismo ainda
pouco estudado, além da validacdo desta espécie como um modelo para
as topoisomerases dos tripanosomatideos em geral. Dentre as evidéncias
finais de que estas sequéncias estdo corretamente identificadas incluem-se
a superexpressao e a determinacdo da atividade in vitro das subunidades
das DNA topoisomerases Il completas e a identificacdo das proteinas
nativas do parasito por espectrometria de massas.

Visto que as DNA topoisomerases Il em tripanosomatideos
desempenham multiplas funcbes reguladas, tanto espacialmente, quanto
temporalmente, as avaliagbes relacionadas a possibilidade de
modificacBes pos-traducionais ou interagcdes entre proteinas abrem um

95



novo campo de estudos. Além disso, o importante passo que inclui a
cristalizacdo destas enzimas poderd identificar sitios importantes para a
atividade enzimatica que servirdo de ponto de partida para o desenho
racional de novas drogas contra tripanosomatideos patogénicos.

96



1.6 CONCLUSOES

O T. rangeli possui dois genes que codificam para DNA
topoisomerases tipo Il (TrTop2mt e TrTop2a).

O gene TrTop2mt apresenta um quadro aberto de leitura com
3.696 pb que codifica um polipeptidio com 1.232 residuos de
aminoacidos (138,8 kDa), enquanto o gene TrTop2a possui
4.368 pb, codificando uma proteina com 1.456 amino&cidos
(164,5 kDa).

A sequéncia do gene TrTop2a obtido para a cepa Choachi de T.
rangeli apresenta uma insercdo de 6 aminoacidos na posicéo
1.442, correspondente a porcdo carboxi-terminal e 98% de
similaridade a nivel de aminoacidos com a sequéncia da cepa
SC-58.

O gene TrTop2mt possui elevado grau de similaridade com seu
correspondente no T. cruzi (96%), cerca de 80% com 0s demais
tripanosomatideos e de 50% com outras topoisomerases |l
eucaridticas. Ja, o gene TrTop2o possui aproximadamente 85%
de similaridade com o0s genes correspondentes em
tripanosomatideos e 60% com outras topoisomerases |l
eucaridticas.

A comparagdo entre a sequéncia dos dois genes demonstrou que
eles apresentam 36% dos aminoacidos idénticos e 56% de
similaridade.

A andlise dos genes TrTop2a e TrTop2mt por Southern blot
apontou um padrdo simples de clivagem, sugestivo de cOpia
Gnica em ambos 0s casos.

A presenca de mRNA correspondentes a ambos 0s genes pode
ser evidenciada indiretamente através de RT-PCR, utilizando
iniciadores especificos tanto na transcricdo reversa quanto na
amplificacdo posterior para cada gene.

Dois fragmentos protéicos para TrTop2mt e quatro para TrTop2a
foram expressos em E. coli e purificados com sucesso através de
condigdes desnaturantes.

Um anticorpo monoclonal e trés antissoros policlonais foram
produzidos e validados em ensaios de western blot.

TrTop2mt e TrTop2a foram identificadas como proteinas de
tamanho aproximado de 130 kDa e estdo presentes
principalmente em formas epimastigotas.
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Em ensaios de western blot utilizando géis ndo desnaturantes
complexos protéicos de alto peso molecular foram identificados
para TrTop2mt e TrTop2e, sugerindo a interacdo entre
polipeptideos e o reconhecimento de um epitope conformacional
pelo anticorpo monoclonal TrTop2a10B.

O antissoro contra o fragmento pQEmtl2 de TrTop2mt e o
anticorpo  monoclonal  7rTop2010B  reconheceram  uma
localizacdo nuclear em formas epimastigotas, e difusa no
citoplasma de formas tripomastigotas. O antissoro contra o
fragmento pQEa7, apresentou em ambas as formas uma
expressdo bem definida proxima ao cinetoplasto. O soro anti-
TcTop2mt reconheceu um antigeno exclusivamente nuclear no T.
rangeli em ambas as formas do parasito, enquanto antigenos no
nucleo e no cinetoplasto foram evidentes em epimastigotas de T.
cruzi.

A partir da analise por western blot de extratos totais de T.
rangeli resolvidos por eletroforese bidimensional, foi possivel
identificar para TrTop2mt uma proteina de aproximadamente 132
kDa e ponto isoelétrico (pl) de 6,4 e para TrTop2e uma proteina
com cerca de 137 kDa e pl de 7,6.



CAPITULO 2

Estudo do papel das DNA topoisomerases Il no crescimento e
diferenciacéo do Trypanosoma rangeli
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2.1 JUSTIFICATIVA

O T. rangeli, apesar de ndo patogénico para 0 hospedeiro
vertebrado, possui um complexo ciclo de vida que envolve dois
hospedeiros (triatomineos e mamiferos) e dois estadgios evolutivos
basicos: 0 epimastigota, que é capaz de se replicar no inseto vetor e a
forma nédo replicativa e infectante para mamiferos, o tripomastigota. A
forma infectante tripomastigota também apresenta dois morfotipos
distintos, o tripomastigota sanguineo encontrado no sangue dos
hospedeiros vertebrados e o tripomastigota metaciclico encontrado na
glandula salivar do inseto vetor. A transformagdo da forma replicativa
para a forma infectante envolve importantes mudangas morfogenéticas.
Uma das modificacBes mais evidentes ocorre a nivel da estrutura do
cinetoplasto. O cinetoplasto € uma regido da Unica mitocondria de
membros da Ordem Kinetoplastida que contém o DNA mitocondrial
kDNA. Durante a proliferacdo celular, o kDNA deve se replicar,
enquanto que na transformacdo de epimastigotas em tripomastigotas, o
kDNA muda de uma forma compacta para uma forma mais relaxada. Isto
sugere que as DNA topoisomerases possuem um papel importante tanto
na proliferacdo quanto na diferenciagdo de todos os membros desta
ordem.

Diversos inibidores de topoisomerases tém se mostrado eficazes
em promover alteragbes no DNA nuclear e mitocondrial dos
tripanosomatideos, incluindo a ofloxacina, o 4&cido nalidixico, a
novobiocina e o etoposideo (GONZALEZ-PERDOMO et al., 1990; SHAPIRO,
SHOWALTER, 1994). Entretanto, estudos destes inibidores direcionados a
formas infectantes e sobre o papel efetivo destes inibidores de DNA
topoisomerases no processo de diferenciacdo celular ainda sdo poucos.

A novobiocina é um antibiético do grupo das coumarinas
produzido por Streptomyces niveus. Dentre este grupo de antibidticos
estdo incluidos alguns potentes inibidores da DNA girase bacteriana que
atuam sobre a subunidade B desta enzima, como inibidores competitivos
da reacdo catalisada pelo dominio ATPase. A novobiocina foi licenciada
para uso clinico com o nome comercial de Albamycin® (Pharmacia e
Upjohn) em 1964 e possui atividade principalmente em infecches
causadas por Staphylococcus ssp. Conforme DRUSANO e colaboradores
(1986), administrada por via oral na concentracdo de 500mg, a
novobiocina apresenta concentragdo maxima no soro humano de
62,5+13,4 pg/ml que ocorre 2 horas pés-administracdo. Devido ao
aparecimento de bactérias resistentes a novobiocina, atualmente sua
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comercializagdo foi suspensa para uso humano, estando somente
disponivel para para uso veterinario (www.fda.gov).

Neste estudo, devido a sua disponibilidade nés avaliamos o efeito
da novobiocina como um inibidor de DNA topoisomerases tipo Il, na
proliferacdo e diferenciacdo celular do T. rangeli, buscando entender o
possivel papel destas enzimas nestes processos biolégicos essenciais para
0 parasito.
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2.2 MATERIAIS E METODOS

2.2.1 Avaliacdo do inibidor de topoisomerase novobiocina sobre
formas epimastigotas de T. rangeli

Para os ensaios, 2 x 10° parasitos da cepa Choachi de T. rangeli
foram transferidos para tubos de 15 ml contendo 3 ml de meio LIT (10%
SBF) a 27°C contendo diferentes concentracdes de novobiocina (Sigma-
Aldrich, Saint Louis) (50 pg/ml, 100 pg/ml, 150 pg/ml; 300 pg/ml e 500
po/ml) (figura 2.1). A novobiocina foi dissolvida em agua ultra-pura,
sendo os controles mantidos apenas na presenga do meio de cultura. As
células foram contadas a cada 24 horas, durante oito dias, em cdmara de
neubauer. Cada experimento foi realizado em duplicata e repetido trés
vezes.

Figura 2.1: Estrutura quimica do inibidor de DNA topoisomerase - Novobiocina.

Para tentar determinar modificacdes morfoldgicas, a cada 48 horas
foram retiradas aliquotas para a realizagdo de ensaios de
imunofluorescéncia, western blot e preparacdo de laminas coradas com
Giemsa (Merck, Darmstadt). Para a preparacdo das laminas e coloragdo
com Giemsa, apds secos, todos os esfregacos foram fixados com metanol
durante um minuto, submetidos imediatamente a coloracdo por 20
minutos e posteriormente lavados em agua destilada. As imagens foram
digitalmente obtidas em aumento de 1.000 X em microscdpio Olympus —
Bx40-FL (Olympus, Toquio).

