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Resumo

Trypanosoma cruzi, o agente etiolgico da doenca de Chagas, é exposto a vérias situacoes
de estresse oxidativo durante o seu complexo ciclo de vida. Para lidar com este tipo de
estresse, uma das estratégias utilizadas pelo parasito para detoxificar hidroperdxidos é um
peculiar sistema de defesa antioxidante dependente de tripanotiona. Entretanto, o
repertorio antioxidante do T. cruzi ndo inclui a enzima catalase, a qual decompde perdxido
de hidrogénio (H20:) e é encontrada na maioria dos organismos aerébicos. Para investigar
a razéo pela qual o T. cruzi ndo possui a enzima catalase, geramos uma linhagem do
parasito capaz de expressar 0 gene desta enzima. Parasitos que expressam catalase
apresentam uma resisténcia aumentada ao tratamento com H>O> em relagdo aos selvagens
(WT). O pré-tratamento de parasitos WT com uma baixa concentracdo de H20> antes do
tratamento com a mesma substancia faz com que 0os mesmos sejam téo resistentes ao
H>O2 quanto aqueles que expressam catalase. Porém, esta adaptacdo ao pré-tratamento
ndo foi observada com a mesma intensidade nos parasitos mutantes. A expressédo de
catalase em T. cruzi aumentou o nivel da enzima ferro-superoxido dismutase B e diminuiu
o nivel de tripanotiona redutase, resultando em niveis aumentados de H.O. apés a
exposicao a esta substancia. Embora a expressdo heterdloga de catalase contribua para o
aumento da proliferacdo do parasito no inseto vetor, a mesma nédo induziu um grande
aumento na viruléncia em camundongos. Nossos resultados, associados as informacgoes
de que a catalase esta presente em tripanossomatideos monoxénicos e que o H2O> € capaz
de atuar como segundo mensageiro, indicam que a auséncia de catalase em T. cruzi seja

importante para que o parasito possa sinalizar melhor o estresse oxidativo.
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Abstract

Trypanosoma cruzi, the causal agent of Chagas disease, is exposed to oxidative stress
situations during its complex life cycle. To deal with these stresses, one of the strategies
employed by this parasite for hydroperoxides detoxification is a peculiar trypanothione-
dependent antioxidant system. However, T. cruzi's antioxidant repertoire does not include
catalase, an enzyme that decomposes H>O; and is found in most aerobic organisms. In
order to investigate the reason why T. cruzi does not have the catalase gene, a T. cruzi
cell line which expresses this enzyme was generated. Parasites expressing catalase have
an increased resistance to H20 in relation to wild type cells (WT). Moreover,
pretreatment of parasites with a low concentration of H>O> before treatment with higher
concentrations makes the WT cells as resistant to H>O> as cells expressing catalase.
However, improvement in resistance to H2O; after pretreatment was not observed with
the same intensity in cells expressing catalase. Catalase expression in T. cruzi decreased
the trypanothione reductase and increased superoxide dismutase levels, which resulted in
higher levels of H20, after H2O- treatment. More important, although the heterologous
expression of catalase contributed to higher proliferation rates in the insect vector,
expression of catalase does not induce a large increase in virulence of mice. These results,
associated with the facts that catalase is present in monoxenous trypanosomatids and that
H20O> can act as second messenger, indicate that the absence of the catalase gene in T.
cruzi was important in order to allow cells with a better capacity in sensing oxidative

stress.
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Introducao

1.1 A Doenca de Chagas

Reconhecida pela Organizacdo Mundial da Satide (OMS) como uma das 13 doencas
tropicais mais negligenciadas, a tripanossomiase americana tem sido um problema desde
a antiguidade e continua uma questdo social e econdmica relevante em muitos paises
latino-americanos. Dados epidemioldgicos estimam que haja cerca de 10 milhGes de
pessoas vivendo com esta doenca na Ameérica Latina e no Caribe, além de mais de
300.000 casos terem sido relatados na América do Norte recentemente. A
tripanossomiase americana causa, aproximadamente, 14.000 mortes por ano, sendo que
80 milhdes de pessoas vivem em condicdo de alto risco de infeccdo (HOTEZ et al., 2012)

(Figura 1).

)

Numero estimado de casos Transmissfo pelo vetor %

e =1.000 [ Paises sem transmissio pelo vetor /
® 1.000-99.999 [ Paises com transmissio acidental pelo vetor
@ 100.000-999.999 [l Paises com transmissdo pelo vetor

. =1.000.000

[] Sem estimativa oficial

Figura 1: Distribuicdo dos casos de infec¢éo por Trypanosoma cruzi no mundo. Adaptado de
Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 2010.
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A tripanossomiase americana tem como agente etiolégico o protozoario
Trypanosoma cruzi, descoberto pelo médico brasileiro Carlos Chagas em 1907 (Figura
2A). Tal descoberta ocorreu a partir da observacao da presenca deste parasito em insetos
hematofagos que se escondiam nas paredes das habitacdes da cidade de Lassance,
localizada no interior de Minas Gerais (Figura 2B). Posteriormente, Chagas verificou
que o T. cruzi era capaz de infectar macacos e gatos, 0 que o levou a fazer exames
sistematicos no sangue dos moradores de Lassance em busca de contaminagdes por este
parasito (KROPF; SA, 2009). Em 14 de Abril de 1909, Chagas encontrou o parasito no
sangue de uma crianca de dois anos de idade em estado febril, fazendo assim a descoberta
da enfermidade que levaria o seu nome (CHAGAS, 1909).

A transmissdo do T. cruzi para humanos ocorre, principalmente, por meio do
contato com as fezes contaminadas dos hospedeiros invertebrados, popularmente
conhecido como barbeiros. A infeccdo também pode ser congénita ou causada por
transfusao de sangue contaminado, transplante de 6rgéos de doadores infectados, ingestao
de alimentos e bebidas contaminados pelo parasito ou por exposi¢do acidental, como
acidentes de laboratério (BONNEY, 2014).

Clinicamente, a doenca de Chagas possui duas fases distintas. No inicio, ocorre
uma fase aguda, geralmente assintomatica e caracterizada por alta parasitemia e sintomas
brandos e inespecificos, dificultando o reconhecimento. Neste momento, pode ocorrer um
inchaco da palpebra no lado da face proximo a picada do inseto, conhecido como sinal de
Romafa (Figura 2C). Entretanto, este sintoma ndo se manifesta na maioria dos
individuos infectados. Neste momento, casos raros de inflamacdo do musculo cardiaco
ou do cérebro podem levar & morte. Apds as primeiras semanas da doenca, a persisténcia
da infeccdo leva a fase cronica. Nesta fase, 70 a 80% dos casos podem permanecer

assintomaticos por toda a vida. Entretanto, em torno de 20 a 30% dos individuos
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infectados podem apresentar manifestacdes cardiacas, digestivas ou ambas (BERN, 2011;

RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010) (Figura 2D e 2E).

Figura 2: Descoberta e sintomas da doenca de Chagas. (A) O médico brasileiro Carlos Chagas,
responsavel pela descoberta da tripanossomiase americana. (B) Mapa do estado de Minas Gerais,
evidenciando a regido da cidade de Lassance, onde a tripanossomiase americana foi descoberta.
(C) Sinal de Romarfia em uma crianca, o qual pode ser observado em alguns pacientes chagasicos
durante a fase aguda. (D) Ocorréncia de megacélon em um paciente chagésico durante a fase
cronica. (E) Comparagdo entre o coragdo de um doente chagasico na fase cronica (maior) e o de

uma pessoa normal (menor). Adaptado de Organiza¢do Mundial da Saide (OMS), 2010.

1.2 O Trypanosoma cruzi e suas peculiaridades

O T. cruzi é um protozoario parasito que pertence a familia Tripanossomatidae,

da qual também fazem parte o Trypanosoma brucei e espécies de Leishmania. Além de
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sua relevancia médica, estes parasitos tém atraido a atencdo de diversos grupos de
pesquisa devido a presenca de varias caracteristicas bioldgicas interessantes.

Em 2005, o sequenciamento do genoma do T. cruzi possibilitou o inicio de novos
estudos em busca do tratamento da doenca de Chagas, além da observacdo de diversos
aspectos interessantes sobre a genética deste parasito. Foi verificado que CL Brener
(TcVI), a cepa de T. cruzi utilizada como referéncia no projeto genoma, apresenta um
genoma diploide cujo tamanho é estimado entre 106,4 e 110,7 megabases (Mb). Uma
caracteristica marcante deste genoma é a presenca de cerca de 50% de sequéncias
repetitivas, as quais correspondem as grandes familias de proteinas de superficie,
retrotransposons e repeticdes subteloméricas (DE FREITAS et al., 2006; EL-SAYED et
al., 2005).

A organizacao da cromatina dos tripanossomatideos difere em varios aspectos
daquela observada nos eucariotos superiores. Nestes parasitos, 0S Cromossomos nao se
condensam durante a divisdo celular, dificultando o estudo por meio de técnicas
convencionais de citogenética. Estudos mostraram que a histona H1 de T. cruzi difere em
varios aspectos daquela encontrada em eucariotos superiores, 0 que possivelmente
poderia impossibilitar a condensacdo dos cromossomos (ASLUND et al., 1994; TORO;
GALANTI, 1988).

Nos eucariotos superiores, a RNA polimerase 11 reconhece promotores especificos
dos genes que codificam proteinas e os transcreve. Entretanto, ndo foram identificadas
regibes com caracteristicas de promotores especificos para a RNA Polimerase Il em
nenhum gene codificador de proteinas nos tripanossomatideos (SIEGEL et al., 2011;
TEIXEIRA; DAROCHA, 2003).

Os tripanossomatideos também apresentam varias caracteristicas peculiares

envolvendo os mecanismos de controle da expressdo génica. Diferente dos outros

Introducéo 21



eucariotos, cuja regulacdo génica ocorre principalmente ao nivel transcricional, a maior
parte da regulacdo nestes parasitos ocorre ao nivel pos-transcricional. Sendo assim, a
regulacdo pode ocorrer durante o trans-splicing, a poliadenilacdo do pré-RNA
mensageiro (pré-mRNA), a traducdo ou a degradacdo do RNA mensageiro (mMRNA)
maduro (CLAYTON, 2002; TEIXEIRA; DAROCHA, 2003).

Os transcritos primarios de T. cruzi sdo policistrénicos, entretanto, sdo clivados
no nucleo para produzir mRNAs monocistrénicos. Este processo envolve dois eventos
acoplados de processamento. Um destes eventos € o trans-splicing, anteriormente
mencionado, que consiste na adicdo de uma sequéncia de 39 a 41 nucleotideos, chamada
splice leader (SL), na extremidade 5’ de cada RNA que codifica proteina. Além disso, na
regido 3’ do mRNA, ocorre a adigdo da cauda poli (A), processo denominado
poliadenilacdo. Ambos os eventos sdo dependentes dos motivos ricos em polipirimidina
(poli(Y)) contidos nas regides intergénicas (CAMPOS et al., 2008).

As regides 3’ e 5” nao traduzidas (UTRs, do inglés UnTranslated Regions,) estéo
envolvidas nos mecanismos de regulacdo dos niveis de mMRNA em T. cruzi (KRAMER;
CARRINGTON, 2011). Por meio da interacdo com proteinas de ligacdo ao RNA (RNA-
binding proteins, RBPs), elementos regulatorios presentes nestas regides controlam a
estabilidade e a traducdo do mRNA alvo (ARAUJO; TEIXEIRA, 2011).

Dentre as peculiaridades observadas no tripanossomatideos, também esta o fato
de possuirem apenas uma mitocéndria, a qual apresenta uma forma tubular que se estende
por toda a célula (PAULIN, 1975; SIMPSON, L. et al., 1980). O kDNA, como ¢é
conhecido o DNA mitocondrial dos tripanossomatideos, estd concentrado em uma
organela denominada cinetoplasto, da qual deriva 0 nome da ordem a qual estes parasitos
pertencem: Kinetoplastida. A arquitetura do KDNA é formada por uma rede de

minicirculos e maxicirculos. Os genes presentes nos maxicirculos, assim como 0s genes
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do DNA mitocondrial de outros eucariotos, codificam RNAs ribossomais e proteinas da
cadeia respiratoria. Os genes localizados nos minicirculos codificam RNAs guias, 0s
quais atuam na edi¢do dos transcritos dos maxicirculos (SOUZA, 2009).

O RNA mitocondrial dos tripanossomatideos é extensivamente editado, de forma
que residuos de uridina (U) sejam inseridos ou deletados em regides codificadoras deste
RNA para que a fase de leitura seja corrigida (SHAPIRO, 1993; SIMPSON et al., 2000;

SIMPSON et al., 2004).

1.3 Diversidade genética em T. cruzi

A reproducéo do T. cruzi ocorre, principalmente, de forma assexuada, por meio
de fissdo binaria. Sendo a recombinagdo um evento raro, este parasito pode ser definido
como uma espécie clonal. Entretanto, modelos mais recentes incorporam eventos de
hibridizacdo para explicar a estrutura das populagdes hibridas de T. cruzi
(WESTENBERGER et al., 2005).

O T. cruzi apresenta uma estrutura populacional bastante heterogénea, a qual tem
sido relacionada a diversidade de sintomas dos pacientes com doenca de Chagas
(MACEDO et al., 2004). A heterogeneidade populacional de T. cruzi consiste na
existéncia de um grande nimero de cepas com caracteristicas distintas relacionadas a
morfologia, taxa de crescimento, parasitemia, viruléncia, patogenicidade, sensibilidade
as drogas, perfil antigénico, metaciclogénese e tropismo tecidual (BUSCAGLIA; DI
NOIA, 2003).

O termo Unidade Discreta de Tipagem (Discrete Typing Unit, DTU) foi proposto
para descrever conjuntos de unidades populacionais que sdo geneticamente mais

semelhantes entre si do que com outras populagdes e que podem ser identificadas por
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meio de marcadores moleculares (ZINGALES et al., 2012). Inicialmente, estudos
genéticos sugeriram a existéncia de duas principais linhagens em T. cruzi: Tcl e Tcll
(MOMEN, 1999). Trabalhos posteriores, utilizando marcadores moleculares presentes no
DNA mitocondrial e nuclear, indicaram a existéncia de uma terceira linhagem,
denominada Tclll (AUGUSTO-PINTO et al., 2003; DE FREITAS et al., 2006;
MACHADO; AYALA, 2001; ROBELLO et al., 2000).

Na tentativa de unificar a nomenclatura do T. cruzi, foi definido que as linhagens
do parasito seriam divididas em seis DTUs, designadas de Tcl a TcVI. As DTUs Tcl,
Tcll, Tclll e TclV apresentam uma homozigosidade alélica substancial. Entretanto, TcV
e TcVI exibem uma heterozigosidade pronunciada, tendo sido sugerido que sejam
derivadas de eventos de hibridizacdo de Tcll e Tclll (DE FREITAS etal., 2006; STURM;

CAMPBELL, 2010; STURM et al., 2003).

1.4 A busca pelo tratamento da Doenca de Chagas

Embora descrita hd mais de um século, a doenca de Chagas ainda ndo possui vacina.
Sendo assim, o controle e o tratamento da doenca dependem dos quimioterapicos
disponiveis. Os farmacos empregados no tratamento da doenca de Chagas sdo dois
nitroaromaticos heterociclicos, o Nifurtimox (NFX) e o Benzonidazol (BZ). O NFX, um
derivado 5-nitrofurano, comecgou a ser usado em 1967, comercializado pela Bayer com o
nome Lampit®. O BZ, um derivado 2-nitroimidazolico, foi lancado pela Roche como
Rochagan®, em 1972, sendo atualmente fornecido pelo Ministério da Satide no Brasil.
Ambas as drogas ndo sdo consideradas ideais para o tratamento da doenca, uma vez que

possuem graves efeitos colaterais e ndo sdo eficazes na fase cronica da doenca. Além
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disso, cepas diferentes podem apresentar diferentes susceptibilidades aos farmacos (APT,
2010; COURA; DE CASTRO, 2002).

Compostos nitroheterociclicos, como o BZ e NFX, sdo pro-drogas e, assim,
necessitam ser ativados para mediarem a atividade citotoxica. Estudos mostraram que
NTRI, uma nitrorredutase dependente de NADH (do inglés, nicotinamide adenine
dinucleotide), atua na ativacdo da droga. Os autores sugerem que 0 mecanismo de
resisténcia do T. cruzi ao BZ e NFX pode ocorrer pela reducao nos niveis de NTRI nos
parasitos resistentes, ao passo que a sua superexpressao pode resultar em parasitos mais
sensiveis (WILKINSON et al., 2008). Neste sentido, foi verificado que a delecdo de
copias do gene que codifica outra nitrorredutase, denominada TcOYE (Old Yellow
Enzyme, também chamada Prostaglandina Sintetase), estd associada ao fendtipo de
resisténcia do T. cruzi ao BZ (MURTA et al., 2006).

Quanto ao mecanismo de atuacdo, BZ e NFX agem de formas distintas.
Entretanto, sabe-se que ambas as drogas levam a producéo de estresse oxidativo por meio
da formacdo de radicais livres e/ou metabodlitos eletrofilicos, os quais podem afetar
proteinas, acidos nucleicos e lipideos do parasito (APT, 2010; RAJAO et al., 2014).
Diferente do NFX, o efeito tripanocida do BZ parece nao depender da geracdo de Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs). A geracdo de superoxido (O2™) e perdxido de hidrogénio
(H202) em concentracdes capazes de inibir o crescimento de epimastigotas de T. cruzi
ndo foi observada (MORENO et al., 1982). Desta forma, é provavel que os metabolitos
reduzidos do BZ estejam envolvidos no efeito tripanocida por meio da ligagéo covalente
a macromoléculas do parasito (DIAZ DE TORANZO et al., 1988; MAYA et al., 2004).

Neste sentido, um estudo metabolémico mostrou que o BZ é extensivamente
metabolizado em um nimero de moléculas no T. cruzi, as quais incluem produtos de

reducdo e aductos covalentes com tidis de baixo peso molecular e outras pequenas
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moléculas. Os autores sugerem que a ligagcdo covalente do BZ com tais tidis, assim como
com outros subtipos, seria a causa primaria da toxicidade desta droga em T. cruzi
(TROCHINE et al., 2014). Além disso, um estudo recente do nosso grupo mostrou que o
BZ oxida preferencialmente o pool de nucleotideos e que a incorporacéo extensiva de
nucleotideos oxidados durante a replicacio do DNA conduz a quebras duplas
potencialmente letais no DNA do T. cruzi (RAJAO et al., 2014).

