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APRESENTACAO

Genética (do grego “genétikds”) significa “capaz de gerar”, indicando o seu papel na génese
da vida. A Genética é a ciéncia que estuda os genes, a hereditariedade e a transmissao de caracteres
através das geracbes. Durante o século XIX, essa ciéncia evoluiu significativamente a partir dos
experimentos de Gregor Mendel com as ervilhas, que resultou na postulacdo das primeiras leis da
Genética. O segundo grande avanco dessa ciéncia ocorreu durante a década de 1950, com a elucidacao
da estrutura do DNA. Posteriormente, houve significativos progressos na Genética que resultaram em
diversas dreas de pesquisa. Atualmente, a Genética estd cada vez mais incluida em nosso cotidiano. Ao
fazermos uma breve pesquisa nos noticidrios, podemos perceber como o melhoramento genético vem
sendo bastante explorado na industria agropecudria, como a manipulacdo genética de mosquitos da
espécie Aedes aegypti pode afetar toda a sua populacdo, ou ainda como os estudos nessa area podem
nos auxiliar no entendimento de doencas fetais e cancer.

Outra ciéncia que tem avancado simultaneamente com a Genética é a Farmacologia (do grego
“phdarmakon”, droga; e “légos”, estudo), isto é, a ciéncia que estuda os efeitos de uma substancia
guimica (farmaco) sobre os sistemas bioldgicos (organismo). O uso de substancias de origem vegetal
e animal para o tratamento de doencas remonta desde tempos antigos (antes de Cristo). Contudo,
a Farmacologia se consolidou como ciéncia no século XIX, sendo que nessa mesma época foi criado
o primeiro instituto de pesquisa em Farmacologia na Europa. Desde entdo, essa ciéncia evoluiu
significativamente, se apoiando em outras dreas de estudo como a Fisiologia, a Quimica, a Patologia,
entre outros, evidenciando o seu carater multidisciplinar. Atualmente, existem diversos ramos da
Farmacologia, tais como a Quimica Médica, a Toxicologia, a Farmacologia Clinica e a Farmacogenética,
demonstrando que essa ciéncia esta expandindo a sua drea de atuacdo constantemente.

Nesse cenario, o objetivo desse livro é apresentar alguns avangos recentes nas areas de Genética
e Farmacologia com aplicacdo na filogenia, no cancer, em doencas infecciosas e no estudo de receptores
com potencial terapéutico. Espero que o leitor aprecie os resultados obtidos por pesquisadores dessas
areas de pesquisa. Boa leitura!

Natiele Carla da Silva Ferreira

Fundacdo Oswaldo Cruz (Fiocruz)
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CAPITULO 1

O RECEPTOR B2 DE CININA NAO EXERCE
EFEITOS RENOPROTETORES EM MODELO DE
RABDOMIOLISE INDUZIDA POR GLICEROL EM

Michel Monteiro Macedo

Faculdade para o Desenvolvimento
Sustentavel da Amazo6nia, Parauapebas-PA
http://lattes.cnpq.br/1741397455917609

Erivelton Fernandes Franga

Centro Universitario Carlos Drummond de
Andrade, S3o Paulo-SP

Centro de Estudos em Saude da Faculdade
Unyleya, Brasilia-DF
http://lattes.cnpqg.br/9639049725744850

Fernando Francisco Pazello Mafra
Universidade de Mogi das Cruzes, Mogi das
Cruzes-SP
http://lattes.cnpq.br/5446222436593823

Romildo Torres da Silva
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http://lattes.cnpq.br/1356134327136951

Pedro Paulo Gattai Gomes

Universidade Federal de Sao Paulo, Sao
Paulo-SP
http://lattes.cnpq.br/2896129904389035

RESUMO

Investigamos o papel protetor do receptor
B2 de cininas em modelo animal com
rabdomidlise  induzida por  glicerol.
Camundongos machos C57BI/6 (n=28)
foram separados em 4 grupos: selvagens