2.2.2 Avaliagdo do inibidor de topoisomerase novobiocina sobre o
processo de diferenciacéo celular do T. rangeli

A diferenciacdo celular foi realizada conforme descrito no item
1.3.2, sendo que formas epimastigotas em fase exponencial de
crescimento foram submetidas ao tratamento com diferentes
concentraces de novobiocina (50 pg/ml, 150 pg/ml; 300 pg/ml) apos a
transferéncia para o meio DMEM pH 8,0.
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Amostras correspondentes as diferentes fases do processo de
diferenciacdo foram coletadas diariamente até o oitavo dia através da
retirada de 1 ml de cultura. Ap6s quantificagdo do nimero de parasitos
em camara de neubauer, este material centrifugado e foi lavado em PBS
1X, sendo os parasitos posteriormente utilizados para os ensaios de
imunofluorescéncia e western blot.

2.2.3 Western blot

Para 0s ensaios de western blot todas as amostras foram
processadas em tampao de lise e a quantidade de proteinas foi avaliada
pelo método de Bradford. Aproximadamente 10 pg de cada amostra foi
aplicada por canaleta em géis SDS-PAGE 10%, sendo o processamento
do gel e da membrana realizado conforme descrito em 1.3.14. Os
anticorpos primarios utilizados e sua respectiva diluicdo estéo listados na
tabela 2.1.

Tabela 2.1: Descri¢do dos anticorpos utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia e
western blot, considerando sua origem, tamanho da proteina reconhecida e diluicdes

utilizadas nas diferentes metodologias.

Diluicao

Anticorpo Tamanho Western Diluicao
RIFI
blot
. . Monoclonal . .
TAT-1 - Alfa Tubulina (T. brucei) lgG-camundongo 55 kDa 1:1.000 1:300
DH LADH—DlhydroIlpoamlda Antissoro 55 kDa 1:4.000 1:300
desidrogenase (T. cruzi) 1gG-coelho
mtHSP70 - HSP-70_m|tocondr|aI Antissoro 70 kDa 1:2.000 1:200
(T. cruzi) 1gG-camundongo
Fe/S - Ferro Enxofre (T. cruzi) Antissoro 52 kDa 1:1.000 1:150
1gG-coelho
FCaBP - Proteina ligante de Célcio Antissoro . .
flagelar (T. cruzi) 1gG-camundongo 24 kDa 1:1.000 1:100
Nuc-1 - Antigeno Nuclear Monoclonal ) ) 1100
(T. brucei) 1gG-camundongo )
TrTop2mt (pQEmt12) Antissoro . .
DNA Topoisomerase Il (T. rangeli) | IgG-camundongo 130 kDa 1:500 1:50
TrTop2a (pQE«7) Antissoro . .
DNA Topoisomerase Il (T. rangeli) | IgG-camundongo 130 kDa 1:500 1:50
TrTop2010B - DNA Monoclonal . .
Topoisomerase Il (T. rangeli) 1gG-camundongo ) 1:2.000 1:200
TcTop2mt - DNA Topmsomerase 1 Antissoro/ coelho ) ) 1:300
(T. cruzi)
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2.2.4 Imunofluorescéncia

Os ensaios de imunofluorescéncia foram realizados conforme o
item 1.3.15, sendo utilizados diferentes anticorpos primarios listados na
tabela 2.1. A escolha destes anticorpos esteve associada a utilizagdo dos
mesmos em trabalhos prévios relacionados aos processos de
diferenciacdo em T. cruzi e T. brucei, assim como a sua disponibilidade
através do Dr. Kevin Tyler no Biomedical Reserch Centre (UEA).
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2.4 RESULTADOS

2.3.1 Avaliacdo da novobiocina sobre formas epimastigotas de T.
rangeli

Formas epimastigotas de T. rangeli foram submetidas ao
tratamento com novobiocina em meio LIT sob diferentes concentracfes
para avaliar seu efeito sobre a proliferacdo celular. Os resultados estdo
apresentados na figura 2.2 e apontam para um efeito de inibicdo do
crescimento do T. rangeli in vitro. A dose de aproximadamente 55 pg/ml
resultou em 50% de inibicdo na proliferacdo de epimastigotas ap0s 6 dias
em cultura. O perfil da curva de crescimento foi alterado em
concentracbes acima de 100 pg/ml, havendo uma estagnagdo do
crescimento celular. Na concentragdo de 500 pg/ml, ja no quarto dia de
tratamento nenhum parasito vidvel foi encontrado, indicando de lise
celular.

40

Controle
— 50ug/ml
100ug/ml

x 10 ¢ pparasitos/ml
o
(=]

150ug/ml
——300ug/ml
500ug/ml

Dias

Figura 2.2: Efeito da novobiocina sobre o crescimento de formas epimastigotas da
cepa Choachi de Trypanosoma rangeli em meio LIT (10% SBF). Cada ponto
representa a média de trés experimentos independentes e as barras representam os
desvios padrdes.

Morfologicamente, este inibidor promoveu duas alteracdes
significativas nas formas epimastigotas (figura 2.3). Primeiro, as células
tornaram-se afiladas, sendo que com o passar dos dias, e principalmente
nas maiores concentragdes, ocorreu a transformacdo em formas
arredondadas que ainda possuiam flagelo evidente. Entretanto, a presenca
destas formas esteve diretamente relacionada a diminuigdo no nimero de
parasitos.
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Figura 2.3: Efeito da novobiocina sobre a morfologia e crescimento de formas
epimastigotas da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli em meio LIT (10% SBF). As
barras em preto representam 10pm.

Visando correlacionar as modificacGes estruturais observadas com
a acdo da novobiocina, os parasitos foram submetidos a coloracdo por
DAPI e a ensaios de imunofluorescéncia com varios anticorpos em
diferentes dias (dias 2 e 6) e sob o efeito de duas concentracdes de
novobiocina testadas (figuras 2.4 e 2.5). Altera¢cdes no nlcleo e no
cinetoplasto relacionadas a forma e tamanho puderam ser observadas nos
tratamentos com novobiocina. Na concentracdo de 50 pg/ml pode ser
observado no sexto dia de cultivo uma alteracdo principalmente com
relacdo a forma e tamanho nuclear. Utilizando-se 300 pg/ml, esse efeito
ja pode ser observado nas primeiras 48 horas, sendo possivel inicialmente
considerar um aumento no tamanho do cinetoplasto evoluindo para sua
diminuicdo e alteracio morfoldgica acompanhada por possivel
desintegracgéo nuclear.

Com os anticorpos para a deteccdo de alfa tubulina e de proteinas
Fe/S, foi igualmente possivel visualizar as alteracdes morfoldgicas
relacionadas a efeito citotoxico. Diferentemente do que ocorre no
controle, na concentracdo de 50 pg/ml é possivel observar parasitos mais
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Dias

alongados nos primeiros dias, bem como a presenca de algumas formas
arredondadas apos seis dias de cultivo. Na concentracdo de 300 pg/ml os
parasitos ja apresentaram morfologia completamente alterada apds dois
dias de tratamento e com formas pequenas e arredondadas ap6s seis dias.

Controle 50pg/ml

Figura 2.4: Efeito da novobiocina sobre o DNA do nucleo e do cinetoplasto de

formas epimastigotas da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli a partir da coloragdo
com DAPI (1 pg/ml). A barra em branco representa 10um.

300ug/mi

2

6

Ao utilizar os anticorpos para detectar a expressdo das proteinas
DHLADH e mtHSP70 o objetivo foi analisar alteracfes na atividade e
morfologia mitocondrial. Desta forma, para a enzima DHLADH, bem
como para a mtHSP70, foi possivel observar que no controle a
mitocondria ocupa um grande espaco no citoplasma celular evidenciado
pela fluorescéncia. Na concentracdo de 50 pg/ml de novobiocina ndo ha
diminuicéo visivel na intensidade da fluorescéncia, entretanto existe uma
alteracdo morfoldgica mitocondrial que acompanha a alteracdo celular,
tornando-se esta afilada e alongada. Na concentracdo de 300 pg/ml,
embora ainda exista uma reducdo na intensidade da fluorescéncia
associada a estes anticorpos, a possivel regido mitocondrial encontra-se
arredondada e extremamente reduzida.