As linhagens de T. cruzi apresentam diferentes susceptibilidades ao BZ e ao NFX
(FILARDI; BRENER, 1987; MURTA; ROMANHA, 1998). Uma abordagem proteémica
mostrou um aumento na expressao de duas enzimas envolvidas no sistema antioxidante
de algumas linhagens de T. cruzi resistentes ao BZ: triparedoxina peroxidase e ferro
superdxido dismutase (Fe-SOD) (ANDRADE et al., 2008). Outros estudos mostraram
que a delecdo da enzima ferro superoxido dismutase B1 (Fe-SOD B1) torna o T. brucei
mais sensivel ao NFX e ao BZ (PRATHALINGHAM et al., 2007).

Atualmente, varios tipos de drogas estdo sendo estudados visando combater o T.
cruzi. Dentre elas, estdo inibidores do metabolismo de tripanotiona, inibidores de cisteina
protease, inibidores de fosfolipideos, inibidores do metabolismo de pirofosfato, inibidores
da sintese de purinas e inibidores de ergosterol (APT, 2010; COURA; DE CASTRO,

2002; MAYA et al., 2010).

1.5 OgvciclodevidadoT. cruzi

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo, no qual formas com diferentes
caracteristicas biologicas alternam-se entre invertebrados (insetos da familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae) e vertebrados mamiferos. Dentre as formas que o parasito pode

apresentar, amastigotas e tripomastigotas sanguineos sédo encontradas nos hospedeiros
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vertebrados. Nos invertebrados, sdo observados epimastigotas e tripomastigotas
metaciclicos. Epimastigotas e amastigotas sdo replicativos e nao infectantes, ao passo que
tripomastigotas metaciclicos e sanguineos sdo infectantes, mas ndo sdo capazes de
proliferar (RASSI JR; RASSI; MARIN-NETO, 2010) (Figura 3).

Durante o repasto sanguineo no hospedeiro infectado, formas tripomastigotas do
T.cruzi podem ser ingeridas pelo triatomineo. Neste momento, os triatomineos podem
ingerir ingerir 6 a 12 vezes o seu peso corporal original. O sangue ingerido € estocado
praticamente nao digerido em uma ampla por¢do denominada intestino médio anterior. O
mesmo é conservado nao coagulado por anticoagulantes produzidos nas glandulas
salivares e intestino médio anterior, sendo passado em pequenas por¢fes para a parte
posterior do intestino médio, a regido absortiva do mesmo (KOLLIEN; SCHAUB, 2000).

Inicialmente, foi proposto que o desenvolvimento do T. cruzi no vetor tinha inicio
no intestino médio anterior, onde a maior parte das tripomastigotas sanguineos iria se
diferenciar em epimastigotas (GARCIA et al., 2010) (Figura 4). Entretanto, dados
recentes indicam que 0s parasitos passam para a por¢ao posterior do intestino médio nas
primeiras 24 horas de infec¢do, sendo a diferenciacdo inicada apenas nesta regido
(FERREIRA et al., 2016).

Na porcdo posterior do intestino médio e reto, 0s epimastigotas se aderem a parede
intestinal e se multiplicam por mitose. As formas epimastigotas sofrem metaciclogénese
e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos na regido do reto, podendo ser liberadas

nas fezes dos hospedeiros invertebrados (GARCIA et al., 2010).
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Figura 3: T. cruzi e suas principais formas ao longo do ciclo de vida. (A) Representacao
esquematica de uma secdo longitudinal da forma epimastigota de T. cruzi. (B) As principais
formas do parasito sdo definidas pelo seu formato, pela presenca e adesdo do flagelo e pela
posicdo do corpo basal, do cinetoplasto e do nicleo. As formas epimastigota e tripomastigota
metaciclica sdo encontradas no hospedeiro invertebrado, e as formas amastigota e tripomastigota,
no vertebrado. Adaptado de DOCAMPO et al., 2005.
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(a)

(b)

(c)

Figura 4: Desenvolvimento do T. cruzi no hospedeiro invertebrado. As formas tripomastigotas
(TRY) sdo ingeridas durante repasto sanguineo e, no intestino médio anterior (a), se transformam
em epimastigotas (EPI). No intestino médio posterior (b), os parasitos aderem a parede e se
multiplicam. Algumas formas esferomastigotas podem ser encontradas (SPH). Nas paredes do
reto (c), os epimastigotas se replicam intensamente e se transformam em tripomastigotas
metaciclicas. Ambas as formas podem ser eliminadas na urina e fezes do inseto (GARCIA et al.,
2010).

Ao longo dos anos, varios trabalhos tém sugerido fatores que influenciam a
metaciclogénese, tais como o tipo de linhagem ou clone (GARCIA; DVORAK, 1982;
KRASSNER et al., 1990), osmolaridade (ADROHER; LUPIANEZ; OSUNA, 1988;
OSUNA; ADROHER; LUPIANEZ, 1990), pH inicial do meio (UCROS GUZMAN;
GRANGER; KRASSNER, 1983), utilizacéo de L-prolina como Unica fonte de carbono e
estresse nutricional (CONTRERAS et al., 1988; CONTRERAS et al., 1985), o qual ja foi
associado a inibigéo do fator eucaridtico de iniciagdo 2 a (elF2a) (TONELLI et al., 2011).

No hospedeiro vertebrado, a infeccéo é iniciada no momento do repasto sanguineo,

quando as fezes do hospedeiro invertebrado contendo tripomastigotas metaciclicos
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entram em contato com a mucosa dos olhos, nariz, boca ou pele lesionada, possibilitando
que estas formas atinjam a corrente sanguinea. Diferente de outros agentes infecciosos
que dependem de fagocitos profissionais para o sucesso da infeccdo, os tripomastigotas
sdo capazes de invadir ativamente tanto células fagociticas quanto células ndo fagociticas.
Os macrofagos residentes dos tecidos periféricos seriam o primeiro alvo do parasito no
local da infecgéo inicial (MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ; FRESNO, 1992).

A entrada do T. cruzi na célula hospedeira é um evento dependente da inducgéo de
uma sinalizacdo intracelular desencadeada pelo parasito, a qual culmina com o
recrutamento de lisossomos para a formacéo do vacuolo parasitéforo. O recrutamento e
fusdo de lisossomos levam a liberacdo de uma esfingomielinase acida lisossomal que
induz um processo de endocitose compensatoria. Tal processo culmina na internalizacao
do parasito em um vacutolo contendo uma membrana lisossomal e por¢cdes de membrana
plasmatica. O vacuolo endocitico em formacdo continua a adquirir membrana lisossomal
até que todo o parasito seja envolvido por esta membrana (SIBLEY, 2011; EPTING;
COATES; ENGMAN, 2010; FERNANDES et al., 2011). A fusdo lisossomal no ponto
de adesdo do parasito ou ap0s a invaginacdo da membrana plasmatica € um evento
essencial para o processo de infeccdo celular, uma vez que funciona como ancora para a
retencdo do T. cruzi no meio intracelular (ANDRADE; ANDREWS, 2004).

O mecanismo de escape do vacuolo parasitéforo € dependente do lisossomo e seu
pH &cido, sendo este considerado um ambiente favoravel para a expressao e atuacdo de
fatores do parasito importantes no processo de lise da membrana vacuolar (ANDREWS,
1994; ANDREWS et al., 1990). Estudos mostram que o baixo pH encontrado no vacutolo
parasitoforo é essencial para o desencadeamento do processo diferenciacdo de
tripomastigotas em amastigotas, formas capazes de se multiplicar por divisdo binaria

(TOMLINSON et al., 1995).
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Apbs a diferenciacdo dos tripomastigotas em amastigotas, estas passam por um
periodo de quiescéncia e, em seguida, retornam ao ciclo celular e passam por novas
rodadas de replicagdo antes de se diferenciarem novamente em tripomastigotas
sanguineos e serem capazes de romper as células e iniciarem um novo ciclo de infecgédo
celular (ANDRADE; ANDREWS, 2005). O ciclo de vida do T. cruzi continua quando o
hospedeiro invertebrado ingere tripomastigotas sanguineos durante o repasto sanguineo

(Figura ).

1.6 T.cruzi e o estresse oxidativo

O estresse oxidativo € comumente definido como a situacdo em que o balango
entre oxidantes e antioxidantes é perdido. Sendo a maioria dos protozoarios parasitos
constituida por organismos aerdbios, a principal fonte de estresse oxidativo a qual estdo
expostos sdo os subprodutos da reducdo parcial do Oz, denominados espécies reativas de
oxigénio (EROs). Nestes organismos, as EROs podem ser produzidas pelo proprio
metabolismo, sendo a mitocondria a sua principal fonte (MENNA-BARRETO; DE
CASTRO, 2014), ou por agentes externos, como 0 sistema imune do hospedeiro e o
metabolismo de drogas (IRIGOIN et al., 2008; TURRENS, 2003; WINTERBOURN,

2008).
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Figura 5: Ciclo de vida do T. cruzi. (1) Durante o repasto sanguineo, o inseto vetor libera os
tripomastigotas metaciclicos por meio das fezes no local préximo a picada. (2) No hospedeiro, os
tripomastigotas metaciclicos invadem as células proximas ao local de inoculagéo e se diferenciam
em amastigotas. (3) Os amastigotas se diferenciam por fissdo binéria, (4) se diferenciam e sdo
liberados na corrente sanguinea como tripomastigotas sanguineos. (5) Os tripomastigotas
infectam células de vérios tecidos e se diferenciam em amastigotas em um novo sitio de infeccao.
(6) Dando continuidade ao ciclo, os tripomastigotas sanguineos sao ingeridos pelo vetor durante
0 repasto sanguineo e se diferenciam em epimastigotas no seu intestino. (7) Os epimastigotas se
multiplicam, (8) se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos e o ciclo se reinicia. Adaptado
do CDC (do inglés Center for Disease Control and Prevention — www.dpd.cdc.gov/dpdx).

As EROs de maior relevancia fisiolégica sdo o O2", 0 H20- e o radical hidroxila
('OH). O2" e "OH sé&o classificados como radicais livres verdadeiros, pois apresentam
elétrons ndo pareados na camada de valéncia. Estas moléculas sdo altamente reativas e
podem sofrer reacdes redox interagindo com moléculas ao redor para retornarem a uma
condicdo mais estavel. O H>O, por sua vez, é definido como um agente pro-oxidante
ndo-radical. Apesar de sua baixa reatividade, possui um papel importante na geracéo de

dano oxidativo, uma vez que é capaz de se difundir através de membranas biologicas e
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gerar o radical ‘OH por meio das reacdes de Haber-Weiss (participacdo do O2™) ou Fenton
(catalisada por Fe?*). O "OH nio se difunde do local gerado e, embora apresente meia-
vida curta (10-°s), pode causar varios danos a biomoléculas ao seu redor, como proteinas,
carboidratos, lipidios e acidos nucléicos (NOVO; PAROLA, 2008; WINTERBOURN,
2008).
No hospedeiro vertebrado, os macrofagos residentes estdo entre as primeiras células
a serem invadidas pelo T. cruzi e, para que a infecgéo seja estabelecida, o parasito precisa
lidar com o ataque destas células. Os macréfagos respondem a invasdo do parasito com a
producdo de O>" pela NADPH oxidase (NADPHox, do inglés nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate-oxidase), podendo resultar na formacdo de H>O2. Se ocorrer a
ativacdo do macrofago por citocinas pro-inflamatdérias, todo o poder oxidante citotoxico
dos macrdéfagos sera liberado, culminando com a morte do parasito (KIERSZENBAUM;
KNECHT; BUDZKO, 1974; MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ; FRESNO, 1992).
Além do ataque dos macrofagos, estudos mostram que o T. cruzi também pode ser
exposto ao estresse oxidativo gerado pelos cardiomidcitos infectados. Verificou-se que,
durante o processo de invasao e replicacdo do T. cruzi em cardiomidcitos de ratos adultos,
ocorre um aumento substancial de EROs no citoplasma das células infectadas. Tal
aumento seria provocado por uma série de eventos celulares, os quais causariam um
distdrbio no potencial de membrana mitocondrial, comprometendo a atividade dos
complexos respiratorios e culminando com a formacdo de espécies reativas (GUPTA;
WEN; GARG, 2009).
O sangue ingerido pelo hospedeiro invertebrado durante o repasto também
constitui uma fonte de estresse oxidativo durante o ciclo de vida do T. cruzi. O sangue
contém altas concentragdes de hemoglobina, cuja degradacéo resulta na liberagéo de altas

concentragdes de heme (GRACA-SOUZA et al., 2006). O heme, composto por um atomo
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de ferro contido no centro de um largo anel orgénico heterociclico, denominado porfirina,
pode gerar EROs por meio da reacao do tipo Fenton e promover a oxidacéo de lipideos,
proteinas e DNA (AFT; MUELLER, 1983; GUTTERIDGE; SMITH, 1988). O estresse
oxidativo também estd presente no intestino do inseto na forma de intermediarios de
nitrogénio, como o 6xido nitrico (NO), os quais podem ser produzidos pelo mesmo em
resposta a invasao pelo parasito (WHITTEN et al., 2007).

Para lidar com o estresse oxidativo, o T. cruzi apresenta uma série de defesas
bioquimicas. Por um lado, enzimas do sistema antioxidante sdo capazes de converter as
espécies reativas em moléculas mais estaveis e menos prejudiciais. Por outro, este
parasito também possui um eficiente sistema de reparo de DNA para conter 0s danos
provocados pelas espécies reativas que ndo foram neutralizadas pelo sistema de defesa

antioxidante.

1.7 T.cruzi e a resposta ao dano oxidativo no DNA

A oxidacdo, no que diz respeito a modificacdo de bases, representa o principal
fator endogeno de danos ao DNA. Estima-se que 10.000 bases sejam oxidadas por dia
por célula de mamifero. Mais de cem tipos diferentes de modificacGes causadas por EROs
no DNA ja foram identificadas, incluindo lesdes de bases, sitios AP (apurinicos ou
apirimidinicos), les6es de desoxirribose, quebras de fita simples, quebras de fita dupla e
crosslinks. Destas, muitas apresentam propriedades citotoxicas e/ou mutagénicas
(CADET et al., 1997).

O reparo por excisdo de bases (BER, do inglés Base Excision Repair) é a principal
via de reparo de DNA para o processamento de lesdes que modificam bases individuais,

mas ndo causam grandes modificagdes na estrutura da dupla hélice. Estas modificagdes
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seriam resultantes de processos de oxidacéo, alquilacdo e desaminacgéo de bases, sendo a
oxidacdo o principal fator endégeno de danos ao DNA (MACHADO-SILVA et al., 2016;
ROBERTSON et al., 2009).

A via do BER pode ser resumida nos seguintes passos: reconhecimento e remogéo
da base modificada ou mal pareada, excisdo do AP, preenchimento do gap de DNA e
religamento da fita reparada. O passo de reconhecimento e remogéo da base danificada é
catalisado por uma DNA glicosilase, a qual deve ser especifica para a base modificada a
ser reparada. O sitio AP gerado pela DNA glicosilase pode ser processado de duas
maneiras diferentes: no caso do envolvimento de uma DNA glicosilase bifuncional, a
atividade 3° AP liase intrinseca da enzima cliva o esqueleto de DNA a 3’ do sitio AP. Se
a DNA glicosilase for monofuncional, uma enzima AP endonuclease catalisa a incisao da
fita lesionada, deixando um terminal 3’-OH e um grupo desoxirribose-fosfato (5’-dRP)
na outra extremidade (BAUTE; DEPICKER, 2008).

A extremidade ndo convencional criada em ambos 0s casos precisa ser processada
para formar uma extremidade 3’OH convencional e permitir a posterior sintese de DNA
por uma DNA polimerase. A extremidade 3’ criada por glicosilases bifuncionais é
removida pela atividade diesterase 3’ de AP endonucleases (IZUMI et al., 2000) e a
extremidade 5’-dRP, gerada pela AP endonuclease apds a acdo de glicosilases
monofuncionais, ¢ removida pela atividade 5’dRPase da DNA polimerase beta (Polf})
(MATSUMOTO; KIM, 1995).

Ap0s o processamento da extremidade 3’ ndo convencional, a via pode seguir com
0 preenchimento do gap e religamento por meio de duas diferentes formas: a via curta
(short-patch BER), mecanismo mais comum, onde apenas um nucleotideo é substituido,

ou a via longa (long-patch BER), quando 2 a 13 nucleotideos sdo substituidos. A via
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curta, coordenada pela XRCC1, consiste na incorporacdo de nucleotideos no DNA pela
Polp e ligacdo pela Ligase 3 (LIG3) (KUBOTA et al., 1996).

Na via longa, foi relatado que a Polf também incorpora o primeiro nucleotideo
(PODLUTSKY et al., 2001), mas o elongamento e deslocamento da fita sdo catalisados
pelas polimerases delta (Pold) ou épsilon (Pole) (FROSINA et al., 1996). Tal processo
cria um fragmento deslocado de 2 a 13 bases da fita anterior (denominado flap). A
estrutura flap criada precisa ser removida pela enzima endonuclease FEN1 (do inglés
Flap structure-specific endonuclease 1) para o posterior ligamento da fita recém-
sintetizada pela ligase 1 (LIG1) (KIM; BIADE; MATSUMOTO, 1998). A via longa do
BER também tem o envolvimento das proteinas PCNA (do inglés Proliferating Cell
Nuclear Antigen), que interage e coordena as DNA polimerases e FEN1 (GARY et al.,
1999), além de PARP (do inglés poly ADP-ribose polimerase), que reconhece lesdes no
DNA, se liga a elas e estimula o deslocamento da fita, sintetizando PAR (do inglés poly
ADP-ribose) e facilitando o acesso da maquinaria de reparo ao local (D’AMOURS et al.,
1999).

Os principais componentes do BER foram identificados no genoma do T. cruzi
(EL-SAYED et al.,, 2005; PASSOS-SILVA et al., 2010). Dentre aqueles ja
caracterizados, estdo a uracil-DNA glicosilase (FAREZ-VIDAL et al., 2001), a 8-
oxoguanina DNA glicosilase 1 (FURTADO et al., 2012) e a AP endonuclease 1 (PEREZ
et al., 1999). A TcPolp também foi caracterizada e localizada na mitocéndria do parasito
(LOPES et al., 2008).