O RECEPTOR B2 DE CININA NAO EXERCE EFEITOS RENOPROTETORES
EM MODELO DE RABDOMIOLISE INDUZIDA POR GLICEROL EM CAMUNDONGOS

CAMUNDONGOS

nao tratados, knockout B2 ndo tratados,
selvagens tratados e knockout B2 tratados.
Aqueles tratados com glicerol receberam
uma injecdo de glicerol (50% v/v, 7 mL/
kg, i.m.). Apds 48 h, urina e sangue foram
coletadas para dosagem de creatinina e
ureia. Rins foram extraidos para avaliacdo
histologica, e niveis de expressdao de
MRNA de receptores B1 e B2 de cininas e
mediadores inflamatérios foram medidos
por gPCR. A creatinina e ureia séricas
mostraram diferengas entre camundongos
selvagens ndo tratados e tratados (0,66 +
0,04 vs 2,61 + 0,53 mg/dL, P <0,01; 33,51
2,08vs330,2+77,7mg/dL, P<0,005), e entre
camundongos knockout B2 ndo tratados
e knockout tratados (0,56 *+ 0,03 vs 2,23 +
0,87 mg/dL, P <0,05; 42,49 + 3,2 vs 327,2 +
58,4 mg/dL, P <0,01), ndo houve diferenca
entre camundongos selvagens tratados
e camundongos knockout B2 tratados. O
glicerol induziu aumento na expressdao do
receptor B2 de cininas (> 30 vezes, 31,34 +
8,9) nos rins. Animais injetados com glicerol
apresentaram maior grau de lesdo que
os animais ndo tratados. Camundongos
selvagens e knockout tratados apresentaram
lesdo renal, com comprometimento da
funcdo renal. Camundongos knockout B2
tratados ndo apresentaram um fendtipo
diferente nos marcadores de lesdo renal,
qguando comparados ao grupo tratado
selvagem. Concluimos que o receptor B2
de cininas ndo tem papel protetor na lesdo
renal.

Palavras-chave: Cininas, les3o renal
aguda, Modelos animais, Rabdomidlise,
Musculo esquelético.
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1. INTRODUCAO

A lesdo renal aguda (LRA) é uma doenga comum com risco de vida que impde um fardo
pesado ao sistema de saude (Costa-Neto et al., 2008). Foi relatado que a taxa de mortalidade
para esta doenga varia de 10% a 80%. Outros estudos sugerem que a LRA pode ser um passo
na progressao para doenca renal crénica (Heung et al., 2012), em humanos e animais (Sanoff;
Okusa, 2011).

Os principais fatores que predispdem os pacientes a LRA incluem instabilidade
hemodinamica, hipovolemia, hipdxia, isquemia e reperfusdo (I/R), queimaduras, entre outros
(Bosch et al., 2009). Existem varios modelos utilizados para estudar esta doenca; um deles é o
modelo de rabdomidlise induzida por glicerol em que a LRA ocorre apds lesdo muscular. Neste
modelo experimental nefrotéxico, os produtos residuais do metabolismo, como enzimas e
outras moléculas (por exemplo, acido urico e mioglobina), causam lesdo renal nos tubulos
proximal e distal (Bosch et al., 2009). Tais lesdes causam um declinio abrupto (em questao de
horas ou dias) na funcdo renal.

Em condi¢des inflamatdrias renais, como a LRA, o sistema calicreina-cininas (KKS)
desempenha um papel importante na homeostase da glicose (Araujo et al., 2006; Barros et
al., 2012). Esse sistema também esta envolvido em processos inflamatdrios e vasodilatadores
renais (Bhoola et al., 1992), que estdo diretamente envolvidos no mecanismo de resposta
inflamatdria da LRA. A resposta inflamatéria da LRA envolve a inducdo de isquemia vascular
local, hipdxia e lesdo tubular (Bosch etal., 2009). KKS exerce suas a¢cdes ativando dois receptores:
B1 (B1R) e B2 (B2R) (Regoli et al., 1980). A ativacdo do B1R é induzivel e ocorre em condicbes
patoldgicas como na isquemia (Marceau et al., 1998), enquanto o B2R é constitutivamente
ativo em circunstancias fisioldgicas normais (Regoli et al., 1980). Além disso, alguns autores
(Naicker et al., 1999) mostraram que ha menos B2R em néfrons de ratos afetados por doenca
renal. Estd bem estabelecido que as cininas sdo geradas rapidamente apds a lesdo tecidual
e que tém um papel central no desenvolvimento e manutencdo de processos inflamatdrios,
sejam eles agudos ou crénicos (Costa-Neto et al., 2008).

Existe um KKS renal (Klein et al., 2011) que pode responder de forma mais especifica
a LRA. Outro sistema que poderia estar envolvido no mecanismo da LRA, como observado no
modelo de rabdomidlise induzida por glicerol, é o sistema renina-angiotensina (RAS). Uma
queda na pressao arterial, tipicamente observada durante um estado hipovolémico, ativara
esse sistema e induzird a perfusdo renal (Canteras, 2011). E importante notar que, o KKS renal
pode ativar o RAS (Scicli et al., 1986). Em um estudo recente do nosso laboratério (Amorim
et al., 2013), mostramos que existe uma relacdo entre os polimorfismos genéticos da ECA e
B2R, onde o primeiro pode modular as cininas em pacientes renais transplantados. Em outros

modelos animais de lesdo renal, foi demonstrado que o B2 tem um possivel papel protetor
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(Wang et al., 2008), enquanto outros mostraram que tem um papel deletério (Chiang et al.,
2006).
Estd descrito na literatura que os B2R estdao em todas as por¢des do néfron, exceto em
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poddcitos de rim humano (Song et al., 1996). Além disso, é descrito que os niveis de NO caem
na rabdomidlise (Bosch et al., 2009), e que a ativacao do B2R estd relacionada com a producao
de NO (Kon e Hunley, 2007). Assim, o objetivo deste estudo é investigar o papel do B2R no rim

em um modelo animal de rabdomidlise induzida por glicerol.

