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RESUMO

A doenca de Chagas é causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi que possui como
mecanismo de processamento dos seus mRNAs a reacdo de trans-splicing, que envolve a
excisdo de introns e a unido de éxons de dois transcritos independentes; um transcrito curto
spliced leader (SL RNA) € trans-spliceado ao pré-mRNA aceptor, originando o mRNA
maduro. No presente trabalho utilizamos células permeédveis de formas epimastigotas de
Trypanosoma cruzi (cepas Y, NCS e Bolivia) como modelo de estudo da interferéncia de
farmacos no processamento dos mRNAs. Assim, inicialmente, realizou-se uma reacdo de
PCR de DNA gendmico das cepas Y, BOL e NCS para amplificacdo da seqiiéncia SL e
clonagem em vetor pPGEM-T de tal modo que, apés transcri¢do (in vitro) de tais clones, foram
obtidos SLL RNA anti-sentido a serem utilizados na reacdo de protecio com RNases A e T1
para andlise do processamento dos mRNAs com as c€lulas permedveis de cada uma das cepas.
As células do parasita foram permeabilizadas com lisolecitina e tratadas com o potencial
farmaco hidroximetilnitrofural (NFOH), um nitrofurano com capacidade de inibir a
tripanotiona redutase, uma importante enzima no metabolismo antioxidante do 7. cruzi. Dos
experimentos realizados, observou-se que aumentando a concentragdo do NFOH os RNAs
recém-sintetizados decafram, sugerindo que este firmaco age no processamento dos RNAs
dos parasitas. O sistema de células permedveis mostrou ser ttil para o entendimento da acio
de farmacos tripanocidas, podendo ser utilizados na triagem de outros farmacos

potencialmente tripanocidas.
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ABSTRACT

Chagas’disease is caused by the protozoan Trypanosoma cruzi that uses trans-splicing
reaction as a mechanism of mRNA processing which involves intron excision and union of
exon from two transcribed independent; one short transcript spliced leader (SL RNA) is
spliced to the pre-mRNA acceptor, originating the mature RNA. In the present work we used
permeable cells from Trypanosoma cruzi epimastigote forms (Y, NCS and Bolivia strains) as
a model of study of drug interference in the mRNA processing. So, initially, we have done a
PCR reaction on genomic DNA of Y, BOL and NCS strains for amplification of the SL
sequence and cloning in pGEM-T vector to obtain, after transcription (in vitro) of such clones,
the anti-sense SL. RNA to be used in the RNases A and T1 protection reaction for analysis of
the newly processing mRNAs using permeable cells of each strain. The parasite cells were
permeabelizing with lisolecitina and treated with the drug, hidroximetilnitrofural (NFOH), a
nitrofuran that is capacity to inhibit the trypanothione reductase, an important enzyme in the
antioxidant metabolism of 7. cruzi. It could be observed in the experiments that increasing the
NFOH concentration the recently synthesized RNA decreased, suggesting that this drug acts
somehow in the RNA processing in the parasites. Further experiments will be necessary for a
better evaluation of the drug performance in the trans-splicing of parasites, but this
permeable cell system showed to be useful for understanding of the action of trypanocide

drugs.



1 Introducao

1.1 A doenca de Chagas

A tripanossomiase americana € uma zoonose causada pelo hemoflagelado
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). Segundo a Organizagdo Mundial da Saide (OMS) existem
entre 16 e 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas e onde, cerca de 25% da populagio,
encontra-se em risco de contrair a doenca (GURTLER et al., 2003), constituindo um sério
problema de sadde publica. A doenca também ocorre em aproximadamente 5% da populacdo
nas regides metropolitanas dos Estados Unidos devido ao fluxo de imigrantes da América
Central (WHO, 2003). O controle do inseto vetor nas areas endémicas da América do Sul e
Central tem levado a uma diminuicdo da transmissdo por picadas do inseto. Atualmente, a
transmissdo congénita e a transfusdo sanguinea s@o as principais causas de transmissdo da
doenca, sendo a congénita a mais preocupante, devido aos efeitos colaterais causados nas
mies e bebés pelos medicamentos disponiveis (GURTLER et al., 2003). As complicacdes
mais severas em decorréncia da doenga causam cerca de 45.000 mortes por ano (WHO,
2003).

A maior parte dos casos de infec¢do humana, ou de outros vertebrados, é causada pela
via vetorial, importante via de disseminacdo do flagelado, conseqiiéncia do contato da pele ou
mucosas com as fezes ou urina de insetos hemat6fagos (triatomineos) contaminados pelo T.
cruzi (SCHUMUNIS, 2000).

Os vetores da doenca de Chagas pertencem a ordem Hemiptera, familia Reduviidae,
subfamilia Triatominae e espécies Triatoma infestans, T. brasilienses, T. dimidiata, T.
sordida, Panstrongylus megistus e Rhodnius prolixus, encontrados principalmente nas regides
endémicas das Américas do Sul e Central. Entre os reservatérios estdo os vertebrados

domésticos (homem, cdo, gato e roedores) e silvestres (marsupiais, quirépteros, carnivoros,



edentados, roedores, e primatas). Os humanos sdo os principais reservatorios domésticos,
seguidos pelos caes, gatos e ratos, enquanto que numerosas espécies de mamiferos silvestres,
que vivem em darvores ou exclusivamente terrestres, sdo encontrados naturalmente infectados
em todas as areas endémicas (DIAS, 1992).

Embora a transmissdo classica da doenca de Chagas seja a vetorial por triatomineos
hemato6fagos, a via transfusional vem se tornando epidemiologicamente importante devido a
migracdo de pessoas infectadas provenientes de drea endémica para os centros urbanos.
Segundo dados da Organiza¢do Mundial da Satide, estima-se que cerca de 20.000 novos casos
surgem nos paises que realizam entre 5 a 6 milhdes de transfusdes por ano. Outras vias de
transmissao, como transplantes de 6rgaos, sdo consideradas secunddrias, assim como 0s casos
raros de transmissdo pelo aleitamento por mulheres chagésicas (BITTENCOURT et al.,
1998).

A doenga de Chagas pode ser dividida em duas fases clinicas: aguda e cronica, sendo a
fase cronica subdividida em indeterminada, cardiaca, digestiva e nervosa.

A fase aguda da doenca, cujas caracteristicas aparecem de 7 a 10 dias ap6s a infeccdo,
faz com que o paciente apresente sintomas atipicos e de dificil diagndstico; os sinais da
infeccdo s@o caracterizados por inchaco na regido da picada semelhante a um furdnculo ao
qual se d4 o nome de “chagoma de inoculagdo” (BRENER, 1992).

Na fase cronica indeterminada da doenga de Chagas, ocorre baixo nivel de parasitemia
e alto teor de anticorpos. Apods a fase aguda, a maioria dos pacientes evolui durante uma ou
duas décadas nesta forma indeterminada, na qual, embora exista a infec¢do ativa,
praticamente ndo hd lesdes clinicamente demonstraveis e os 6rgdos e sistemas se encontram
preservados (CIMERMAN & CIMERMAN, 1999).

A forma cronica cardiaca € a mais importante por sua elevada morbimortalidade nas

dreas endémicas. Inflamacao cronica, miocitdlise e fibrose ocorrem progressivamente nos trés



folhetos do d6rgao, cujo volume pode ser normal, pequeno ou aumentado. As principais lesdes
ocorrem no miocardio, com importante destrui¢do de miocélulas e do sistema excitocondutor,
0 que origina as sindromes bdsicas, respectivamente, de insuficiéncia cardiaca e arritimias. Na
fase cronica digestiva, todo o tubo digestivo € acometido e as lesdes predominam no es6fago
e c6lon terminal. Macroscopicamente, o segmento pode apresentar-se absolutamente normal
(estagios iniciais, ocorrendo somente disfungio motora) ou progressivamente dilatado
(megaesofago, megacdlon, megaestomago). No célon, complicacdo freqiiente e grave nos
casos mais avancados é uma torcao da alca, mais comum na sigmoéide (CIMERMAN &
CIMERMAN, 1999).

Ja a forma nervosa cronica atinge o sistema nervoso autdbnomo, provocando disfuncdes
motoras e secretdrias periféricas, geralmente discretas e pouco perceptiveis. As lesdes no
sistema nervoso central podem ocorrer nos casos de reativagdo da doenca em pacientes

imunodeficientes (PITTELLA, 1993; ACQUATELLA, 1998).



1.2 O Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi é um protozoario flagelado (género Trypanosoma; familia
Trypanosomatidae;  ordem  Kinetoplastida;  superclasse  Mastigophora;  sub-filo
Sarcomastigophora; filo Protozoa) com trés formas evolutivas: tripomastigota, epimastigota e
amastigota. Estas formas sdo morfologicamente distintas pela posi¢do do cinetoplasto em
relacdo ao nicleo e a insercdo do flagelo. O cinetoplasto é uma estrutura altamente
especializada onde se encontra todo DNA mitocondrial do parasita. As formas tripomastigotas
tém seu cinetoplasto na parte posterior do parasita em relacdo ao flagelo; nas epimastigotas, o
mesmo Se encontra na regido entre o niicleo e a base do flagelo e nas formas amastigotas,
arredondadas, o cinetoplasto é encontrado préximo ao niicleo e na regido do flagelo que é
muito reduzido ou ausente nesta forma (BRENER, 1992). A Figura 1 apresenta o parasita e

suas estruturas.

[ TFYpanoscma cruzi)

Flagelo livre

Meleo

— Mernbrans
- ondulante

Figura 1: Esquema ilustrativo do parasita Trypanosoma cruzi. Disponivel em

www.biosci.ohio-state.edu/parasite.




O T. cruzi possui diferentes formas morfoldgicas e funcionais relacionadas com os
hospedeiros vertebrados (tripomastigotas e amastigotas) e invertebrados (epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos). A penetracdo no hospedeiro vertebrado ocorre através da pele e
mucosas, quando o inseto, durante seu repasto sanguineo, elimina fezes e urina contaminadas
com as formas metaciclicas (BRENER, 1984).

A primeira diferenciacdo do parasita ingerido pelo inseto vetor ocorre no estdmago: o
tripomastigota transforma-se em epimastigota poucas horas apds sua ingestdo. A segunda
diferenciacdo do parasita no tubo digestivo do vetor se d4 quando os epimastigotas se
transformam em tripomastigotas metaciclicos (as formas infectantes para o hospedeiro
vertebrado). Essa diferenciacio ocorre predominantemente no final do intestino e do reto. Os
tripomastigotas metaciclicos sdo liberados nas fezes e urinas do inseto vetor, penetram através
da pele e mucosas, como ja dito anteriormente, invadindo diferentes tipos de células no
hospedeiro (GARCIA & AZAMBUIJA, 2000).

Apoés a invasao das células, os parasitas rapidamente se diferenciam em amastigotas
que sofrem vdrias divisdes no interior das células infectadas. Posteriormente, os amastigotas
se diferenciam em tripomastigotas, que sao liberados para o sangue ap6ds rotura da membrana
celular, iniciando o préximo ciclo de infec¢@o de outras células ou ciclo bioldgico do parasita
quando ingerido pelo vetor (GARCIA & AZAMBUIJA, 1991). A Figura 2 ilustra o ciclo
bioldgico do parasita.

Virios estudos t&€m mostrado que as formas amastigotas do 7. cruzi também podem

aderir e invadir células de mamiferos “in vivo” e “in vitro” (UMEZAWA et al., 1985).