Com relagdo as DNA topoisomerases |l, possiveis alvos da
novobiocina, foram utilizados os anticorpos obtidos para as enzimas em
T. rangeli. Com o anticorpo monoclonal 7rTop2a10B h& uma marcacdo
nuclear pouco evidente no controle que ocorre somente nas primeiras 72
horas e passa para uma marcacdo dispersa no citoplasma nos
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epimastigotas do sexto dia, de forma semelhante ao que ocorre nos
tratamentos com diferentes concentracdes. Para o antissoro obtido contra
TrTop2a (pQEa7) embora exista uma fraca distribuicdo citoplasmatica,
ocorre uma marcagdo evidente numa regido préxima ao cinetoplasto que
se distribui na direcdo do flagelo e pode ser observada tanto no controle
guanto no tratamento com a concentracdo de 50 pg/ml em ambos os dias
analisados. J4, na concentracdo de 300 pg/ml esta distribuicdo s6 é
observada nos primeiros dias e de forma muito menos evidente, tornando-
se totalmente dispersa apds seis dias de tratamento. Ao utilizar o antissoro
contra TrTop2mt (pQEmt12) uma marcacdo na regido nuclear foi mais
evidente e estava presente no controle em ambos os dias e de forma
menos intensa na concentracdo de 50 pg/ml. Para a concentragdo de 300
pg/ml a localizacdo ja ndo era definida, havendo fluorescéncia por todo
citoplasma. Com o antissoro contra TcTop2mt houve uma marcagio
nuclear intensa tanto nos controles quanto nos tratamentos utilizando
diferentes concentracdes.
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Figura 2.5: Ensaio de imunofluorescéncia indireta utilizando diferentes anticorpos
realizado contra formas epimastigotas da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli
submetidas a distintas concentragdes de novobiocina. As barras em branco
representam 10um.

2.3.2 Avaliacdo da novobiocina sobre o processo de diferenciacéo
celular do T. rangeli

Para avaliar o efeito do tratamento com novobiocina sobre o
processo de diferenciacdo em formas infectantes, formas epimastigotas
de T. rangeli foram transferidas para um novo meio de cultura (DMEM)
e submetidas ao tratamento com diferentes concentragbes de
novobiocina. As alteracbes relacionadas aos tratamentos distintos foram
primeiramente avaliadas conforme a capacidade de crescimento destes
parasitos ao longo dos oito dias que perdura o processo in vitro. Como
pode ser observado na figura 2.6, a multiplicacdo dos parasitos ocorreu
numa fase inicial estendendo-se até o quarto dia, sendo este efeito
visivel tanto no controle quanto nos tratamentos com as concentragdes
de 50 pg/ml e 150 pg/ml. Apds o quarto dia, observa-se uma morte
celular gradativa, sendo igualmente observada nos demais tratamentos.
A analise comparativa das curvas de crescimento revelou que o efeito da
novobiocina foi também de inibicdo do crescimento. Além disso, os
tratamentos realizados em meio LIT e em meio DMEM com a
concentracdo de 300 pg/ml apresentaram diferencas na capacidade de
inibicdo do crescimento do parasito. Embora o efeito inibitorio ndo
tenha sido tdo pronunciado no tratamento no meio DMEM quanto no
avaliado sob mesma concentragcdo em meio LIT, nesta concentragdo de
novobiocina ocorreu uma expressiva diminuicdo no ndmero de
parasitos.

Com relacdo a capacidade de diferenciagio em formas
tripomastigotas, apesar da utilizacdo de diferentes concentracGes de
novobiocina, todos os tratamentos apresentaram efeitos sobre o processo
de diferenciagdo celular. Nenhuma forma diferenciada pode ser
observada nas concentragcdes de 150 pg/ml e 300 pg/ml. Na menor
concentracdo de novobiocina (50 pg/ml), houve uma inibicéo parcial da
diferenciacdo, encontrando-se apenas 18% de tripomastigotas apds o
oitavo dia. Enguanto isso, a porcentagem de formas tripomastigotas
presentes no controle sem a novobiocina no mesmo periodo
correspondeu a 97% dos parasitos (figura 2.7).
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Figura 2.6: Efeito da novobiocina sobre o crescimento, durante o processo
de diferenciacdo celular da cepa Choachi de Trypanosoma rangeli em meio DMEM
(5% SBF). Cada ponto representa a média de trés experimentos independentes e as
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Figura 2.7: Porcentagem de formas tripomastigotas da cepa Choachi de
Trypanosoma rangeli cultivadas em meio DMEM (pH 8) na presenga (50 pg/ml) ou
auséncia de novobiocina.

A presenca destas formas diferenciadas também pode ser
observada na figura 2.8, sobretudo no oitavo dia de cultivo no controle,
estando o cinetoplasto claramente posterior ao ndcleo. Enquanto isso,
poucas formas tripomastigotas puderam ser observadas no oitavo dia do

112



tratamento com 50 pg/ml de novobiocina, sendo estas formas levemente
diferentes pois ndo apresentam uma migracdo evidente do cinetoplasto
em relacdo ao nucleo. Além disso, outras alteracdes fenotipicas também
podem ser visualizadas. As células no tratamento com 50 pg/ml sdo
mais alongadas, e aquelas sob o tratamento com 300 pg/ml tornaram-se
disformes e arredondadas.

AlteracOes fisicas, tal como a variagdo do pH nos meios de
cultura ap6s os oito dias de cultivo foram avaliadas, visando determinar
se a alteracdo no pH seria um possivel fator responsavel pela inibicéo
da diferenciacdo e também na proliferagdo celular. Ap6s a retirada das
células por centrifugacdo, o sobrenadante teve seu pH mensurado, sendo
correspondente a: 7,75 para o grupo controle; 7,73 para o tratamento
com 50 pg/ml de novobiocina; 7,85 com 150 pg/ml e 7,98 com 300

pg/ml.

Controle

Novobiocina SOp.g/ml

Novobiocina 300ug/ml

Dias
Figura 2.8: Efeito da novobiocina sobre o processo de diferenciacgéo celular da cepa
Choachi de Trypanosoma rangeli em meio DMEM (5% SBF), evidenciando as
alteracfes morfoldgicas dos parasitos em esfregacos corados com Giemsa. As barras
em branco representam 10um.

Para estabelecer outras medidas de determinacdo de presenca ou
auséncia de formas em diferenciagdo, varios anticorpos foram testados
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com o objetivo de se criar um painel de marcadores celulares para o
processo de diferenciacdo. Para tal, diferentes anticorpos foram
utilizados em ensaios de imunofluorescéncia indireta e em western blot,
considerando primariamente formas epimastigotas e tripomastigotas
provenientes do grupo controle (sem a presenca de novobiocina) em
diferentes dias do processo de diferenciagdo (dias 2 e 8,
respectivamente) (figura 2.9) e sob o efeito de duas concentracGes de
novobiocina no oitavo dia (figura 2.10).

Dentre os marcadores utilizados na comparacéo inicial de formas
epimastigotas e tripomastigotas (figura 2.9) o anticorpo contra alfa
tubulina ndo apresentou diferencas substanciais na expressdo desta
proteina entre as diferentes formas, como ja era esperado. Entretanto
pode ser considerado um bom marcador morfoldgico, pois sua
localizacdo evidencia a forma celular e no caso das formas
tripomastigotas evidencia a presenca da membrana ondulante. Nas
imagens relacionadas ao uso do anticorpo contra o antigeno nuclear nuc-
1, o nlcleo foi evidenciado em ambas as formas com pequena diferenca
de intensidade, entretanto este ndo foi considerado um bom marcador
pelo fato de que ndo foi possivel observar a marcagdo nuclear em todos
0s parasitos, sendo visivel em cerca 80% das formas epimastigotas e
30% das formas tripomastigotas, podendo estar relacionado ao fato do
anticorpo ter sido produzido para T. cruzi.

A proteina ligante de célcio flagelar- FCaBP apresentou clara
localizacdo no flagelo, sendo sua marcacdo mais intensa nas formas
epimastigotas. O anticorpo anti-Fe/S ndo detectou alteracdo na
expressao desta proteina, sendo esta difusa no citoplasma celular e com
intensidade semelhante em ambas as formas do parasito. Ja, o0s
anticorpos contra DHLADH e mtHSP70 foram 6timos marcadores para
as alteragbes da morfologia mitocondrial que acontecem durante a
diferenciacdo celular, sendo as intensidades das fluorescéncias
claramente reduzidas nas formas tripomastigotas. Ao utilizar os
anticorpos contra as DNA topoisomerases Il de T. rangeli, uma
marcacdo nuclear foi evidente em formas epimastigotas com o0s
anticorpos TrTop2010B, TrTop2mt (pQEmt12) e TcTop2mt. Entretanto,
nas formas tripomastigotas, estes anticorpos revelaram diferentes
padrdes de expressdo, nos quais para TrTop2a10B este passou a ser
disperso pelo citoplasma. Para TrTop2mt (pQEmtl2) houve uma
marcante diminuigdo na intensidade com localiza¢do relacionada tanto
ao ndcleo quanto ao cinetoplasto. E, para TcTop2mt a marcagdo
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permaneceu no mesmo local e com igual intensidade. J4, com o
antissoro obtido contra TrTop2o (pQEa7) a regido evidenciada é
préxima ao cinetoplasto e se distribui na direcdo do flagelo crescente em
ambas as formas do parasito.