Dentre os quase 50 tipos identificados de lesGes de base causadas por estresse
oxidativo, a lesdo 8-0xoG (8-oxoguanina ou 7,8-dihidro-8-oxoguanina) é uma das mais
abundantes e melhor caracterizadas (DIZDAROGLU et al., 2002). A 8-0x0G ¢ formada

em altas quantidades pela reacdo de diferentes moléculas oxidantes, principalmente o
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radical ‘OH, com o0 DNA (DEVASAGAYAM et al., 1991). Esta base oxidada apresenta
propriedades mutagénicas devido a capacidade de realizar pareamento com a adenina
durante a replicacdo, podendo resultar no aumento da frequéncia de transversdes
GC—TA (WOOD et al., 1992).

Em bactérias, a via de reparo a 8-0xoG (também conhecida como Sistema GO) é
composta pelas enzimas MutM (também conhecida como Fpg), MutY e MutT, as quais
correspondem as enzimas 8-oxoguanina glicosilase (OGG1l), MUTYH e MTHL1
(BARNES; LINDAHL, 2004; DAVID; O’SHEA; KUNDU, 2007, MICHAELS;
MILLER, 1992). A enzima MutM de bactérias, ou OGG1 em eucariotos, € uma DNA
glicosilase bifuncional que reconhece e remove especificamente a lesdo 8-0xoG quando
pareada com citosina (C). Apos a remoc¢do da base oxidada, o sitio AP formado sera
processado por outras enzimas da via do BER e o par G:C sera reestabelecido
(BOITEUX; O’CONNOR; LAVAL, 1987; VAN DER KEMP et al., 1996).

No entanto, se a remocdo da 8-oxoG pela MutM (OGG1) ndo ocorrer e a
replicacdo acontecer, um par incorreto 8-o0xoG:A podera ser formado, considerando que
DNA polimerases replicativas incorporam adenina preferencialmente a 8-oxoG (HSU et
al., 2004). Se isto ocorrer, a glicosilase MutY (MUTYH) podera reconhecer o par 8-
ox0G:A e remover a adenina pareada erroneamente (MICHAELS et al., 1990). O
processamento subsequente do sitio apurinico por outras enzimas de reparo de DNA
podera criar um par 8-0x0G:C, o que possibilitard uma nova oportunidade para a retirada
de 8-o0xoG por MutM (OGG1) (SHIBUTANI; TAKESHITA; GROLLMAN, 1991).
Neste sistema, a enzima MutT (MTH1) atua na hidrélise de 8-oxo-dGTP a 8-oxo-dGMP
no pool de nucleotideos, impedindo sua incorporagdo no DNA pelas DNA polimerases

(MAKI; SEKIGUCHI, 1992; NAKABEPPU et al., 2006; SAKUMI et al., 1993).
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Recentemente, nosso grupo mostrou que a expressao heterdloga de MutT em T.
cruzi aumenta a resisténcia do parasito ao estresse oxidativo causado pelo H2O. Além
disso, foi observado que os parasitos recombinantes exibiram um aumento significativo
na proliferacdo em fibroblastos e macrofagos em relacdo aos selvagens. Neste estudo,
também foi verificado que ha um aumento na parasitemia de camundongos infectados
com parasitos que expressam MutT e que a expressao heter6loga desta enzima influencia
0s niveis de importantes enzimas antioxidantes do parasito. Adicionalmente, foi mostrado
que a superexpressdo de MTH, homdélogo de MutT em T. cruzi, torna o parasito mais

resistente ao estresse oxidativo causado por H2O2 (AGUIAR et al., 2013).

1.8 O sistema antioxidante do T. cruzi

O sistema antioxidante do T. cruzi é formado por uma rede de enzimas e moléculas
ndo enzimaticas com atividade de oxirreducao distribuidas no reticulo endoplasmatico,
glicossomos, mitocondria e citosol. Neste sofisticado sistema de vias interligadas,
equivalentes redutores do NADPH, derivados principalmente da via pentose fosfato, séo
transferidos para diversas peroxidases através da tripanotiona [T(SH)2; N1,N8-
bisglutationilspermidina] e da triparedoxina (TXN) ou glutationa (GSH). Cinco
peroxidases distintas ja foram identificadas em T. cruzi: duas glutationa peroxidases, uma
heme-peroxidase dependente de ascorbato e duas triparedoxina peroxidases (mitocondrial
e citosolica). Além destas peroxidases, o sistema de defesa antioxidante do T. cruzi
apresenta quatro enzimas ferro superédxido dismutases (Fe-SOD A, Fe-SOD B1, Fe-SOD
B2 e Fe-SOD C) (PIACENZA; PELUFFO; ALVAREZ; MARTINEZ; et al., 2012)

(Figura 6).
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A T(SH)2, um ditiol de baixo peso molecular, foi descoberta em 1985 em vérios
tripanossomatideos (FAIRLAMB; CERAMI, 1985). Esta molécula é sintetizada em duas
etapas sequenciais, quando duas moléculas de GSH sdo covalentemente ligadas ao
terminal NH. de uma molécula de espermidina pela enzima tripanotiona sintetase (TS)
(OZA et al., 2002). Sendo a T(SH). exclusiva de tripanossomatideos, uma série de
trabalhos tém visado criar drogas que atuem no metabolismo das enzimas envolvidas na
sintese de tripanotiona como alvo terapéutico (FLOHE, 2012; GONZALEZ-CHAVEZ et
al., 2015; KUMAR; ALI; BAWA, 2014).

As defesas antioxidantes dos tripanossomatideos também incluem a enzima
tripanotiona redutase (TR). A TR mantém o ambiente intracelular redutor pela reciclagem
da tripanotiona dissulfidica [T(S)2] em sua forma ditiol T(SH). (SULLIVAN; SHAMES;
WALSH, 1989). Por manter um alto nivel de T(SH)2 intracelular, a funcéo redox da TR
faz parte da linha primaria de defesa dos tripanossomatideos contra o ambiente oxidativo
do hospedeiro (KUMAR; ALI; BAWA, 2014). Dada sua importancia no sistema de
defesa antioxidante do T. cruzi, varias moléculas tém sido exploradas como inibidoras
desta enzima (BONNET et al., 2000; CHIBALE; MUSONDA, 2003; HAMILTON et al.,

2003; PONASIK et al., 1995).
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Figura 6: Sistema antioxidante do T. cruzi. A rede antioxidante de T. cruzi é formada por
diversas enzimas distribuidas no reticulo endoplasmatico, glicossomos, mitocondria e citoplasma.
O doador final de elétrons para todos os sistemas enzimaticos € o0 NADPH e seus redutores
equivalentes sdo transferidos através da tripanotiona [T(SH).], glutationa (GSH), ascorbato
(ASC) e triparedoxina (TXN). Reticulo endoplasmatico: O H,O- é metabolizado por uma heme-
peroxidase dependente de ASC (APX), que utiliza o0 ASC como doador final de elétrons. O
dehidroascorbato (DHA) resultante € reduzido pela T(SH).. Na presenca de metais de transicéo,
0 H.0O, pode iniciar reagdes de lipoperoxidagdo, resultando na formagdo de hidroperdxidos
organicos (LOOH). Os LOOH séo substratos da peroxidase dependente de glutationa Il (GPX-II)
que utilizaa GSH. A T(SH). é responsavel pela reducéo da glutationa oxidada (GSSG) para GSH,
enquanto que a tripanotiona redutase (TR) é responsavel pela reducdo da tripanotiona oxidada
(TS2). Mitocdndria: A cadeia transportadora de elétrons € o principal local de formagdo de
superoxido (O2™), principalmente através do Complexo Il1. A superdxido dismutase mitocondrial
(Fe-SOD A) catalisa a dismutacdo do O, em H,O,. Uma vez na mitocondria, 0 6xido nitrico
(NO) pode inibir a respiracdo mitocondrial no Complexo 1V, induzindo um aumento na formacéo
de O, pelo Complexo I11. O NO compete com a Fe-SOD A pelo O, para formar peroxinitrito
(ONOO"). A peroxirredoxina mitocondrial (MPX) decompde 0 H.O, e 0 ONOO — utilizando a
TXN reduzida (TXNg) como substrato redutor. Citoplasma: As enzimas antioxidantes no
citoplasma sdo: peroxirredoxina citosélica (CPX), Fe-SOD B, e GPX-I. A T(SH); é sintetizada a

partir de duas moléculas de GSH e uma espermidina em uma reacdo catalisada pela enzima
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tripanotiona sintetase (TS). A via das pentoses fosfato (PPP) é responsavel pelo fornecimento dos
equivalentes redutores do NADPH (adaptado de PIACENZA; ALVAREZ; et al., 2009).

Na mitocondria dos tripanossomatideos, a cadeia de transporte de elétrons é o
principal sitio de formacéo de O>"". Nesta organela, as enzimas Fe-SOD A e Fe-SOD C
atuam na converséo de O2" em Oz e H20,. Além destas, os tripanossomatideos possuem
as isoformas Fe-SOD B1, localizada principalmente no citoplasma, e Fe-SOD B2, no
glicossomo. Nos hospedeiros mamiferos, as SODs tém como cofatores o cobre, o zinco
ou 0 manganés. Nos tripanossomatideos, estas enzimas apresentam o ferro como cofator
(DUFERNEZ et al., 2006).

Estudos demonstraram um aumento no nivel de expressao de Fe-SOD A em uma
populacdo de T. cruzi com resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) em rela¢do ao seu
par sensivel (NOGUEIRA et al., 2006). Além disso, a superexpressdo de Fe-SOD A
protege o T. cruzi da morte celular programada induzida por soro humano fresco,
indicando a participacdo do O™ neste processo (PIACENZA et al., 2007).

A mitocéndria dos tripanossomatideos também possui a enzima triparedoxina
peroxidase (MTXNPX), cuja funcdo é detoxificar H20., peroxinitrito e hidroperoxidos de
cadeia curta. O gene mTXNPX, presente em cdpia Unica no genoma, possui uma regido
codificante de 681 pb, a qual é traduzida em um peptideo de, aproximadamente, 25 kDa.
Além desta isoforma, os tripanossomatideos possuem a triparedoxina peroxidasica
citosélica (cTXNPXx). A caracterizacdo do gene da cTXNPx em T. cruzi mostrou uma
regido codificante de 600 pb, cujo produto apresenta cerca de 20 kDa (WILKINSON et
al., 2000). Recentemente, foi demonstrado que a mTXNPXx esta localizada também no
citosol, permitindo que esta enzima utilize a via dependente de tripanotiona para exercer
sua fungdo. Entretanto, 0 mecanismo exato pelo qual esta enzima atua na mitocondria

ainda esta sendo discutido (PELOSO et al., 2016).
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As enzimas cTXNPx e mTXNPx apresentam dominios que tem em comum o
subgrupo 2-Cys, o qual estd presente em enzimas antioxidantes da Familia de
Peroxirredoxinas e é responsavel pela atividade de peroxidase. Estas peroxirredoxinas
diferem daquelas presentes nos mamiferos porque sdo dependentes de T(SH)2 (PINEYRO
et al., 2005). Estudos mostraram que, em 0posi¢cdo aos outros tripanossomatideos
estudados, CTXNPx e mTXNPXx estdo presentes em baixas concentracbes em T. cruzi
(PINEYRO et al., 2008).

De forma interessante, os niveis de mMRNA de cTXNPx e mTXNPx em populac6es
de T. cruzi que apresentam resisténcia induzida in vitro ao BZ (17LER) sdo aumentados
duas vezes em relacdo ao seu par sensivel (L17WTS) (NOGUEIRA et al., 2009). Além
disso, estudos envolvendo a superexpressdo de cTXNPx e mTXNPx em epimastigotas de
T. cruzi mostraram um aumento na protecdo ao peroxinitrito. Entretanto, este efeito é
perdido quando o residuo de cisteina no sitio catalitico € mutado (PIACENZA et al.,
2008). Outro trabalho demonstrou que a superexpressao de cTXNPx em T. cruzi aumenta
a infeccdo em macrofagos e camundongos (IRIGOIN et al., 2008).

No reticulo endoplasmatico dos tripanossomatideos, o H.O é metabolizado pela
hemoperoxidase dependente de ascorbato (APX), a qual utiliza ascorbato como doador
de elétrons. O dehidroascorbato formado é reduzido diretamente pela T(SH).. O gene
TcAPX apresenta uma unica cépia no genoma do parasito e seu transcrito possui 1,9 kb
em epimastigotas. Testes de especificidade mostraram que a atividade desta enzima foi
restrita ao H2O2 (WILKINSON et al., 2002a).

Estudos demonstraram que ha um aumento na expressdo de TCAPX em
populacOes de T. cruzi resistentes ao BZ, os quais também apresentaram maior tolerancia

ao H202 (NOGUEIRA et al., 2012). Sendo a APX ausente no hospedeiro humano, esta
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enzima deve ser considerada um alvo potencial para a quimioterapia contra a doenca de
Chagas (TURRENS, 2004; WILKINSON et al., 2002a).

Na presenca de metais com atividade de oxirreducdo, o H>O pode passar pelo
processo de lipoperoxidacdo e gerar peroxidos inorganicos, os quais sdo substratos para
a glutationa peroxidase. No genoma do T. cruzi, foram identificados quatro genes que
codificam enzimas do tipo glutationa peroxidase (GPx). Dois destes genes codificam a
glutationa peroxidase | (TcGPxl), localizada no citosol e em glicossomos (WILKINSON
et al., 2002b). Os outros dois genes codificam a glutationa peroxidase Il (TcGPxlI),
presente no reticulo endoplasmatico (WILKINSON et al., 2002c). As glutationas de
mamiferos sdo dependentes de selénio, entretanto, nos tripanossomatideos, estas enzimas
dependem de cisteina. A glutationa oxidada é reduzida pela T(SH)2 (PIACENZA et al.,
2012).

E interessante ressaltar que a transformacao do T. cruzi da forma epimastigota para
a tripomastigota é acompanhada pelo aumento da expressdo das enzimas Fe-SOD,
MTXNPX, cTXNPx, APX, e TS. Tal fato pode ser interpretado como uma pré-adaptacao
do parasito para sobreviver aos altos niveis de EROs e de espécies reativas de nitrogénio
(ERNS) produzidos pelo sistema imune do hospedeiro mamifero (ATWOOD et al., 2005;
IRIGOIN et al., 2008; PIACENZA; ZAGO; et al., 2009).

Embora o sistema antioxidante do T. cruzi possua as enzimas TXNPx e APX,
capazes de metabolizar H2O-, estes parasitos sdo desprovidos de glutationa peroxidase
dependente de selénio e catalase, as quais sdo capazes de dismutar rapidamente altos

niveis destas moléculas (EL-SAYED et al., 2005; FLOHE et al., 1999).

1.9 T.cruzi e a auséncia de catalase
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A catalase ou hidroperoxidase (EC 1.11.1.6), uma das mais eficientes enzimas
conhecidas, faz parte do sistema de defesa antioxidante da maioria dos organismos
aerobios. A evolucdo desta enzima provavelmente ocorreu quando o planeta Terra passou
a ter uma atmosfera oxigenada e 0s organismos necessitaram neutralizar os subprodutos
toxicos do O2 (BRAVO et al., 1995). A primeira descrigdo desta enzima ocorreu em 1900,
durante um estudo envolvendo folhas de tabaco, quando a capacidade de metabolizar
H>O> foi associada a uma enzima especifica, a qual foi denominada catalase (LOEW,
1900).

A reacdo geral catalisada pela catalase pode ser definida por:

ROOH + HQOH = QO + ROH + H-0,

onde 0 R é um hidrogénio ou um grupo alquil ou acil e HQOH é um doador de dois
elétrons. Inicialmente nesta reacdo, ocorre a oxidacdo da enzima por um peréxido
(ROOH). Apds, ocorre a oxidacdo do substrato HQOH para recuperar a enzima livre. A
oxidacdo do substrato é classificada como catalitica, quando Q é um O, e peroxidasica,
guando Q é outro componente (BRAVO et al., 1995).

Apesar de sua ampla distribuicdo na natureza, varios eucariotos nao possuem um
homologo identificavel do gene da catalase em seu genoma. A auséncia desta enzima foi
observada em espécies que habitam ambientes an6xicos e com pouca exposi¢cdo ao
estresse oxidativo, tais como aquelas pertencentes aos géneros Giardia, Trichomonas,
Entamoeba e Cryptosporidium (MEHLOTRA, 1996). Inesperadamente, a mesma esta
ausente em eucariotos fotossintéticos que possuem plastidios secundarios, incluindo
Euglenoidea, Chlorarachnea, Haptophyta, Cryptophyta e alguns Stramenopiles

(KRAEVA et al., 2016).
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Outro padrdo marcante na distribuicdo de catalase na natureza é que a mesma foi
especificamente perdida em algumas linhagens parasitarias do sangue de vertebrados.
Entretanto, os parasitos do filo Apicomplexa representam um exemplo conspicuo. Dentre
aquelas espécies que tiveram o genoma sequenciado, dois representantes da subclasse
Gregarinasina e sete da subclasse Coccidiasina possuem o gene da catalase. Entretanto,
este gene esta ausente no genoma dos hematozoas dos géneros Theileria, Babesia e
Plasmodium. Além disso, a catalase esta presente em cinco espécies de platelmintos de
vida livre, mas ausente em espécies de Schistosoma (KRAEVA et al., 2016).

Ainda sobre a distribuicdo de catalase na natureza, os parasitas da familia
Trypanosomatidae merecem uma atencdo especial. Em adicdo ao sistema de defesa
antioxidante baseado em T(SH)., vérios tripanossomatideos adquiriram uma catalase
similar a de bactérias. A presenca da atividade desta enzima foi inicialmente reportada
em varios representantes monoxénicos, ou seja, que parasitam apenas um hospedeiro, no
caso, invertebrado. Dentre eles estdo espécies das subfamilias Leishmaniinae (Crithidia
fasciculata e C. luciliae) e Strigomonadinae (Strigomonas oncopelti and S. culicis)
(WERTLIEB; GUTTMAN, 1963). Diferente de outros eucariotos, nos quais a catalase €
predominantemente peroxissomal, nos tripanossomatideos em que esta presente esta
enzima é citoplasmatica (EDWARDS; LLOYD, 1977; SOUTO-PADRON; DE SOUZA,
1982). Entretanto, sobre o0s genomas ja sequenciados de tripanossomatideos
heteroxénicos, ou seja, que parasitam diferentes hospedeiros, 0s mesmos ndo possuem
nenhuma sequéncia similar & do gene da catalase. E o caso dos parasitos T. cruzi (EL-
SAYED et al., 2005), T. brucei (BERRIMAN et al., 2005) e Leishmania major (IVENS
et al., 2005).