Figura 2: Ciclo  bioldgico
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1.3 Quimioterapia da doenca de Chagas

Desde a descoberta da doenca pelo médico sanitarista Carlos Chagas, em 1909, até os
dias atuais, foram realizadas inimeras tentativas de tratamento, sem se obter, entretanto, um
medicamento totalmente eficaz. Muitas substincias naturais e sintéticas apresentaram
atividade tripanocida (CROFT et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2003; URBINA & DOCAMPO,
2003; VIEIRA & MIDIO, 2001; RODRIGUEZ et al., 1998; CERECETTO et al.,1998;
SEPUVELDA-BOZA & CASSELS, 1996), mas estio longe de tornarem-se um farmaco
aprovado em todos os testes clinicos. Além disso, extratos e fracdes de produtos naturais
também apresentaram-se ativos sugerindo futura investigacdo de seus componentes
(FREITAS et al., 2002; MAFEZOLI et al.,2000; BASTOS et al., 1999; MOIDEEN et al.,
1999; BERGER et al., 1998). Apesar disso, nenhum firmaco tornou-se disponivel para o
tratamento da doenca desde 1970 quando foram introduzidos os dois farmacos atuais no
mercado, benznidazol e nifurtimox, sendo este dltimo ndao mais comercializado no Brasil
devido a resisténcia apresentada pelas cepas brasileiras (CROFT, 1999; COURA & CASTRO,
2002).

Estes farmacos apresentam baixa eficicia e fortes efeitos colaterais (STOPPANI,
1999), como anorexia, distirbios gastrintestinais, neuropatias e erup¢des cutaneas (BERGER
et al., 1998); além de eficacia variavel e toxicidade, precaucdes devem ser tomadas para uso
parenteral prolongado e resisténcia do parasita ao farmaco (CROFT, 1999).

MURTA e colaboradores (1998) sugerem que a resisténcia natural do 7. cruzi a
derivados nitroeterociclicos pode ser um fator importante para explicar a baixa taxa de cura
em pacientes chagdsicos. O aparecimento de resisténcia torna imprescindivel a descoberta de

novos protétipos de origem natural (NEWMAN et al., 2000), semi-sintética ou sintética, além



da viabilizacdo do uso da biologia molecular para caracterizar a suscetibilidade das cepas
infectantes as substancias em questdao (MURTA et al., 1998).

O desenvolvimento de farmacos mais efetivos e menos téxicos requer um melhor
conhecimento do ciclo de vida e metabolismo do 7. cruzi. Uma extensa distribuicdo da forma
intracelular amastigota dos parasitos nos tecidos e células, durante a fase aguda e cronica da
doenca de Chagas, é a mais dificil etapa para a acdo de um farmaco especifico, quando
comparado com a leishmaniose, onde as formas amastigotas estdo restritas aos macréfagos
(CROFT, 1999).

O T. cruzi apresenta grande variedade nas propriedades bioldgicas de suas cepas; a
cepa Y causa parasitemia e alta mortalidade em ratos. Esta cepa é considerada padrio do tipo
I segundo BRIONES et al. (1999), que classifica como tipo I, linhagens isoladas de seres
humanos e tipo II, linhagens que foram isoladas de vetores e de ciclos silvestres; a cepa NCS
foi isolada de paciente chagésico pelo Prof. Dr. Arnaldo Buainain (Professor aposentado do
Depto. de Anélises Clinicas da FCF-UNESP) e gentilmente cedida ao nosso laboratério em
1987, podendo, também, ser classificada como 7. cruzi I. A cepa Bolivia foi isolada de
triatomineo silvestre e descrita por FUNAYAMA & PRADO JUNIOR (1974), mas, em
virtude da existéncia de formas largas e finas, torna-se dificil sua classificacdo conforme
sugerido nas recomendagdes publicadas por ZINGALES (2000).

Ensaios in vivo com nifurtimox e benznidazol mostraram que a cepa Y apresentou-se
mais sensivel do que a cepa Bolivia sendo, portanto, a cepa Y um bom candidato para triagem
priméria de novos agentes tripanocidas (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001).

Para o desenvolvimento de farmacos mais seletivos e eficazes torna-se cada vez mais
importante a selecdo do alvo terapéutico, o que permitird uma busca racional por agentes que

provoquem a resposta desejada especifica para o controle da doenca. O maior foco para a



descoberta de novos farmacos antichagdsicos durante as ultimas décadas tem sido a
identificacdo e caracterizacio bioquimica e molecular dos alvos (CROFT, 1999).

Na doenga de Chagas, vérios processos bioquimicos tem sido apontados como alvos
terapéuticos potenciais (RODRIGUEZ, 2001; DOCAMPO, 2001), entre eles, a enzima
tripanotiona redutase (SALMON et al., 2000), biossintese de RNA mensageiro, biossintese de
lipidios, transialidase (FAIRLAMB, 1999), enzimas do glicossomo, envolvidas no
metabolismo energético do parasita (SOUZA et al., 1998), dentre outras.

Nitrofural (NF), 5-nitro-2-furfurilidenesemicarbazona, é um agente antimicrobiano
primadrio ativo contra microorganismos gram-positivos e, usado somente em infec¢des topicas
(KOROLKOVAS, 2002). Além disso, BRENER e colaboradores (1961) encontraram
atividade tripanocida nesta substancia, cujo efeito pode ser atribuido a inibicdo da tripanotiona
redutase.

A tripanotiona redutase de 7. cruzi tem sido considerada uma enzima chave no
metabolismo oxidativo do parasita e os derivados nitrofuranos tém mostrado produzir
inativacdo irreversivel desta enzima. Chung e colaboradores (2003) obtiveram a partir do
nitrofural (NF), um derivado, o hidroximetilnitrofural (NFOH), que se apresentou muito
eficiente como tripanocida nos testes realizados.

O hidroximetilnitrofural (NFOH), foi isolado e testado em cultura de células LLC-
MK?2 infectadas com formas tripomastigotas de 7. cruzi mostrando alta atividade tripanocida,
quando comparado ao nitrofural e benznidazol em todos os estigios. Testes de
mutagenicidade mostraram que o NFOH foi menos téxico do que o componente parente
(NF). Este potencial farmaco parece ser promissor no estudo de substincias tripanocidas, ja
que se apresentou com atividade mais alta em relacdo ao farmaco disponivel atualmente
(benznidazol) e se mostrou menos téxico para as células de mamiferos se comparado ao

nitrofural (NF) (CHUNG et al., 2003).
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1.4 Processamento dos RNAs mensageiros (nRNA) em T. cruzi

O genoma nuclear do 7. cruzi tal como ocorre em outros eucariontes, ¢ composto por
seqiiéncias de DNA que podem ser agrupadas em trés classes majoritdrias: seqiiéncias que
codificam proteinas, seqii€ncias que codificam RNAs e seqii€ncias repetitivas, as quais, em
geral, ndo sdo codificadoras. Deve-se também levar em conta a presenca de seqii€ncias
espacadoras existentes entre genes codificadores de proteinas ou RNA que podem conter
elementos reguladores da transcri¢do. O estudo da expressdo génica dos tripanosomatideos
tem revelado a existéncia de mecanismos genéticos peculiares, como por exemplo, a
organizacdo dos genes de proteinas em unidades transcricionais policistronicas, o
processamento dos transcritos através de trans-splicing e a editoracdo do RNA (alteracdo das
seqiiéncias de nucleotideos do mRNA, apds a transcri¢do). Adicione-se a isso, a existéncia
nos tripanossomas de promotores ¢ RNA polimerases pouco convencionais (FRANCO DA
SILVEIRA, 2000).

A expressao da informac@o genética contida em um segmento de DNA em eucariotos
envolve etapas que se iniciam com a sintese de um precursor do RNA mensageiro (pré-
mRNA ou transcrito priméario), seguido de um processamento de maturacio, tornando-o apto
para sair do nucleo e ir para o citoplasma sofrer traducdo nos ribossomos (BACH, 1992).

No processo de maturagdo do pré-mRNA, conhecido como splicing, os introns (regides
intergénicas ndo codificadoras de polipeptidios) sdo removidos dos transcritos primérios e os
éxons (regides codificadoras), unidos para formar uma seqiiéncia contigua especificando um
polipeptideo funcional. Estudando este mecanismo, observou-se que ele ¢ dependente de
ribonucleoproteinas, que sdo pequenas moléculas de RNA ligadas a proteinas de diferentes
formas e tamanhos, formando um complexo macromolecular denominado “spliceossomo”,

onde ocorre a reacdo de maturacdo (LEHNINGER 1995; DE ROBERTS, 1993).
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Os mRNAs da maioria dos genes de vertebrados sdo sintetizados por cis-splicing, em
um mecanismo de duas etapas, que se processa por meio de duas reagdes de
transesterificacdo: na primeira etapa, o sitio 5° splice site do éxon 1 € cortado, deixando livre
o —OH terminal da regido 3’. Ao mesmo tempo, 0 5’ end do intron liga-se, por uma ponte
fosfodiéster 2°-5°, a um residuo de adenosina no intron, denominado branch site, geralmente
localizado dentro de 100 nucleotideos do 3’ splice site. Esta forma denomina-se lariat
intermedidrio e contém o intron ligado ao 3’ éxon (éxon 2). O éxon 1 e o éxon 2 sdo
subseqiientemente clivados no sitio 3’ splice site e os dois éxons unidos por uma ponte 3’-5’
fosfodiéster. Dessa reacdo surgem, entdo, dois produtos: os éxons 1 e 2 unidos e um lariat
contendo o intron excisado com um 3’ —OH terminal (BACH, 1992).

Em contraste com o cis-splicing intramolecular, o trans-splicing envolve a uniao de
éxons de dois transcritos independentes. Em tripanosomas e nemdtodes, um transcrito curto
(aproximadamente 39 nucleotideos), denominado de spliced leader (SL) RNA ou mini-éxon
(como era antigamente referido), € transferido para todo mRNA nuclear, cuja maioria é
sintetizada como precursores policistronicos (AGABIAN,1990).

Exceto por essa natureza intermolecular, o trans-splicing apresenta as mesmas etapas
do cis-splicing. Assim, na primeira fase da reacdo, a clivagem no sitio doador de SL gera o 5’
SL éxon; o SL RNA remanescente liga-se & adenosina do branch site no pré-mRNA aceptor
para formar o Y-intermedidrio (corresponde ao lariat do cis-splicing ). Na segunda fase, a
clivagem no 3’ splice site e ligacdo do éxon gera éxons “spliceados” ou costurados e um Y-
intron excisado. Em tripanosomas, esta reacdo resulta numa seqiiéncia de 39 nucleotideos no
5’ end de todos os mRNAs (NILSEN 1989; AGABIAN 1990; NILSEN 1995). A Figura 3 a

seguir, apresenta as diferencas entre cis e trans-splicing.
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Figura 3: Diferencas no processo de cis e trans-splicing. Disponivel em

www.geneticengineering.org/RNA.

A seqiiéncia SL estd teoricamente presente em todos 0s mRNAs do tripanosoma e sua
funcdo exata ndo € conhecida. Existem evidéncias de que essa seqiiéncia confere estabilidade
ao mRNA, impedindo a sua degradacdo, auxiliando também a interacdo do mRNA com os
ribossomos. Transcritos desprovidos de SL, perdem a sua estabilidade e ndo sdo traduzidos
(FRANCO DA SILVEIRA, 2000).