No oitavo dia de tratamento com 50 pg/ml e 300 pg/ml de
novobiocina (figura 2.10), os anticorpos contra alfa tubulina e Fe/S
evidenciaram o dréastico efeito morfolégico proporcionado pelo
tratamento na maior concentracdo. Com os anticorpos para DHLADH e
mtHSP70 foi possivel observar que embora as condicBes fossem
propicias para a diferenciacdo celular apds oito dias de tratamento com
50 pg/ml as formas encontradas eram correspondentes a formas
tipicamente epimastigotas, com sua mitocdndria alongada e ocupando
uma grande porgéo do citoplasma celular. No tratamento com 300 pg/ml
a situacdo foi bem diferente e neste grupo a mitocéndria parece estar
completamente rompida. Para os anticorpos contra as DNA
topoisomerases 1l, também pode ser observado que apds oito dias de
tratamento com 50 pg/ml de novobiocina as formas encontradas
possuiam padrdo semelhante ao de epimastigotas do grupo controle,
com alteragcBes mais drasticas visiveis no tratamento com 300 pg/ml,
embora as alteragfes nucleares ainda ndo estejam tdo pronunciadas
guanto as mitocondriais.

Alguns dos anticorpos foram também utilizados em ensaios de
western blot, sendo que o nivel de expressdo avaliado esta de acordo
com os resultados observados na imunofluorescéncia (figura 2.11).
Todas as amostras foram normalizadas quanto a quantidade de proteinas
aplicadas no SDS-PAGE, sendo os niveis de expressdo de alfa tubulina
similares em todos os tempos avaliados. Da mesma forma, os niveis de
expressao da proteina Fe/S praticamente ndo foram alterados durante o
processo de diferenciacdo celular, nem mesmo durante o tratamento
com 300 pg/ml de novobiocina. Ja, para os marcadores mitocondriais
DHLADH e mtHSP70 houve uma redugdo nas suas expresstes apos o
sexto dia de diferenciacdo e apds o sétimo dia de tratamento com 300
pug/ml de novobiocina. Para os antissoros contra as duas DNA
topoisomerases Il praticamente nenhum efeito foi observado para
TrTop2e. (pQEn7), tanto durante 0 controle de diferenciacdo quanto
durante o tratamento. Entretanto, para TrTop2mt (pQEmtl2) uma
redugdo a partir do terceiro dia ocorreu durante o processo normal de
diferenciacdo celular e uma reducdo a partir do sétimo dia com
novobiocina.
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Figura 2.9: Ensaio de imunofluorescéncia indireta utilizando diferentes anticorpos contra
formas epimastigotas (dia 2) e tripomastigotas (dia 8) de Trypanosoma rangeli, sem a
presenca de novobiocina. As barras em branco representam 10pum.
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Figura 2.10: Ensaio de imunofluorescéncia indireta utilizando diferentes anticorpos no oitavo dia
do processo de metaciclogénese de Trypanosoma rangeli sob tratamento com diferentes
concentracGes de novobiocina (50 pg/ml e 300 pg/ml). As barras em branco representam 10um.
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Figura 2.11: Western blot utilizando diferentes anticorpos durante o processo de
diferenciacéo celular padrdo de Trypanosoma rangeli e sob tratamento com 300
pg/ml de novobiocina.

A partir do banco de sequéncias transcriptdmicas do T. rangeli
foi possivel obter informagfes a respeito dos genes que codificam para
alguns dos marcadores testados ainda ndo identificados para o T.
rangeli, tais como as proteinas mtHSP70 e DHLADH. Através do
algoritmo Blastn foi possivel encontrar sequéncias com alta similaridade
a determinadas porcfes dos genes descritos em outras espécies de
tripanosomatideos. Entretanto, somente um cluster foi identificado com
similaridade aos os genes mtHSP70 e DHLADH. Basicamente, a maior
similaridade foi encontrada para os ortélogos correspondentes em T.
cruzi, sendo a identidade em todos os casos acima de 80% (tabela 2.2 e
figura 2.12).

Embora, outros clusters apresentem regibes de dominios
conservados correspondentes as proteinas de choque térmico de 70 kDa,
somente uma sequéncia, obtida a partir de formas epimastigotas da cepa
Choachi, pode ser definida como seu homologo mitocondrial. Esta
sequéncia apresenta 439 pb, e 86% dos 300 primeiros nucleotideos sdo
idénticos aos da regido 3’ do gene correspondente de T. cruzi. Esta
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sequéncia possui uma insercdo de nove nucleotideos na posicdo 1.937
em relacdo a sequéncia do T. cruzi e 139 pb referentes a regido 3’ ndo
traduzida.

Um Unico agrupamento de sequéncias também foi similar a
DHLADH, apresentando 84% de identidade com a porcdo central do
gene correspondente em T. cruzi. A sequéncia consenso de 423 pb foi
obtida pelo agrupamento de sequéncias correspondentes a cinco
transcritos de formas epimastigotas e uma de tripomastigota.

Tabela 2.2: Clusters identificados no banco de sequéncias transcriptémicas do
Trypanosoma rangeli que possuem similaridade com as sequéncias génicas da
HSP70 mitocondrial e da Dihidrolipoamida desidrogenase.

- s Tam. e- . . Tam. Regido de
Descrigdo Clusters Identidade Hit ID . Reglac
(pb) value Hit (pb) similaridade
) . i|162157:504-
HSP70 mitocondrial TREG204015C01 439 le-64 86% gi 2474 1.965 1680-1.980
Dihidrolipoamida i11854570:241-
‘rolip TREG211003F07 423 1e-70 84% o 1.431 649-1.047
desidrogenase 1674
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Figura 2.12: Alinhamento parcial das sequéncias identificadas para o Trypanosoma
rangeli com os seus ortélogos no T. cruzi correspondentes aos genes que codificam
para mtHSP70 e DHLADH.



2.4 DISCUSSAO

Vaérios farmacos comerciais disponiveis sdo conhecidos como
inibidores de topoisomerases do tipo | e Il. Pelo menos seis agentes
antineoplasicos que possuem como alvo as DNA topoisomerases Il s&o
aprovados para 0 uso clinico nos Estados Unidos. De maneira geral,
estes farmacos, particularmente a doxorubicina e o etoposideo, fazem
parte do tratamento de leucemias, linfomas e outros tipos de tumores,
produzindo alguns efeitos tdxicos sobretudo em células de alta
replicagdo (HANDE, 1998).

Inimeros farmacos com atividade antibacteriana também
possuem como alvo as DNA topoisomerases. As quinolonas e
coumarinas inibem a DNA girase, uma topoisomerase |l procaritica,
essencial nas bactérias, mas ausente nos eucariotos. Esta enzima
consiste de duas subunidades denominadas de GyrA e GyrB. GyrA esta
envolvida nas reacgGes de clivagem e religacdo do DNA e determina a
sensibilidade as quinolonas. GyrB catalisa a hidrélise de ATP e &
sensivel a atividade das coumarinas.

De maneira geral, estes inibidores de DNA topoisomerases do
tipo 1l procariéticas e eucariéticas sdo capazes de bloquear, em certos
niveis, a proliferacdo celular em tripanosomatideos, causando em alguns
casos danos estruturais principalmente a nivel de cinetoplasto
(GONZALES-PERDOMO et al., 1990; SHAPIRO; SHOWALTER, 1994,
CAVALCANTI et al., 2004; DETERDING et al., 2005). Atualmente, pesquisas
envolvendo compostos diferenciados como as fluoroquinolonas e alguns
flavonoides em L. panamensis tém permitido estabelecer, com alvo nas
DNA topoisomerases, uma alta seletividade antiparasitaria quando
comparada a citotoxicidade em macréfagos humanos (CORTAZAR;
COOMBS; WALKER, 2007).

As coumarinas, como novobiocina e coumermicina, sdo produtos
de Streptomyces sp. que atuam como inibidores da atividade ATPase,
aparentemente competindo com o ATP pela ligagdo com a enzima
(CAVALCANTI et al., 2004). Desta forma, no tratamento de formas
epimastigotas de T. rangeli com novobiocina foi possivel observar um
efeito inibitério dose dependente na proliferacdo celular, sendo que nas
concentragdes de novobiocina acima de 100 pg/ml um efeito dréstico no
crescimento foi observado, indicando lise celular apés quatro dias em
500 pg/ml e sete dias em 300 pg/ml.

A novobiocina ndo foi considerada um inibidor tdo potente
guanto o acido nalidixico no estudo envolvendo diferentes espécies da
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Ordem Kinetoplastida, entretanto, um pequeno efeito sobre o
crescimento em B. culicis e C. fasciculata foi observado, seguido de lise
celular nas doses de 300 pg/ml e 500 pg/ml em formas epimastigotas de
T. cruzi e promastigotas de L. amazonensis apés dois ou trés dias de
cultura, respectivamente (CAVALCANTI et al., 2004), assim como pdde ser
observado para o T. rangeli.