A bactéria Escherichia coli possui duas catalases bem caracterizadas,

denominadas hidroperoxidase | (HPI) e hidroperoxidase Il (HPII). HPI é uma catalase-
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peroxidase que contém dois grupos protoheme IX em um tetramero formado por
subunidades idénticas (CLAIBORNE; FRIDOVICH, 1979). HPIl é uma catalase
monofuncional que possui um elevado Km para o H202 e um isémero cis-heme d por
subunidade em uma estrutura aparentemente hexamérica (LOEWEN; SWITALA, 1986).

O gene que codifica HPI, katG, foi identificado pela primeira vez em 1983, sendo
posteriormente caracterizado e sequenciado (TRIGGS-RAINE; LOEWEN, 1987;
TRIGGS-RAINE et al., 1988). Subsequentemente, foi verificado que o gene katk
codifica HPII, cuja sequéncia é muito semelhante a dos genes que codificam outras
catalases que contém heme (TRIGGS-RAINE et al., 1988; VON OSSOWSKI;
HAUSNER; LOEWEN, 1993; VON OSSOWSKI et al., 1991).

A expresséo de katE é controlada pelo regulon o*, codificado pelo gene rpoS, o
qual também controla um grande nimero de genes de resposta a diversos tipos de
situacdes de estresse (LOEWEN et al., 1998). Estudos mostraram que a sintese de HPII
ndo responde ao nivel de H202 e se mantem baixa durante toda a fase exponencial.
Entretanto, a sintese desta enzima aumenta de seis a nove vezes quando ocorre a transicdo
para a fase estacionaria (LOEWEN; SWITALA; TRIGGS-RAINE, 1985; VON

OSSOWSKI; HAUSNER; LOEWEN, 1993).

1.10 Peroxido de hidrogénio (H2032) e sinalizacdo de estresse oxidativo

Uma das primeiras caracteristicas reconhecidas e relacionadas ao H2O; foi a
geracdo de estresse oxidativo. Apesar disso, uma das surpresas da biologia redox foi o
reconhecimento desta molécula como sinalizadora (SIES, 2014). Estudos realizados na
década de 70 mostraram que, quando adicionado exogenamente, o H20O. poderia

mimetizar a atividade de fatores de crescimento (CZECH, 1976). No final da década de
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80, foi mostrado que a adi¢do de H.O2 em baixas concentra¢des é capaz de aumentar a
proliferacdo celular (BURDON; GILL; RICE-EVANS, 1989). Em relacdo a capacidade
de sinalizacdo, caracteristicas como a estabilidade e a capacidade de difusédo atraves da
membrana fornecem vantagens ao H20.. O mecanismo melhor caracterizado pelo qual o
H>O> atuaria como molécula sinalizadora seria por meio da oxidacéo de residuos criticos
de cisteina de proteinas que respondem as alteracdes no balanco redox (D’AUTREAUX;
TOLEDANO, 2007).

Neste sentido, sugere-se que as EROs ndo sejam simplesmente um produto
metabolico indesejado. Ao invés disso, estas moléculas teriam sido selecionadas pela
natureza devido a sua capacidade de sinalizacdo (RECZEK; CHANDEL, 2015). Ha
hipdteses que sugerem que, no inicio da evolugdo, as EROs foram selecionadas como
mecanismo de transducdo de sinais para possibilitar a adaptacdo as alteracdes na
disponibilidade de nutrientes e ao ambiente oxidativo (WOOD; POOLE; KARPLUS,
2003).

A exposicao prévia de epimastigotas de T. cruzi a baixas concentracdes de H.O>
é capaz de fazer com que estes parasitos resistam mais ao tratamento com concentracdes
mais altas desta substancia (FINZI et al., 2004). Além disso, foi observado que o grupo
prostético heme induz a proliferacdo do T. cruzi (NOGUEIRA et al., 2011). Neste sentido,
foi mostrado que, durante a infeccdo de T. cruzi em macrofagos, o estresse oxidativo
gerado pela explosdo respiratoria poderia estimular a infeccdo (PAIVA et al., 2012). O
papel das EROs como moléculas sinalizadoras também foi descrito em Leishmania,
sugerindo gque estas moléculas atuem como um importante sinal celular que regularia a
diferenciacdo e proliferacdo por modular a atividade de alvos celulares por oxidacgao

(MITTRA; ANDREWS, 2013).
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Uma vez que o T. cruzi esta exposto a varias situacdes de estresse oxidativo durante
o0 seu ciclo de vida, torna-se interessante estudar porque este parasito nao possui a enzima
catalase, a qual esta presente no sistema antioxidante da maioria dos organismos aerobios.
Para entender melhor os mecanismos de defesa antioxidante do T. cruzi, geramos uma
linhagem deste parasito capaz de expressar estavelmente a enzima catalase HPII, de
Escherichia coli, e verificamos o0 seu comportamento em situacGes de estresse oxidativo.
Nossa hipotese € que a auséncia desta enzima em T. cruzi contribua para que o parasito

possa sinalizar melhor o estresse oxidativo.
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Objetivos

2.1 Objetivo Geral

Verificar se a expressdo heter6loga de catalase interfere na resposta ao estresse

oxidativo em T. cruzi.

2.2 Objetivos especificos

Obter uma linhagem de T. cruzi capaz de expressar de forma heter6loga a enzima

catalase HPII de Escherichia coli

o Verificar se a expressao heter6loga de catalase em T. cruzi altera a sua resisténcia
e adaptacao ao estresse oxidativo causado pelo H>Ox.

e Auvaliar se a expressdao heteréloga de catalase em T. cruzi modifica a
susceptibilidade deste parasito ao benzonidazol.

e Observar se a expressdo heterologa de catalase em T. cruzi modifica os niveis de
expressdo de enzimas antioxidantes proprias do parasito

e Averiguar se a expressao heter6loga de catalase em T. cruzi altera a proliferacdo

deste parasito no intestino de triatomineos.
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Metodologia

3.1 Amplificagéo, clonagem e subclonagem do gene katE

3.1.1 Amplificacdo do gene katE de Escherichia coli

O gene katE, codificador da catalase HP1l em Escherichia coli, foi amplificado
por PCR (Polymerase Chain Reaction) utilizando os iniciadores katEXBA-F e katEXHO-
R (Tabela 1). Tais iniciadores foram desenhados de acordo com a sequéncia de katE
(GenBank: M55161.1) disponivel no banco de dados do National Center for
Biotechnology Information (NCBI). A sequéncia de cada iniciador, foram adicionados
sitios de restricdo para que o inserto pudesse ser digerido ap6s a clonagem. A sintese dos
iniciadores foi realizada pela IDT Technologies, tendo os mesmos sido posteriormente

diluidos em agua deionizada para a concentracdo de 200 mM e estocados a —20 °C.

Tabela 1 — Iniciadores utilizados na amplificacdo do gene da catalase monofuncional de
Escherichia coli (katE).

Iniciador Sequéncia (5™ 3°)!
katEXBA-F TCT AGA ATG TCG CAA CAT AACGAA AAG AACC
katEXHO-R CTCGAG TCAGGC AGG AATTTT GTC AAT CTT AG

1 Os sitios de restricdo estdo sublinhados.

Para amplificar o gene alvo, colonias de E. coli DH5a foram isoladas da placa
utilizando um palito estéril e inoculadas em tubos contendo o mix de PCR. Este mix foi
preparado com 0,25 uM de cada um dos iniciadores (Tabela 1), 2 puL de tampéo de

amplificagdo 10X, 1,25 mM de MgClz, 0,1 mM de cada dNTP e 1U de Platinum Taq
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DNA polimerase (Invitrogen). O volume obtido foi completado com H,O para 20 pL. As

reacOes foram realizadas em termociclador, utilizando-se o seguinte programa:

Passo 1: Desnaturacdo inicial (94 °C por 1 minuto);
Passo 2: Desnaturacao (94 °C por 30 segundos);
Passo 3: Anelamento (55 °C por 1 minuto);

Passo 4: Extensdo (72 °C por 1 minuto);

Passo 5: Repeticdo dos passos 2-4 (30 vezes);
Passo 6: Extensdo final (72 °C por 10 minutos);

Passo 7: 4 °C (indefinidamente).

O produto da reacdo de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 1%
(p/v) feito em TAE (Tris base 40 mM pH 7,2, acetato de s6dio 20 mM, sal tetrassodico
de etilenodiaminotetracético (EDTA) 1 mM). A eletroforese foi realizada a 100 V por 40
minutos. Os fragmentos amplificados foram corados por exposi¢do do gel a uma solucao
de brometo de etidio (10 pg.mL™) por 15 minutos e visualizados em transiluminador de
ultravioleta. A amplificacdo do fragmento de interesse foi verificada mediante a
comparagdo com o padrao de peso molecular 1 Kb Plus DNA Ladder (Life Technologies).
A banda relativa ao fragmento de interesse foi purificada utilizando o Illustra GFX PCR
DNA and Gel Band Purification Kit® (GE Healthcare), seguindo as instrugbes do

fabricante.

3.1.2 Clonagem do gene katE no vetor pPGEM®-T Easy
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O fragmento purificado no item anterior foi ligado ao vetor de clonagem pGEM®-
T Easy (Promega) (Anexo 1). Para tanto, foi preparada uma reacdo contendo 5 puL do
tampéo de ligacdo 2X, 1 uL de T4 DNA ligase, 1 pL do vetor pGEM e 3 uL do produto
de PCR. A reacdo foi mantida a 4°C durante a noite.

A préxima etapa foi transformar bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes [F—
®d80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44
A—thi-1 gyrA96 relAl] com o produto de ligacdo obtido anteriormente. Para o
crescimento desta linhagem, foi utilizado o meio 2xYT (1,6 % bactotriptona, 1,0 %
extrato de levedura, 0,5 % NaCl; pH 7,0) liquido ou sélido (acréscimo de agar a 1,5%),
preparado segundo protocolo padrdo (SAMBROOK; FRITSCH; MANIATIS, 1989). A
transformacéo foi realizada incubando-se aliquotas de 40 pL destas bactérias com 3 pL
da reacdo de ligacdo por 5 minutos em gelo. Em seguida, a aliquota foi transferida para
uma cubeta de 0,2 cm (Bio-Rad) e eletroporada a 2,5 kV em um eletroporador
MicroPulser (Bio-Rad).

Apds a eletroporacdo, as bactérias foram transferidas para microtubos de ensaio
contendo 500 pL de meio 2xYT e incubadas por 45 minutos a 37 °C sob agitacdo
constante (180 rpm). Em seguida, 100 pL da cultura foram plagueados em placas
contendo meio 2xYT sdlido suplementado com 100 pg.mL?* de ampicilina. As placas
foram incubadas em estufa a 37 °C por 16 horas.

Posteriormente, algumas coldnias foram escolhidas ao acaso para a verificacdo da
presenca do inserto por meio de PCR de coldnias, conforme descrito anteriormente. Em
conjunto com os iniciadores descritos na Tabela 1, também foram utilizados os
iniciadores M-13F e M-13R (Tabela 2), os quais amplificam regiGes préximas ao sitio
multiplo de clonagem do vetor pGEM. Em uma reacdo, o iniciador M13-F foi conjugado

com o katEXHO-R. Em outra, o iniciador M13-R foi utilizado junto ao katEXBA-F. Ap6s

Metodologia 54



a PCR, os produtos foram analisados por eletroforese em gel de agarose 1% em tampé&o

TAE corado com brometo de etidio.

Tabela 2 — Iniciadores utilizados na confirmacéo da transformacao das bactérias com o
plasmideo pGEM-katE.

Iniciador Sequéncia (5> 3")
M13-F GTAAAACGACGGCCAGT
M13-R GGAAACAGCTATGACCATG

Para a obtencdo do DNA plasmidial, as col6nias positivas foram inoculadas em 5
mL de meio liquido 2xYT suplementado com 100 pg.mL* de ampicilina e incubadas a
37° C por 16 horas sob agitacdo de 180 rpm. As bactérias foram centrifugadas a 10.000 g
por 2 minutos. O DNA plasmidial foi extraido utilizando-se 0 Wizard® Plus SV Minipreps
DNA Purification System (Promega), conforme instruc6es do fabricante, e quantificado
em espectrofotdmetro (A2eo nm). A qualidade da amostra obtida foi avaliada por
eletroforese em gel de agarose 1% em tampdo TAE, o qual foi posteriormente corado
com brometo de etidio.

Em seguida, o plasmideo recombinante pGEM-katE foi digerido com as enzimas
de restricdo Xbal e Xhol (Promega) para liberar o inserto. A digestao foi feita em tampé&o
de digestdo apropriado para cada enzima, na concentracdo especificada pelo fabricante,
com 1 U de cada enzima e BSA 1 pg/uL. As reagdes foram incubadas a 37° C durante a
noite.

Apos a digestdo, as amostras foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
seguindo as condi¢des mencionadas anteriormente. O fragmento de interesse liberado do
plasmideo foi puncionado do gel e purificado utilizando o Wizard® SV Gel and PCR

Clean-Up System, conforme especificagdes do fabricante. O fragmento purificado foi
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ressuspendido em um volume final de 40 pL de agua Milli-Q® autoclavada. A
quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotometro NanoDrop™ NP-1000
(Thermo-Scientific) por meio da leitura da absorbancia a 260 nm. O grau de pureza das

amostras foi estimado pela razdo entre as leituras em 260 nm e 280 nm.

3.1.3 Clonagem do gene katE no vetor pPROCK_GFP_HIGRO

O vetor pPROCK_GFP_HIGRO (Anexo I1) foi utilizado neste trabalho com o
objetivo de obter parasitos T. cruzi capazes de expressar de forma heter6loga o gene katE
de E. coli. Para tanto, este vetor foi previamente digerido com Xbal e Xhol para liberar o
fragmento GFP. O procedimento foi realizado utilizando 1 U de cada enzima, BSA 1
ug/uL e tampdo apropriado. As reagdes foram incubadas a 37° C por 2 horas. O produto
da digestéo foi visualizado em gel de agarose 1% em tampdo TAE corado com brometo
de etidio e comparado com padrao de peso molecular.

O vetor pROCK digerido (8000 pb) foi puncionado do gel e purificado utilizando-
se 0 Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System, conforme especificagdes do fabricante.
O fragmento purificado foi ressuspendido em um volume final de 40 uL de agua Milli-
Q® autoclavada. A quantificagdo do DNA foi realizada em espectrofotdmetro
NanoDrop™ NP-1000 (Thermo-Scientific).

A ligagéo do vetor pPROCK_HIGRO ao gene katE foi realizada utilizando a enzima
T4 DNA ligase e tampéo de ligacdo 2x (Fermentas) em um volume final de 10 uL. A
incubacédo ocorreu por 16 horas a 4° C. A reacdo de ligacao foi preparada seguindo a

seguinte proporcao:

Quantidade do vetor (ng) x Tamanho do inserto (kb)
Tamanho do vetor (kb)

Quantidade do inserto (ng)=
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O plasmideo obtido (pPROCK_katE_HIGRO) foi usado para transformar bacterias
E. coli DH5a eletrocompetentes. Os protocolos para a transformacéo, a PCR de coldnias
e a purificacdo foram realizados conforme descrito anteriormente. A confirmacdo da
clonagem do gene katE no vetor de expressdao pROCK_HIGRO foi realizada por meio da
digestdo do vetor com Xbal e Xhol e visualizacdo em gel de agarose 1%, seguindo o
protocolo previamente descrito.

Apdbs a confirmacdo da clonagem, a extracdo em larga escala do plasmideo
recombinante pPROCK_katE_HIGRO foi realizada utilizando 0 GenElute™ HP Plasmid
Maxiprep Kit (Sigma-Aldrich), seguindo as determinacdes do fabricante.
Aproximadamente 1 mg do plasmideo em questdo foi obtido em alto grau de pureza a

partir de 500 mL de cultura de bactérias em fase estacionaria.

3.2 Sequenciamento para confirmacdo da clonagem do gene katE

O sequenciamento do vetor de pROCK katE HIGRO foi realizado em ambas as
direcdes, seguindo 0 método de terminacédo de cadeia por didesoxinucleotideos (ddNTPs)
(SANGER; NICKLEN; COULSON, 1977) e utilizando a plataforma ABI 3130 (Life
Technologies). Para cada reacdo de sequenciamento, foram utilizados 100 ng de DNA
plasmidial purificado e 10 pmol de apenas um dos iniciadores identificados na Tabela 1
de cada vez. Também foi utilizado um iniciador extra (5
GCTTCGGTATTCACACCTTCC-3") para amplificar a regido interna do gene, dado que
se trata de uma sequéncia relativamente grande. As amostras foram encaminhadas a
empresa Myleus Biotecnologia, a qual procedeu com o sequenciamento e nos retornou as

sequéncias obtidas.
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A qualidade das sequéncias obtidas foi analisada utilizando-se o software DNA
Baser v4 (disponivel em <http://www.dnabaser.com>), tendo sido as mesmas alinhadas
utilizando o MultAlin (CORPET, 2014) e analisadas utilizando a ferramenta Basic Local

Alignment Search Tool (BLAST) (ALTSCHUL et al., 1990).

3.3 Cultivo e transfeccdo de T. cruzi com o gene katE

3.3.1 Cultivo de T. cruzi na forma epimastigota

Neste estudo, foram utilizadas culturas de T. cruzi do clone CL Brener. Os parasitos
na forma epimastigota foram mantidos a 28 °C por passagens regulares em meio LIT (do
inglés liver infusion-tryptose: 0,5%, bactotriptose 0,5%, dextrose 0,2%, NaCl 0,4%, KCI
0,04%, Na;HPOs 0,8%, hemina 0,2% em NaOH 0,05M; pH 7,4) autoclavado,
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco) inativado (SFBi) e 200 pug.mL* de
penicilina/estreptomicina. As culturas transfectadas, também foi adicionado 200 pg.mL"
! de higromicina (Sigma-Aldrich). As passagens foram realizadas semanalmente, exceto
quando os parasitos iriam ser submetidos aos experimentos, quando o repique ocorria a

cada 48 horas para manté-los na fase exponencial.

3.3.2 Transfeccdo dos parasitos com o vetor pPROCK_kateE HIGRO

A transfeccdo de epimastigotas de T. cruzi foi realizada por eletroporagéo
(DAROCHA et al., 2004). Como preparo para esta etapa, 100 pg do vetor
pROCK _katE_HIGRO foram linearizados com a enzima Notl, precipitados com

isopropanol e solubilizados em 50 pL de agua Milli-Q® estéril.

Metodologia 58



Culturas de epimastigotas de T. cruzi na fase exponencial de crescimento foram
centrifugadas a 3.000 g por 10 minutos (4 °C), lavadas em PBS (Phosphate buffered
saline: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, NazHPO4 10 mM, KH2PO4 2 mM; pH 7,4) e
ressuspendidas em de tampéo de eletroporacdo (KCI 120 mM, CaCl, 0,15 mM, K;HPO4
10 mM, Hepes 25 mM, EDTA 2 mM, MgCl. 5 mM; pH 7.6), na concentracéo final de
108 células.mL™.