Tal como ocorre nos eucariontes, os mRNAs dos tripanosomas apresentam na sua
extremidade 3’ uma cauda composta por cerca de 30 residuos de adenina (cauda poli-A).
Porém, ao contrdrio dos eucariontes superiores, os mRNAs dos tripanosomatideos ndo
apresentam uma seqiiéncia consenso para a adicio de residuos de adenina. A adi¢do de SL e
da cauda poli-A ocorre durante a transcricio do mRNA, existindo uma certa controvérsia com

relacdo a hierarquia desses eventos. Na transcricdo dos genes de tubulina, o trans-splicing
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precede a poliadenilacdo, enquanto, no caso dos genes de hsp70, ocorre o inverso (LIANG et

al., 2003). Na Figura 4 observa-se a estrutura secundaria do SL RNA.

sl 11

5'SS Sm binding
site

sl1

SL RNA 5

Figura 4: Estrutura secundédria do SL. RNA. As 3 estruturas do stem-loop (SL I, SL II
e SL III); sitio 5’ spliced (5° SS) e o sitio Sm sdo indicados. O circulo na extremidade 5’

indica a estrutura cap 4. Esquema retirado de LIANG et al. 2003.

Em estudos mais recentes foi observado que o cis-splicing também pode ocorrer no
gene PAP (Poly (A) Polymerase) de T. brucei e T. cruzi, sugerindo que ambos, trans e cis-
splicing também ocorram nesses parasitas, com predominancia do trans-splicing (MAIR et
al., 2000).

Estudos da reacdo de trans-splicing in vitro com extratos nucleares de formas
epimastigotas de 7. cruzi e pré-mRNA sintético de alfa-tubulina demonstraram que o
processamento do pré-mRNA também pode ocorrer in vitro sem a participacdo de células
vivas; porém, o uso desta reacdo como um modelo de estudo de trans-splicing apresentou
algumas dificuldades na reprodutibilidade, demandando muito tempo na avaliagdo das
moléculas que intervém direta ou indiretamente no trans-splicing de tripanosomas (VIANNA

et al., 2001).
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Um outro modelo de estudo da reagdo de trans-splicing em tripanossomas utilizando
células permedveis de 7. cruzi, tratadas com detergente lisolecitina, que as torna permedaveis a
nucleotideos trifosfatados e outras moléculas, permite sintetizar ativamente seus RNAs
(AMBROSIO et al, 2004). Esse sistema pode propiciar a investigagio da sintese,
processamento e regulacdo do mRNA em tripanosomas, bem como o estudo da interferéncia
de farmacos no processamento dos mRNAs por trans-splicing, sem contudo afetar as células

hospedeiras que processam seus mRNAs através do cis-splicing.
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2 Objetivos

O presente trabalho teve por objetivo analisar a interferéncia de farmacos no
processamento dos mRNAs, utilizando como modelo da reacdo de trans-splicing in vitro, o
sistema de células permedveis com as formas epimastigotas de trés cepas de Trypanosoma
cruzi.

Para isso, alguns objetivos especificos foram tracados:

® Sintese de seqii€ncias SL das cepas de 7. cruzi (Y, Bolivia e NCS) e clonagem
das mesmas para posterior transcri¢ao in vitro;

® Reacdo de trans-splicing utilizando células permedveis de cada uma das cepas;

® Reacdo de protecdo com RNases A e T1 com os transcritos (RNA) de SL anti-
sentido;

® Avaliagdo da interferéncia de diferentes concentracdes dos farmacos
hidroximetilnitrofural (NFOH) e nitrofural (NF) no processamento dos RNAs

de cada cepa.



3 Material e Métodos

O trabalho foi desenvolvido de acordo com as metodologias descritas na Figura 5.

Preparo de cultura
e extracao de DNA
genomico das 3
cepas de T. cruzi

v

Amplificacdo das
seqiiéncias SL

v

Reacdo de células
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Purificacdo dos
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produtos de PCR
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linearizados
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Selecio dos clones Digestao dos clones com
recombinantes enzima de restricao Pst I
Extracdo  plasmidial Sequenciamento e analise
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dos clones SL
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Figura 5: Representacdo esquemadtica das diferentes metodologias desenvolvidas no trabalho.
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3.1 Cultivo das formas epimastigotas de T.cruzi

As cepas Y, NCS e Bolivia de T. cruzi foram cultivadas em meio LIT. Para o cultivo,
2,0 a 3,0 ml da cultura (dependendo do nimero de formas no indculo, que deve ser de
aproximadamente 10° formas, contadas em cimara de Neubauer) foram semeados em 50 ml
de meio LIT. O tempo de incubacéo foi de 15 a 20 dias a 25°C, sendo que ap6s esse periodo
foi feito outro repique das cepas para manutencdo da cultura e posterior utilizacdo na reacio

de células permeaveis.

3.2 Extracao de DNA genomico

Uma cultura de 50 ml de T cruzi (cepas NCS, Y e Bolivia) foi centrifugada a 1.300x g
(centrifuga U-32R, Boeco) 4°C por 20 minutos. Em seguida, desprezou-se o sobrenadante € o
sedimento formado foi transferido para um eppendorf de 1,5 ml.

Novamente a cultura foi centrifugada por 18.000x g, 4°C por 5 minutos para retirada
do meio de cultura restante. Adicionou-se 7501 | e DNAzd® (Invifrogan) paaressuspence
o sedimento formado.

Centrifugou-se por 10 minutos a 1.300 x g, 4°C, desprezando o sobrenadante,
seguindo-se a adicdo de 37511 de DNAzdA®, hamogendzandd pad nova centrifugacdo a
4°C, 8.000x g por 10 minutos. O sobrenadante foi transferido para um novo tubo e adicionou-
se 800 | e dand 100% paa preddtaido, invertendo o tubo vdrias vezes, incubou-se 2
temperatura ambiente por 3 minutos.

Centrifugou-se por 2 minutos, a 8.000x g a 4°C (centrifuge 5415C-Beckman),
desprezou-se o sobrenadante e lavou-se a amostra com 500ul de etanol 95% por 2 vezes. Em
seguida, centrifugou-se por 1 minuto, a 4°C e 8.000x g, descartando-se o sobrenadante e
secando o sedimento a vdcuo. A ancstrafa ressuspasaen 30 11 de NdOH 8mM paa

completa solubiliza¢do e armazenada & —20°C. Para a visualizagio do DNA gendmico, foi
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feito um gel de agarose 0,8% e a imagem capturada com o auxilio do aparelho Fluor-S

MultImager (Bio-Rad).

3.3 Amplificacdo por PCR (Polymerase Chain Reaction) da seqiiéncia SL

Apés a extragio dos DNAs gendmicos das trés cepas de T.cruzi foi feita a
amplificacdo da regido de interesse SL (spliced leader). Para isso, utilizou-se:

PCR Buffer [10X]

50mM MgCL,

dNTP mix 100mM

SL DIR [10pmol/ul] - (primer ou iniciador gene-especifico)

SL INV T3 [10pmol/ul] - (primer ou iniciador gene-especifico contendo sitio para T3
RNA polimerase)

Taq DNA Polimerase [SU/ul] (Amersham)

100 ng DNA gendmico

Na Tabela abaixo estdo especificadas as seqii€ncias dos oligonucleotideos sintetizados:

Tabela 1: Oligonucleotideos gene-especificos e suas respectivas seqiiéncias.

Oligonucleotideos Seqiiéncia

SL DIR S’AACACAACTCCTTTCAAC 3’

SLINV T3 5" ATTAACCCTCACTAAAGGGAGGGGTCCGTGGACCCCG 3’
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Ciclo da reagao de PCR:
1) 93°C 3

2) 94°C 30”

3) 52°C 407
4)72°C r

5) Goto 2) 30 x

6) 72°C 10

7) 4°C oo

3.4 Purificacio dos produtos de PCR do gel de agarose para utilizacio na clonagem

O gel de agarose apresenta uma matriz porosa que faz com que os fragmentos de DNA
de diferentes massas moleculares migrem com velocidades inversamente proporcionais ao seu
tamanho. As moléculas de DNA migram para o p6lo positivo, ji que sua carga € negativa
devido a ionizacdo dos grupamentos fosfatos. Moléculas de menor massa molecular migram
com maior facilidade, sendo possivel dessa forma separar e estimar o tamanho do fragmento
de DNA.

A purificagdo dos produtos de PCR para utilizacdo na clonagem foi realizada
utilizando kit Qiagen de acordo com as instru¢des do fabricante. A técnica consiste em extrair
os fragmentos de DNA selecionados do gel de agarose, eliminando todas as impurezas e

contaminantes. O resultado foi analisado em gel de agarose 1% em tampao TAE [1X].
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3.5 Sequenciamento dos produtos de PCR obtidos

Ap6s a obtencgdo dos produtos de PCR, estes foram preparados para o sequenciamento:
4 ul produto de PCR (400ng)
2 Wl Big Dye Terminator (Applied Biosystem)
2 ul Buffer Save Money
2 ul primers Forward e Reverse (1,6 pmol/ul)

A reacdo de sequenciamento automatizado analisada no “ABI 377 DNA Sequencer”
(Applied Biosystem) implica basicamente na adicdo de nucleotideos marcados com

fluorocromos, onde cada base pode ser identificada por cores diferentes.

Ciclo da reag@o de PCR para sequenciamento:

1) 96°C 2
2) 96°C 307
3) 52°C 30”
4)72°C 4
5)Goto2)40x

6) 4°C oo
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3.6 Purificaciao do produto de PCR para sequenciamento

Adicionaram-se 80ul de isopropanol 75% em cada amostra para precipitar e deixou-se
a temperatura ambiente por 15 minutos (no escuro).

Centrifugou-se a 18.000x g (centrifuga 5417R, Eppendorf) por 15 minutos a
temperatura ambiente e, em seguida, descartou-se o sobrenadante invertendo o tubo sobre
papel absorvente. Adicionou-se cuidadosamente Iml de etanol 70% em cada tubo,
centrifugando-se novamente por 5 minutos, descartando-se o sobrenadante por inversido
cuidadosa do tubo sobre papel absorvente e secando-se o sedimento durante 15 minutos a
37°C.

As amostras foram ressuspensas em 2ul de loading buffer, vortexando para misturar.
Antes de aplicar no gel de sequenciamento, as amostras foram fervidas por 2 minutos a 95°C.

Ap6s a corrida eletroforética e andlise do gel, foi realizado o BLAST (comparag@o)
das seqiiéncias obtidas com 0 Banco de Dados NCBI

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov.br/BLAST).

3.7 Reacao utilizada para adicio de deoxiadenosina (A) aos produtos de PCR
Antes de realizar a reacdo de ligacdo do inserto (produtos de PCR) ao vetor foi
necessdrio adicionar deoxiadenosina (A) as extremidades do inserto purificado para que o
mesmo pudesse ligar-se ao vetor de clonagem pGEM-T (Promega), que apresenta timidina em
sua extremidade de ligacdo. Este procedimento facilita a inser¢do do DNA exdgeno no vetor.
Em eppendortf esterilizado misturou-se:
7,2ul produto de PCR purificado
1,0ul tampao de PCR [10X]
0,3ul MgCl, 50mM

0,5ul dATP SmM (Amersham)
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1,0ul Taq DNA polimerase [1U] (Amersham)
Volume final: 10ul
Incubou-se a 70°C por 30 minutos e em seguida as amostras foram armazenadas a —

20°C até o momento do uso.