2. MATERIAL E METODOS

2.1. Design experimental

Este estudo teve inicio apenas com a aprovacdo do comité de ética da Universidade
Federal de Sdo Paulo (UNIFESP, n2 0300/11), e os experimentos foram realizados de acordo
com as diretrizes estabelecidas pelo Colégio Brasileiro de Experimentagao Animal. Os animais
foram cedidos pelo Centro de Desenvolvimento da Medicina e Biologia Experimental (CEDEME)
da UNIFESP. Vinte e oito camundongos C57BI/6 machos de 3 meses de idade foram usados.
Os animais foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: WT (n = 5), glicerol WT (GWT, n =
9), B2KO (n = 6) e glicerol B2KO (GB2KO, n = 8). Todos os animais foram colocados em gaiolas
individuais (Alesco, Brasil) em ambiente com temperatura controlada (21 °C), ciclo claro/
escuro de 12 h por uma semana e agua e racao padrado ad libitum.

Os grupos WT e B2KO foram grupos controle e ndo receberam tratamento. Os animais
dos grupos tratados foram privados de agua por 18 h para melhor evidéncia de LRA. Os
animais de ambos os grupos de tratamento (GWT e GB2KO) foram levemente sedados com
uma injecdo intraperitoneal de solu¢do de cetamina-xilazina (150 uL, Vetnil, Brasil; a 10 uL/g,
Vetbrands Brasil, Brasil), e receberam uma inje¢do i.m. inje¢do de solugdo de glicerol (50% v/v,
Merk, Brasil, 7 mL/kg), com meia dose em cada musculo gastrocnémio. Em seguida, os animais
foram recolocados em suas gaiolas em ambiente aquecido até a recuperacao.

As amostras de urina foram colocadas em tubos de 2 mL e armazenadas a -20 °C até
a andlise. Em seguida, 48 h apds as inje¢des, os animais foram anestesiados com injecao i.p.
solugdo de cetamina-xilazina (300 pL a 10 pL/g), e amostras de sangue foram coletadas por
puncdo intracardiaca em tubos ndo heparinizados de 1,5 mL. Essas amostras foram incubadas
por aproximadamente 20 min a temperatura ambiente e entdo centrifugadas a 4°Ca 4000 rpm
por 10 min. O soro foi coletado e armazenado em um tubo de 1,5 mL a -20 °C até a analise.
Ap0s a coleta da amostra de sangue, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical,
e cada rim foi retirado, pesado e cortado transversalmente. Uma peca foi colocada em um

tubo de 2 mL e imediatamente imersa em nitrogénio liquido e entdo armazenada a -80 °C
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até a andlise, enquanto a outra metade foi colocada em um tubo de 2 mL com solucdo de
formaldeido tamponado a 10% por 24 h, em seguida colocada em um novo tubo com solugao

de etanol a 70% e armazenados até o seccionamento.

2.2. Analise da fung¢ao renal

Para a analise da funcdo renal, medimos os niveis de creatinina sérica (SCr) e os niveis de
creatinina urindria (UCr) deacordo com o método descrito por Jaffé com pequenas modificacées
(Semedo et al., 2009). Resumidamente, desproteinizamos as amostras adicionando 100 pL
de cada amostra de soro a um tubo de 1,5 mL contendo 200 plL de 1,84% H2S0O4 e 300 uL
de tungstato de sddio e misturamos completamente a solucdo resultante. Os tubos foram
mantidos em temperatura ambiente por 15 minutos e depois centrifugados por 10 minutos a
4000 rpm em temperatura ambiente. O sobrenadante foi entdo coletado e colocado em outro
tubo de 1,5 mL. Em seguida, 5,28 mL de acido picrico foram misturados com 1,32 mL de uma
solucdo de NaOH a 10% em um tubo Falcon de 14 mL. Em seguida, 100 plL de acido picrico
(Labtest Diagnostica SA, Brasil) foram adicionados a 63 pog¢os de uma microplaca ELISA de fundo
chato de 96 pocos (Cral plast, Brasil), seguido de pipetagem e mistura de 200 pL de Millig H20
(Millipore, Estados Unidos) em triplicata para amostras em branco, 200 ulL de proteina padrao
a 5 mg/mL em triplicata e 200 pL de cada amostra desproteinizada em duplicata. A placa foi
incubada por 20 min e depois lida em um espectrofotometro EPOCH (Biotek Instruments Inc.,
Estados Unidos) a 450 nm. Para medir os niveis de UCr, usamos o mesmo método, mas nao
desproteinizamos as amostras. Em vez disso, diluimos as amostras (1:125) e multiplicamos os
resultados por 25. Os niveis de nitrogénio ureico no sangue (BUN) foram medidos por kit de
reacdo colorimétrica (Labtest diagnostica, Brasil) em espectrofotdmetro a 600 nm, seguindo

as instrucdes do fabricante.