Em uma cubeta de eletroporacdo Gene Pulser System de 0,2 cm (Bio-Rad), 400
puL da suspensdo celular foram misturados aos 50 pL da solucdo contendo o vetor
pROCK_katE_HIGRO, com o vetor pPROCK vazio ou com 50 pL de dgua Milli-Q®, para
controle da eletroporacdo. Em seguida, foi aplicado o choque elétrico de dois pulsos de
0,3 kV de voltagem e 500 uF de capacitancia, com um intervalo de 30 segundos entre
eles. Ap6s a eletroporacao, as cubetas foram deixadas a temperatura ambiente por 15
minutos. Posteriormente, os parasitos transfectados foram transferidos para garrafas de
cultura estéreis contendo 5 mL de meio de cultura e incubados a 28 °C. As culturas foram
selecionadas por cerca de seis semanas na presenca de higromicina (200 pg.mL™), a qual
foi adicionada apenas 24 horas apds a transfeccdo. Os parasitos transfectados com agua

Milli-Q® morreram durante a selec&o.

3.4 Extracdo de RNA e RT-PCR

O RNA total foi extraido a partir de 108 epimastigotas de T. cruzi em fase
exponencial de crescimento utilizando o reagente TRIzol® (Invitrogen). Os parasitos
foram coletados por centrifugagéo a 2.500 g por 10 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, o precipitado foi ressuspendido em 1 mL de TRIzol® e incubado por 5 minutos

a temperatura ambiente. Ap6s 5 minutos, foram adicionados 200 pL de cloroférmio ao
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lisado, o qual foi homogeneizado e incubado por 3 minutos a temperatura ambiente. Em
seguida, 200 pL de cloroférmio foram adicionados ao lisado, o qual foi misturado por
inversdo e incubado por trés minutos a temperatura ambiente. A fase aquosa foi separada
por centrifugacdo a 12.000 g por 15 minutos (4 °C), sendo posteriormente transferida para
um novo tubo, ao qual também foram adicionados 500 pL de alcool isopropilico. Apos a
homogeneizacdo, a mistura foi incubada por, no minimo, 1 hora a -20 °C.

O RNA foi precipitado por centrifugacdo a 12.000 g por 10 minutos (4 °C). O
sobrenadante foi descartado e 0 RNA precipitado foi lavado duas vezes com 1 mL de
etanol 75% (7.500 g, 5 minutos, 4 °C), seco e ressuspendido em 60 pL de H,O tratada
com DEPC (dietil pirocarbonato). As amostras obtidas foram quantificadas a 260 nm no
espectrofotbmetro NanoDrop™ NP-1000 (Thermo-Scientific). A integridade do RNA foi
avaliada por meio de eletroforese em gel de agarose 1% contendo formaldeido e corado
com brometo de etidio.

Antes da sintese de DNA complementar (cDNA), o RNA foi tratado com DNAse
para remover as contaminacdes por DNA gendmico. Para tanto, 10 g de cada amostra
de RNA foram incubados por 15 minutos a temperatura ambiente com 1U de DNAse
fornecida no DNA-free Kit (Ambion), conforme recomendacdo do fabricante. A reacao
foi interrompida pela adicdo de 1 uL de EDTA 0,25 mM e pelo aquecimento a 65 °C por
15 minutos. Em seguida, as amostras foram quantificadas e submetidas a reacdo de PCR
descrita no item 3.1.1 para conferir a eficiéncia do tratamento.

Em seguida, a sintese de cDNA foi realizada a partir de 1 pg do RNA
anteriormente obtido e utilizando 500 ng de oligo (dT)12-1s. Para tanto, foi utilizado o
Super Script 111® First — Strand Synthesis System for RT-PCR Kit (Invitrogen), seguindo
recomendacgdes do fabricante. Posteriormente, foi realizada uma PCR utilizando os

iniciadores que amplificam katE para confirmar a sua amplificagéo a partir do cDNA dos

Metodologia 60



parasitos transfectados com o vetor pROCK_katE_HIGRO. Para confirmar se o material
amplificado nesta PCR ndo provinha de DNA gendmico, foi realizado um controle por
meio de uma reacdo com o RNA que ndo passou pela transcricdo reversa. O produto da
RT-PCR foi analisado em gel de agarose 1% corado com brometo de etidio e comparado

com um padrao de peso molecular.

3.5 Clonagem dos parasitos

A populacdo de parasitos transfectada com o vetor pPROCK_katE_HIGRO foi
cultivada em meio solido agar sangue (48,4% de LIT, 0,75% de agarose low melting e
2,5% de sangue de coelho desfibrinado e com o complemento inativado) (GOMES;
ARAUJO; CHIARI, 1991), ao qual foi adicionada higromicina (200 pg.mL* de
higromicina). Neste procedimento, foram plaqueadas 102 células em um volume de 100
uL por placa, totalizando seis placas. Apos 30 dias de selecdo (28°C), as placas foram

examinadas e seis clones foram selecionados e cultivados em meio liquido.

3.6  Confirmacao da expressao de catalase nos parasitos transfectados e analise da

expressao de enzimas antioxidantes do T. cruzi

3.6.1 Preparo dos extratos celulares

Culturas de T. cruzi do tipo selvagem ou transfectadas com o gene da catalase
foram coletadas por centrifugacédo (2.500 g, 10 minutos) e ressuspendidas em 80 pL de
PBS/ImM MgClze 80 pL de tampéo de lise (Tris-HCI 50 mM , Tween 20 1%, NaCl 150

mM, EGTA 1 mM, NasVOs 1 mM, NaF 1 mM, PMSF 0,1 mM, aprotinina 1 pg.mL™,
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leupeptina 1 pg.mL; pH 7,4). Algumas culturas passaram pelo mesmo processo ap0os
terem sido tratadas com H>O> (100 uM) por 20 minutos em PBS (AGUIAR, 2013).

As suspensdes foram sonicadas no aparelho Sonopuls Ultrasonic Homogenizer
(Bandelin), utilizando um programa de 10 ciclos de 1 segundo (intervalo de 1 segundo) e
30% da amperagem maxima. Os extratos foram incubados por duas horas no gelo e
centrifugados (2.500 g, 15 minutos, 4 °C). O sobrenadante foi coletado e estocado a -80
°C. A concentracdo proteica foi determinada pelo método de Bradford (BRADFORD,

1976).

3.6.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida-SDS (SDS-PAGE)

Os extratos de proteina obtidos no item anterior foram submetidos a separagéo por
eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12% [Tris-HCI 1,5 M, dodecil
sulfato de sédio (SDS), 0,1%, persulfato de aménio 0,05% v/v e TEMED 0,01% v/v; pH
8,8]. O gel de concentracéo foi preparado de modo semelhante, mas utilizando o tampao
Tris-HCI 0,5 M (pH 6,8).

Ao volume de amostra correspondente a 30 g de proteina, foi adicionado tampéo
de amostra (Tris-HCI 100mM, SDS 4%, azul de bromofenol 2%, glicerol 20%, f-
mercaptoetanol 200mM; pH 6,8), obedecendo a mesma quantidade entre as amostras. O
volume final das amostras contendo tampao foi completado com agua. As amostras foram
fervidas por 5 minutos e aplicadas no gel para separacéo eletroforeética.

A eletroforese foi realizada a 100 V por duas horas utilizando tampé&o de corrida
(Tris-HCI 25 mM, glicina 250 mM, SDS 0,01%; pH 8,3) e o padrédo de peso molecular
Rainbow (GE Healthcare). Apos a corrida, os géis em espelho foram corados em

Coomassie Blue (Coomassie Brilhant Blue G-250 0,25%, metanol 50% e acido acético
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10%) por duas horas e, em seguida, descorados em solucdo descorante (metanol 30% e
acido acético 10%). Estes geéis foram utilizados para avaliar a qualidade dos extratos
utilizados.

As proteinas do extrato foram transferidas para uma membrana de fluoreto de
polivinilideno (PVDF, do inglés polyvinylidene difluoride) por meio do sistema de
transferéncia semi-seco Trans-Blot® SD Semi-Dry Transfer Cell (Bio-Rad) a 200 mA em
tampéo de transferéncia (glicina 39 mM, Tris 48 mM, SDS 0,037%, metanol 20%) por
30 minutos. Apds a transferéncia, a membrana foi incubada em solucédo de bloqueio [PBS
acrescido de Tween 0,05% (PBS-T) e leite em pd desnatado 5%] sob agitacdo por duas

horas. Ap6s o blogueio, a membrana foi lavada trés vezes por 10 minutos em PBS-T.

3.6.3 Ensaio de Western Blotting

Os ensaios de Western Blotting foram realizados incubando a membrana obtida no
item anterior com o anticorpo primario sob agitacdo por 2 horas. Nestas incubagdes,
foram utilizados anticorpos anti-catalase (Sigma) (1:3.000), anti-Fe-SOD B (1:2.000) e
anti-TR (1:2.000). Para a normalizagdo da concentragdo proteica, as membranas foram
incubadas com anti-a-tubulina [Cédigo T9026, Sigma (1:3.000)]. Todos os anticorpos
foram diluidos em PBS-T e 5% de leite em p6 desnatado. Os anticorpos anti-Fe-SOD B
e anti-TR de T. cruzi foram cedidos pela Prof2 Dr.2 Fernanda Ramos Gadelha
(Laboratorio de Bioenergética e Defesas Antioxidantes em Tripanossomatideos —
UNICAMP). Apos o periodo de incubagdo com o anticorpo primario, a membrana foi
lavada trés vezes por 10 minutos em PBS-T.

Na proxima etapa, as membranas foram incubadas com o respectivo anticorpo

secundario conjugado com a enzima peroxidase em PBS-T (1:3000) por 1 hora sob
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agitacdo. O anticorpo secundario anti-mouse 1gG (Sigma) foi utilizado nas membranas
incubadas inicialmente com anti-catalase e anti-a-tubulina. O anticorpo secundario anti-
rabbit 1gG (Sigma) foi utilizado nas membranas incubadas com anti-SOD-B e anti-TR.
Ap0s esta incubacdo, as membranas foram lavadas trés vezes por 10 minutos em PBS-T
e reveladas usando o ECL™ Western Blotting Analysis System (GE Healthcare). A
quantificacdo das bandas foi realizada por meio do software ImageJ (ABRAMOFF et al.,

2004). Tés experimentos independentes foram realizados.

3.7 Dosagem da atividade de peroxidase

A atividade total de peroxidase dos parasitos estudados foi medida no sobrenadante
do lisado de 2 x 107 células.mL™ em 50 ul tampdo especifico [50 mM NaCl, 20 mM Tris-
HCI (pH 7,4) contendo 1% Triton X-100]. A atividade foi quantificada ap6s 30 minutos
de incubagdo a 25°C, depois da adigdo de 2 uM Amplex Red (Invitrogen) e 2 mM H20».

Trés experimentos independentes foram realizados.

38 Avaliacdo da interferéncia da expressdo heterdloga de catalase no crescimento

e na sobrevivéncia do T. cruzi ao H20>

3.8.1 Curva de crescimento

Culturas de epimastigotas de T. cruzi do tipo selvagem ou transfectadas com o
gene da catalase na fase exponencial foram incubadas a 28 °C e tiveram o crescimento
monitorado a cada 24 horas até as células atingirem a fase estacionaria. O procedimento
foi realizado em placas de 24 pocos, sendo que cada cultura foi aplicada em triplicata

técnica na concentracéo inicial de 107 células.mL*. A contagem das células foi realizada
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em camaras de Neubauer utilizando o corante vital eritrosina (0,4% em PBS). Trés

experimentos independentes foram realizados.

3.8.2 Curva de sobrevivéncia ao H20>

Culturas de T. cruzi do tipo selvagem ou transfectadas com o gene da catalase na
fase exponencial foram submetidas ao tratamento com H.O2. Inicialmente, 10’
células.mL foram centrifugadas (2.500 g por 10 minutos) e tratadas com H202 (75, 100
ou 125 pM) diluido em PBS por 20 minutos a 28 °C. Em seguida, as células foram
novamente centrifugadas, ressuspendidas em meio LIT novo e distribuidas em placas de
24 pocos em triplicata técnica. As células que ndo receberam o tratamento com H>0>
também foram centrifugadas e permaneceram por 20 minutos em PBS.

Apobs 72 horas de incubagdo a 28 °C, a taxa de sobrevivéncia das culturas foi
determinada pela contagem do numero de parasitos vivos usando a mesma metodologia
da curva de crescimento. A densidade celular das culturas tratadas foi comparada, em
termos percentuais, a densidade das culturas ndo tratadas. Trés experimentos

independentes foram realizados.

3.8.3 Curva de sobrevivéncia ao H2O, com pré-tratamento

Culturas de T. cruzi do tipo selvagem ou transfectadas com o gene da catalase na
fase exponencial foram submetidas a um pré-tratamento com H2O02 (25 uM) por 20
minutos a 28 °C. Em seguida, as células foram centrifugadas e ressuspendidas em meio
LIT novo. Apds 24 horas de incubacado a 28 °C, as células foram novamente centrifugadas
e tratadas com H202 (75 ou 100 puM). Em seguida, outra rodada de centrifugacgéo, as

culturas foram ressuspendidas em meio LIT novo e distribuidas em placas de 24 pocos
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em triplicata técnica, conforme descrito anteriormente. Apos 72 horas de incubacdo a 28
°C, a taxa de sobrevivéncia das culturas foi determinada pela contagem do nimero de
parasitos vivos, conforme descrito anteriormente.

Em seguida, foi realizado um ensaio no qual as culturas foram pré-tratadas 96
horas antes do tratamento. Como controle, algumas culturas foram pré-tratadas 24 horas

antes do tratamento. Trés experimentos independentes foram realizados.

3.9 Avaliacdo dos niveis de H202

Os niveis de H,0 dos parasitos estudados foram medidos incubando 2 x 10’
células.mL™* em PBS (pH 7,4) na presenca de 1 U/mL de peroxidase e 2 uM de Amplex
Red (Invitrogen). Alternativamente, algumas culturas foram tratadas com H20,. Apos 30
minutos, os parasitos foram centrifugados e a fluorescéncia resultante do sobrenadante
foi lida em fluorimetro (530 nm de excitacdo/590 nm de emissdo) utilizando o
SpectraMax M3® Microplate Reader (Molecular Devices). Trés experimentos

independentes foram realizados.

3.10 Avaliacdo da interferéncia da expressdo heterologa de catalase na

susceptibilidade do T. cruzi ao Benzonidazol

Culturas de T. cruzi do tipo selvagem ou transfectadas com o gene da catalase na
fase exponencial foram submetidas ao tratamento com 60, 120 ou 240 puM de
Benzonidazol em LIT. O procedimento foi realizado em placas de 24 pocos e cada cultura

foi aplicada em triplicata técnica na concentracio inicial de 107 células.ml™.

Metodologia 66



Ap0s 48 horas de incubacgédo a 28 °C, a taxa de sobrevivéncia das culturas foi
determinada pela contagem do nimero de parasitos vivos usando a mesma metodologia
da curva de crescimento. A densidade celular das culturas tratadas foi comparada, em
termos percentuais, a das culturas ndo tratadas. Trés experimentos independentes foram

realizados.

3.11 Avaliacdo da interferéncia da expressao heterologa de catalase em T. cruzi no

processo de infecgdo in vitro

3.11.1 Obtencdo de tripomastigotas de T. cruzi

Formas tripomastigotas de T. cruzi foram obtidas do sobrenadante de culturas de
células LLC-MK2 (células epiteliais de rim de macaco Rhesus) infectadas pelos parasitos
estudados. As células foram cultivadas em frascos de cultura de tecido de 75cm? em meio
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium, Sigma-Aldrich) suplementado com 2%
de SFBIi, 1% de penicilina/streptomicina, 3,7mg/L de bicarbonato de sédio (Sigma
Aldrich) e 2,0mg/L de Hepes (Sigma-Aldrich).

Apos adesdo das células e formagdo de uma monocamada com, aproximadamente,
80% de confluéncia, frascos para cultivo das células LLC-MK2 foram lavados com PBS
e submetidos a dissociacdo quimica por tripsins/EDTA (0,25%; Gibco). As células
obtidas a partir desta dissociacdo foram ressuspendidas em meio de cultivo e repassadas
para novos frascos. Apés uma semana, quando a confluéncia de 80% foi novamente
alcancada, estes frascos foram utilizados para manutencao semanal desse cultivo e para a

obtencgéo dos parasitos.
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Para a obtencdo dos parasitos, as células LLC-MK2 foram infectadas com 5x10°
tripomastigotas e mantidas em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO2. Apos
48 horas, as células foram lavadas para a remocdo dos parasitos extracelulares e o0 meio
de cultura foi trocado a cada dois dias. ApoOs sete dias de infec¢do, as formas
tripomastigotas liberadas das células infectadas foram coletadas no sobrenadante e
purificadas.

Para a purificacdo das formas tripomastigotas, os sobrenadantes coletados dos
frascos infectados foram transferidos para tubos, centrifugados a 447,6 g (10 minutos, 4°
C) e mantidos em estufa a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO: por 3 horas. Este
processo possibilita a migracdo das tripomastigotas para o sobrenadante do tubo,
separando-as dos restos celulares e eventuais amastigotas, 0s quais se mantém nos
sedimentos. Apds 3 horas de incubacao, os sobrenadantes foram coletados e, 0s parasitos,

quantificados em camara de Neubauer.

3.11.2 Ensaio de infeccdo de macréfagos in vitro

Os macrofagos utilizados neste estudo foram isolados da cavidade peritoneal de
camundongos, quatro dias apo6s a injecdo de 2 ml de tioglocolato 3% (BD), como
previamente descrito (REZENDE et al., 2005). As células foram centrifugadas a 1500 g
por 10 minutos (4°C) e ressuspendidas em meio DMEM suplementado com 10% de SFBI,
1% de penicilina-estreptomicina e 2mM de glutamina. Apds serem contadas em camara
de Neubauer, 5x10° células foram plaqueadas em cada pogo de placas de 24 pogos e
incubadas a 37° C, em atmosfera contendo 5% de CO. por 2 horas. Alternativamente,
macrofagos foram tratados com CAT-PEG (catalase-polyethylene glycol, 40 U/well,

Sigma-Aldrich) 2 horas antes do processo de infecgao.
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Em seguida, os tripomastigotas foram adicionados na propor¢do 5:1
(parasito/macrdéfago) e, as culturas, incubadas por mais duas horas. Apés esse periodo, as
placas foram lavadas trés vezes com PBS para remocdo dos parasitos extracelulares e
fixadas ou incubadas novamente em meio DMEM por 72 horas. As laminulas foram
coradas utilizando-se o sistema de coloracdo hematologica Panédtico Rapido (Laborclin).

