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INTRODUCAO

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario
Trypanosoma cruzi, constitui um dos maiores problemas
de saude publica das Américas, sendo estimado que
cerca de 100 milhdes de pessoas ainda correm o risco
de contrair esta doenga. O ciclo evolutivo deste parasita
¢ caracterizado pela presenga de diferentes formas
encontradas em dois hospedeiros, um vertebrado outro
invertebrado. A epimastigota ¢ encontrada no intestino
do inseto, fusiforme com cinetoplasto proximo ao nucleo
e flagelo colado a membrana (membrana ondulante)
antes de tornar-se livre. Tripomastigotas metaciclicos
estdo presentes no intestino posterior do barbeiro e sdo
as formas finais do ciclo no inseto e infectantes para
o hospedeiro vertebrado. A tripomastigota (sangue de
mamiferos) tem corpo celular longo e achatado, flagelo
aderido ao corpo celular (membrana ondulante), tornando-
se livre na regido anterior (e cinetoplasto na extremidade
posterior) ¢ responsavel pela fase aguda da doenga. A
forma amastigota, encontrada no interior de células de
mamiferos infectados, € ovodide, circular ou fusiforme,
tem cinetoplasto visivel e flagelo invaginado na membrana
(bolso flagelar). E praticamente imovel, sendo responsavel
pela forma crénica da doenga.

Atualmente estudos da bioquimica do
Trypanosoma cruzi tém levado a pesquisas de novas drogas
e compreensdo dos seus mecanismos de acdo, tentando
abolir o efeito toxico sist€émico causado pelas drogas
usuais de tratamento. Dentre as drogas antiparasitarias
frequentemente utilizadas estdo o nifurtimox, um derivado
do nitrofuran (Bayer, sob o nome de Lampit, recentemente
descontinuado) ¢ o benznidazol, um derivado do
nitroimidazol (Roche, sob o nome Radanil). Tais drogas
agem por geracao de radicais livres em seus metabolismos,
sendo o 7. cruzi muito suscetivel aos danos causados por

estes radicais. Acredita-se que ambas as drogas matam ou
inibem o crescimento do parasita por aumentar seu estresse
oxidativo, porém causam também muitos efeitos colaterais

nos pacientes em tratamento, principalmente devido a
concentracao efetiva utilizada.

Devido a essas caracteristicas, foram realizados
testes com compostos fenodlicos sintéticos bioativos
“in vitro” e “in vivo” na avaliagdo da atividade anti
Trypanosoma cruzi com o objetivo de encontrar um
composto com boa atividade anti 7. cruzi para tratamento
da doencga de Chagas tanto na fase aguda quanto na cronica,
e que fosse menos toxica que as drogas usuais.

OBJETIVOS

Neste projeto objetivamos caracterizar as
diferencas nos niveis de expressao de genes induzidas
por compostos, utilizando técnicas de biologia molecular.
Verificaremos as diferengas nos niveis de expressdo de
genes envolvidos em vias metabdlicas, que possivelmente
interferem no controle da expressio de proteinas
importantes para a susceptibilidade ou resisténcia do
parasita as substancias utilizadas. Abordaremos aspectos
de transcriptoma e proteoma do parasita.