3.8 Reacao de ligacio do inserto no vetor pGEM-T (Promega)
Para a ligacdo do inserto ao vetor pGEM-T utilizou-se a seguinte reacao:
7,5Ul Reaction buffer 2X
1,0ul vetor pGEM-T (Promega)
5,5ul DNA (adicionado de A)
1,0ul DNA Ligase (Promega)
Volume final: 15ul
Incubou-se a 4°C por 15 horas e em seguida as amostras foram armazenadas a —20°C

até o momento do uso. A Figura 6 ilustra o vetor utilizado e o sitio de clonagem.
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Figura 6: Ilustragcdo do vetor pPGEM-T (Promega). Disponivel em www.promega.com
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3.9 Preparacio de célula competente de E. coli DH5-q.

As bactérias DHS5-o foram semeadas em Sml de meio LB liquido sem antibidtico e
incubadas em estufa (INNOV A 4000) com agitag¢do de 160 rpm a 37°C por 18 horas.

No dia seguinte, transferiu-se a cultura de 5 ml de bactéria para 50 ml de meio LB
liquido sem antibiGtico e foram colocadas a 37°C com agitagdo de 160 rpm. A DOgq foi
monitorada apds a primeira hora até atingir acima de 0,4. Apds esse periodo, centrifugou-se a
cultura a 1500x g, 4°C por 10 minutos e o sedimento foi ressuspenso em solugdo de cloreto de
célcio gelada. Este procedimento foi repetido mais uma vez. Os tubos foram mantidos em
gelo por 1 hora e depois deste periodo, centrifugou-se nas mesmas condigdes descritas
anteriormente.

O sedimento foi ressuspenso em 1:50 (300ul) do volume inicial de solugdo de cloreto
de célcio gelada, e as células (100ul) foram entdo aliquotadas em eppendorf esterilizado e

armazenadas a —80°C.

3.10 Transformacao em bactéria DH5-0 competente

Para a transformacgdo, 30ul de células competentes foram descongeladas em gelo,
adicionando-se S5ul de DNA (plasmideo contendo inserto) deixando em repouso por 30
minutos em gelo. Os tubos foram colocados em banho-maria 42°C durante 2 minutos, seguido
de choque térmico em gelo por 2 a 5 minutos.

Adicionou-se 270ul de meio SOC previamente aquecido e incubou-se a 37°C, com
agitacdo de 160 rpm durante 60 minutos. As amostras foram entdo plaqueadas em meio LB

contendo antibidtico apropriado e incubadas a 37°C por 18 horas.
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3.11 Plaqueamento e repique das colonias

Ao meio LB-dgar contendo ampicilina (100ug/ml), j4 em placas de Petri, foram
adicionados 100ul de IPTG 5mM e 100ul de X-Gal 0,8% por placa, semeando-se 100uL da
reacdo de transformagcéo e incubando-se a 37°C durante 18 horas.

No dia seguinte, as coldnias recombinantes (brancas) foram repicadas em Sml de meio
LB liquido com ampicilina (100ug/ml), deixando a 37°C, 160 rpm durante 18 horas. Das

amostras que apresentaram crescimento foram isolados os DNAs plasmidiais.

3.12 Manutencao dos clones recombinantes

Para a manutencido dos clones de interesse, isto &, bactérias DHS5-a contendo o
plasmideo pGEM-T fita dupla com inserto, procedeu-se da seguinte maneira:

Colonias foram selecionadas da placa de LB-4gar e colocadas para crescerem em meio
LB liquido (5ml) contendo o antibidtico ampicilina (100pug/ml) e deixadas em estufa com
agitac@o de 160rpm, 37°C por 18 horas. As bactérias contendo o inserto foram congeladas em

glicerol v/v. As amostras foram entdo armazenadas em freezer —80°C.

3.13 Extracao do DNA plasmidial

Para a extragdo do DNA plasmidial contendo o inserto de interesse foi utilizado o
método da lise alcalina, segundo a técnica descrita por SAMBROOK et al (1989). Apds
crescimento dos clones (descrito no item 3.11), procedeu-se da seguinte maneira:

As bactérias foram centrifugadas a 18.000x g, 5 minutos a 4°C e ao sedimento
acrescentou-se 100ul de solugdo I — TEG (descrita no Apéndice). Adicionaram-se 200ul de
solucdo II preparada na hora do uso, misturou-se por inversdo 5 vezes, incubando-se em gelo
por 5 minutos. Em seguida, foram adicionados 150pl de solug@o III invertendo por 10 vezes

as amostras e incubando no gelo por 5 minutos.
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As amostras foram centrifugadas por 15 minutos a 4°C e 18.000x g e o sobrenadante
transferido para um novo tubo. Adicionou-se volume a volume (v/v) de uma mistura de
fenol/clorof6rmio, levando-se ao vértex e centrifugando-se por 2 minutos a 4°C. Transferiu-se
o sobrenadante para um novo tubo e o DNA foi precipitado com 2 volumes de etanol 100%,
deixando-se a temperatura ambiente por 5 minutos; em seguida, as amostras foram
centrifugadas por 5 minutos, 18.000x g a 4°C. Desprezou-se o sobrenadante e adicionou-se
Iml de etanol 70%, centrifugando por 5 minutos (18.000x g a 4°C). O sobrenadante foi
novamente desprezado e as amostras foram secas a vacuo por 15 minutos e em seguida foram
ressuspensas em 25ul de dgua ou T.E.

A extracdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose 1% TAE [1X] em cuba
horizontal da “Life Technologies Gibco BRL Horizontal Gel Eletrophoresis Apparatus” a
100V. Utilizou-se “1 kb DNA Ladder” (Gibco BRL) como padrido de massa molecular. Em
seguida, cada DNA extraido foi seqiienciado com oligonucleotideo direto e reverso para

posterior andlise e confirmacdo da seqii€ncia.

3.14 Linearizacao dos plasmideos utilizando enzima de restricao

Os plasmideos contendo DNA de 7. cruzi foram digeridos com a enzima de restricao
Pst 1 para linearizacdo, utilizando-se 20 g do DNA plasmidial e deixando-se a digestdo por
2:30 horas a 37°C.
1,0ul de enzima Pst I (Gibco BRL)
2,5ul React 2 buffer (Gibco BRL)
1,5ul dgua mili-Q autoclavada

20ul plasmideo

25ul volume final
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Para visualizacdo da digestdo do plasmideo foi feita eletroforese em gel de agarose 1%

em tampado TAE [1X].

3.15 Purificacdo das amostras linearizadas

Para obter-se amostras mais puras e livres de contaminantes para utilizacdo na reagio
de transcrig@o in vitro, realizou-se o seguinte procedimento:

As amostras contendo 20pl de plasmideo linear, foram adicionados 80uL de 4gua
mili-Q e volume/volume de uma mistura de fenol/cloroférmio, centrifugando por 5 minutos,
18.000x g, a temperatura ambiente; em seguida, retirou-se a fase aquosa, transferiu-se para
novo tubo e adicionou-se volume/volume de uma mistura de cloroférmio:isoamilalcool
(24:1), centrifugando-se por 5 minutos, 18.000x g, a temperatura ambiente.

Apés centrifugacdo, retirou-se a fase superior, transferiu-se para novo tubo e
precipitou-se com 5 uL de SET [20X] e 300 uL de etanol 100%, centrifugando-se por 15
minutos, 18.000x g, 4°C e seguindo-se de lavagem com 100uL de etanol 70%. Uma nova
centrifugacio foi realizada (5Sminutos, 18.000x g, 4°C), o sobrenadante retirado e as amostras

ressuspensas em 20uL de dgua e armazenadas no —20°C até o momento do uso.

3.16 Reacao de transcricio in vitro (a frio)

Para a reacdo de transcri¢do ocorrer, adicionou-se um inibidor de RNases, denominado
RNAsin (Promega), DTT, que auxilia a reagdo e facilita a ligacdo do cap, um residuo de 7-
metilguanosina que se une a extremidade 5’ do mRNA, através de uma ligacdo incomum 5°,5’
trifosfato (as ligacdes em geral s@o 5°, 3’ trifosfa to), MgCl,, ribonucleotideos trifosfatados (A,
U, C, G), os quais permitem que a enzima T3 RNA polimerase sintetize o pré-mRNA.

Para realizar a reagdo de transcrig¢do in vitro foram necessarios:

5 pl de tampao de transcrig@o
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0,7ul de RNAsin [40U/ul] (Promega)

0,5ul Cap [0,5A/ul]

Agua g.s.p. 20ul

As amostras foram incubadas por 10 minutos a temperatura ambiente e ento
acrescentou-se:

1,0ul NTP mix [10mM] (Promega)

0,8ul de enzima T3 RNA polimerase (USB)

As amostras foram incubadas por 4 horas a 37°C; em seguida, foram adicionados 20ul
de formamida, fervendo-se a mistura por 2 minutos a 96°C, aplicando-se as amostras em gel
de poliacrilamida 5% com uréia 7M. Apds a corrida, o gel foi corado com solucdo de brometo
de etidio (20mg/ml) por aproximadamente 20 minutos. As bandas transcritas foram
observadas em trans-iluminador Flior-S Multilmager (Bio-Rad) e recortadas do gel para

eluicdo do RNA.

3.17 Gel de poliacrilamida 10% com uréia (7M)

42¢g de uréia

Acrilamida 40%

[0,5X] TBE

Ap6s a dissolugdo da uréia por agitacdo, adicionou-se 1:100 de persulfato de amdnio
10% e 1:1000 de TEMED para polimerizacgio do gel. Depois, aplicou-se nas placas e esperou-
se a polimerizagdo para aplicacdo das amostras previamente aquecidas a 95°C por 2 minutos e
mantidas em gelo. Os géis a 5%, para reacdo de transcricdo, foram feitos seguindo-se o

mesmo procedimento.
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3.18 Eluicao da banda de RNA apés a transcricao

Recortou-se a banda de RNA presente no gel de poliacrilamida, colocando-se em
eppendorf para maceracdo juntamente com 200ul do tampdo de extragdo (descrito no
Apéndice) incubando-se a 37°C por 1:30 hora. Em seguida, transferiu-se para outro tubo livre
de RNases, extraindo-se com 200pl butanol [1X], misturando-se no vértex e centrifugando-se
por 5 min, 18.000x g a temperatura ambiente; a seguir, desprezou-se a fase superior e
adicionou-se 1ml de ETOH 100%, para precipitacio do RNA, incubando em gelo por 15 min,
seguindo-se centrifuga¢do a 4°C, 18.000 x g por 15 min. As amostras foram lavadas com
100ul de ETOH 70%, repetindo-se a centrifugacdo por 5 min. O sedimento foi seco a
temperatura ambiente, ressuspenso em 50% formamida/5X SET e o RNA anti-sentido usado

na reagdo de protecdo com RNases.

3.19 Reacio de trans-splicing com células permeaveis utilizando formas epimastigotas de
T.cruzi

Os experimentos utilizando células permedveis para avaliacdo de farmacos no
processamento dos mRNAs foi realizado segundo Ambroésio et al (2004).

As formas epimastigotas de 7. cruzi das trés cepas, Y, Bolivia e NCS, foram
cultivadas em meio LIT (50 ml) até atingirem aproximadamente 1,25x10® células. As culturas
foram centrifugadas durante 20 minutos a 1.300x g (centrifuga U-32R, Boeco) a 4°C, os
sobrenadantes descartados de modo a permanecer ainda 1 ml de meio, com os quais as células
foram ressuspensas para contagem dos parasitas.