2.3. Coleta de urina

A urina foi coletada por puncgao direta na bexiga, para dosagem de creatinina e ureia. A
urina foi coletada em tubos de 1,5 mL.
Também quantificamos a proteina total da urina (mg/dL) por ensaio colorimétrico a

660 nm usando o Pierce Protein Assay Kit (Thermo Scientific, Estados Unidos).
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2.4. Quantificacao da expressao génica

O RNA total foi extraido usando o método TRIzol Reagent (Invitrogen, Estados Unidos)
de tecidos e armazenado a -80 °C. As amostras foram executadas em géis de agarose a 1%
para avaliar a integridade das amostras, e as amostras foram entdo quantificadas usando um
nanoDrop (NanoDrop Technologies, Inc., Estados Unidos). O cDNA de fita simples foi sintetizado
para cada amostra, usando transcriptase reversa de MML-V (Promega, Estados Unidos). A
gRT-PCR foi realizada utilizando sondas Tagman (Applied Byosystem, Estados Unidos) para
expressao génica de GAPDH, B1R e B2R, e sondas de reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
em tempo real SYBR Green (Applied Byosystem, Estados Unidos) para B-actina (sentido - 5’
CTG GCCTCACTG TCCACCTT 3’, anti-sentido - 5 CGG ACT CAT CGT ACT CCTGCTT 3’), TGF-B1
(sentido - 5" TTA GGA AGG ACC TGG GTT GG 3’, anti-sentido - 5" AAG TTG GCA TGG TAG CCC
TT 3’) e IL-1B (sentido - 5" AGG AGA ACC AAG CAA CGA CA 3’, anti-sentido - 5" CGT TTT TCC
ATC TTC anti-sentido TTT 3’). As placas foram colocadas em um sistema de PCR em tempo real
7500 (Applied Biosystems, Estados Unidos) para leitura. A mudanca de dobra foi calculada

tomando o 2-ACT de cada amostra e dividindo-o pela média do grupo do tipo selvagem (WT).

2.5. Analise histoldgica

Cortes de 5 um de espessura foram cortadas das amostras armazenadas em solucdo de
etanol 70% e coradas com HE. As amostras foram analisadas usando um microscopio dptico com
aumento de 200 x. Os critérios utilizados para analisar a lesdo tubular nas amostras incluiram
descamacdo do epitélio, restos celulares no limen, achatamento do epitélio, presenca de
cilindros e dilatacdo do limen. Com base nesses critérios, um especialista classificou e pontuou
as lesdes: grau | (< 10%), grau Il (10%-25%), grau 1l (25-50%) e grau IV (> 50%).

2.6. Analise estatistica

Os valores sao expressos como média + SE. As andlises estatisticas foram realizadas por
one-way ANOVA (andlise de variancia) seguida do teste post-hoc de Tukey, e as associacdes
foram feitas pelo teste de correlacdo de Spearman. Valores de p < 0,05 foram considerados
estatisticamente significantes. O software estatistico utilizado para os graficos e andlises foi o
GraphPad Prism 5.
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3. RESULTADOS

3.1. Avaliacao da fun¢ao renal

Os niveis de SCr foram diferentes entre o controle tipo selvagem e glicerol, e grupo
controle knockout e glicerol, com grupos de glicerol maiores cerca de 4 vezes do que 0s grupos
de controle (Figura 1A). Ndo houve diferencas significativas nos niveis de Ucr, apesar de o tipo
selvagem apresentar niveis cerca de 11 vezes maiores do que o grupo de tipo selvagem de
glicerol (Figura 1B). Os niveis de BUN foram diferentes cerca de 10 vezes entre o controle do
tipo selvagem e o glicerol, e cerca de 8 vezes entre os camundongos nocautes de controle e
o glicerol (Figura 1C). O conteudo de ureia urinaria diferiu entre os grupos controle e glicerol,
cerca de 24 vezes para grupos de tipo selvagem e cerca de 33 vezes para grupos knockout
(Figura 1D). Os niveis de proteinas totais na urina foram diferentes entre o grupo selvagem
e glicerol (cerca de 42 vezes), enquanto a diferenca entre o grupo knockout e glicerol foi de
aproximadamente 36 vezes. Ndo houve diferenca entre o glicerol de tipo selvagem e o grupo
de glicerol nocaute (Figura 1E).

Figura 1. Parametros séricos e urinarios.
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A: niveis de SCr (aP < 0,05 vs B2KO, bP < 0,01 vs WT); B: Niveis de UCr; C: Niveis de BUN (bP < 0,005 vs WT,
dP < 0,01 vs B2KO); D: Uréia urinaria (bP < 0,01 vs WT, dP < 0,005 vs B2KO); E: Proteinas urindrias totais (bP <
0,005 vs WT, dP < 0,005 vs B2KO). WT: Tipo selvagem; B2KO: Camundongos knockout para receptor de cinina

B2; GWT: Glicerol tipo selvagem; B2KO: Camundongos knockout para o receptor B2 de cinina de glicerol; BUN:

Nitrogénio ureico no sangue.
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3.2. Avaliagao da expressao génica