E de suma importincia a escolha de modelos
experimentais para padronizagdo de protocolos de uso de
novos compostos potencialmente terap€uticos para doenga
de Chagas. As formas epimastigotas sdo utilizadas para
testes iniciais de toxicidade e sensibilidade a drogas. Em
relagdoaosprotdtipos “invivo”,napadronizagdodemodelos
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para a fase aguda e cronica da doenga, 0 monitoramento
de toxicidade e cura sdo muito importantes (Coura et al,
2002). Ha um trabalho recente com Leishmania (Sereno
et al, 2006) que analisa a utilizagdo de modelos “in vitro”
e “in vivo” para “screening” de compostos potencialmente
efetivos como terapéutica para tratamento da leishmaniose.
Os autores ressaltam a importancia da utilizagdo de
formas clinicamente relevantes do parasita, os amastigotas
intracelulares responsaveis pela manutengdo da doenca.
Considerando os fatos, optamos por também utilizar
modelos “in vitro” que mimetizem as formas responsaveis
pela instalacdo (tripomastigotas metaciclicos invadindo
células e se diferenciando em amastigotas intracelulares)
e manutencdo (formas amastigotas intracelulares se
diferenciando em tripomastigotas e eclodindo das células)
da doenga de Chagas no homem. Assim, iremos avaliar
a atividade antiparasitaria de compostos sintéticos
(Pisco et al, 2006) em formas amastigotas intracelulares
e tripomastigotas obtidas de culturas de células VERO
infectadas com tripomastigotas metaciclicos, forma
oriunda do hospedeiro invertebrado barbeiro e infectivas
para o hospedeiro vertebrado humano. Dessa maneira,
objetivamos nao so6 determinar o IC50 dos compostos
sintéticos (Pisco et al, 2006) capazes de provocar lise em
50 % das células/parasitas, bem como as diferengas nos
niveis de expressao de genes induzidas pelos compostos,
utilizando técnicas de biologia molecular. Analisaremos
as diferencas nos niveis de expressdo de genes envolvidos
em vias metabdlicas, que possivelmente interferem no
controle da expressao de proteinas importantes para a
susceptibilidade ou resisténcia do parasita as substancias
utilizadas.

METODOLOGIA

Neste projeto objetivamos a comparagao do RNA
do protozoario 7. cruzi tratado com a droga e o ndo tratado,
utilizando técnicas de biologia molecular. Utilizando duas
genotecas de cDNA da forma metaciclica de T. cruzi cepa
G construidas na UNIFESP em diferentes vetores, um
vetor de expressdo (plasmideo) e um vetor bacteriofago.
Os clones da genoteca serdo isolados em placas de 96 Wells
Cell Culture Cluster e, em seguida, réplicas das mesmas
realizadas em filtro de nailon, que serdo hibridizadas com
RNA dos parasitas tratados e ndo tratados com droga. A
comparacdo dos niveis de expressdo determinara a sub
(down regulation) ou super (up regulation) expressdo de
genes induzida pela exposicdo do parasita aos compostos
estudados. Esses clones serdo isolados e caracterizados
por seqiienciamento e analisados no banco de dados. O
seqiienciamento utilizara o kit Big Dye Terminator™ e
seqlienciador ABI 310 PRISM™ (Applied Biosystems)
no laboratoério de biologia molecular do programa de Pds
Graduagdo em Farmacia da UNIBAN BRASIL.

Foi preparada a bactéria Escherichia coli
Y1090 cultivada em MgSO, a 10mM e maltose a 0,2% a
37°C durante 16 horas com agita¢do. As bactérias foram
centrifugadas por 6 a 4000 rpm e resuspendidas em
metade do volume de SM para atingir a OD igual a 0,6. As
bactérias (200 pl) foram infectadas a 37°C por 30 minutos,
com 100 pl das respectivas diluigdes da genoteca em
bacteriofago. Em seguida, o material foi adicionado a 4ml
de LB Top Agar a 50°C e recolocado rapidamente sobre
placas de LB sélido, para haver crescimento das bactérias
e para obtencdo de placas de lise semi confluentes. Foram
isolados 200 clones de cDNA da forma metaciclica de T.
cruzi em 300 pl de SM estéril mais 30 pl de cloroféormio.
Os clones permaneceram acondicionados a 4° Celsius,
para posterior caracteriza¢do com soro chagasico.

Sobre placas de petri contendo meio LB Agar
ampicilina na concentragao de 100 ug/ml, pipetou-se
100 pl da genoteca construida em vetor plasmideo e o
material foi semeado com a al¢a de Grigalski. As placas
foram incubadas em estufa a 37° C por 16 horas. Apds o
crescimento das colonias, as mesmas foram isoladas para
pocos de placas de 96 well com meio LB Agar/Amp com
palitos estéreis e o crescimento foi conduzido em estufa a
37° C “overnight”. Replicadas com o replicator em outra
placa de 96 well, sendo que uma placa foi congelada
(Congelamento com 15% de glicerol a -20° C.) e a
outra utilizada para caracterizagdo dos clones através de
hibridacdo de sua réplica em filtro de nailon com sonda
radioativa de interesse.