A seguir, centrifugou-se por 35 segundos a 1.600x g em microcentrifuga,
(Microfuge® Lite-Beckman) descartando-se o sobrenadante e prosseguindo-se com 4
lavagens em tampao TB[1X] para retirar o excesso de meio, sendo que apds a tltima

centrifugacdo, as células foram ressuspensas em 200ul do mesmo tampao e deixadas em gelo
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por 5 minutos. Foram adicionados 10ul de lisolecitina (10mg/ml), que tem a fungdo de
permeabilizar a membrana do parasita para a passagem do farmaco e demais reagentes
necessdrios para sintese e maturacdo dos mRNA, incubando-se por 1 minuto em gelo
repetindo-se a centrifugacdo e descartando-se o sobrenadante; seguiu-se uma lavagem com
500l de tampdo TB[1X], descartando-se o sobrenadante, sendo as células entdo ressuspensas
em 50ul de TB[1X] e adicionando-se o mesmo volume do mix (descrito no Apéndice) com e
sem o is6topo radioativo e/ou os fdmacos em diferentes concentracodes (2,0, 5,0 e 12,5mM).
Os farmacos utilizados nas reacdes (NF e NFOH) foram gentilmente cedidos pela Prof®.
Chung Man Chin, do Departamento de Formacos e Medicamentos desta faculdade.

A reacdo foi incubada a 28°C durante 20 minutos e apds a incubacéo foi adicionado
500ul de reagente Trizol® (Invitrogen), que serve para lisar as células e liberar os RNAs
recém-sintetizados, levando-se ao vortex por 10 segundos, adicionando-se 200ul de
cloroférmio, vértex e centrifugando os tubos por 15 minutos, a 4°C e 18.000x g (centrifuge
5415C, Beckman). As fases aquosas foram transferidas para novos tubos, acrescentando-se
500ul de isopropanol para precipitacdo dos RNAs, misturando-se por inversdo vdrias vezes e
repetindo a centrifugacdo. Os sobrenadantes foram descartados e lavados com 1ml de etanol
70%. Os RNAs precipitados foram secos e ressuspensos em 25ul de 50%formamida/5X SET,
incubando-se por 15 minutos a 65°C para obter completa homogeinizagéo.

Para observagdo da presenca de RNAs, 2ul de cada amostra (RNAs com NFOH) e
2ul controle (RNA sem NFOH), foram misturados com formamida e fervidos por 2 minutos
a 95°C e aplicados em gel de poliacrilamida 10% com uréia. A pré-corrida e a entrada de
amostras foram realizadas com uma corrente de 400V por 20 minutos; para a corrida, utilizou-
se 800V por 45 minutos. O gel foi entdo exposto ao filme de autorradiografia que foi revelado
para verificacdo dos produtos da reacdo. Quando os experimentos ndo utilizaram material

radioativo, os géis foram revelados pelo nitrato de prata.
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3.20 Reacao de protecao com RNases A e T1

Para estes experimentos, utilizou-se o S RNA antisentido de 7. cruzi transcrito a frio,
como ja mencionado no item 3.15; para tanto, em eppendorf, foram colocados 200ng do SL
RNA em 18ul de tampéo 50%formamida/5X SET, incubando-se, em banho seco a 80°C por
15 minutos, para denaturagdo do RNA. A seguir, foram adicionados 2ul da reacdo de trans-
splicing com células permedveis e a mistura foi novamente incubada durante 15 minutos a
80°C e deixada a 37°C por 18 horas. Como controle, 2ul da reagdo de trans-splicing foram
incubados na auséncia do SL antisentido.

No dia seguinte, foram adicionados 200ul de tampao contendo 20ug/ml de RNase A
(Gibco BRL) e 5U/ml de RNase T1(Gibco BRL), incubando-se por 1 hora em gelo e 5
minutos a temperatura ambiente. As reacdes foram entdo tratadas com proteinase K
[20mg/ml] (Gibco BRL) e os RNAs precipitados conforme ja descrito anteriormente (item
3.18), para serem entdo submetidos a corrida eletroforética em gel 10% de poliacrilamida
contendo uréia. O gel foi entdo exposto ao filme de autorradiografia que foi revelado para

verifica¢do dos produtos da reacdo.

3.21 Reacio de coloracio pelo nitrato de prata (Silver Staining)

Os géis contendo os RNAs originados da reacdo de trans-splicing sem radioatividade
foram revelados pela coloragdo com prata. As solugdes utilizadas estdo descritas no Apéndice;
o gel foi cuidadosamente colocado em cuba de vidro e processado como segue:

® 30 min com Solugédo I

® 15 min com Solucido II

Repetindo-se o passo anterior

® S min com dgua destilada
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® 20 min com AgNOj; (Nitrato de prata)

® 1 min com H,O destilada

® 1 min com Solugao III

Repetindo-se o passo anterior até o aparecimento de bandas.

® 15 min com Solucdo IV

® Depois de corado, o gel foi analisado no aparelho Flior-S Multilmager (BioRad) e em

seguida, foi embalado em papel celofane e guardado.

3.22 Quantificacio das bandas de RNA utilizando programa Multi Analyst

Ap6s a revelacdo dos géis de poliacrilamida contendo uréia das reacdes de células
permedveis pela coloracdo com nitrato de prata, foram feitas quantificacdes de algumas
bandas (selecionadas e indicadas nos respectivos géis) através da D.O. de cada uma delas.

Esta andlise foi feita utilizando-se o programa Muti Analyst (Bio-Rad).

Obs: O preparo de meios, tampdes e reagentes utilizados encontram-se descritos no

Apéndice.



4 Resultados

4.1 Extracio de DNA gendomico de trés cepas de T. cruzi
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Os DNAs gendmicos das cepas Y, NCS e Bolivia de T. cruzi foram extraidos

conforme descrito em Material e Métodos, tendo sido preparado um gel agarose 0,8% para a

andlise destes, que foram entdo quantificados em espectrofotdmetro (Gene Quant®-

Amersham) e utilizados na reacdo de PCR para amplificacdo do fragmento de interesse.

A tabela a seguir apresenta as concentracdes obtidas apds extracdo dos DNAs

genOmicos, num volume final de 50l :

Tabela 2: Concentracdo dos DNAs genomicos em ug/iL das trés cepas de 7. cruzi.

Concentracao (ug/ul)
T. cruzi - cepa’Y 10,5
T. cruzi - cepa NCS 9,4
T. cruzi - cepa Bolivia 8,7
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Através da quantificacio em espectrofotdmetro e posterior andlise dos DNAs
gendmicos pela corrida eletroforética em gel de agarose 0,8%, verificou-se que o rendimento
da metodologia de extracdo do DNA gendmico foi satisfatério, e este se apresentou em

concentragdo 6tima para utilizagdo nos experimentos que se seguiram.

2,072

600

Figura 7: Eletroforese em gel de agarose 0,8% dos DNAs gendmicos (em duplicata) obtidos
de formas epimastigotas de 7. cruzi como descrito em Material e Métodos. A. Peso Molecular

100pb (Gibco BRL); B e C cepa Y. D e E cepa NCS; F e G cepa Bolivia.
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4.2 Produtos de PCR utilizando DNA genomico de T. cruzi (cepas Y, NCS e Bolivia)
As amplificagcdes das seqiiéncias SL (spliced leader) foram feitas a partir do DNA

genOmico das trés cepas de 7. cruzi (mostrados na Figura 7) utilizando os primers ou
iniciadores gene-especificos. Os oligonucleotideos foram construidos para as regides 5 de SL
sendo que, ao primer SL INV T3, também foi adicionada a seqiiéncia da regido promotora
para enzima T3 RNA polimerase. Esta adi¢do foi feita para que fosse possivel usar esta
enzima para transcri¢do com o vetor pPGEM-T, o qual ndo apresenta regido promotora para a

mesma.

Apo6s amplificagdo, os produtos (~147 pb) foram eluidos do gel para purificacdo.

A B C D E F G H

1600

800
400

<— 147pb
100

Figura 8: Produtos de PCR (em duplicata) utilizando DNA gendmico de T.cruzi (cepas Y,
NCS e Bolivia) submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% em TAE [1X]. A. Peso

molecular 100pb (Amersham); B, Ce D cepa Y; E e F cepa NCS; G e H cepa Bolivia.
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4.3 Eluicao dos produtos de PCR das trés cepas de T. cruzi
Os produtos amplificados (~147 pb) foram eluidos do gel utilizando o Kit Qiagen,

para purificacdo dos mesmos, com intuito de facilitar a reacdo de ligacio com o vetor de
clonagem. Na Figura 9, observa-se que a purificagdo foi eficiente, resultando somente a banda

desejada, isto é, uma banda em torno de 147 nucleotideos.

<+— 147pb

Figura 9: Eletroforese em gel de agarose 1% dos produtos de PCR purificados do gel de

agarose. A. Peso molecular 100pb (Amersham); B. cepa Y; C cepa NCS; D. cepa Bolivia.
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4.4 Mini-prep dos clones SL obtidos apds clonagem dos produtos de PCR

Uma vez selecionados os clones, realizou-se a extracdo do DNA plasmidial seguida de
duas etapas. Na primeira etapa provocou-se a lise das membranas celulares permitindo a
liberagdo do DNA; j4 na segunda etapa, realizou-se um ou mais tratamentos quimicos e
enzimaticos para eliminar contaminantes como DNA gendmico, RNA, proteinas,
macromoléculas, etc.

Apo6s a extracdo dos DNAs plasmidiais, estes foram submetidos a eletroforese em gel
de agarose 1%. A Figura 10 apresenta o gel corado com brometo de etidio contendo os

plasmidios com as seqiiéncias SL de 7. cruzi obtidos de cada uma das trés cepas.

Figura 10: Extracdo de DNA plasmidial pelo método da lise alcalina submetidos a
eletroforese em gel de agarose 1%. A. Clone Y12 ; B. Clone B8; C. Clone B10; D Clone Y9;
E. Clone Y10; F. Clone N2. As iniciais Y, N e C correspondem aos clones extraidos da cepa

Y, NCS e Bolivia, respectivamente.
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4.5 Sequenciamento dos clones SL das cepas Y, NCS e Bolivia

Apés clonagem e extracdo do DNA plasmidial dos clones obtidos, estes foram
seqiienciados e confirmados como contendo a regido spliced leader de T. cruzi utilizando
comparagdo no Banco de Dados do NCBI. As seqii€ncias grifadas em azul representam parte
do vetor pGEM-T; as grifadas em vermelho e rosa correspondem aos primers, SL DIR e SL

INV T3, respectivamente. A seqiiéncia de interesse SL esta em preto.

® Seqiiéncia nucleotidica da cepa Y de T. cruzi (clone Y12) contendo a seqiiéncia
spliced leader em estudo:
TGATTAACACAACTCCTTTCAACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTTCT
ATATTGGTACGCGAAGCTTCCAACCCGCCTATGGCGGTAATGTTAGGTCAAT

TTCTTTTGACCGGGGTCCACGGACCCCTCCTTTTAGTGAGGGTTAATAATC

® Seqiiéncia nucleotidica da cepa NCS de T. cruzi (clone N2) contendo a seqii€ncia
spliced leader em estudo:
GATTAACACAACTCCTTTCAACTAACGCTATTATTGATACAGTTTCTGTACTA
TATTGGTACGCGAAGCTTCCAACCCGCCTCTGGCGGTTATGTTTGGTCAATT

TCTTTTGACCGGGGTCCACGGACCCCTCCCTTTAGTGAGGGTTAATAATC

® Seqiiéncia nucleotidica da cepa Bolivia de T. cruzi (clone B8) contendo a seqiiéncia
spliced leader em estudo:
TGATTAACACAACTCCTTTCAACTAACGCTATTATTGATACGGGCTCTGTTCT
ATATTGGTACGCGAAGCTTCCAAATCCGCGAGTCGCGGTTATGTTTGGTCAA

TTTCTTTTGACCGGGGTCCACGGACCCCTCCTTTTAGTGAGGGTTAATAATC
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Estas seqiiéncias foram alinhadas e comparadas com uma seqiiéncia retirada do Banco
de Dados do NCBI. Os clones positivos selecionados para linearizagdo estdo descritos na

tabela abaixo:

Tabela 3: Clones e respectivas cepas de 7. cruzi selecionados para linearizacao.