Capitulo 1

As mudancas na expressao renal de B1R, B2R, B-actina, IL-1B e TGF-B1 sdo mostradas na
Figura 2.2. Também sdo mostradas as associacdes entre esses niveis de expressdo. A mudanca
de dobra do B2R foi diferente entre os grupos de controle e glicerol cerca de 30 vezes (Figura
(Figura 2A). A mudanca de dobra B1R foi diferente entre os grupos de controle e glicerol cerca
de 14 vezes, e entre os grupos de glicerol quase 2 vezes (Figura 2B). As associa¢des ndo foram
diferentes entre B1R e B2R (Figura 2C), mas mostraram diferenca entre B2R e IL-1j3, onde
maior expressdo de B2R resulta em menor expressao de IL-1B (Figura(Figura2D), e entre os
grupos B1R e TGF-f1, com maior expressdao de B1R quando a expressao de TGF-B1 é menor
(Figura 2E).

Figura 2. Expressao génica renal e associagao entre genes.
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A: mudanga de dobra B2R (bP < 0,01 vs WT); B: mudanga de dobra de B1R (aP < 0,05 vs B2KO); C: Associagdo
entre B2R e B1R; D: Associacdo entre IL-1B e B1R; E: Associagdo entre TGF-f1 e B1R. WT: Tipo selvagem; B2KO:
Camundongos knockout para receptor de cinina B2; GWT: Glicerol tipo selvagem; GB2KO: Camundongos

knockout para receptor B2 de cinina de glicerol; BUN: Nitrogénio ureico no sangue.

3.3. Avaliacao histoldgica e histomorfometria

A avaliagao histoldgica e a histomorfometria mostradas na Figura 3 demonstram que
ambos os conjuntos de animais (WT e B2KO) tiveram um alto grau de lesdo tubular quando
injetados com glicerol (Figura 3F e H), mas WT teve um grau IV maior em compara¢do com
B2KO.
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Figura 3. A avaliacdo histoldgica e os graficos mostram os graus de lesdo renal.
A: Grau |; B: Grau ll; C: Grau lll; D: Grau IV; E: WT; F: GWT; G: B2KO; H: GB2KO. WT: Tipo
selvagem; B2KO: Camundongos knockout para receptor de cinina B2; GWT: Glicerol tipo
selvagem; GB2KO: Camundongos knockout para receptor B2 de cininas de glicerol;

4. DISCUSSAO
Descreve-se que os niveis de NO caem na rabdomidlise (Bosch et al., 2009), e que a

ativacdo de B2R esta relacionada com a produgao de NO (Kon e Hunley, 2007) consideramos
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investigar o papel do receptor B2 de cininas no modelo de rabdomidlise induzida por glicerol.
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Nossos achados demonstram que a expressao renal de B2R em animais que receberam

glicerol é 30 vezes maior que a dos controles. Outro estudo mostrou um aumento de 5 vezes na
expressao de B2R (Wang et al., 2008). Esses resultados sugerem que o B2R pode estar envolvido
no processo inflamatdrio renal. Curiosamente, o pico de expressao renal de B2R coincidiu com
uma reducao significativa na fungao renal, o que poderia sugerir que a suprarregulacdo renal
desses receptores ocorre em resposta a lesao renal.

A funcdo renal foi avaliada medindo-se os niveis séricos de creatinina e BUN. Em
camundongos, particularmente camundongos C57BI/6 machos, o nivel normal de creatinina
sérica (SCr) é de aproximadamente 0,8 + 0,1 mg/dL (Schnell et al., 2002), que é semelhante
aos valores encontrados nos grupos de controle (Tabela 1). Em estudo recente (Korrapati et
al.,, 2012), os autores mostraram, utilizando o modelo de glicerol em ratos, que o pico de
comprometimento da fungdo renal ocorre entre 48 e 72 h, conforme evidenciado pelos niveis

de SCr. Em nosso estudo, investigamos o pico de lesao.

Tabela 1. Creatinina sérica e urinaria

Grupos
Variavel
WT B2KO GWT GB2KO
SCr 0.6621 +£0.041 0.5584 +0.027 2.613 +0.536b 2.233 +£0.867a
UCr 50.31+29.24 32.80+1544 4540 £2.137 9.084 + 3.931

a-P<0,05vs B2KO; b - P < 0,01 vs WT. B2KO: Camundongos knockout para receptor B2
de cininas; WT: Tipo selvagem; GWT: Tipo selvagem com glicerol; GB2KO: Camundongos
knockout para o receptor B2 de cininas com glicerol.

A lesdo renal no modelo de glicerol é devido a liberagdo de moléculas e proteinas
nefrotdxicas (por exemplo, mioglobina) na corrente sanguinea, causando danos ao atingir o
rim (Bosch et al., 2009). A literatura descreve, utilizando modelos de rato e cultura de células
(Balla et al., 1991; Beetham, 2000; Nath et al., 1998; Plotnikov et al., 2009; Shah et al., 1988;
Zager e Burkhart, 1997), o papel deletério dessa proteina, especificamente do grupo prostético
heme, no endotélio tubular. Esse papel estd associado a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS) e radicais livres nas mitocondrias, que iniciam reacdes de peroxidacdo lipidica.