O numero de amastigotas e macrofagos infectados foi determinado pela contagem
de pelo menos 300 células por amostra. Os resultados foram expressos como indice de
infeccdo (% de ceélulas infectadas x n° de amastigotas/n® total de células). Trés
experimentos independentes foram realizados. Estes ensaios foram realizados em
colaboracdo com a Dra. Grazielle Alves Ribeiro, do Laboratorio de Gnotobiologia e

Imunologia (UFMG).

3.12 Avaliacdo da interferéncia da expressao heterologa de catalase em T. cruzi no

processo de infecgdo in vivo

3.12.1 Ensaio de infeccdo de camundongos

Camundongos C57BL/6 fémeas ou machos, entre 4 e 8 semanas de idade foram
obtidos do Centro de Bioterismo (CEBIO) da UFMG. Os animais foram mantidos em
biotério convencional, sem restricdo de 4gua e comida, tendo ciclos controlados de claro-
escuro com intervalos de 12 horas. Estes experimentos foram aprovados pelo Comité de
Etica de Experimentacdo Animal (CETEA) da UFMG, cujo protocolo é 214/11.

Os experimentos de infeccdo in vivo foram realizados com tripomastigotas
sanguineos, os quais foram mantidos por passagens simultaneas em camundongos a cada

sete dias. Os parasitos foram obtidos de sangue heparinizado, contados e utilizados para
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infeccdo dos grupos experimentais. A infeccdo experimental foi realizada em grupos de
cinco camundongos através de injecdo intraperitoneal de 1x10° de parasitos.

A parasitemia dos camundongos infectados foi avaliada por meio da contagem de
tripomastigotas em 5 pL de sangue da veia caudal dos animais infectados. As contagens
foram realizadas a partir do 3° dia de infeccdo, todos os dias, até a parasitemia se tornar
indetectavel. O nimero de parasitos por mL de sangue foi calculado conforme descrito
previamente (BRENER, 1962). Estes ensaios foram realizados em colaboracdo com a

Dra. Grazielle Alves Ribeiro, do Laboratério de Gnotobiologia e Imunologia (UFMG).

3.12.2 Ensaio de infeccdo de triatomineos

As ninfas de Rhodnius prolixus (5° estagio) utilizadas neste ensaio foram mantidas
pelo Grupo de Comportamento de Artropodes Vetores e Interacdo com Patogenos do
Centro de Pesquisas René Rachou (FIOCRUZ, Belo Horizonte, Minas Gerais, Brasil) a
26 +1 °C, 65+5 % de umidade relativa e iluminacdo natural. Estes insetos foram
alimentados em galinhas e camundongos anestesiados intraperitonealmente com uma
mistura de ketamina (150 mg/kg, Cristalia) e xilazina (10 mg/kg, Bayer). As infeccdes
foram realizadas utilizando insetos ndo infectados com jejum entre 8-10 dias ap6s a
ecdise. Estes insetos foram alimentados em um alimentador artificial com sangue de
coelho (previamente citratado e inativado a 56° C por 30 minutos) contendo 10’
epimastigotas.mL™®. Insetos controle foram alimentados com sangue nas mesmas
condigdes, exceto pela presenca de parasitos (ELLIOT et al., 2015).

Os insetos foram dissecados 30 dias ap0s a infecdo para obter o intestino. As
amostras foram homogeneizadas com o auxilio de um pistilo e diluidas em PBS (pH 7,4)

na proporgdo de 1:10. A contagem do numero de parasitos foi realizada em camaras de
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Neubauer utilizando microscopio oOptico. Os ensaios foram realizados em triplicata
bioldgica. Estes procedimentos foram realizados em colaboracdo com a Dra. Alessandra
Aparecida Guarneri, no Laboratério de Comportamento de Artropodes Vetores e
Interacdo com Patdgenos do Centro de Pesquisas René Rachou. Trés experimentos

independentes foram realizados.

3.13 Anadlise estatistica

As andlises estatisticas deste trabalho foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software Inc., CA, USA). Os resultados foram analisados
utilizando ANOVA ou teste t de Student, conforme indicado na figura de cada legenda.

Os experimentos foram realizados, no minimo, trés vezes.
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Resultados e Discussao

Durante seu complexo ciclo de vida, o T. cruzi € exposto a diversos tipos de
ambientes, nos quais o estresse oxidativo € uma das principais ameagas a sua viabilidade
(GARCIA et al., 2010; GUPTA; WEN; GARG, 2009; PIACENZA et al., 2009). No
hospedeiro mamifero, as formas tripomastigotas estdo susceptiveis ao ataque de
macrofagos residentes, os quais podem produzir EROs a partir da NADPH oxidase
(CARDONI et al., 1997; MUNOZ-FERNANDEZ; FERNANDEZ; FRESNO, 1992). No
tecido cardiaco, a invasdo de cardiomidcitos pelo T. cruzi pode causar disfuncao
mitocondrial, 0 que também provoca a geracdo de EROs (GUPTA et al., 2009). Além do
ambiente oxidativo encontrado no interior da célula infectada, os amastigotas precisam
enfrentar as EROs e as ERNSs produzidas por células do infiltrado do sistema imune inato
(GUPTA; WEN; GARG, 2009; MACHADO et al., 2000; ZACKS et al., 2005). No
hospedeiro invertebrado, por sua vez, o T. cruzi necessita enfrentar as EROs, produzidas
pela degradacdo da hemoglobina (PAES; OLIVEIRA; OLIVEIRA, 2001), e as ERNSs,
geradas por mecanismos de defesa do hospedeiro (WHITTEN et al., 2007).

Para lidar com o estresse oxidativo ao qual é exposto durante o seu ciclo de vida, o
T. cruzi apresenta um complexo sistema de defesa antioxidante, o qual é composto por
enzimas e moléculas ndo enzimaticas distribuidas pelo reticulo endoplasmatico,
mitocondria e citosol (PIACENZA et al., 2012). A auséncia de catalase neste sistema
(EL-SAYED et al., 2005) é intrigante, dado que a mesma esta presente em praticamente
todos os organismos aerdbios, 0 que sugere a sua grande importancia no combate ao

estresse oxidativo (VON; HAUSNER; LOEWEN, 1993).
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4.1 Obtencdo de uma linhagem de T. cruzi que expressa catalase

Para entender melhor o sistema antioxidante do T. cruzi e a razéo pela qual este
parasito ndo apresenta catalase, geramos uma linhagem do parasito capaz de expressar a
catalase HPII de E. coli. Esta enzima é codificada pelo gene katE, o qual é bem descrito
na literatura (VON OSSOWSKI et al., 1991). Inicialmente, o fragmento de 2.262 pb
correspondente ao gene katE foi amplificado por PCR (Figura 7A). Apés o produto de
PCR ter sido separado por eletroforese, o fragmento de interesse foi excisado do gel,
purificado e ligado ao vetor de clonagem pGEM®-T Easy (Promega).

Em seguida, bactérias E. coli DH5a eletrocompetentes foram transformadas com o
produto da ligagdo anteriormente realizada. A transformacéo das bacteérias foi confirmada
por PCR (Figura 7B). Os vetores presentes nos clones positivos foram extraidos e
digeridos para liberar o fragmento de interesse. Apds a purificacdo deste fragmento, o
mesmo foi ligado ao vetor pPROCK_HIGRO. O vetor obtido (PROCK_katE_HIGRO) foi
utilizado para transformar bactérias, cuja transformacéo foi confirmada por PCR (Figura
7C).

O plasmideo recombinante pPROCK_katE_HIGRO foi extraido em larga escala e
sequenciado para confirmar se o fragmento de interesse havia sido corretamente clonado.
As sequéncias obtidas foram alinhadas para gerar uma sequéncia consenso, a qual foi
comparada a sequéncia do gene katE, ap6s as mesmas serem traduzidas in silico para as
sequéncias de aminoacidos correspondentes. Os resultados obtidos mostram a

correspondéncia entre estas sequéncias (Figura 8).
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Figura 7: Amplificacdo da sequéncia correspondente ao gene katE por PCR. (A) Os

iniciadores desenhados para amplificar o gene katE foram testados para verificar a sua

especificidade. 1 e 2: Bandas relativas a sequéncia de katE. 3: Controle negativo da reagdo, na

auséncia de DNA. (B) 1 e 2: Amplificacdo do gene katE a partir de culturas de E. coli

transformadas com o vetor pGEM®-T Easy contendo a sequéncia de katE. 3: Controle negativo

da reacdo, na auséncia de DNA. (C) Amplificacéo do gene katE a partir de culturas de E. coli
transformadas com o vetor pROCK_katE_HIGRO. PM: Padrdo Molecular (1 Kb Plus DNA

Ladder, Invitrogen).
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Figura 8: Alinhamento entre a sequéncia de aminoacidos correspondente ao gene katE
(GenBank: M55161.1) e ao vetor pROCK_ katE_HIGRO. O alinhamento foi realizado
utilizando o programa MultiAlin (CORPET, 2014).
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Epimastigotas de T. cruzi na fase exponencial de crescimento foram transfectados
com o vetor pPROCK_katE_HIGRO. Apos a selecdo dos parasitos transfectados na
presenca de higromicina, 0 RNA dos mesmaos foi extraido, tratado com DNAse e utilizado
na sintese cDNA. Posteriormente, foi realizada uma PCR utilizando os iniciadores
descritos na Tabela 1 e, como molde, o cDNA obtido. Os resultados obtidos mostraram
que os parasitos transfectados com o vetor pROCK_katE HIGRO s&o capazes de
produzir o mRNA correspondente ao gene da catalase. O mesmo ndo foi observado para

0s parasitos do tipo selvagem (Figura 9).
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Figura 9: Amplificagdo da sequéncia do mMRNA correspondente ao gene katE por RT-PCR.
O RNA total dos parasitos transfectados com o vetor pROCK_katE_HIGRO foi extraido e
utilizado em uma reacdo de RT-PCR. O fragmento de interesse (2.262 pb) foi amplificado a partir
do cDNA dos parasitos transfectados com o vetor (T. cruzi“®®: RT+), mas ndo dos parasitos
selvagens (T. cruziV’™: RT+). Para ambos os parasitos, foram realizados controles negativos
utilizando a reacdo de extracdo de RNA (sem passar pela RT-PCR) para confirmar a auséncia de
contaminagdo por DNA gendmico (T. cruzi®®E e T. cruzi"'™: RT-). O padrdo molecular utilizado
foi 0 1 Kb Plus DNA Ladder (Invitrogen).

Apos a clonagem da populacdo de parasitos modificados, a confirmacdo da

expressao de catalase nestas células foi realizada por meio do ensaio de Western Blotting,
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utilizando um anticorpo anti-catalase. Os resultados obtidos confirmaram a expressao da
enzima nestes parasitos. O mesmo néo foi observado para os parasitos selvagens (Figura
10A). Néo foi observada diferenca estatistica em relacdo aos niveis de expressdo de
catalase na populacdo e nos clones, sugerindo que a regulacdo da expresséo de katE esteja
ocorrendo apenas pelas porgdes 3’ ¢ 5° UTR do vetor utilizado (Figura 10B). Em seguida,
foi realizado um ensaio de atividade total de peroxidase, o qual mostrou que esta é maior
em parasitos que expressam catalase, fornecendo mais evidéncias da expressdo desta

enzima (Figura 10C).
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Figura 10: Expressdo heterdloga de katE em T. cruzi. (A) Extratos proteicos de epimastigotas
de T. cruzi selvagens (T. cruzi™'™) ou modificados com o gene katE (T. cruzik®: Populagéo, Clone
1 e Clone 2) na fase exponencial de crescimento foram preparados, quantificados e submetidos a
eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE). A enzima catalase foi detectada por Western
Blotting utilizando um anticorpo anti-catalase. (B) Gréfico representando a densidade das bandas
obtidas a partir do Western Blotting, apds as mesmas serem normalizadas pelas bandas marcadas
pelo anticorpo anti-a-tubulina. (C) A atividade total de peroxidase dos parasitos estudados foi

medida no sobrenadante do lisado de 2x107 células em tampao especifico. O simbolo asterisco
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(*) refere-se as diferencas estatisticas significativas em relagcdo ao WT (** p<0,01, teste t de
Student, n=3).

4.2 A expressao heterdloga de catalase ndo altera o crescimento de epimastigotas

de T. cruzi, mas aumenta a sobrevivéncia ao H202

A prdéxima etapa foi verificar se a expressao de catalase altera a proliferacdo do T.
cruzi. Foi verificado que os parasitos modificados com o gene da catalase apresentam
uma taxa de crescimento similar a de parasitos selvagens e transfectados com o vetor
pROCK vazio, indicando que a expressdo deste gene exdgeno ndo influencia a replicacao
do T. cruzi nestas condi¢bes. Além disso, todas as culturas chegaram a fase estacionaria
com, aproximadamente, o0 mesmo numero de células, sugerindo que o estresse oxidativo

ndo seja a principal razdo para que os parasitos cheguem nesta fase (Figura 11).
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Figura 11: A expressao heteréloga de catalase em T. cruzi ndo modifica o padrdo de
crescimento dos parasitos. Epimastigotas de T. cruzi selvagens (T. cruzi'T), transfectados com
o vetor pROCK vazio (T. cruziPRO¢K) e transfectados com o vetor pROCK ligado ao gene katE (T.
cruzi*®®: Populagdo, Clone 1 e Clone 2) tiveram o crescimento monitorado diariamente até
atingirem a fase estaciondria. As culturas apresentavam inicialmente 107 células.ml?. Trés

experimentos independentes foram realizados.
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Este tipo de comportamento também foi observado por nosso grupo de pesquisa em
outras cepas de T. cruzi modificadas. Por exemplo, parasitos modificados com a enzima
MutT de E. coli apresentaram um padrdo de crescimento similar aos selvagens nas
mesmas condig¢des de cultivo. Porém, quando expostos ao H20>, estes parasitos exibiram
uma taxa de sobrevivéncia maior (AGUIAR et al.,, 2013). Como mencionado
anteriormente, a enzima MutT atua na hidrélise de 8-oxo-dGTP no pool de nucleotideos,
evitando que esta base oxidada seja incorporada ao DNA por DNA polimerases (MAKI;
SEKIGUCHI, 1992; NAKABEPPU et al., 2006; SAKUMI et al., 1993).

Sendo a catalase uma enzima que reduz o H202, 0 proximo objetivo foi verificar se
a sua expressao em T. cruzi iria modificar a resisténcia ao estresse oxidativo. Para tanto,
0s parasitos estudados foram tratados com H.O; e tiveram a sobrevivéncia avaliada. Foi
verificado que os parasitos que expressam catalase exibem um aumento significativo na
taxa de sobrevivéncia, o que indica que sejam mais resistentes ao estresse oxidativo

gerado pelo H>O> do que os parasitos selvagens (Figura 12).
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Figura 12: A expressdo heter6loga de catalase em T. cruzi aumenta a resisténcia dos
parasitos ao estresse oxidativo causado pelo H»O,. Epimastigotas de T. cruzi selvagens (T.
cruzi’T) e transfectados com o gene da catalase (T. cruzi®*f) foram tratados com varias

concentracdes de H,O, por 20 minutos em PBS (pH 7,4) e ressuspendidos em meio LIT. Apds 72
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horas de incubacéo a 28 °C, a porcentagem de sobrevivéncia dos parasitos foi medida em relacao
a dos parasitos ndo tratados. O simbolo asterisco (*) refere-se as diferengas estatisticas

significativas em relacdo ao controle WT (*p<0,05 e ***p<0,001: teste t de Student, n=3).

4.3 A expressdo heterologa de catalase em T. cruzi ndo promove alteracdo na

susceptibilidade do parasito ao benzonidazol

Recentemente, sugeriu-se que a ligacdo covalente do BZ a tidis de baixo peso
molecular e outras pequenas moléculas seria a causa priméria da toxicidade desta droga
em T. cruzi (TROCHINE et al., 2014). Um trabalho do nosso grupo mostrou que o BZ
oxida preferencialmente o pool de nucleotideos e que a incorporacdo extensiva de
nucleotideos oxidados durante a replicacdo do DNA seria capaz de gerar quebras duplas
potencialmente letais no DNA do T. cruzi (RAJAO et al., 2014).

Para verificar se a expressdo heterologa de catalase em T. cruzi seria capaz de
influenciar a susceptibilidade do parasito ao benzonidazol, tratamos as células estudadas
com a droga em questdo e avaliamos a sobrevivéncia das mesmas. Neste ensaio, ndo foi
observada diferenca significativa entre a susceptibilidade ao BZ de parasitos selvagens e
modificados com o gene da catalase (Figura 13).

Como sugerido anteriormente, o efeito tripanocida do BZ parece ndo depender da
geragdo de EROs, uma vez que a geragdo de O2™ e H>O2 em concentra¢Ges capazes de
inibir o crescimento de epimastigotas de T. cruzi ndo foi observada (MORENO et al.,
1982). O fato de a expressédo de catalase em T. cruzi ndo ter alterado a susceptibilidade
do parasito ao BZ fornece mais evidéncias de que o H202 ndo estaria envolvido no

mecanismo de ac¢ao desta droga, ou ocorreria em quantidades muito pequenas.
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Figura 13: A expressdo heterdloga de catalase em T. cruzi ndo altera a susceptibilidade deste
parasito ao benzonidazol. Epimastigotas de T. cruzi selvagens (T. cruzivT) e transfectados com
0 gene da catalase (T. cruzika€) foram incubados a 28 °C com vaérias concentracfes de
benzonidazol em meio LIT. Apés 48 horas, a porcentagem de sobrevivéncia dos parasitos que

receberam a droga foi medida em relacéo a dos parasitos ndo tratados (n=3).

4.4 A expressao heterologa de catalase em T. cruzi reduz a adaptacdo do parasito

ao pré-tratamento com H202

Embora altas concentragdes de H»O> sejam prejudiciais ao T. cruzi, ja foi
demonstrado que a exposicdo de epimastigotas a baixas concentracfes desta substancia é
capaz de estimular a proliferacdo dos parasitos. Além disso, foi observado que a
realizacdo de um pré-tratamento com concentragdes subletais de H.O> faz com que estes
parasitos tornem-se mais resistentes ao tratamento com concentragdes mais altas desta
substancia. Os autores sugeriram que tal comportamento estaria relacionado a uma
resposta adaptativa do parasito as condicOes de estresse oxidativo (FINZI et al., 2004).