Nome do Clone Cepa
Y12 Y
N2 NCS
B8 Bolivia
B10 Bolivia
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4.6 Alinhamento das seqiiéncias SL das trés cepas

O alinhamento muiltiplo foi feito com as seqiiéncias obtidas no sequenciamento e
comparadas com uma seqiiéncia retirada do NCBI (n° de acesso AY367128, CAMPBELL et
al., 2004), que se refere a cepa CL Brener e foi denominada neste trabalho de SL original.

Para realizar o alinhamento utilizou-se o programa GeneDoc (NICHOLAS &

NICHOLAS, 1997).

SLeepay i oY
dlcepalCid : ﬂTTnTTI uTul_‘ﬂl_wTTTl‘leT'I‘TuTuTTITITT CTTCCAACKCC R
SLcepaBol 1 IEAMIEVASES JLLTTMTTHMTMI_E_ TI‘TIwTa CTATATTGGT CTTCCAARNNCC R
NGRSV 2. C T AL CGCTATTATTGATACAGETTCTGTICTATATTGETACGE AACK” R

# 80 A IDD A
qLcepa¥ : iHTI':TT"IGGTI'Z‘.ﬂ.ﬂTTTI"'TTTTI BACGGACCCCT RN
dlcepalCid :"::.'I-'.. ':-" wTT“TITTTTI_wI_wTI AATTTCTTTT C CTIERNE
SLcepaBol @ (M STRATGTTEGGTCAATTTCTTTTGA CEA 8- 114

ARG Re AR N - C TN T GCCCGTIATGTTRGGTCARTTTCTTT T GACCGGGEET CACGEACCCCT g
GCct TgGCGETEATGTTLGET CAATTTCTITTGACCGGGET CeACGLACCCCT

Figura 11: Alinhamento multiplo das seqtiéncias SL utilizando o programa GeneDoc.
Na Figura 11, observa-se através do alinhamento que a seqii€éncia SL da cepa Bolivia
mostrou mais diferengas quando comparada com as outras cepas e SL original (CAMPBELL

et al., 2004).
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4.7 Linearizacio dos plasmideos com enzima de restriciao

Sendo o DNA plasmidial circular, foi necessério linearizd-lo com enzima de restricdo
para deixar a regido promotora livre para a enzima T3 RNA polimerase ligar-se e proceder
com a sintese dos RNAs anti-sentido. Apos a linearizagao, foi realizado um tratamento com
os plasmidios para retirada dos reagentes que foram utilizados, evitando assim que interfiram
na reacdo de transcricao.

A Figura 12 apresenta os DNAs plasmidiais contendo os insertos SL de 7. cruzi

linearizados com a enzima de restri¢ao Pst L.

Figura 12: Eletroforese em gel de agarose 1% dos DNAs plasmidiais circulares e linearizados
com enzima de restricdo Pst. A,C, E e G: mini-prep dos clones Y12, B10, B8 e N2,

respectivamente. B, D, F e H: digestdo dos clones com enzima de restri¢ao Pst L.
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4.8 Reacdo de transcricao in vitro a frio

Ap6s linearizacdo dos DNAs plasmidiais, fez-se a reagdo de transcricdo a frio com
enzima T3 RNA polimerase para se obter os RNAs antisentido para serem posteriormente
utilizados como sondas nas reagdes de protecio com RNases A e T1.

A tabela 4, a seguir, mostra os resultados da leitura feita em espectrofotdmetro (Gene

Quant®-Amersham) dos RNAs ap6s transcrigdo a frio.

Tabela 4: Concentracdo dos RNAs anti-sentido.

Concentracio (ng/puL)
T. cruzi-cepaY 196
T. cruzi - cepa NCS 188
T. cruzi - cepa Bolivia 192
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4.9 Reacao de trans-splicing com células permeaveis utilizando formas epimastigotas de
T. cruzi e diferentes concentracées do farmaco NFOH

As reagdes de trans-splicing utilizando células permeaveis foram realizadas com as 3
cepas de T. cruzi e os farmacos NF e NFOH.

Nas diferentes concentra¢des utilizadas do farmaco NFOH (2, 5 e 12,5 mM),
observou-se diferencas na concentracdo das bandas de RNAs recém-processados (tanto nas
reacoes a frio, como nas reagdes com incorporacdo de material radioativo); conforme o
aumento das concentracdes dos farmacos, foi possivel verificar uma interferéncia destes no
processamento dos RNAs mensageiros, o que foi confirmado pela reacdo de protecdo com
RNases A e T1 (com material radioativo) e pela quantificacdo das D.O. das bandas através do

programa Mult Analyst (coloragdo pela prata).

4.10 Reacao de protecao com RNases A e T1 (a quente)

A reacdo de protecio com RNases A e T1 consiste na hibridizagdo da seqii€ncia
antisentido do SL com parte dos RNAs da reacdo de células permedveis, seguindo-se adiciao
das RNases, que promovem a degradacdo dos RNAs que ndo estdo hibridos (fita simples),
permitindo a localiza¢do do SL éxon e intron nas preparagdes.

Na reacdo de protecdo com RNases a quente (incorporagdo de material radioativo),
onde foi utilizado o farmaco NFOH com a cepa Y, observou-se uma discreta diminui¢do nas
bandas de RNA conforme a concentracdo do firmaco foi aumentada. A Figura 13 mostra

esses resultados.
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Figura 13: Reacdo de protecio com RNases A e Tl1, utilizando a cepa Y e diferentes
concentracdoes do NFOH, submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e detectado
por autorradiografia. As bandas correspondentes ao SL éxon + SL intron metilado, nao
metilado e SL intron estdo indicadas na figura. Concentragdes do NFOH: A. 2mM; B.
SmM.; C. 12,5mM; D. controle (sem o NFOH); E. controle negativo da RNase (auséncia da
sonda de SL). Os pesos moleculares em nucleotideos estdo indicados na figura.; m7G: 7-

metilguanosina.
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4.11 Reacao de células permeaveis (cepa NCS), a frio (corada pelo nitrato de prata)

Na figura 14, apresenta-se o resultado da reacdo de células permedveis com cepa NCS
e o farmaco NFOH em diferentes concentragcdes (2, 5 e 12,5 mM), conforme mencionado na
legenda. Observou-se uma diminuicdo nas concentracdes das bandas de RNAs conforme a
concentracdo do farmaco foi aumentada. As setas indicam as bandas onde houve diminuicio

da concentragdo de RNAs. A Tabela 5 apresenta as leituras de D.O. de cada banda assinalada.

Banda 1

Banda 2

Banda 3
Banda 4

Banda 5

Banda 6

Figura 14: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% contendo uréia (colorag¢do pelo nitrato
de prata) da reacdo de células permedveis utilizando a cepa NCS de 7. cruzi e diferentes
concentragdes do farmaco NFOH. A. Controle (sem o NFOH). B. 2 mM; C. 5 mM; D. 12,5

mM.
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Tabela 5: Leituras das densidades Oticas das bandas indicadas na Figura 14 através do

programa Multi Analyst (Bio Rad).

Cepa NCS

Banda

Canaleta

D.O.

0,42

0,40

0,37

0,19

0,38

0,37

0,35

0,31

0,39

0,37

0,33

0,30

0,41

0,39

0,35

0,21

0,37

0,35

0,34

0,31

0,39

0,36

0,31

wileli-sibgiviieli-sikgiviieli-sikgdiviieli-sibgiviieli-cibgiwileliocli

0,27
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4.12 Reacao de células permeaveis corada pelo nitrato de prata com as 3 cepas de T.
cruzi (Y, NCS e Bolivia) e o farmaco NFOH

Observa-se na Figura 15 que houve uma reducio na concentracdo de bandas dos
RNAs, quando utilizadas diferentes concentragdes do farmaco NFOH com as 3 cepas de T.
cruzi. Com a cepa Bolivia, essas diferencas foram menos intensas, ressaltando assim a

importancia da escolha da cepa para avaliacdo do farmaco.

CepaY Cepa NCS Cepa Bol
A A

r N N\
A B CD A BCD A B C

Banda 1
Banda 2

Banda 3
Banda 4

Banda 5
Banda 6

RN

Figura 15: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% contendo uréia (coloragdo pelo nitrato
de prata) da reacdo de células permedveis utilizando as 3 cepas de 7. cruzi (indicadas na
Figura) e diferentes concentragdes do firmaco NFOH. A. Controle (sem o NFOH). B. 2 mM;

C.5mM; D. 12,5 mM.
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Conforme ja descrito, foram feitas quantificagdes das D.O.s das bandas selecionadas,
utilizando o programa Multi Analyst, podendo-se observar variagcdes nas concentragdes destes
RNAs, principalmente com a cepa Y (cepa padrdo) e NCS, enquanto com a cepa Bolivia as

diferencgas nao foram tdo significativas. A Tabela 6 apresenta esses resultados.

Tabela 6: Leituras das densidades 6ticas das bandas indicadas na Figura 15 através do

programa Multi Analyst (Bio Rad).

CepaY Cepa NCS Cepa Bolivia
Banda |Canaleta |D.O. Banda |Canaleta |D.O. Banda |Canaleta|D.O.
A 0,46 A 0,37 A 0,34
! B 0,42 1 B 0,36 1 B 0,37
C 0,27 C 0,32 C 0,31
D 0,19 D 0,22
A 0,47 A 0,38 A 0,35
P B 0,41 o) B 0,36 o) B 0,36
C 0,33 C 0,34 C 0,31
D 0,23 D 0,31
A 0,47 A 0,37 A 0,35
3 B 0,43 3 B 0,35 3 B 0,37
C 0,37 C 0,34 C 0,32
D 0,21 D 0,31
A 0,48 A 0,39 A 0,33
4 B 0,41 4 B 0,35 4 B 0,35
C 0,27 C 0,32 C 0,29
D 0,17 D 0,21
A 0,46 A 0,36 A 0,35
5 B 0,42 5 B 0,34 5 B 0,36
C 0,33 C 0,32 C 0,31
D 0,21 D 0,30
A 0,49 A 0,38 A 0,37
6 B 0,43 6 B 0,35 6 B 0,38
C 0,36 C 0,33 C 0,32
D 0,21 D 0,31
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4.13 Reaciao de células permeaveis (cepa Y) a frio utilizando os farmacos NF e NFOH
Foram testados separadamente o farmaco NF e o seu intermedidrio NFOH, para
avaliar e comparar a atividade de cada um no processamento dos RNAs. Assim, na Figura 16,
estdo apresentados os resultados obtidos com a cepa Y; a atividade do farmaco NFOH na
concentracdo de 12,5 mM mostrou ser mais ativa quando comparado com a mesma
concentracdo de NF. A concentragdo de 2 mM parece ndo ter atividade significativa com

ambos os farmacos.