As diferencas nos resultados obtidos em relacdo a capacidade de
crescimento e modificacdes estruturais resultantes do tratamento com
inibidores de DNA topoisomerases podem estar relacionadas nestes
parasitos a fatores como: diferenca na permeabilidade celular, no arranjo
do KDNA, a sensibilidade de distintas topoisomerases aos farmacos e
também nas diferencas nas propriedades farmacocinéticas destes
inibidores (CAVALCANTI et al., 2004).

Comparando os resultados obtidos com os dados de inibigdo de
topoisomerases em parasitos na literatura, WANG e ENGLUND (2001)
demonstraram que através da inibicdo da DNA topoisomerases Il
mitocondrial de T. brucei por RNA de interferéncia, as células foram
capazes de se multiplicar até o sexto dia pos-inducdo. Entdo,
gradativamente pararam de crescer e eventualmente morreram. Dentre
diversos inibidores de topoisomerases avaliados em outros estudos, o
etoposideo, que possui uma ampla atividade contra um grande nimero
de tumores, exibiu somente uma atividade moderada contra formas
sanguineas de T. brucei (ED50= 1,36 uM) (DETERDING et al., 2005). NoO
entanto, esta atividade tripanocida é comparavel com a atividade
citotoxica do etoposideo contra diferentes linhagens tumorais (ED50=
0,87-9,95 UM) (GALVEZ et al., 2003). J4, frente a formas epimastigotas de
outras diferentes espécies da Ordem Kinetoplastida, o etoposideo nédo
determinou qualquer redugdo no crescimento in vitro (CAVALCANTI et
al., 2004).

Do ponto de vista morfolégico, a novobiocina promoveu
alteragdes em todas as concentragdes testadas in vitro para o T. rangeli,
havendo inicialmente um alongamento das formas epimastigotas e
posteriormente o aparecimento de formas arredondadas. Com relacdo as
estruturas celulares que contém DNA, na concentracdo de 50 pg/ml
pode ser observado a partir do sexto dia uma alteracéo principalmente
com relacdo a forma e tamanho nuclear. Ja, a 300 pg/ml esse efeito pode
ser observado nas primeiras 48 horas de tratamento, onde um aumento
no tamanho do cinetoplasto, evoluindo para sua diminuicdo é também
acompanhada por possivel desintegracdo nuclear.
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Estes dados estdo de acordo com estudos em que diversos
inibidores de topoisomerases tém se mostrado eficazes em promover
alteragdes no DNA nuclear e mitocondrial dos tripanosomatideos.
Farmacos como a ofloxacina, o &cido nalidixico e também a
novobiocina, inibiram a proliferacdo in vitro de diferentes espécies de
tripanosomatideos, além de promoverem alteracdes ultraestruturais no
nicleo e no cinetoplasto destes protozoarios (GONZALES-PERDOMO et
al., 1990). Ja o etoposideo, um inibidor de topoisomerase Il eucaridtica,
promoveu em T. equiperdum a linearizacdo dos minicirculos assim
como o acumulo de pequenos catenados desses circulos (principalmente
na forma de dimeros) (SHAPIRO; KLEIN; ENGLUND, 1989; SHAPIRO;
SHOWALTER, 1994). A inibicdo da topoisomerase Il com etoposideo
resulta ainda na liberacdo de praticamente todos os maxicirculos da rede
de kDNA, além de promover a clivagem do DNA nuclear (SHAPIRO,
1993).

Além disso, o principal fenotipo relacionado a inibicdo da DNA
topoisomerase Il mitocondrial em T. brucei por RNAI foi a perda do
KDNA, sendo que as células apresentavam o nucleo corado, mas sem
cinetoplasto ou com um pequeno cinetoplasto remanescente aps nove
dias. Nestes casos, uma diminuicdo gradativa na intensidade da
coloracdo ja aparece nos primeiros trés dias, indicando o efeito no
KDNA (WANG; ENGLUND, 2001). Neste mesmo periodo também
comegam a aparecer espacos na rede que se torna mais fraca e
eventualmente é convertida em pequenos fragmentos (LINDSAY et al.,
2008). Os minicirculos replicados livres ndo podem formar uma nova
rede, causando a gradativa perda e reducdo da rede de KDNA, levando
eventualmente as células a morte. Na inibicdo da DNA topoisomerase
Il, redes assimétricas podem ser formadas gerando células filhas com
guantidades desiguais de kDNA, o que pode explicar a diminuicdo do
cinetoplasto em algumas células, quando o T. rangeli foi submetido a
longa exposicdo em altas concentracbes de novobiocina. O KDNA com
tamanho reduzido pode entdo levar a falta dos RNA guias e
consequentemente a morte celular (WANG et al., 2002).

Considerando os efeitos sobre o nicleo, no silenciamento por
RNAI do gene ThrTop2a de T. brucei além do atraso e diminuigdo no
crescimento populacional, sua inibicdo causou severos efeitos no nicleo
(tamanho e forma) trés dias ap6s a inducdo, enquanto o DNA
mitocondrial permaneceu inalterado. Neste experimento, de forma
semelhante ao efeito da novobiocina no T. rangeli, logo nos primeiros
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dias destacou-se para T. brucei o aparecimento de formas mais
alongadas em relacdo ao controle (KULIKOWICZ; SHAPIRO, 2006).

Para investigar a coordenacdo destas alteragfes celulares e
estruturais com a diminui¢do na capacidade replicativa do T. rangeli
exposto a novobiocina, diferentes marcadores citolégicos foram
utilizados. Dentre oito testados, alguns resultados significativos de
alteracGes foram observados com o0s anticorpos contra a chaperona
mitocondrial de 70 kDa (mtHSP70), a enzima dihidrolipoamida
desidrogenase (DHLADH), e os anticorpos contra DNA topoisomerases
Il de T. rangeli.

Os anticorpos contra DHLADH e mtHSP70 de T. cruzi foram
utilizados com o objetivo de avaliar mudangas a nivel mitocondrial
como um todo. Assim, foi possivel observar que enquanto no controle a
mitocdndria ocupa um grande espaco no citoplasma celular, na
concentracdo de 50 pg/ml de novobiocina ndo hé diminuicéo visivel na
intensidade de fluorescéncia. Uma alteracdo morfoldgica mitocondrial
gue acompanha a alteracdo celular é visivel, tornando-se esta mais
afilada e alongada, semelhante a conformagdo observada para formas
tripomastigotas. Na concentracdo de 300 pg/ml, embora ainda exista
uma pequena marcacdo de ambas as proteinas, a possivel regido
mitocondrial encontra-se arredondada e extremamente reduzida,
compativel com indicativo de interferéncia metabodlica e morte celular.

O anticorpo policlonal anti-mtHSP70 de T. cruzi possibilitou
avaliar a mitocondria do ponto de vista morfolégico, apresentando- se
evidenciada em distintas formas evolutivas de T. brucei e T. cruzi
(ENGMAN; KIRCHHOFF; DONELSON, 1989; BANGS et al., 1993). As HSP70
atuam como chaperonas na sintese protéica e também estdo envolvidas
nos processos de trafego de proteinas e controle de qualidade. As
mtHSP70 sdo um subgrupo de proteinas localizadas especialmente na
matriz e entre as membranas mitocondriais, que exercem funcdes
similares as proteinas citoplasmaticas, mas sdo essenciais para 0
transporte de proteinas através das membranas mitocondriais (CAMPOS
et al., 2008).

A enzima DHLADH, embora codificada por um gene nuclear é
responsdvel pela atividade NAD diaforase mitocondrial, sendo bem
caracterizada tanto para T. brucei quanto para T. cruzi (LOHRER;
KRAUTH-SIEGEL, 1990; ELSE; HOUGH; DANSON, 1993). Em T. brucei um
padrdo de coloragdo similar foi obtido quando este anticorpo foi usado
na imunofluorescéncia, localizando-se na mitocdndria da forma
prociclica. A inibicdo enzimatica por fenotiazinas, por exemplo, esta

123



fortemente associada a um efeito tripanocida pela formagéo de radicais
livres ou deplecdo de metabdlitos (GUTIERREZ-CORREA, 2006). Assim, a
diminuicdo no nivel de expressdo desta proteina, bem como da
mtHSP70, pode ser secundaria e decorrente de alteracdes metabdlicas
diretamente relacionadas a capacidade de replicacdo e transcricdo, como
as teoricamente resultantes no tratamento com novobiocina para o T.
rangeli.

A imunofluorescéncia utilizando o0s anticorpos anti-DNA
topoisomerases Il de T. rangeli foi realizada para verificar se a
novobiocina promove a redistribuigdo celular das DNA topoisomerases
Il. Com o antissoro obtido contra 7TrTop2a (pQEa7) uma marcacdo
evidente numa regido préxima ao cinetoplasto pode ser observada tanto
no controle quanto no tratamento com 50 pg/ml. J4, na concentracdo de
300 pg/ml esta distribuicéo s6 foi observada nas primeiras 48 horas e de
forma muito menos evidente, tornando-se totalmente dispersa apos seis
dias de tratamento. De forma semelhante, uma re-distribuicdo
citoplasmatica foi visivel utilizando o antissoro contra TrTop2mt
(pQEmt12), para o qual o controle revelava localizagdo
predominantemente nuclear. Finalmente com o0 antissoro contra
TcTop2mt a localizagdo nuclear esteve evidente tanto nos controle
guanto nos tratamentos sob as diferentes concentragdes, apenas com
alteracdo na intensidade da fluorescéncia em 300 pg/ml de novobiocina
apos seis dias.