Foi demonstrado que o musculo esquelético humano pode sobreviver por até 3 ou 4
h durante a isquemia circulatdria (Tomita et al., 2012). Em outros estudos (Nath et al., 1998),

os autores mostraram que no modelo de rabdomidlise induzida por glicerol em ratos, as
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mitocondrias renais ja estavam marcadamente degeneradas 3 h apds a aplicacdo de glicerol.
Vinte e quatro horas apds o tratamento, havia sinais claros de necrose tubular (proximal e
distal). Os autores atribuiram isso a formacdo de agregados intratubulares. Esta conclusdo
sugere que a ruptura do musculo esquelético pode ocorrer aproximadamente 3 h apds a
administracao de glicerol.

Estudos recentes (Tomita et al., 2012; Kakoki et al., 2004; Kakoki et al., 2007; Kakoki
et al., 2010) mostram que a delecdo de B1R e B2R exacerba o fendtipo renal em modelos
de camundongos diabéticos, sugerindo que ambos os receptores tém um efeito protetor na
nefropatia diabética por suprimir o estresse oxidativo via NO e prostaglandinas. No entanto,
como a auséncia de um dos receptores causa aumento da expressdo do outro, é dificil
determinar a fungao precisa de cada receptor (Tomita et al., 2012). Em outros modelos, como
o modelo I/R (Wang et al., 2008), o papel dos receptores também foi estudado. O bloqueio
de B1R mostrou um efeito antifibrético, que, portanto, tem um efeito protetor. Alguns
autores (Chiang et al., 2006) demonstraram que a lesdo renal por isquemia e reperfusdo é
significativamente aumentada pela ativacdao do B2R e que essa ativacdo esta relacionada ao
aumento da producdo de EROs, sugerindo que a ativacdo do B2R é deletéria.

Os receptores de cininas no tecido renal foram estudados no modelo I/R, onde foi
demonstrado que ambos os receptores tém papel protetor neste tipo de lesdao (Kakoki et al.,
2007). No entanto, um estudo diferente (Wang et al., 2008) descobriu que durante I/R em
camundongos, o duplo knockout mostrou uma SCr extremamente alta junto com um perfil
pré-inflamatodrio. A expressdo renal de B2R se alternou, iniciando com baixa expressdo apds
4 h, alta expressdo apos 24 h e 48 h apds o inicio da reperfusao, seu nivel de expressao foi
semelhante ao observado em 4 h e depois aumentou para valores semelhantes aos observados
em 24 h pés-reperfusao.

Uma diferenca importante entre os dois estudos anteriores (Wang et al., 2008; Nath
et al.,, 1998) e o nosso é que nos outros estudos, isquemia e reperfusdo foram induzidas
exclusivamente nos rins, enquanto em nosso trabalho, a lesdo renal nefrotéxica ocorre apds a
inducdo da lesdo primaria do musculo esquelético. Além disso, no modelo que utilizamos, ndo
ha tempo para ocorrer a reperfusao, pois o pico da lesdo seria 48 h depois, permitindo assim
que os rins permanecessem em estado isquémico.

Em relacdo a liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (por exemplo, IL-1B) e fatores
de crescimento com efeito pré-fibrético conhecido (TGF-B1), alguns autores (Korrapati et al.,
2012) mostraram que no modelo de glicerol em ratos, os niveis de expressdo de mRNA do
pico de IL-1B 48 h apds o tratamento, enquanto em nosso trabalho, os mesmos niveis de
expressao foram observados nos animais GB2KO, enquanto os animais GWT apresentaram

niveis de expressao semelhantes aos encontrados 24 h pds-tratamento por esses autores. Em
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nosso estudo, encontramos uma forte associacao negativa entre a expressao de B2R e IL-1f3, o
que pode indicar que B2R nao induz inflamacgdo nos rins.

Estudos anteriores mostram (Korrapati et al., 2012) que a expressao renal de TGF-$1 48
h apds a injecdo im de glicerol em camundongos é 1,5 vezes maior do que nossos resultados
indicam. E importante notar que a linhagem dos animais utilizados foi diferente e que o gene
endoégeno estudado também foi diferente. Além disso, em nosso trabalho, ndo encontramos
associacao entre a expressao renal de B2R e TGF-B1 (dados ndo apresentados). Enquanto isso,
B1R e TGF-B1 tiveram uma forte associa¢do negativa.

Outra questdo importante na andlise da expressio do TGF-B1 é a diferenca
metodoldgica entre os estudos. Embora ambos os estudos utilizem roedores, ratos e
camundongos apresentam diferencas em varios genes, incluindo TGF-B1; a versao de rato esta
no cromossomo 1, enquanto a versao murina esta localizada no cromossomo 7.