Banda 1

Banda 2

Banda 3
Banda 4

Banda 5
Banda 6

Randa 7

Figura 16: Eletroforese em gel de poliacrilamida 10% com uréia corada pelo nitrato de prata
da reag@o de células permedveis, cepa Y, com os firmacos NF e NFOH. A. Controle da
reacdo (sem os farmacos). B. 2 mM do NF C. 2mM do NFOH. D. 12,5 mM do NF E. 12,5

mM do NFOH. As setas apontam as bandas onde houve diminuicdo na concentracdo de
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RNAs. A Tabela 7 apresenta os resultados das D.O.s de cada banda e as diferentes

concentragdes de farmacos, confirmando as observacdes.

Tabela 7: Leitura das densidades Oticas das bandas indicadas na Figura 16 através do

programa Multi Analyst (Bio-Rad).

CepaY

Banda |Canaleta

D.O.

0,33

0,33

0,32

0,29

0,23

0,34

0,33

0,33

0,29

0,25

0,35

0,33

0,32

0,31

0,27

0,31

0,31

0,33

0,29

0,21

0,32

0,32

0,33

0,29

0,25

0,35

0,33

0,31

0,30

0,27

0,33

0,31

0,30

0,29

uliviieli-slkgluliviigli-slkgluliviieli-slkglsliviigli-slbgluliviigli-slibgisliviigli-slbdicliwiigli-sl-

0,27
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5 Discussao

A necessidade de novas substincias (farmacos) para o tratamento da infecgéo
chagdsica, que atinge mais de 16 milhdes e com mais de 100 milhdes de pessoas expostas a
infeccdo na América Latina, é urgente e necessaria. Os dois farmacos existentes até o
momento para tratamento, nifurtimox e benznidazol, atuam apenas na fase aguda e recente da
infeccdo pelo Trypanosoma cruzi e apresentam grandes limitagdes pelos seus efeitos
colaterais e pela necessidade do seu emprego durante pelo menos 60 dias. Outro problema
enfrentado refere-se as diferencgas regionais de suscetibilidade do 7. cruzi as drogas. Assim, o
nifurtimox, por exemplo, mostra-se eficiente em chagésicos cronicos na Argentina, porém é
pouco eficaz em pacientes de Minas Gerais (COURA & CASTRO, 2002).

Além do problema da terapéutica especifica, outra dificuldade enfrentada pelos
pesquisadores refere-se ao critério de cura, isto é, como se pode medir com seguranga que o
medicamento estd sendo eficaz? Este controle de cura parasitolgica em geral é realizado por
xenodiagndsticos sucessivos. A hemocultura também € um recurso que pode ser utilizado, ja
que as reacdes imunoldgicas, em geral, ndo funcionam ou nf@o s@o seguras, pois, apds a
terapéutica, podem diminuir o titulo (URBINA, 1999; CANCADO, 1999).

A vista de farmacos realmente eficazes, e com o problema agravado pela emergéncia
de T. cruzi resistentes aos quimioterdpicos disponiveis contra a parasitose, torna-se urgente a
busca por novos e melhores agentes antichagasicos.

O Nitrofural (NF) € um agente antimicrobiano primdrio ativo contra microorganismos
gram-positivos e, usado somente em infecgdes tépicas (KOROLKOVAS, 2002). Em 1988,
Henderson e colaboradores encontraram atividade tripanocida nesta substincia, cujo efeito
pode ser atribuido a inibicdo da tripanotiona redutase, enzima chave do metabolismo

antioxidante do parasita. Chung e colaboradores (2003) obtiveram, a partir do nitrofural (NF),
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um intermedidrio da reacdo, o hidroximetilnitrofural (NFOH), que apresentou alta atividade
tripanocida e menor toxicidade, quando comparado ao nitrofural e benznidazol em todos os
estagios.

Nesse sentido e considerando que os nitrofuranos inibem a tripanotiona redutase, o
presente trabalho teve como objetivo analisar a interferéncia desses farmacos, NF e NFOH
(derivados de nitrofuranos), no processamento dos mRNAs do parasita.

Resultados preliminares de Vianna et al. (2001) demonstraram que utilizando um pré-
mRNA construido adequadamente e extratos de formas epimastigotas de 7. cruzi pode ser
obtido o processamento do pré-mRNA in vitro, embora, at¢ o momento, o trans-splicing
utilize extratos de nematodes ou de células HelLa, ambas apresentando os dois mecanismos de
splicing - cis e trans (NIELSEN, 1995; CAUDEVILLA et al., 1998). Entretanto devido a
extrema dificuldade na reprodutibilidade da reacdo de trans-splicing in vitro utilizando
extratos nucleares de 7. cruzi, os quais tem que ser ativos na formacdo do ‘trans-
spliceossomo” para processar os pré -mRNA sintéticos, o uso desta reacao tornou-se altamente
custoso e demorado para ser utilizado, por exemplo, na avaliacdo de moléculas (farmacos)
que possam interferir direta ou indiretamente no trans-splicing de tripanosomas (VIANNA et
al., 2001).

Diante dessas limitagdes, o uso do sistema de células permeaveis para estudo do trans-
splicing, conforme descrito por Ullu & Tschudi (1990) e padronizado por Ambroésio et al.
(2004) pode servir como modelo para auxiliar na investigacdo da sintese, processamento e
regulacdo dos mRNAs em tripanosomas. Nesse sistema, os parasitas sdo tratados com
lisolecitina, que torna as células do 7. cruzi permedveis a nucleotideos trifosfatados e outras
moléculas pequenas, permitindo a sintese ativa de seus RNAs utilizando o ‘pool” de proteinas
e macromoléculas do préprio parasita. Os RNAs sintetizados podem ser recolhidos por

precipitacdo e a confirmacdo da ocorréncia da reacdo de trans-splicing nas células permeaveis
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pode ser feita através da reacdo de protecio com RNases, que utiliza a hibridizacao de uma
seqiiéncia antisentido de SL. RNA, seguida de tratamento com RNases A e T1 que degradam
mRNA nao hibridos.

Devido a sensibilidade da reagdo de hibridizacio do SL antisentido e as ligeiras
diferencas na sequéncia dos SL das diferentes cepas, fez-se necessario a extracdo do DNA
gendmico de cada cepa utilizada neste trabalho, que purificado e em concentracio adequada
foi usado nas reacdes de PCR, amplificando-se um fragmento de 147 pb, utilizando-se os
primers construidos. Ao primer SL INV T3 foi adicionada a seqiiéncia da regido promotora
para enzima T3 RNA polimerase para facilitar a transcricio do SL antisentido no vetor
pGEM-T, o qual ndo apresenta regido promotora para esta enzima.

Os genes de mini-éxon ou spliced leader sdo de grande importancia nos
tripanosomatideos por participarem de um mecanismo de processamento pds-transcricao
denominado trans-splicing, responsavel pela maturacdo e estabilidade das moléculas de
mRNA destes parasitas. Estes genes estdo presentes no genoma dos tripanosomatideos como
100 a 200 copias de seqii€ncias repetitivas in tandem, codificando um éxon de 39
nucleotideos. Especificamente, o mecanismo resulta da adicdo da seqiiéncia de 39
nucleotideos denominada Spliced Leader (SL) a extremidade 5° de todos os mRNAs
nucleares, tornando assim, as moléculas maduras e prontas para traducido (NILSEN, 1995).

A comparagdo das seqiiéncias do gene SL de diferentes espécies dos diversos géneros
de tripanosomatideos mostrou que esse gene é composto por 3 regides distintas: éxon, intron e
regidao intergénica. O éxon é uma regido altamente conservada e os introns apresentam uma
pequena variacdo mas mantém mais de 98% de identidade. Entretanto, a regido intergénica,
que ndo € transcrita, é altamente varidvel, mesmo dentro de um mesmo género, apresentando
tamanhos e seqiiéncias de nucleotideos distintas mesmo entre espécies muito préximas

(FERNANDES et al., 1998).
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Apo6s amplificagdo, os produtos de PCR de SL das 3 cepas foram clonados no vetor
pGEM-T para posterior utilizacdo na transcricdo. A construgdo do plasmideo resultante foi
também seqiienciada para confirmar a fidelidade da seqiiéncia e verificar a orientagdo correta
em relacdo a regido promotora. Foram isolados 4 clones, sendo 1 da cepa Y (clone Y12), 1 da
cepa NCS (clone N2) e 2 clones da cepa Bolivia (clones B8 e B10).

Apés sequenciamento destes clones, utilizou-se o Banco de Dados do NCBI

(www.ncbi.nlm.nih.gov) para reconfirmagdo das seqiiéncias SL de T. cruzi; foram realizados

também, alinhamentos multiplos dessas seqiiéncias com uma seqiiéncia retirada do NCBI e
chamada aqui, de SL original (CAMPBELL et al., 2004). No alinhamento, observou-se que a
seqiiéncia da cepa Bolivia foi a que mais apresentou variacdes em seus nucleotideos,
confirmando a necessidade da clonagem das regides SL de cada cepa para melhorar a afericdo
da reacdo de protecdo com RNases para avaliacdo da reacdo de trans-splicing com células
permeaveis.

Com os clones em maos, foram feitas digestdes de cada um deles com a enzima de
restricdo Pst 1 para linearizacio dos DNAs plasmidiais circulares, deixando a regido
promotora livre para a enzima T3 RNA polimerase ligar-se e proceder com a sintese dos pré-
mRNAs. Apés a linearizagéo foi realizado um tratamento com os plasmidios para retirada dos
reagentes que foram utilizados, evitando assim que interfiram na reacdo de transcrigdo.
Entretanto, néo foi possivel até 0 momento avaliar os resultados desses experimentos.

Em estudos utilizando células permedveis foi verificado que a estrutura Cap metilado,
presente no SL. RNA, é requerida para a ocorréncia do trans- splicing, podendo ser um sinal
de reconhecimento para a maquinaria do mesmo. J4 o pré-mRNA aceptor ndo necessita da
presenca desta estrutura para realizar o trans-splicing (ULLU & TSCHUDI, 1991).

In vivo o capacete (Cap) 5’ também se liga a uma proteina e pode participar na ligacao

do mRNA ao ribossomo para iniciar a traducdo, evitando a degradacdo exonucledsica na
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dire¢dos>—p-3>  juntamente com a cauda Poli (A) localizada na extremidade 3’ que também
se liga a uma proteina especifica e ajuda na estabilizacdo do mRNA. Na reacdo de transcri¢do
in vitro ndo se adiciona a cauda Poli (A), possuindo o pré-mRNA apenas o residuo de 7-
metilguanosina como protecdo. Apds obtencdo dos mRNAs antisentido, seguiu-se com as
reacOes de células permedveis e protecdo com RNases.

Nos experimentos com células permeaveis, onde a atividade do NFOH foi avaliada,
observou-se uma discreta diminuicdo nas bandas de RNA (Figuras 14, 15 e 16) conforme a
concentracdo do NFOH foi aumentada. Isto é confirmado quando se observa as densidades
Opticas das bandas (Tabelas 5, 6 e 7), demonstrando variacdes nas mesmas. Através da tabela
6, observa-se que a cepa Y foi a que apresentou diferencas relevantes nas D.O.s quando
comparado com as cepas NCS e Bolivia.

A diminuicdo na concentracdo dos RNAs sugere que uma interferéncia do fairmaco no
processamento dos mRNAs do parasita, embora nio se possa afirmar, com os resultados até
agora obtidos, que essa interferéncia tenha sido na reacdo de trans-splicing.

