CARACTERIZACAO DO GENE QUE CODIFICA A PROTEINA CICLOFILINA-A EM POPULAGOES
DO Trypanosoma cruzi SENSIVEIS E RESISTENTE AO BENZONIDAZOL.

Francirlene de Sousa Carvalho (bolsista), Humberto Medeiros Barreto (Co-orientador, UFPI); Silvane
M. Fonseca Murta (Colaboradora, CPqRR/FIOCRUZ); Gandhi Radis Baptista(Colaborador, UFC),
Juciane Vaz Régo (Orientador,UFPI)

INTRODUCAO

A doenca de Chagas ou Trypanosomiase Americana € causada pelo protozoério parasita
Trypanosoma cruzi. Estima-se que mais de 25 milhdes depessoas correm o risco de ter a doenga na
Ameérica Latina.(WHO 2011). A quimioterapia da doenca de Chagas esta restrita ao Nifurtimox (NFX)
e ao Benzonidazol(BZ). Ambos compostos apresentam limitagcbes como a existéncia de cepas
naturalmente resistentes. Diante disso varios estudos de resisténcia a drogas tem identificado
proteinas e RNAm diferencialmente expressos através da técnica de protebmica e microarranjo de
DNA. Dentre estes selecionamos a proteina ciclofilina-A (CyPA). Esta proteina tem atividade
peptidilprolilisomerasecis/trans (PPlase) que acelera o enovelamento de proteinas. E apresenta
importantes fungdes bioldgicas, interacdo proteina-proteina, reposta a estresses e enovelamento
protéico. Neste trabalho fez-se a caracterizacdo da proteina ciclofilina-A (CyPA19), determinando o
namero de copias e o nivel de expressdo do mRNA, nas populacdes do T. cruzi sensiveis e
resistentes ao BZ.

METODOLOGIA

Para determinar o nivel de mRNA e o transcrito do gene TcCyP19 nas populacoes,
sensiveis e resistentes utilizou-se anélises de northern blot hibridizado com uma sonda especifica do
gene. O numero de cépias e a quantificacdo do nivel de mRNA do gene nas populag¢des do T. cruzi

Sensiveis e Resistentes ao Benzonidazol foi determinado através de Real Time.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Neste trabalho selecionamos a proteina ciclofilina-a, encontrada superexpressa em
populagbes do T.cruzi resistente ao benzonidazol. A Ciclofilina-a pertencem a
Peptidilprolilisomerasescis/trans (PPlases) e estd envolvida em muitos processos biologicos,
incluindo o enovelamento de proteinas, imunossupressao, sinalizagao celular, apoptose, (JIN et al.,
2000), divisao célular, regulagcéo celular, regulagao da transcrigao, Splicing pré-mRNA, tolerancia a
stress, etc. (CHEN et al., 2007;).

Em nossas anélises de Northen blot do gene TcCYP19 mostraram um transcrito de 1,4Kb
para todas as 8 cepas do T. cruzi S ou R analisadas. E revelaram um aumento de aproximadamente
duas vezes no nivel de mRNA do gene TcCyP19 nas populagdes 17LER, comparada com a BZS.
Entretanto nossos resultados mostraram que nédo existem diferencas no numero de cépias do gene
TcCyP19 entre as cepas sensiveis e resistentes ao benzonidazol através de ensaios de Real Time.
Um dado similar foi encontrado por Guimond e colaboradores (2003) estudando parasitas resistentes
ao metotrexato que encontraram a superexpressdao dos genes y-glutamilcisteina sintetase, P-
glicoproteina A, pterina redutase 1 e dihidrofolato-redutase-timidilato-sintase mediada pela sua

amplificagéo e por outros mecanismos. Os autores observaram também a presenca de trés novos



genes (glutationa sintase, S-adenosilhomocisteina hidrolase e S-adenosilmetionina sintase) que séo
superexpressos em parasitas resistentes a droga, no qual o gene nao esta amplificado no genoma do
parasita.

Além disso, a ciclofilina-a envolve-se em infecgdes virais, doencas cardiovasculares e
céancer, além de exibir uma expresséo elevada em diversos tipos de cancer. Observa-se também que
a ciclofilina-a pode promover a proliferacao de células cancerigenas, anti-apoptose, migragao celular /
invasdo e resisténcia a droga em varios tipos de células cancerosas (OBCHOEI et al. 2009).
Sugerimos que a proteina TcCYP19 esteja envolvida direta ou indiretamente nos mecanismos de
resisténcia do parasita, uma vez que a acao de estresse produzido pelo BZ possa provocar esse

aumento de transcri¢ao da ciclofilina-a.

CONCLUSOES

e N&o houve diferenga no nimero de copias do gene TcCyP19 entre as populagdes sensiveis e
resistentes do T. cruzi ao Benzonidazol.

e Analise de Northern blot com a sonda do gene TcCyP19 mostrou a presenca do transcrito de
1,4Kb

e O mRNA do gene TcCyP19 apresentou um aumento de expressao (2,0)x na populagéo resistente
do T. cruzi ao benzonidazol, sugerindo que o gene esteja envolvido direta ou indiretamente nos

mecanismos de resisténcia do parasita a droga.
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