Em conclusao, nossos resultados sugerem que o B2R ndo tem um papel renoprotetor
em camundongos com rabdomidlise induzida por glicerol.
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THE KININ B2 RECEPTOR DOES NOT EXERT RENOPROTECTIVE EFFECTS IN A
MODEL OF RHABDOMYOLYSIS INDUCED BY GLYCEROL IN MICE

Abstract

We investigated protective role of B2 kinin receptor in mice model of glycerol-induced
rhabdomyolysis. Male C57BI/6 mice (n=28) were separated into 4 groups: untreated WT
animals, untreated B2 knockout mice, WT treated with glycerol and B2 knockout mice treated
with glycerol. Glycerol-treated animals received an intramuscular injection of glycerol solution
(50% v/v, 7 mL/kg). After 48 h, urine and blood samples were collected for creatinine and urea.
Additionally, kidney samples were extracted for histological evaluation, and mRNA expression
levels of kinin B1 and B2 receptors and inflammatory mediators were measured by real-time
polymerase chain reaction. Serum creatinine and urea levels showed differences between
untreated and glycerol-treated wild-type mice (0.66 + 0.04 vs 2.61 + 0.53 mg/dL, P <0.01; and
33.51+2.08 vs 330.2 + 77.7 mg/dL, P < 0.005), and between untreated B2 knockout mice and
glycerol-treated knockout mice (0.56 + 0.03 vs 2.23 + 0.87 mg/dL, P < 0.05; and 42.49 + 3.2 vs
327.2 + 58.4 mg/dL, P <0.01), but there was no difference between glycerol-treated groups.
Glycerol was able to induce increase in kinin B2 receptor expression (> 30-fold, 31.34 + 8.9) in
kidney. Glycerol-injected animals showed a greater degree of tubular damage than untreated
animals. WT and knockout mice treated with glycerol showed renal injury, with impaired renal
function. However, glycerol-treated B2 knockout mice did not show a different phenotype in
markers of renal injury when compared to wild-type glycerol-treated group. We conclude that
B2 kinin receptor has no protective role in kidney injury.

Keywords: Kinins, Acute kidney injury, Animal models, Rhabdomyolysis, Skeletal muscle
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RESUMO

Transplante cardiaco é opc¢ao
terapéutica considerada no  estagio
avancado da cardiomiopatia chagasica.
Contudo, apods transplante, o diagndstico
diferencial de rejeicdo versus reativacdo
chagdsica tem sido considerado dificil,
dificultando o tratamento correto. O motivo
pelo qual alguns pacientes chagasicos
apresentam reativacdo da doenca pos-
transplante é desconhecido. Estima-se que
ha fatores relacionados a variabilidade
genética do parasito. Entdo, investigamos
a possibilidade de utilizagdo de PCRs
direcionadas para marcadores nucleares
(rDNA 24Sa) e mitocondriais (kDNA) para
deteccao do Trypanosoma cruzi em coragoes
de pacientes chagasicos transplantados;
assim como, a ocorréncia de subpopulacdes
de T. cruzi mais associadas a reativacdo da
infeccdo, utilizando um triplo ensaio para
determinacdo de DTUs (marcadores para
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COIl, espacador intergénico do miniéxon,
rDNA 24Sa). Foram analisadas 991 bidpsias
endomiocardicas (BEMs), derivadas de 98
pacientes,14bidpsiasdepeleetrésdesistema
nervoso central (SNC). DNA de T. cruzi foi
detectado em 205 BEMs (70 pacientes), oito
biépsias de pele e trés de SNC. Comparada
as outras técnicas de diagndstico utilizadas,
PCR revelou sensibilidade superior, com
boa especificidade, podendo antecipar a
reativacdo clinica da doenca de Chagas
entre 1,5 e 36 meses (média 9,1 meses),
contribuindo para o diagndstico precoce. A
maioria dos pacientes teve reativagao por
Tcll, corroborando com a ideia de que esta
é a principal DTU associada com a forma
cardiaca da doenca de Chagas, pelo menos
nesta regido geografica.

Palavras-chave: Doenca de Chagas,
Trypanosoma  cruzi, transplante de
coracao, reativacdo chagasica, bidpsia
endomiocdrdica, diagndstico molecular,
reacdo em cadeia da polimerase, PCR.

1. INTRODUCAO

A doenca de Chagas é causada pelo
protozodrio Trypanosoma cruzi (T. cruzi).
Mesmo tendo sido descoberta ha mais de
100 anos, essa doencga ainda representa
um sério problema de saude publica em 21
paises da América Latina, onde estima-se

~
9
S
N
a
©
o




ASPECTOS MOLECULARES ASSOCIADOS A CARDIOMIOPATIA CHAGASICA E A REATIVACAO DA INFECCAO EM PACIENTES CARDIOPATAS TRANSPLANTADOS

que 5,7 milhGes de pessoas estdo infectadas (1,2 milhdes no Brasil) (WHO 2010; 2015).