Baseando-se nestes dados, a proxima etapa deste trabalho foi verificar se a
expressao heteréloga de catalase poderia influenciar a adaptacdo dos parasitos ao pre-
tratamento com H2O. Para tanto, os parasitos estudados foram submetidos a um pre-

tratamento com uma baixa concentragéo de H.O> (25 pM) 24 horas antes do tratamento
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com a mesma substancia (75 ou 100 uM). Apds 72 horas, a taxa de sobrevivéncia dos
parasitos foi avaliada e comparada com a de parasitos que ndo foram pré-tratados.

Neste ensaio, a exposi¢do dos parasitos selvagens a uma baixa concentragao de
H20O:> foi relacionada a um aumento significativo na sobrevivéncia ao tratamento, a qual
se tornou similar & dos parasitos modificados com o gene da catalase. Este resultado
sugere, mais uma vez, que o tratamento prévio com H»O seja capaz de ativar o sistema
antioxidante do T. cruzi selvagem, tornando-o0 mais resistente ao tratamento com H20O-
(FINZI et al., 2004). Entretanto, este aumento ndo foi observado com a mesma
intensidade nos parasitos que expressam catalase. Tal fato sugere que a agdo desta enzima

possa ter reduzido a adaptacdo ao pré-tratamento com H.O> (Figura 14).
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Figura 14: A expressdo heterdloga de catalase em T. cruzi reduz a adaptacao ao estresse
oxidativo causado pelo H,O,. Epimastigotas de T. cruzi selvagens (T. cruziwr) e transfectados
com o gene da catalase (T. cruzikatE) foram pré-tratados com 25 uM de HO; por 20 minutos em
PBS (pH 7,4) e ressuspendidos em meio LIT. Apds 24 horas de incubacéo a 28 °C, as culturas
foram tratadas com H,O; (75 ou 100 uM) por 20 minutos em PBS (pH 7,4) e ressuspendidos em
meio LIT. Depois de 72 horas de incuba¢do a 28 °C, a porcentagem de sobrevivéncia dos parasitos

pré-tratados foi medida em relacdo a dos parasitos ndo pré-tratados. O simbolo asterisco (*)
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refere-se as diferencas estatisticas significativas em relacdo ao controle WT néo pré-tratado
(**p<0,01 e *** p<0,001: teste One-way ANOVA, pds-teste Bonferroni, n=3).

A realizacdo de curvas com concentracfes mais elevadas de H>O> poderia indicar
se haveria algum processo adaptativo mais significativo ocorrendo com as células que
expressam catalase. Porém, como observado, a concentracao de 100 uM de H20- reduziu
a sobrevivéncia dos parasitos selvagens em, aproximadamente, 90%, impossibilitando a
comparacdo de ambos os parasitos estudados em termos de resisténcia a concentracdes
mais altas de H20..

O efeito do pré-tratamento com H202 também foi estudado em Leishmania chagasi.
Parasitos previamente incubados com concentracgdes subletais de H>O, apresentaram uma
resisténcia aumentada aos efeitos toxicos do H202 e um aumento da viruléncia em
camundongos BALB/c (WILSON; ANDERSEN; BRITIGAN, 1994). Da mesma forma,
em bactérias (DEMPLE; HALBROOK, 1983), leveduras (DAVIES; LOWRY; DAVIES,
1995) e mamiferos (WIESE; PACIFICI; DAVIES, 1995), ha uma adaptacdo ao estresse
oxidativo quando as células sdo previamente submetidas a baixas concentracfes de H>O>
e depois expostas a concentragcdes mais elevadas.

Embora a exposic¢do préviado T. cruzi a uma baixa concentracdo de H>O> seja capaz
de promover o aumento da resisténcia ao tratamento com a mesma substancia, ja foi
sugerido que este efeito seja perdido ao longo do tempo (FINZI et al., 2004). Uma vez
que os parasitos selvagens resistiram mais ao tratamento com H>O, ap0s serem pré-
tratados, 0 proximo objetivo foi verificar se o pre-tratamento teria apenas pré-selecionado
0S parasitos mais resistentes ou se estaria relacionado a um processo adaptativo.
Prosseguimos com curvas de sobrevivéncia aumentando o tempo entre o pré-tratamento

e o tratamento. Diferente do observado para o tratamento realizado com intervalo de 24
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horas, pré-tratar os parasitos 96 horas antes do tratamento ndo os torna mais resistentes

ao estresse oxidativo (Figura 15).

wEkkk
%k k%

31 | s e 5 WT
= B3 7 ocrus
= s - EatE
= . I B T i
= =
= L
3 = 24
=i
3 B
& 5
o
= =
= = 1-
= =
= C
=

0 T T

H,0, (M) 75 100 75 100
Tempo apos

o pre-tratamente

Figura 15: O efeito sinalizador do pré-tratamento com H.O; é transitério. Epimastigotas de
T. cruzi selvagens (T. cruziwT) e transfectados com o gene da catalase (T. cruzikatE) pré-tratados
ou ndo com 25 uM de H2O; por 20 minutos em PBS (pH 7,4) e ressuspendidos em meio LIT.
Ap06s 24 ou 96 horas de incubacéo a 28 °C, as culturas foram tratadas com 75 ou 100 uM de H,0-
por 20 minutos em PBS (pH 7,4) e ressuspendidos em meio LIT. Depois de 72 horas de incubagao
a 28 °C, a relagdo entre a porcentagem de sobrevivéncia de parasitos pré-tratados e ndo pre-
tratados foi analisada. O simbolo asterisco (*) refere-se as diferencas estatisticas significativas
em relacdo aos parasitos selvagens no tempo de 24 horas (**p<0,01, *** p<0,001 e
****n<(0,0001: teste One-way ANOVA, pos-teste Bonferroni, n=3).

Neste ensaio, caso 0 aumento da resisténcia ao tratamento se mantivesse ao longo
do tempo, poderiamos sugerir que o pré-tratamento teria selecionado os parasitos mais
resistentes, o que justificaria a sua resisténcia aumentada. Porém, o fato deste aumento

ndo ter sido observado 96 horas ap0s o pré-tratamento indica que o efeito sinalizador do
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mesmo seja temporario. Tais dados sugerem que ha uma perda da adaptabilidade ao longo
do tempo, sugerindo que este processo seja transiente. De fato, como observado em
Saccharomyces cerevisiae, 0 aumento da resisténcia ao H20> ap06s o pré-tratamento com
a mesma substancia foi transitorio, tendo sido revertido em até 90 minutos apds o
crescimento da levedura na auséncia do H202 (DAVIES; LOWRY; DAVIES, 1995). Em
mamiferos, a resposta adaptativa a baixas concentragdes de H.O> foi maxima no tempo
de 18 horas ap0s o pré-tratamento, declinando para valores préximos aos basais apos este

periodo (WIESE; PACIFICI; DAVIES, 1995).

4.5 Aexpressao heteréloga de catalase em T. cruzi promove um aumento nos niveis

de H202 ap6s a exposicdo dos parasitos a esta substancia

Uma vez verificado que os parasitos estudados neste trabalho divergem em sua
capacidade de adaptacdo e resisténcia ao estresse oxidativo, decidiu-se avaliar se tais
diferencas seriam decorridas de variacdes dos niveis de H.O2. As analises mostraram que
0s parasitos que expressam catalase apresentam niveis de H20- similares aos dos parasitos
selvagens. Entretanto, quando os parasitos modificados com catalase foram expostos ao
H-O> antes do ensaio de atividade, houve um aumento significativo dos niveis desta
substancia. O mesmo néo foi observado para os parasitos selvagens, sugerindo que estas

células sejam mais eficientes em lidar com o estresse oxidativo (Figura 16).
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Figura 16: Niveis de H,O, em T. cruzi selvagem e modificado com o gene da catalase. Os
niveis de H,O, foram avaliados incubando 2 x 107 epimastigotas de T. cruzi selvagens (T. cruziwr)
ou transfectados com o gene da catalase (T. cruzika) por ml de PBS (pH 7,4) na presenca de 1
U.mL? de horseradish peroxidase and 2 uM de Amplex Red (Invitrogen) por 30 minutos.
Alternativamente, os parasitos foram incubados em H,O> (100 pM) por 20 minutos em PBS (pH
7,4) antes da medigdo. Em seguida, os parasitos foram centrifugados e a fluorescéncia resultante
foi medida no sobrenadante (excitacdo de 530 nm e emisséo de 590 nm). O simbolo asterisco (*)
refere-se as diferencas estatisticas significativas entre os grupos (***p<0,001: teste One-way
ANOVA, pbs-teste Bonferroni, n=3).

4.6 A expressdo heter6loga de catalase em T. cruzi modifica os niveis de enzimas

antioxidantes do parasito

ApOs observamos que os parasitos estudados neste trabalho exibem diferentes
niveis de H>O> apds o tratamento com esta substancia, a proxima etapa foi verificar se
tais diferencas estariam relacionadas a variagdes nos niveis de expressao de enzimas
antioxidantes do parasito. Para tanto, realizamos ensaios de Western Blotting com
anticorpos que reconhecem as enzimas Fe-SOD B e TR (Figura 17A).

A densitometria das bandas obtidas no ensaio de Western Blotting mostrou que 0s

parasitos que expressam catalase apresentam um aumento significativo na expresséo de
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Fe-SOD B em relagéo aos selvagens. Levando-se em conta o fato de que esta enzima
produz H20», faz sentido que parasitos que expressam catalase tenham a expresséo de Fe-
SOD B aumentada como uma tentativa de reestabelecer os niveis fisiologicos de H20x.
Adicionalmente, foi verificado que o tratamento com H202 induz a expressdo desta
enzima apenas nos parasitos selvagens (Figura 17B). Variagdes na expressdo de enzimas
antioxidantes ap6s o tratamento com H2O, também foram observadas em epimastigotas
de T. cruzi modificados com a enzima MutT de E. coli, os quais exibiram um aumento
dos niveis de cTXNPx e mTXNPx ap0ds a exposicao a esta substancia (AGUIAR et al.,
2013).

Modulagdes nos niveis de atividade de enzimas antioxidantes também tém sido
descritas para células cancerosas. Pode-se dizer que estas células, assim como o T. cruzi,
estabelecem uma relacdo parasitaria com o organismo no qual estdo se desenvolvendo,
uma vez que o0 seu genoma exibe alteracBes marcantes que permitem designa-las como
outro organismo (PAWELETZ; BOXBERGER, 1994). Além disso, a célula cancerosa
também enfrenta estresse oxidativo durante o crescimento desordenado do tumor (CUI,
2012).

Neste sentido, ha trabalhos mostrando que células de melanoma apresentam niveis
de atividade de SOD aumentados, ao passo que os niveis de atividade de catalase estdo
reduzidos (PICARDO et al., 1996). Além disso, a superexpressdo de catalase em um
modelo murino de cancer de mama reduziu consideravelmente a invasividade do tumor.
Neste modelo, foi sugerido que a superexpressdo desta enzima poderia diminuir a
sinalizacdo dependente de EROs necesséria para 0 aumento da invasividade do tumor
(GOH et al., 2011).

Em conjunto, estes resultados podem sugerir que, em resposta a maior producdo

de O2™, a expressdo de SOD seja maior em tumores. Além disso, € provavel que a célula
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tumoral tenha a expressdo de catalase reduzida para que o H>O2 possa atuar como
sinalizador da situacdo de estresse oxidativo existente. De fato, foi relatado que este
mecanismo esta relacionado com a resisténcia do tumor a hipdxia, o que estaria ligado a
invasividade do mesmo (ENNS; LADIGES, 2012). Em condi¢bes de hipdxia, a
mitocdndria da célula tumoral aumenta a producdo de O™, sendo 0 mesmo rapidamente
convertido em H20>. Este, por sua vez, pode facilmente atravessar membranas celulares
e atuar como um sinalizador para outros compartimentos e células. Neste sentido, sabe-
se que o HxO estabiliza um fator que leva a transcricdo de genes que promovem 0
crescimento do tumor nestas condicdes indspitas (CHI et al., 2006).

No presente estudo, foi verificado que os parasitos modificados com catalase
apresentam uma reducdo significativa nos niveis de TR em relacéo aos selvagens (Figura
17C). Uma vez que a enzima TR esta envolvida indiretamente no metabolismo de H20z,
faz sentido que os parasitos que expressam catalase tenham a expressdo desta enzima
diminuida, para evitar que todo o H>O seja dismutado. Como ja demostrado, niveis
basais de H20- estdo relacionados a um aumento na proliferacdo de T. cruzi (FINZI et al.,
2004).

Neste sentido, ja foi demonstrado que a exposi¢do de epimastigotas de T. cruzi ao
H>02 induz um aumento nos niveis de cTXNPX, o que possivelmente reflete uma tentativa
de promover a detoxificacdo celular (FINZI et al., 2004). Outro trabalho do mesmo grupo
mostrou que o tratamento de tripomastigotas de T. cruzi com concentracdes crescentes de
H.0: esta relacionado a modulagdes nos niveis de cTXNPx e mTXNPx de maneira dose-
dependente (GADELHA et al., 2013). Verificamos que o tratamento com H20, aumentou
significativamente os niveis de TR dos parasitos selvagens, mas ndo dos parasitos

modificados com catalase. Tal fato sugere, mais uma vez, que a expressao heteréloga de
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catalase em T. cruzi modifica a capacidade do parasito em sinalizar o estresse oxidativo

ao qual é exposto.
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Figura 17: A expressao heteréloga de catalase em T. cruzi aumenta os niveis de Fe-SOD B e
reduz os niveis de TR. (A) Extratos proteicos de epimastigotas de T. cruzi selvagens (T. cruzivr)
e transfectados com o gene da catalase (T. cruzika€) na fase exponencial foram preparados,
quantificados e submetidos a eletroforese em gel de acrilamida (SDS-PAGE). Alternativamente,
0s parasitos foram incubados ou ndo com 100 uM de H20; por 20 minutos em PBS. As enzimas
antioxidantes Fe-SOD B e TR foram reconhecidas nestes extratos por Western Blotting usando
anticorpos especificos. As bandas obtidas foram normalizadas de acordo com as bandas marcadas
pelo anticorpo anti-a-tubulina. O gel de Coomassie foi utilizado para avaliar a qualidade do
extrato. A plotagem dos graficos com a densitometria das bandas foi feita padronizando o valor
obtido para 0 WT como 100%. Os resultados foram expressos em graficos para cada enzima: Fe-
SOD (B) e TR (C). O simbolo asterisco (*) refere-se as diferencas estatisticas significativas em
relagdo ao WT (*p<0,05, ***p<0,001 e ****p<0,0001: teste One-way ANOVA, pOs-teste

Bonferroni, n=3).
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4.7 O tratamento de macrofagos com o antioxidante catalase reduz o parasitismo

de T. cruzi modificado com MutT

A internalizacdo de formas tripomastigotas de T. cruzi por macrofagos resulta na
ativacdo da NADPH oxidase e na consequente produgdo de EROs (ALVAREZ et al.,
2011; BERGERON et al., 2008; PAIVA et al., 2012). Indo ao encontro deste resultado,
a producéo de tais espécies reativas ndo foi detectada em macréfagos Phox KO ou
tratados com apocinina, um inibidor de NOX2 (GOES et al., 2016).

Diversos autores tém demonstrado que a geracao de estresse oxidativo resultante
da infeccdo de macrofagos por T. cruzi poderia estimular o processo de infeccdo pelo
parasito. Neste sentido, a habilidade dos macrdfagos ativados em controlar o crescimento
de T. cruzi in vitro (NOGUEIRA; COHN, 1978; REED et al., 1987) e in vivo (NATHAN;
NOGUEIRA; JUANGBHANICH, 1979) foi relacionada a produgdo de H»O,. Além
disso, Paiva e colaboradores sugeriram que o estresse oxidativo gerado em resposta a
infeccdo com a cepa Y de T. cruzi contribua para a manutencao da alta carga parasitaria
em macrdfagos (PAIVA et al., 2012). Evidéncias recentes mostram que o peroxinitrito,
produto de reages do NO com EROs, € um mediador de morte deste parasito
(ALVAREZ et al., 2011).

Dada a relagdo da producdo de EROs com o processo de infeccdo de macrofagos
por T. cruzi, realizamos ensaios de infeccdo de macrofagos apds os mesmos serem
tratados com o antioxidante catalase. Estes ensaios foram realizados em colaboragdo com
a Dra. Grazielle Alves Ribeiro, do Laboratdrio de Gnotobiologia e Imunologia (UFMG).
Além da infeccdo com parasitos selvagens e modificados com o gene da catalase, 0s

macrofagos foram infectados com parasitos que expressam a enzima MutT de E. coli.
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Como sugerido por um trabalho prévio do nosso grupo, parasitos modificados com esta
enzima sinalizam melhor o estresse oxidativo (AGUIAR et al., 2013).

Neste ensaio, foi observado que a expressdo heter6loga de catalase em T. cruzi
aumenta a proliferacdo do parasito em macréfagos. Além disso, foi verificado que o
tratamento dos macrofagos com catalase reduz a proliferagdo de parasitos modificados
com MutT (Figura 18). Como verificado por Nogueira et al. (2015), o tratamento com
antioxidantes reduziu o nimero de parasitos, ao passo que 0s tratamentos com o0s
oxidantes H20> e paraquat (gerador de O>™) aumentaram este nimero (NOGUEIRA et
al., 2015). Em conjunto, tais dados reforcam a hip6tese de que um sinal oxidante é

necessario para a proliferacdo do T. cruzi.

4.8 A expressao heteréloga de catalase em T. cruzi promove um aumento na

parasitemia de camundongos

Linhagens diferentes de T. cruzi apresentam niveis variados de viruléncia, o que seria
refletido na parasitemia desenvolvida em animais infectados. Estudos sugerem que haja
uma correlacdo direta entre o nivel de expressdao das enzimas antioxidantes mTXNPX,
cTXNPx e TS e a parasitemia desenvolvida nos camundongos infectados com diferentes

linhagens (PIACENZA et al., 2009).
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Figura 18: Infeccdo de macrdéfagos na presenca ou auséncia de catalase. Macréfagos
inflamatdrios foram obtidos da cavidade peritoneal de camundongos C57BL/6 WT quatro dias
apos a injecéo de tioglicolato e infectados com parasitos selvagens (T. cruzi¥T), modificados com
catalase (T. cruzi*®€) e com MutT (T. cruzi™"). Alternativamente, os macréfagos foram tratados
com o antioxidante catalase (CAT) antes da infec¢do (B). Ap6s a infeccdo, as células foram
lavadas para remover os parasitos ndo internalizados e incubadas novamente em meio de cultivo
por 72 horas. As laminas foram fixadas, coradas e quantificadas para a determinag&o do indice de
infeccdo, o qual é uma relag&o entre o numero de macrofagos infectados (MI) e amastigotas (A)
pelo nimero total de macréfagos (MT) [(A x MI/MT)]. O simbolo asterisco (*) refere-se as
diferencas estatisticas significativas entre os grupos (*p<0,01 e ***p<0,001: teste t de Student,
n=3).