Quando comparadas as cepas Y, NCS e Boliva, verificou-se que as respostas destas ao
farmaco foram diferentes: a cepa Y e NCS responderam da mesma forma, diminuindo a
concentracdo de RNA conforme aumentou-se a concentracdo do farmaco; ja a cepa Bolivia
parece nao ter sofrido alteracdes com as diferentes concentracdes do farmaco, demonstrando a
importancia de se avaliar um mesmo farmaco em diferentes cepas de 7. cruzi. Esses dados
sugerem que as cepas 1. cruzi II (Y e NCS) foram mais suscetiveis a a¢do desses farmacos.
Isto reforca a idéia da necessidade do uso de duas ou mais cepas diferentes para avaliacao da
atividade de potenciais farmacos anti-chagasicos.

Nos experimentos onde foram comparadas as atividades dos fairmacos NF e NFOH nas
mesmas condi¢des e concentracdes, possivelmente a maior solubilidade do NFOH foi

determinante no aumento da penetracdo nas células, e, por conseguinte, em sua maior
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atividade em relacdo ao NF, principalmente na concentracao de 12,5mM (Figura 16 ). A
quantificac@o das bandas reforca estas observacdes (Tabela 7).

Neste trabalho, foi possivel também, padronizar as andlises da reacdo de células
permedveis utilizando coloragdo pela prata em substituicgio ao material radioativo,
objetivando seu uso no rastreamento da avaliacdo da interferéncia de farmacos no
processamento dos mRNAs desses parasitas. Os resultados obtidos permitiram verificar que
esta metodologia de coloracdo possibilita a andlise do padrdao de bandas apds a reacdo de
trans-splicing, sendo uma metodologia de custo mais baixo € menos complexa quando
comparada com o uso do material radioativo, embora esta coloragdo nao tenha sido sensivel
suficiente para a deteccdo dos mRNAs recém-sintetizados quando do tratamento com RNases.

A reacdo de protecio com RNases A e T1 consiste na hibridizagdo da seqii€ncia
antisentido do SL com parte da reacdo de células permedveis, seguindo-se adi¢do de RNases
que promovem a degradacdo dos RNAs que nédo estdo hibridos (fita simples), permitindo a
localizagdao do SL éxon e intron nas preparacdes. Nesta reacdo, com o uso de radiois6topo,
observou-se nitidamente que houve diminui¢do na intensidade destas bandas (SL éxon e
intron) conforme aumentou-se a concentracdo do NFOH (Figura 13). Entretanto, os resultados
ainda ndo foram conclusivos quanto a interferéncia direta do firmaco na reacdo de trans-
splicing.

Os resultados descritos foram importantes no estudo da agdo de farmacos no
processamento de mRNAs de 7. cruzi, pois o0 modelo de células permedveis mostrou ser de
grande utilidade no rastreamento e avaliagdo dos farmacos tripanocidas. Estudos posteriores
com o farmaco NFOH deverdo ser feitos com o intuito de avaliar com precisdo qual o
mecanismo de acdo deste firmaco no processamento dos mRNAs. Entretanto, os resultados
ora apresentados demonstram a atividade de NFOH, que foi obtido por modificacdo molecular

de NF; além disso, pelo curto periodo de tempo de contato da substdncia com a maquinaria
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celular (20 minutos), o qual ndo parece suficiente para clivagem da molécula, sugere que pode
constituir-se num novo potencial farmaco.

O estudo sobre a interferéncia de farmacos no processamento dos mRNAs do
Trypanosoma cruzi utilizando estas metodologias, apontam resultados promissores de que
este modelo sera util para entendimento da acdo de farmacos tripanocidas, podendo ser

utilizados futuramente como triagem prévia dessas atividades.
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6 Conclusoes

A anélise dos resultados nos permitiu elaborar as seguintes conclusdes:

® Os SL das trés cepas estudadas neste trabalho puderam ser convenientemente clonados
para obtenc¢do dos respectivos transcritos anti-sentido;

® O processamento dos mRNAs dos parasitas das diferentes cepas parece sofrer
interferéncia quando as concentra¢des dos farmacos (NFOH e NF) foram aumentadas;

® Em relacdo as cepas estudadas, houve diferencas na resposta ao farmaco, mostrando a
importancia de se avaliar diferentes cepas desse tripanosomatideo para um mesmo
farmaco;

® Ascepas T. cruzi I (Y e NCS) parecem ser mais sensiveis a acdo desses farmacos;

® O farmaco NFOH quando comparado ao NF mostrou-se mais eficiente quando
avaliado nas mesmas condi¢des e concentragdes, utilizando-se a cepa Y;

® A técnica de coloracdo pelo nitrato de prata, embora menos sensivel em relacdo ao uso
de material radioativo, mostrou-se muito eficiente para rastreamento da atividade com

diferentes concentragdes dos farmacos.
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APENDICE

Meios de cultura, solucoes, géis, tampoes e reagentes utilizados:

A. Preparo de meio de cultura para T.cruzi
® Meio LIT (Liver Infusion Tryptone):

4,0 g de NaCl

0,4 g de KCl

8,0 g Na,HPO,4

2,0 g de Dextrose

5,0 g de Tryptose

3,0 g de Liver Infusion Broth

0,25 g de Haemin dissolvido em 0,5 ml de NaOH

100 ml de Soro Fetal Bovino Inativado

Completou-se com dgua destilada para 1000 ml.

Os sais foram dissolvidos em 850 ml de dgua destilada. Apds, incubou-se a 68°C por
uma hora para dissolver o Haemin. O pH foi entdo acertado para 7,2 e completou-se o volume
para 900 ml com 4gua destilada. Realizou-se uma filtracdo em filtro Milipore 0,22 pm estéril,
em seguida adicionou-se 100 ml de Soro Fetal Bovino Inativado. O meio foi deixado a 37°C

durante a noite para teste de esterilidade e estocado a 4°C até o momento do uso.
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B. Meio de cultura para bactéria:

® Meio LB ( Luria Bertani)
5,0 g de Bacto Triptona
2,5 g de Extrato de Levedura
5,0 g de NaCl
Completou-se com 4gua destilada para 500 ml.
Foi agitado até dissolucdo dos sais e autoclavou-se por 20 minutos a 121°C. Para
preparacdo de LB sdlido, adicionou-se dgar na concentragao final de 1% antes de autoclavar.
® Meio CG ( Circle Grow)
Pesaram-se 20 g de CG, adicionando-se 500 ml de 4gua para dissolu¢do. O meio foi

autoclavado por 15 minutos a 121°C.

C. Solucoes para o sequenciamento:
® Big Dye: Terminator RR mix (Applied Biosystem)
® Save-money Buffer
200mM Tris-HCL 1M pH 9,0
5SmM Cloreto de Magnésio.
@ Isopropanol 75%
@ Etanol 70%
® Loading buffer:
5:1 de Formamida deionizada
25mM EDTA pH 8,0

50mg/ml de Blue Dextran
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® Tampao de corrida TBE [1X]. Preparado a partir do estoque TBE [10X].
® Gel para sequenciamento (Applied Biosystem): foi preparado conforme as

instrugdes do fabricante antes de ser aplicado nas placas.

D. Solucées para mini-preparacao dos plasmidios:
® Solucao I:
25mM Tris-HCI pH 8,0
10mM EDTA
50mM Glicose
A solugdo foi autoclavada por 15 minutos e estocada a 4 °C.
@ Solucao II:
0,2M NaOH
1% SDS
A solugdo foi preparada no momento do uso.
® Solucao III:
3M Acetato de potéssio pH 5,5
® Isopropanol
® Tampao TE:
10mM Tris-HCI pH 7,5
ImM EDTA pH 8,0
® Fenol/cloroférmio

o Etanol 100% e 70%
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E. Solucoes para o gel de agarose:

o TAE [50X]:
2M Tris-base
IM Acido acético glacial
0,05M EDTA pH 8,0

® Agarose (Promega)

® Brometo de Etidio 10mg/ml

® Tampao de amostra Dye-front:
0,25% Bromophenol blue
0,25% Xylene cyanol FF

30% Glicerol

F. Gel de poliacrilamida com uréia:
o Uréia
® Tampao TBE [10X]:
0,89M Tris-base
0,02M Na,EDTA.H,0
0,89M Acido bérico
O pH foi acertado para 8,3 seguindo-se esterilizagdo por autoclave durante 20 minutos a
121°C.
® Acrilamida 40%
® Persulfato de aménio 10%
o TEMED

® Brometo de Etidio 10mg/ml
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G. Solucoes para extracao do DNA genomico:
® DNAzol® (Invitrogen)
® Tampao TE
o Etanol 100%
o Etanol 95%

® NaOH 8SmM

H. Solucoes para a clonagem
® Solucio de Cloreto de Calcio
60 mM CaCl,
10 mM MOPS pH 7,0
15% de Glicerol
Completou-se com agua destilada para 50ml. A solucdo foi filtrada em filtro Millipore
0,22 pm dentro do fluxo laminar, passando para um tubo estéril.
o IPTG SmM
® X-Gal [20mg/ml]

® Cloreto de Magnésio 1M (MgCl, 1M)

L. Solucoes para Reacio de Transcricao
® Tampao de Transcricao
200mM Tris-HCI pH 8,0
50mM MgCl,
50mM DTT
20mM Espermidina

50mM NaCl
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250ug/ml BSA

SET [20X] pH 8,0
3M NaCl

20mM EDTA pH 8,0
0,6M Tris-HCI pH 8,0

Completou-se com &4gua destilada para 100ml e em seguida filtrou-se a solucdo

utilizando filtro Milipore 0,22 um.

(@)

pum.

Formamida Deionizada
10g de Resina Amberlit
100ml de Formamida

Deixou-se agitando por 30 minutos e em seguida filtrou-se em filtro Millipore 0,22

Tampao de Extracao da banda de RNA apés transcricao
2M Acetato de Amdnio pH 8,0

SDS 1%

Glicogénio 20ug/ml

J. Solucoes para reacio de coloracio pelo Nitrato de Prata

o Solucao I

40% Metanol/ 10% Acido acético

o Solucio II

10% Etanol/ 5% Acido acético

o Solucao II1

0,28M Na,CO5/ 0,0185% formaldeido
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® AgNO; 12mM
® Soluciao IV

5% Acido acético

K. Solucgoes para Reacao com Células Permeaveis
@ Lisolecitina 10mg/ml
® Tampao 50% formamida/5X SET
® Tampao TB [10X]
200mM KGlu
300mM MgCl,
10mM DTT
1001g/ml Leupeptin
Completou-se com agua para 100 ml. Apés homogeneizagdo, filtrou-se em filtro
Millipore de 0,221m e foram estocadas a — 20°C.
® Mix
Tampao TB [1X]
0,5M Creatin-fosfato 12mg/ml (Sigma)
12 mg/ml Creatin-kinase (Sigma)
100UCi [0-**P]-UTP (Amersham)
4mM ATP
2mM GTP
2mM CTP

NFOH ou NF (na concentracio desejada)
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L. Solucoes para Reacao de Proteciao com RNases A e T1:

® Tampao para RNases (A e T1)
300mM de NaCl
10mM Tris-HCI pH 7,5

5mM de EDTA pH 8,0

Observacao: os reagentes utilizados foram obtidos das seguintes marcas: Merck, Difco,
Cultilab, Life Technologies, Sigma, Pharmacia, Mallinckrodt, Amresco, Applied Biosystem,

USB, BiolLabs, Phoneutria.
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