Estes resultados podem ser comparados com as diferencas na
distribuicdo espacial também observadas em B. culicis, utilizando o
anticorpo para a DNA topoisomerase Il de C. fasciculata (MELENDY;
RAY, 1989). No controle, dois pontos distintos foram localizados nos
polos opostos do KDNA.. Entretanto, apds o tratamento de 48 horas com
500 pg/ml de acido nalidixico, a distribuicdo enzimatica passou a ser
dispersa no disco do cinetoplasto (CAVALCANTI et al., 2004).

Apesar da atividade destes inibidores de topoisomerases contra
formas replicativas, ndo se pode esquecer que 0s tripanosomas Sao
parasitos que apresentam um ciclo de vida heteroxénico e complexo,
alternando entre insetos vetores e hospedeiros mamiferos. Devido as
mudancas em cada um destes distintos ambientes, eles necessitam se
adaptar as diferentes condicGes especificas. Estas mudangas também séo
acompanhadas pela extensiva modulacdo do tamanho e forma celular
(VICKERMAN, 1985, MATTHEWS, 1999). Além dos eventos
morfogenéticos extremos, mudancas no metabolismo, expressdo de

124



novos marcadores de superficie, alteracdes na hidrofobicidade de
membrana e a saida do ciclo replicativo devem ser consideradas, dentre
outras.

Dentre as transformacdes relacionadas a diferenciacdo de formas
replicativas em formas infectantes, uma das mudancas morfogenéticas
mais acentuadas ocorre a nivel de cinetoplasto. Durante a proliferacéo
celular, o KDNA deve ser replicado, enquanto na transformacdo de
amastigotas e epimastigotas para tripomastigotas, 0 KkDNA muda de uma
forma compacta achatada para uma forma mais arredondada. De forma
muito semelhante ao T. cruzi, no T. rangeli o cinetoplasto também
apresenta-se como uma estrutura compacta e achatada na porgéo
anterior de formas epimastigotas, e arredondada, pontual e subterminal
na regido posterior de formas tripomastigotas (MEIRELLES et al., 2005).
Esta evidente alteracdo estrutural do KDNA é uma forte sugestdo de que
as DNA topoisomerases possuem um importante papel tanto na
proliferacdo quanto na diferenciacdo de diferentes espécies da Ordem
Kinetoplastida.

Para avaliar o papel do inibidor de DNA topoisomerases Il no
processo de diferenciacdo, inicialmente uma avaliacdo da capacidade de
proliferacdo celular dos parasitos no meio especifico para diferenciacdo
foi realizada. O crescimento populacional destes parasitos foi observado
até o quarto dia, tanto no controle quanto nos tratamentos com menores
concentracdes de novobiocina. Apdés o quarto dia, a diminuicdo no
nimero de total parasitos ocorreu gradativamente. Novamente, o efeito
da novobiocina foi de inibicdo do crescimento de forma dose
dependente, com toxicidade menos pronunciada durante a diferenciacéo
em comparagdo aos mesmos tratamentos realizados em meio LIT,
devido a caracteristica de menor proliferacdo celular deste parasito no
meio DMEM.

O perfil da curva de crescimento obtida no trabalho de KOERICH
e colaboradores (2002) ¢ semelhante a observada para a diferenciagéo da
cepa Choachi no presente estudo, apenas apresentando um atraso em
relacdo ao nimero maximo de parasitos (sete dias) que pode ser
explicado pela diminuicdo do pH do meio para 7,0 por estes autores.
Entretanto, as modificagdes propostas no presente trabalho permitiram
uma aumento de cerca de 15% na taxa de diferenciacdo em relagdo ao
método anterior, possibilitando ndo sé novos estudos do processo de
diferenciacdo celular, mas condi¢des qualitativas e quantitativas
favoraveis para o teste de inibidores sobre a diferenciacdo de T. rangeli.
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Todas as concentragcBes de novobiocina apresentaram efeitos
inibitorios sobre o processo de diferenciacdo celular, sendo este efeito
total nas concentragfes de 150 pg/ml e 300 pg/ml e parcial na menor
concentragdo (50 pg/ml), com apenas 18% de tripomastigotas ap6s o
oitavo dia de diferenciacdo, se comparado aos 97% de formas
tripomastigotas  observados no controle sem o  farmaco.
Coincidentemente, o0 aumento significativo no ndmero de
tripomastigotas no controle também ocorreu no quarto dia de
diferenciacdo, sendo que pode-se especular uma correlacdo entre fatores
associados a parada na multiplicagdo celular com a formagéo das formas
diferenciadas.

GONZALES-PERDOMO e colaboradores  (1990) também
evidenciaram a atividade de inibidores de topoisomerases Il bacterianas
sobre a proliferacdo de epimastigotas e amastigotas, bem como a
inibicdo do processo de diferenciacéo celular em T. cruzi. Os resultados
por eles obtidos sugerem que as DNA topoisomerases Il devem
participar de um evento muito recente durante a metaciclogenése de T.
cruzi, pois durante este processo hd uma aumento de cerca de trés vezes
a densidade da rede do kDNA sem o aumento correspondente na
guantidade de DNA nuclear.

A diferenciagdo durante o ciclo celular em tripanosomas
africanos também est4d vinculada a regulagdo desenvolvimental da
atividade mitocondrial, requerendo a regulacdo do DNA nuclear bem
como do cinetoplasto. Os resultados encontrados por TIMMS e
colaboradores (2002), evidenciaram para o requerimento do DNA do
cinetoplasto nas formas sanguineas e para um controle dependente do
cinetoplasto durante a diferenciacdo em formas prociclicas de T. brucei.

A observacdo de uma significativa, porém ndo explicada,
alteracdo estrutural no DNA do cinetoplasto de formas tripomastigotas
de T. rangeli pode indicar um mecanismo totalmente diferente para a
regulacdo das proteinas codificadas pelo cinetoplasto, assim como
previsto para o T. cruzi. Neste sentido, mudancas relacionadas ao grau
de empacotamento e condensacdo levam a uma inibigdo generalizada da
transcricdo génica no cinetoplasto quando este se adapta a uma nova
configuracdo (TYLER; ENGMAN, 2001).

No intuito de tentar estabelecer outros parametros de avaliacdo
morfofuncional do processo de diferenciacdo celular do parasito, um
painel de anticorpos também foram testados quanto & sua potencialidade
como marcadores.
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Tanto nos ensaios de imunofluorescéncia quanto em western blot
0 anticorpo para a proteina Fe/S, bem como para a alfa tubulina ndo
apresentaram diferencas quanto a intensidade de fluorescéncia entre as
diferentes formas e tratamentos, embora 0 componente do citoesqueleto
possa ser considerado um bom marcado morfoldgico.

A localizagdo citoplasmatica, bem como a manutengdo da
expressdo nas diferentes formas e tratamentos pode ser explicada pelo
fato de que as proteinas Fe/S sdo definidas como proteinas que carregam
grupos ferro-enxofre. No transporte de elétrons mitocondrial, os
complexos | e Il da fosforilagdo oxidativa possuem multiplos grupos
ferro-enxofre, relacionados a proteinas envolvidas em reacdes de
reacdes de oxidorreducdo (JOHNSON et al., 2005). Entretanto, estes
grupos prostéticos também sdo comumente encontrados em varias
metaloproteinas, sendo que esta amplitude de possibilidades protéicas
como antigenos deve ser considerada no reconhecimento deste anticorpo
e pode explicar o resultado de completa marcacdo citoplasmatica em
ambas as formas evolutivas do T. rangeli.

A alfa tubulina normalmente apresenta expressao constitutiva e é
frequentemente utilizada como um controle para a normalizacdo da
quantidade protéica em diferentes organismos, assim como pode ser
observado para o T. rangeli. Entretanto, em alguns casos sua expressao
pode ser modificada, assim como o observado por TYLER e
colaboradores (1997) onde uma reducdo na expressdo desta proteina foi
identificada nas formas curtas (“stumpy’’) em relacdo as formas delgadas
(“slender”) e prociclicas. Da mesma forma, ndo se pode descartar o fato
de que a utilizagdo deste anticorpo em microscopia confocal e/ou
eletrénica podem revelar diferencas mais evidentes entre as formas
evolutivas de T. rangeli a nivel de organizagéo do citoesqueleto.