Apos termos verificado que os parasitos modificados com catalase exibiram
variacfes nos niveis de importantes enzimas antioxidantes, decidimos averiguar se a
expressdo de catalase estaria relacionada a variaces na parasitemia de camundongos
infectados com estas células. Para tanto, camundongos foram infectados com parasitos
selvagens, modificados com o gene da catalase ou superexpressores de MTH (homdlogo
de MutT em T. cruzi). Os ensaios foram realizados em colaboragéo com a Dra. Grazielle
Alves Ribeiro, do Laboratorio de Gnotobiologia e Imunologia (UFMG).

Foi observado que camundongos infectados com parasitos que expressam catalase

apresentam um aumento significativo na parasitemia em relacdo aqueles infectados com
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parasitos selvagens. Porém, este aumento foi menor do que o observado em camundongos
infectados com parasitos superexpressores de MTH. Esta diferenga foi mais proeminente
no 5° dia de infeccéo, quando os camundongos infectados por parasitos modificados com
catalase tiveram uma parasitemia 4,11 vezes maior do que aqueles infectados com
parasitos selvagens. Sobre os animais infectados com parasitos superexpressores de
MTH, a parasitemia observada foi 10,02 vezes maior em relacdo aos parasitos selvagens

(Figura 19).
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Dias ap0s a infec¢ao dos camundongos

Figura 19: A expressdo heterdloga de catalase em T. cruzi promove um aumento na
parasitemia de camundongos. Tripomastigotas sanguineos de T. cruzi modificados com katE
(Catalase), superexpressores de MTH (MTH) e selvagens (WT) foram utilizados em um ensaio
de infecgdo de camundongos C57BL/6 (n=5). A parasitemia dos animais foi avaliada por meio
da contagem de tripomastigotas no sangue da veia caudal. O simbolo asterisco (*) refere-se as
diferencas estatisticas significativas em relagdo ao controle WT (* p<0,05, ****p<0,0001: teste
Two-way ANOVA, pés-teste Bonferroni, n=5).

De acordo com Aguiar et al. 2013, o comportamento diferencial da cepa
superexpressora de MTH estaria relacionado ao aumento na geragéo de 8-0x0-dGMP, o
qual poderia servir como um sinal para uma resposta adaptativa do parasito ao estresse
oxidativo (AGUIAR et al., 2013). A parasitemia aumentada em animais infectados com

parasitos superexpressores de MTH em relacdo aos infectados com parasitos modificados
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com catalase sugere que, para o T. cruzi, € mais importante ser eficiente em sinalizar o
estresse oxidativo do que ser propriamente mais resistente ao estresse, Como 0s parasitos
modificados com catalase. Mais uma vez, nossos dados sugerem a importancia da

sinalizacéo do estresse oxidativo durante o ciclo de vida do T. cruzi.

49 A expressdo heterdloga de catalase em T. cruzi promove um aumento na

proliferacéo do parasito no hospedeiro invertebrado

O primeiro ambiente encontrado pelo T. cruzi ap6s a sua ingestao pelo hospedeiro
invertebrado é o intestino médio do inseto. Neste local, grandes quantidades de
hemoglobina sdo degradadas, o que resulta em uma alta liberacdo de heme, uma molécula
conhecida por aumentar a formagédo de EROs (RYTER; TYRRELL, 2000). Uma vez que
o T. cruzi também estd exposto ao estresse oxidativo no hospedeiro invertebrado,
iniciamos estudos para averiguar como 0Ss parasitos que expressam catalase se
comportariam neste meio.

Para tanto, ninfas de R. prolixus foram alimentadas com sangue contendo parasitos
selvagens ou modificados com o gene da catalase. Trinta dias ap6s a infec¢do, 0s insetos
tiveram o intestino dissecado para a contagem do nimero de parasitos. Neste ensaio, foi
verificado que os insetos infectados com parasitos que expressam catalase apresentaram
5,46 vezes mais parasitos no intestino do que aqueles infectados com parasitos selvagens
(Figura 20). O fato de T. cruzi modificado com catalase proliferar significativamente
mais no intestino do hospedeiro invertebrado, aliado a presenca de catalase em
tripanossomatideos monoxénicos, como C. fasciculata, sugere que, neste ambiente, a

resisténcia ao estresse oxidativo seja mais importante do que a capacidade de sinaliza-lo.
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Figura 20: A expressdo heterologa de catalase em T. cruzi aumenta a proliferagdo deste
parasito no hospedeiro invertebrado. Epimastigotas de T. cruzi modificados selvagens (T.
cruziwt) e modificados com o gene da catalase (T. cruziat) foram utilizados em um ensaio de
infeccdo de ninfas do 5° estigio de Rhodnius prolixus (n=30). Trinta dias apos a infec¢do, 0s
insetos tiveram o intestino dissecado para a contagem do nimero de parasitos. O simbolo asterisco

(*) refere-se a diferenca estatistica significativa (** p<0,01: teste t de Student, n=3).

4.10 Tripanossomatideos e a enzima catalase

A familia Trypanosomatidae € taxonomicamente distribuida em 10 géneros: seis
que abrigam parasitos monoxénicos de insetos (Herpetomonas, Crithidia,
Blastocrithidia, Leptomonas, Wallaceina e Sergeia), um que abriga parasitos
heteroxénicos de insetos e plantas (Phytomonas) e 0s géneros heteroxénicos Leishmania,
Endotrypanum e Trypanosoma, 0s quais abrigam espécies de importancia médica e
veterinaria e que parasitam insetos e vertebrados (MERZLYAK et al., 2001;
SVOBODOVA et al., 2007; WALLACE, 1966).

A fronteira entre as espécies monoxénicas e heteroxénicas ndo é impenetravel.
Neste sentido, sabe-se que alguns tripanossomatideos monoxénicos podem resistir as

altas temperaturas encontradas nos vertebrados de sangue quente (KRAEVA et al., 2015;
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ROITMAN et al., 1976). Além disso, foi proposto recentemente que algumas espécies
monoxénicas sdo heteroxénicas facultativas quando as condic¢Bes sdo favoraveis a esta
alteracdo no seu ciclo de vida (DEDET; PRATLONG, 2000; FERREIRA; BORGES,
2002). De fato, varias espécies moxénicas ja foram encontradas coinfectando vertebrados
ao mesmo tempo em que o HIV, o T. cruzi e espécies de Leishmania (DEDET;
PRATLONG, 2000; FERREIRA; BORGES, 2002; ROSENTHAL et al., 2000).

Hipoteses filogenéticas baseadas em marcadores moleculares, dados
biogeograficos e paleontoldgicos tentam explicar se 0s tripanossomatideos tiveram
insetos ou vertebrados como primeiros hospedeiros. Diferentes estudos sugerem que a
adocdo do ciclo de vida heteroxénico surgiu independentemente varias vezes ao longo da
evolucdo destes parasitos. Andlises filogenéticas recentes de dois diferentes grupos de
tripanossomatideos tém gerado hipdteses que permitiram sugerir que um kinetoplastideo
ancestral de vida livre possa ter sido ingerido por insetos e se adaptado ao habitat
intestinal, originando o0s tripanossomatideos monoxénicos. Com a aquisicdo da
hematofagia, insetos passaram a inocular estes parasitas em vertebrados e, 0s que se
adaptaram ao parasitismo passaram, entdo, a circular entre insetos hematdéfagos e
vertebrados terrestres, originando as espécies heteroxénicas (HAMILTON, PATRICK B.
et al., 2004; SIMPSON, ALASTAIR G B; STEVENS; LUKES, 2006; SIMPSON, L. et
al., 1980; STEVENS, 2008).

O gene de catalase é um componente virtualmente ubiquo dos genomas
eucaridticos. Isto inclui os tripanossomatideos monoxénicos da subfamilia
Leishmaniinae, os quais provavelmente adquiriram a enzima por meio de uma
transferéncia horizontal de genes de bactéria. Entretanto, como proposto recentemente, o
gene da catalase foi secundariamente perdido do genoma de todas as espécies de

Leishmania sequenciadas até 0o momento (FLEGONTOV et al., 2016) (Figura 21).
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Figura 21: Arvore filogenética esquematica mostrando a distribuicdo de catalase nos
tripanossomatideos. Circulos vermelhos: catalase presente. Circulos vazios: catalase ausente.
Circulos cinzas: ndo considerado (KRAEVA et al., 2016).

Devido ao potencial regulatério do H20; no ciclo das espécies de Leishmania, tal
perda parece ter sido um pré-requisito necessario para o surgimento do complexo ciclo
de vida deste importante patégeno humano (KRAEVA et al., 2016). Estudos realizados
com L. amazonensis demonstraram que, em condic¢des de baixa disponibilidade de ferro,
promastigotas ativam a expressdo do transportador de ferro LIT1 (do inglés Leishmania
iron transporter 1) e aumentam a captacéo de ferro, condicdo necessaria para 0 processo
de diferenciagdo. O aumento na expressdo de LIT1 resulta em um aumento na atividade
da enzima Fe-SOD, acumulo de H20>, parada do crescimento e inicio da diferenciagao
de promastigotas em amastigotas (MITTRA et al., 2013). Além disso, parasitos L.

chagasi, incubados previamente com concentracGes subletais de menadiona e H2Oo,
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apresentaram posteriormente uma resposta mais efetiva ao estresse oxidativo, tornando-
se mais resistentes aos efeitos toxicos do H»O2 e mais virulentos em camundongos
BALB/c (WILSON; ANDERSEN; BRITIGAN, 1994).

Corroborando estes resultados, um trabalho realizado com L. amazonensis
demonstrou que a inibicdo da producgdo de EROs pelo tratamento com o antioxidante
NAC reduziu a carga parasitaria da pata e de linfonodos de camundongos BALB/c
infectados. Os autores, entretanto, associaram a morte dos parasitos com o aumento dos
niveis de GSH, que poderiam induzir a producéo de NO em macréfagos, culminando com
a morte dos parasitos (MONTEIRO et al., 2008). Juntos, estes dados sugerem que 0 H20:
poderia atuar diretamente como uma molécula sinalizadora na diferenciacdo de
Leishmania.

Uma fungdo importante do H20. como molécula sinalizadora também foi
recentemente demonstrada em T. cruzi. A exposi¢do prévia de epimastigotas a baixas
concentracdes de H20- é capaz de fazer com que estes parasitos sejam mais resistentes ao
tratamento com concentra¢cBes mais altas de H>O. (FINZI et al., 2004). Além disso,
estudos sugerem que o grupo prostético heme induza uma condicao transitéria de estresse
oxidativo, a qual estimula o crescimento de epimastigotas por meio de um mecanismo
associado a quinase dependente calcio/calmodulina Il CaMKII (NOGUEIRA et al., 2011;
LARA et al., 2007; SOUZA et al., 2009). Neste sentido, foi verificado que, durante a
infeccdo de T. cruzi em macréfagos, o estresse oxidativo gerado pela exploséo respiratoria
poderia estimular a infecgdo (PAIVA et al., 2012). Adicionalmente, foi mostrado que
inibidores de EROs diminuem a proliferagdo do T. cruzi em macrofagos, mas, por outro
lado, o tratamento dos macréfagos com H20O. é capaz de aumentar a replicagdo dos

parasitos nestas células (GOES et al., 2016).
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Assim como observado em T. cruzi, o sistema antioxidante dos tripanossomatideos
T. brucei e de espécies de leishmanias também ndo inclui a enzima catalase (BERRIMAN
et al., 2005; EL-SAYED et al., 2005; IVENS et al., 2005). Tais parasitos, aléem de
infectarem hospedeiros invertebrados, sédo conhecidos por infectarem vertebrados,
inclusive o homem. Porém, C. fasciculata, um parasito que infecta apenas o hospedeiro
invertebrado, esta entre as exce¢des de tripanossomatideos que apresentam um sistema
antioxidante do qual a enzima catalase faz parte (ALCOLEA et al., 2014).

O fato de T. cruzi modificado com catalase proliferar mais no intestino do
hospedeiro invertebrado em relagéo aos parasitos selvagens, aliado a presenca de catalase
em tripanossomatideos monoxénicos e aos estudos anteriormente mencionados sugere
que, no hospedeiro invertebrado, a enzima catalase seria importante no processo de
combate ao estresse oxidativo. Porém, no hospedeiro vertebrado, a enzima catalase
poderia dificultar a atuacdo do H>O, como uma molécula sinalizadora, uma vez que ja
tendo sido sugerido que esta molécula ja se encontra em niveis reduzidos neste ambiente
(MUELLER; RIEDEL; STREMMEL, 1997).

Neste trabalho, mostramos que parasitos modificados com a enzima catalase sdo
mais resistentes ao estresse oxidativo. Porém, estas células apresentam uma capacidade
reduzida de adaptacdo a esta condicdo. Nossa hipoOtese é que a expressdao de catalase
reduza a capacidade do parasito de sinalizar o estresse oxidativo ao evitar que o H20>
atue como uma molécula sinalizadora desta condicao.

Existem mecanismos bem descritos em bactérias nos quais as EROs ativam
diretamente fatores de transcri¢do para a adaptacdo ao estresse (KILEY; STORZ, 2004).
Um destes exemplos é o do fator de transcrigdo OxyR, o qual esta relacionado ao aumento
da protecdo contra peroxidos em E. coli e em vérias outras bactérias. OxyR contém dois

residuos criticos de cisteina que, ao serem oxidados, formam uma ligacdo dissulfidica

Discussdo 99



intramolecular quando as células sdo expostas a peroxidos (ZHENG; ASLUND; STORZ,
1998). A formacdo desta ligagdo dissulfidica promove mudancas conformacionais que
alteram a ligacdo de OxyR ao DNA e permite a ativacdo da transcricdo de genes que
codificam enzimas que metabolizam H.O>, como a catalase. Uma vez que a concentragio
de H20- esta diminuida, OxyR é reduzido e o sistema é reestabelecido (HAUSLADEN et
al., 1996).

Nos parasitos que expressam catalase, 0s niveis aumentados de H.O» ap6s a
exposicdo a esta substancia estdo provavelmente relacionados a alteracfes nos niveis de
enzimas antioxidantes, como Fe-SOD B e TR. Além disso, verificamos que o tratamento
de macréfagos com o antioxidante catalase resultou na reducdo da proliferagdo de
parasitos superexpressores de MutT, sugerindo mais uma vez a importancia do H202 no
processo de sinalizacdo do estresse oxidativo.

Posteriormente, verificamos que camundongos infectados com parasitos que
expressam catalase exibem uma parasitemia aumentada em relacdo aqueles infectados
com parasitos selvagens. Porém, ambos os valores de parasitemia obtidos foram menores
do que aquele apresentado por parasitos superexpressores de MutT, evidenciando a
importancia da sinalizagdo do estresse oxidativo neste meio. Por fim, mostramos que a
expressao de catalase em T. cruzi aumenta a capacidade deste parasito em proliferar no
intestino do hospedeiro invertebrado, sugerindo uma grande importancia em resistir ao
estresse oxidativo neste ambiente.

Em conjunto, nossos dados reforgam a hipdtese de que o H20- apresenta um papel
importante no processo de sinalizagdo do estresse oxidativo em T. cruzi. Neste sentido,
sugerimos que, embora a expressdo heteréloga de catalase aumente a resisténcia do
parasito ao estresse oxidativo, a auséncia desta enzima em T. cruzi seria importante para

gue 0 mesmo possa sinaliza-lo de forma mais eficiente.

Discussdo 100



@U mw., @U

D F oS ﬁ
e ﬁﬂ H—~ [ ﬁﬁ pay

%\MNV /- ) - M
3 w
AN( NW .\
2% - _
\ L )
WA m

, ® g
@ O .- w
WA |
oL IR VX X SPANLUX X SPANL X ok §



Conclusao

e Aexpressdo heterdloga de catalase em T. cruzi aumentou a resisténcia do parasito
ao estresse oxidativo causado pelo H>O., porém, reduziu a sua capacidade de

adaptacdo a uma baixa concentragdo desta substancia.

e A expressdo heterdloga de catalase em T. cruzi foi relacionada a um aumento nos
niveis extracelulares de H>O2 ap6s exposicdo a esta substancia, o qual poderia
estar relacionado ao aumento dos niveis de expressao de Fe-SOD B e reducdo dos

niveis de TR.

e Camundongos infectados com parasitos que expressam catalase exibiram uma
parasitemia reduzida em relacdo aqueles infectados com parasitos
superexpressores de MutT, evidenciando a importancia da sinalizacdo do estresse

oxidativo neste meio.

e A expressdo heterologa de catalase em T. cruzi aumentou a proliferacdo destes
parasitos no intestino do hospedeiro invertebrado, sugerindo a importancia da

resisténcia ao estresse oxidativo neste ambiente.
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Anexo |: Mapa circular do vetor pGEM®-T Easy (Promega). Desenho esquematico do vetor

pGEM-T Easy destacando caracteristicas do vetor como a presenca da origem de replicagéo (f1

ori), o gene de resisténcia a ampicilina (AmpR), os promotores T7 e SP6 e 0s sitios de restricdo

flanqueando o sitio multiplo de clonagem que localiza-se na regido codificadora da enzima

galactosidase. Disponivel em: http://www.promega.com/tbs/tm042/tm042.pdf.
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Not 1
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Anexo Il: Mapa circular do vetor pROCK. Desenho esquematico do vetor pROCK, o qual foi
utilizado neste trabalho para expressar em T. cruzi o um gene de interesse. O vetor possui 0
promotor de rRNA, que assegura um alto nivel de transcricdo do gene repérter e a sequéncia de
Hx1 (derivada da regido 5"UTR de TcP2pB), um sinal altamente eficiente para o processamento do
mRNA por trans-splicing. Além disso, possui as regides intergénicas e 3°"UTR do gene GAPDH,
sinais para trans-splicing e poliadenilagdo do transcrito de Higro-R, que confere resisténcia a
higromicina. A linearizacdo do vetor com Notl permite a integragdo do vetor, através de
recombinagdo homologa, no locus de B-tubulina do DNA gendmico do parasito. (DAROCHA et
al., 2004).
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