Formas AMASTIGOTAS: os testes “in vitro”
foram realizados em cultura de células VERO infectadas
com Trypanosoma cruzi (cepa CL) tratadas com os
compostos sintéticos em diferentes concentragdes com a
finalidade de estabelecer a IC50 e uma concentracdo ideal
no tratamento da doenca na fase cronica. Foram feitos
os controles necessarios: células infectadas tratadas com
Benzonidazol e células infectadas sem tratamento. Os
resultados foram analisados e os compostos que obtiveram
resultados promissores foram testados “in vivo”.

Formas TRIPOMASTIGOTAS SANGUINEAS:
a partir da concentracdo definida “in vitro”, os
camundongos foram infectados com Trypanosoma
cruzi (cepa CL) induzindo nos animais a fase aguda da
doenga. Em seguida, os animais foram tratados com os
compostos sintéticos (dose tinica) administrados por via
oral através da técnica de gavagem (canula intra-gastrica),
sendo utilizados como controle camundongos infectados
tratados com Benzonidazol e camundongos infectados
sem tratamento. Os resultados foram obtidos através da
parasitemia (contagem de parasitas presentes no sangue).
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RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram isolados 500 clones ¢cDNA da forma
metaciclica do Trypanosoma cruzi em vetor plasmideo e
em placas de 96 wells e, em seguida, réplicas em filtros
de nylon para transferéncia dos clones. As placas estdo
estocadas em duas copias, uma a-20° C e outra na geladeira.
Os filtros reéplicas serdo posteriormente utilizados para a
caracterizacao de clones reagentes com soro chagasico.

Outra abordagem foi o isolamento de 200 clones
da forma metaciclica do parasita construido em vetor
bacteriéfago e que estdo isolados em tubos eppendorf
a 4° C. Réplicas de placas contendo essas placas de lise
ordenadas também foram feitas para reagir com sondas de
interesse ou soro chagésico.

A iniciativa de utilizagdoo de dois modelos
de genoteca em paralelo deu aos alunos a comparagdo
de metodologias com diferentes nuances, devido a
peculiaridades diferentes dos vetores utilizados.

Podemos considerar também que a analise
dos insertos dos clones, que em plasmideo tém tamanho
aproximado de 900pb, deve ter no bacteriéfago tamanho
de inserto variando de 2000 a 5000 pb, o que ajuda na
busca de seqiiencias regulatorias dos genes ali contidos.

As Figuras 1 e 2 resumem os resultados dos
experimentos “in vitro “ e “in vivo” com compostos
sintéticos bioativos.

CONCLUSOES

O presente projeto teve por objetivo analisar e
avaliar as amostras dos clones isolados de Trypanosoma
cruzi para caracterizacdo com soro de paciente chagasico.
Em seguida, serdo realizadas as hibridizagdes dos filtros
com a sonda radiativa para a caracterizagdo dos clones
diferenciais e sua posterior caracterizagdo por técnica
de seqiienciamento. Assim, conclui-se que a biologia
molecular e celular por si s6 sdo de extrema eficiéncia a fim
de auxiliar, mensurar e sobretudo avangar nas pesquisas
visando ao tratamento das parasitoses que trazem prejuizos
a saude publica.

Nos experimentos com 0s compostos bioativos,
apos a analise dos testes “in vitro”, concluimos que os
compostos que mais obtiveram acao anti 7. cruzi na forma
amastigota intracelular foram os compostos DB2, DB3 e
DMI1 de maneira dose dependente.

Ap6s a andlise dos testes “in vivo”, concluimos
que o composto que mais obtive acdo anti 7. cruzi, na
forma tripomastigota sangiiineo, foi o DB3 controlando a
parasitemia de forma semelhante ao benzonidazole, droga
usual de tratamento da Doenga de Chagas. Ja o composto
DMI1, que “in vitro” se comporta como bom agente
antiparasitario, mostrou que a via utilizada nao foi a ideal
pelo fato de o pH 4cido do estomago do animal protonar
o composto e torna-lo insoluvel, impedindo assim sua
absorcao pelas células do estomago.
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