A proteina ligante de calcio flagelar- FCaBP apresentou clara
localizacdo no flagelo, sendo sua marcacdo mais intensa nas formas
epimastigotas de T. rangeli. Este anticorpo também foi utilizado para T.
cruzi, onde foi possivel acompanhar a variacdo do tamanho do flagelo e
utilizar este parametro como um marcador morfolégico do processo de
diferenciagdo e requerimento nutricional (TYLER; ENGMAN, 2000).
Porcel e colaboradores, 1996 j& haviam descrito o gene que codifica
para esta proteina no T. rangeli como membro da familia de proteinas
ligantes de célcio “EF-hand”. Além disso, nas compara¢des de
homologia este gene apresentou grande similaridade com o homélogo
de T. cruzi (82,8%) e de T. brucei (60,2%).
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Os anticorpos para as proteinas mitocondriais DHLADH e
mtHSP70 também revelaram ser 6timos marcadores para as alteracdes
da morfologia mitocondrial que acontecem durante a diferenciacdo
celular, sendo suas expressoes claramente reduzidas e morfologicamente
lineares nas formas tripomastigotas, com mtHSP70 praticamente
inexistente neste estagio. Nos ensaios de western blot esta reducdo nos
niveis de expressao foi evidente apds o sexto dia de diferenciacdo no
controle e apds o sétimo dia no tratamento com 300 pg/ml de
novobiocina.

Comparativamente, a enzima mitocondrial DHLADH é regulada
diferencialmente em T. brucei (TYLER; MATTHEWS; GULL, 1997), mas
considerada constitutivamente expressa em T. cruzi (SCHONECK et al.,
1997). Desta forma, a morfologia do condrioma mitocondrial nos
diferentes estagios do ciclo de vida em T. cruzi sdo bem similares ao que
ocorre para o T. rangeli. O grau de desenvolvimento do condrioma tem
relagdo com a expressdo constitutiva estar completamente associada a
ocorréncia do ciclo de Krebs. Assim sendo, a complexidade da estrutura
aumenta a partir de formas tripomastigotas onde é linear e afilada, para
amastigotas, no qual é essencialmente uma estrutura compacta e
posteriormente para epimastigota no qual o condrioma apresenta-se
retorcido e morfologicamente mais complexo. Além disso, nos estagios
proliferativos a estrutura também parece ter uma natureza dinamica e
varia com a densidade celular da populacdo e com relagdo a posicdo
celular ocupada (TYLER; ENGMAN, 2001).

Enquanto que componentes do ciclo de Krebs como a DHLADH
sdo constitutivamente ativos durante o ciclo de vida de T. cruzi, alguns
componentes nucleares da cadeia transportadora de elétrons e
chaperonas mitocondriais, como a mtHSP70 avaliada em T. rangeli, s&o
estagio reguladas, apresentando baixos niveis de expressdo em
tripomastigotas metaciclicos (TYLER; ENGMAN, 2001). Em T. brucei a
expressdo de mtHSP70 foi evidenciada na mitocondria de formas
intermediarias, formas sanguineas tardias e prociclicas, com diferencas
em algumas formas nas fases intermediarias destes estdgios com
expressao mais acentuada no cinetoplasto do que no resto da
mitocondria (TYLER; MATTHEWS; GULL, 1997).

A regulacdo desenvolvimental da atividade mitocondrial como
um componente central do ciclo de vida nos tripanosomas pode refletir
seus requerimentos metabdlicos no sangue, nas células ou nos seus
insetos vetores. Nos hospedeiros mamiferos, o ATP é gerado a partir da
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glicose sanguinea na glicolise. Em T. brucei, por exemplo, quando o
niumero de células aumenta durante a parasitemia 0s parasitos
sanguineos transformam-se da forma proliferativa delgada (“slender”)
para a forma curta e ndo proliferativa (“stumpy”) (MATTHEWS, 1999).
Nesta mudanca ativa-se a expressdao de alguns componentes
mitocondriais, embora a via de respiracdo dependente de citocromo s
aconteca apds a transmissdo para 0 inseto vetor. Esta adaptacdo
metabodlica é acompanhada por mudancas na morfologia celular, nos
padrdes de expressdo génica e na apresentacdo de antigenos de
superficie, resultando na completa diferenciacdo em formas prociclicas
gue habitam o intestino do vetor (TIMMS et al., 2002).

Devido a falta de dados genémicos do T. rangeli a presenca e
identidade dos marcadores DHLADH e mtHSP70 também foi avaliada
no transcriptoma desta espécie. Agrupamentos de sequéncias
apresentaram alta similaridade (>80%) com regides referentes nos genes
ortélogos em T. cruzi, o que explica a alta reatividade dos anticorpos
produzidos para proteinas do T. cruzi contra o T. rangeli.
Interessantemente, os dados referentes ao numero de transcritos para
DHLADH encontrados nas diferentes formas do parasito também
confirmam a maior expressdo génica em formas epimastigotas
replicativas do que em tripomastigotas.

Para o T. rangeli, os anticorpos anti-DHLADH, mtHSP70 e DNA
topoisomerases |l também permitiram observar que embora as
condi¢des relacionadas a proliferacdo celular fossem favoraveis para a
diferenciacdo celular apés oito dias de tratamento com 50 pg/ml, as
formas encontradas eram na sua maioria correspondentes a
epimastigotas tipicos, apresentando uma mitocondria alongada que
ocupava uma grande porcdo do citoplasma celular. No tratamento com
300 pg/ml a situacdo foi bem diferente e neste grupo a mitocondria
parecia estar completamente rompida.

Durante o processo de diferenciagdo celular em T. cruzi, parasitos
mantidos na presenca do inibidor de topoisomerase ofloxacina, também
apresentaram um padrdo protéico caracteristico de epimastigotas nédo
diferenciados, enquanto aqueles que estavam na auséncia dos inibidores
exibiram um perfil caracteristico de tripomastigotas metaciclicos,
expressando antigenos na faixa de 85 e 90 kDa. Assim como para o T.
rangeli, nos ensaios com novobiocina a morfologia de epimastigotas se
manteve, entretanto 0s epimastigotas de T. cruzi eram capazes de
expressar antigenos estagio-especificos de tripomastigotas (GONZALES-
PERDOMO et al., 1990).
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Uma das possiveis explicagdes pode estar relacionada ao fato de
que a regulacdo desenvolvimental da atividade mitocondrial requer a
completa coordenacdo entre 0 nucleo e o cinetoplasto. Isto pode ser
exemplificado pelo complexo citocromo oxidase, que compreende 10
subunidades codificadas no nucleo e trés codificadas no cinetoplasto
(COX I, 1l e I, cuja regulagdo estd fortemente relacionada ao estagio
prociclico em T. brucei. O cinetoplasto ndo é necessario para a transi¢do
entre os estdgios sanguineos de forma delgada (“slender”) para as
formas curtas (“stumpy”) ou em eventos recentes na diferenciacdo a
formas prociclicas. Porém fortes evidéncias suportam que o cinetoplasto
é requerido para a viabilidade das formas sanguineas e para a progressao
através de um ponto de controle operando durante a diferenciacdo a
formas prociclicas (TIMMS et al., 2002).

Nos ensaios de western blot com os antissoros contra as duas
DNA topoisomerases |l praticamente nenhum efeito foi observado para
TrTop2a, tanto no controle quanto no tratamento com novobiocina.
Entretanto, para TrTop2mt uma reducdo a partir do terceiro dia ocorre
durante o processo normal de diferenciacdo celular e uma reducgéo a
partir do sétimo dia com a presenca da novobiocina.

Dois dias apés a inibicdo de DNA topoisomerase Il mitocondrial
de T. brucei por RNAI, a expressao desta enzima foi reduzida em cerca
de 75%, e praticamente nenhuma expressao foi detectada apds 3-4 dias
da inducdo (WANG; ENGLUND, 2001). Dentre os possiveis danos que
promovem a redugdo no tamanho do kDNA esté a continua liberacdo de
minicirculos sem a reintroducdo das moléculas filhas a periferia da rede,
a divisdo assimétrica da rede e a fragmentacdo devido a auséncia de
reparo (LINDSAY et al., 2008). Entretanto, a inibi¢do promovida pela
novobiocina durante a diferenciacdo do T. rangeli pode ndo ser total
como a observada com RNAIi em T. brucei, sendo plausivel que a
inibicdo da expressdo sé ocorra ao longo de um maior periodo de
interacdo. J4, no controle da diferenciacdo celular, a diminuicdo mais
rapida na expressdo pode ser devido a adaptacBes relacionadas a
mudancas metabdlicas que ocorrem anteriormente a passagem de uma
fase replicativa para ndo replicativa, como sugerido na diferenciacdo em
T. brucei por Tyler e colaboradores, 1997).

Alguns trabalhos tém sugerido que somente as DNA
topoisomerases de tipo | podem ser 0s possiveis alvos destes inibidores
nas formas sanguineas de T. brucei, pois j& foi demonstrado
experimentalmente que a DNA topoisomerase Il ndo é essencial para o
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estagio evolutivo existente no hospedeiro mamifero (TIMMS et al., 2002).
No mesmo sentido, a novobiocina também ndo foi capaz de inibir
totalmente a diferenciacdo celular em T. cruzi quando adicionada ap6s o
processo iniciar (GONZALES-PERDOMO et al., 1990). Assim, 0 modo de
acao destes inibidores de DNA topoisomerases Il ainda precisam ser
melhor investigados.

De qualquer forma, devido a grande complexidade na
organizacdo do kDNA, néo é surpreendente que as DNA topoisomerases
Il sejam essenciais na manutencdo e também nos processos de
diferenciacdo celular.
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2.5 CONCLUSOES

A novobiocina apresentou um efeito inibitorio dose dependente
tanto na proliferacdo celular quanto no processo de
diferenciacdo celular, sendo no primeiro caso o efeito mais
pronunciado.

Em meio LIT, nos tratamentos com doses acima de 300 pg/ml a
diminui¢do no nimero de parasitos foi evidente, indicando lise
celular posterior a alteracdo morfoldgica.

Morfologicamente a novobiocina induziu um alongamento
celular seguido pelo aparecimento de um grande nimero de
células  arredondadas, com alteracbes  mitocondriais
evidenciadas por imunofluorescéncia.

O ndcleo e o cinetoplasto apresentaram-se estruturalmente
alterados nos tratamentos com novobiocina conforme coloragao
por DAPI.

ConcentracBes acima de 150 pg/ml de novobiocina foram
capazes de inibir completamente o processo de diferenciagédo
celular in vitro, enquanto que para 50 pg/ml somente 18% de
tripomastigotas foram encontrados em comparacdo aos 97%
presentes no controle.

Marcadores biolégicos como as proteinas mtHSP70, DHLADH,
FCaBP e a DNA topoisomerase Il (TrTop2mt) tiveram sua
expressdo reduzida durante a diferenciacdo celular do T.
rangeli.

Durante a diferencia¢do celular, no tratamento com 50 pg/ml de
novobiocina os anticorpos para DHLADH, mtHSP70 e as DNA
topoisomerases Il permitiram observar que as formas
encontradas eram na sua maioria correspondentes a
epimastigotas tipicos, apresentando uma mitocéndria alongada
que ocupava uma grande porg¢do do citoplasma celular.



CONSIDERAGOES FINAIS

Embora as DNA topoisomerases Il estejam presentes nos mais
diversos grupos que incluem desde Archaea até eucariotos superiores,
elas ainda apresentam-se como alvos interessantes do ponto de vista
terapéutico. Com relacdo as DNA topoisomerases de membros da
Ordem Kinetoplastida, a ocorréncia de regides e atividades
diferenciadas entre o parasito e o hospedeiro, associados a sua
importdncia metabdlica e a existéncia de inibidores justifica-se 0s
estudos relacionados a sua utilizagdo como alvo terapéutico.

Neste sentido, uma vez que as topoisomerases sdo altamente
envolvidas na divisdo celular dos parasitos, a caracterizacdo destes
genes em uma espécie ndo patogénica para mamiferos, assim como a
utilizacdo de anticorpos para determinar os niveis e sitios de expresséo
das topoisomerases, permitiu o estabelecimento de um modelo de estudo
de alta relevancia, incluindo diferentes estagios evolutivos do T. rangeli.

Além da caracterizacdo molecular dos genes e da abordagem que
permitiu identificar estas enzimas como fundamentais na proliferacdo e
diferenciacdo celular do T. rangeli, este estudo possibilitou a obtencéo
de maiores informacdes a respeito desta espécie ainda pouco estudada e
uma correlagdo com as DNA topoisomerases de outras espécies,
sobretudo com o T. cruzi e o T. brucei. Embora, comparativamente, a
maior proximidade bioldgica do T. rangeli ocorra com o T. cruzi, 0s
resultados obtidos neste estudo, que incluem iniciadores especificos em
reacbes de PCR bem como anticorpos monoclonais e policlonais
permitiram a diferenciagdo entre estes dois organismos e podem ser
utilizados como ferramentas para fins de diagndstico diferencial.

Desta forma, através da utilizacdo das DNA topoisomerases Il do
T. rangeli como modelo para a possivel obtencdo de uma estrutura
tridimensional confiavel novas perspectivas poderdo ser abertas para a
utilizacdo destas enzimas como alvo terapéutico para a doenca de
Chagas e leishmanioses.
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Apéndice 1: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir das sequéncias
do gene Top2a das cepas SC-58 e Choachi de Trypanosoma rangeli, através do programa
CLUSTAL W. As regifes em preto representam total identidade e em cinza aminoécidos

conservados.
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L.donovani FEWRTSTEKEO. KTQAQOMEELKRTT PVKMIIL. TERDKI@DK T EY@RVLINS| SSSITGGVELPALRQE---LLMLEASAKDAT--AYRVHAC
L.chagasi FE@RTSTEKMEO. KTQAQOMEELKRTTPVKMALTEWDKADK TROEY@RVLINS| SSSITGGVELPALRQg---LLMLGASAKGAT--AYRVHAC
L.major FEWRTSTEKMOADMAKTQAQMEELKRTT PVKMUL TEMDKIIDK T EYBRVLINS| SSSITGGVELPALRQJE-—-L LEASVKGAT--AYRVHAC
L.braziliensi FFRTSTEKIEOE KTOQAQOMEELKRTTPVRMIIL TERDK@DK TIHOE YI@RVL VNS SSSITGGVELPSLRQOE---LLMLEESAKGAT--TYRVHAC
C.fasciculata FYIWKTSTEKIO. [KKTQDSHAVLKQTT PVKMAIT. T DM DKIDK T EY@RVLIHS| [PASITGGEEVPALRQS---PLMLEAPAKGAASSSYRVHIC
B.culicis FEWRTNTTKDDDMKKLODSMEEMKKTT PTKMLREWMDORDK LAEE YR VLNN S| DKMPGKGELVRSLQAR---EIELEV-LKGVKERPMRIQAY
B.saltans YFQNNNVEKEKRDIEHCKS SKSLESKSEVELETDEAAREKARTAREDALLLRMEADRY-————————— PVFTAR- -EVDNLSQQRSNEKWKFEFRR
1210 1220 1230 1240 1250 1260 1270 1280
R R R I I I I I RS D | PR R R R
T.rangeli KYVPPPPSKRPNVGQSVE@GGGGGSVRSSAAAVVAHVKAEKKAARARSMOK MLLDVVARQVARVLPRLPWFLF
T.cruzi KYVPPPPSKRPNVGQSV@GGGGGSVRSSAAAVVAHVKAEKKAARARSMOK: ~MLLDVVARQVARVLPRLPWFLF
T.brucei KYVPPP-TKRGAGGRSD€DGG--ATAAGAAAAVGGRGEKKGPGRAGGVRR-————~—~-| MVLDALAKRVTRLLPRLLF---
L.infantum QYEKPPPSKRRPGESVGE@ARPSDSAARTVGKRLVGSRSVFKNKKPMSRKNNVKVSLSTRVAQFAGAQLGRLLP---HVLM
L.donovani OYEKPPPSKRRPGESVGE@ARPSDSAARTVGKRLVGSRSVFKNKKPMSRKSNVKVSLSTRVAQFAGAQLGRLLP HVLM
L.chagasi QYEKPPPSKRRPGESVGEARPSDSAARTVGKRLVGSRSEFKNKKPMSRKNNVKVSLSTRVAQFPGAQLGRLLP HVLM
L.major QYEKPPPSKRRPGESFGE@ARSSDSAVRGVGKRLVGSRAVFKKKKPMGRKNNVKVSLSTRVAQFAGAQLGRLLP---HILV
L.braziliensis QHETPPPSKRRPGEFFGEAKSSDNAARGVGKRLMGSRAALKAKKLAGNKRRTKMSLTTRARQLVGAQLGRLLPRLPHFLL
C.fasciculata RYEEPPASKRKPEDTYGEALSSGGSTRNVGKRLTGARG--AKKKKVVRRTRTKMS LGTRVAEFAGAQLGRLLPQLPRLLF
B.culicis QHVPPPPSKRKPQD---[@MEGGGGAARTVGKRLRNVKGKLKGKK--TRRRATRM -VFDFVGNQLORVLPYLPRFLF
B.saltans KKGGSSSSSSGGAGGGAGEMVVREFVPPPLPNQPPAAAAKAQAKAQVAKFVG- -GVLAMVATRLQVGWVGRLLLH-

Apéndice 2: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir do gene Top2mt de
Trypanosoma rangeli, T. cruzi, T. brucei, Leishmania braziliensis, L. infantum, L. donovani, L.
major, L. chagasi, Blastocrithidia culicis, Crithidia fasciculata e Bodo saltans através do
programa CLUSTAL W. As regides em azul representam total identidade e em cinza
aminocidos conservados.
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Apéndice 3: Alinhamento das sequéncias de aminoacidos deduzidas a partir do gene Top2a de
Trypanosoma rangeli, T. cruzi, T. brucei alfa e beta, T. congolense, Leishmania braziliensis, L.
infantum e L. major, através do programa CLUSTAL W. As regiGes em vermelho representam
total identidade e em cinza aminoacidos conservados.
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