Por conseguinte, a doenca de Chagas ainda é uma parasitose de significativa morbidade
e mortalidade. Cerca de 25-30% dos infectados evoluem para a forma mais grave da doenca
— forma cardiaca —, levando a morte de 12.000 individuos por ano, com 6.000 apenas no
Brasil (Martins-Melo et al., 2014). A insuficiéncia cardiaca é a principal causa de morte em
decorréncia de complicacdes da doenca de Chagas, e embora no passado o paciente cardiopata
chagasico fosse considerado contraindicado para o transplante cardiaco, atualmente, este € um
procedimento de rotina para tratamento de pacientes chagdsicos com insuficiéncia cardiaca
em fase terminal, tornando-se a terceira principal indicacdo para o transplante cardiaco no
pais (Bocchi et al., 1996; 2001a).

E preciso reconhecer que um marco importante para o sucesso do transplante de
6rgaos no mundo foi a introducdo de drogas imunossupressoras. Todavia, o tratamento
imunossupressor, que é essencial no periodo pds-cirurgico para controlar a rejeicdao do érgao
transplantado, leva ao comprometimento das defesas imunoldgicas do organismo, podendo
aumentar a probabilidade de infec¢des, incluindo a reativacdo da doenca de Chagas (Schijman,
et al., 2000; Souza et al. 2001; Bestetti et al. 2007).

Dados diversos demonstram que a maior incidéncia de reativacgdo da doenga de
Chagas em pacientes transplantados ocorre no primeiro ano pds-transplante, quando a
imunossupressao estd mais acentuada para prevencao de rejeicdo (Dinardi et al., 2012). Em
geral, cerca de 30 a 90% dos pacientes chagdsicos apresentam pelo menos um episddio de
reativacao apds o transplante (Bocchi et al., 1996; Souza et al., 2001; Bestetti et al., 2007;
Costaetal., 2017), sendo o nimero médio de episddios ao longo da vida de aproximadamente
2,5 por paciente (Revisado por Machado et al., 2012). Apesar da frequente reativacao da
infeccdo, esta raramente constitui causa de dbito, e, em longo prazo, a sobrevida dos pacientes

chagasicos transplantados é considerada muito boa (Bocchi et al., 2001b).

A reativacdo da infeccdo pelo T. cruzi em pacientes transplantados pode ocorrer em
qualquer tecido do organismo, sendo, em geral, mais frequente no coracao, tecido subcutaneo,
cérebro, sangue e outros (Bacal et al., 2010; Marchiori et al., 2007). A reativacdo clinica, por
sua vez, pode apresentar manifestacdes cardiacas como miocardite, disfuncdo ventricular,
arritmias, bloqueios atrioventriculares ou intraventriculares no eletrocardiograma e/ou
manifestacdes extracardiacas como lesGes cutaneas, febre, acometimento de medula déssea

ou ocorréncias neurolégicas (Bacal et al., 2018).

Dessa forma, apds o transplante cardiaco, é necessaria a monitoragao continuada dos
pacientes, por meio de visitas ambulatoriais, ecocardiograma, eletrocardiograma, radiografia

de tdérax, dosagem de inibidor de calcineurina, dosagem de eletrdlitos, enzimas hepaticas,
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hemograma e bidpsias endomiocardicas (Bacal et al., 2009). No caso dos pacientes chagasicos,
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também é realizada a monitoragao laboratorial afim de se identificar qualquer sinal subclinico
de reativacdo chagasica, antes do estabelecimento das manifesta¢Ges clinicas (Andrade et al.,
2011). Para isso, utilizam-se, geralmente, os métodos parasitolégicos — pesquisa direta de
tripomastigotas sanguineos e hemocultura — e histolégicos — procura de amastigotas nas
biépsias —, apesar destes serem testes com alta especificidade, mas com baixa sensibilidade
(Portela-Lindoso & Shikanai-Yasuda, 2003; Gomes et al., 2009).

A biépsia endomiocardica (BEM) é considerada o método de rastreio padrao-ouro na
deteccdo da rejeicdo e reativacdo chagasica apds o transplante cardiaco. Quando é verificada
a presenca de ninhos de amastigotas durante a andlise histopatolégica da BEM, o diagndstico
de reativacdo chagdsica é afirmado. Todavia, o diagndstico diferencial entre rejeicdo aguda
celular e reativacdo chagdsica ainda é considerado um desafio, pois o infiltrado inflamatério em
ambas as situacoes é morfologicamente indistinguivel e as formas intracelulares do parasito,
por serem escassas, raramente sdo encontradas (Andrade et al., 2011, Benvenuti et al., 2005).
Dessa forma, permanece o risco de que a miocardite chagasica possa ser equivocadamente
diagnosticada como rejeicdo do enxerto e ser tratada com intensificacdo do tratamento

imunossupressor, ao invés de terapia especifica contra T. cruzi, agravando a reativacao.

Nesse cenario, a deteccdo do T. cruzi em tecidos de pacientes chagdsicos crénicos, por
meio de técnicas de biologia molecular, se apresenta como uma estratégia promissora para
estabelecer o diagndstico das infecgdes pelo T. cruzi. Assim, PCRs baseadas em diferentes
abordagens, que visam amplificar o DNA do cinetoplasto (kDNA), o DNA nuclear ou DNA
satélite, tém sido utilizadas com éxito para diagnosticar a infeccdo por T. cruzi (Diez et al.,
2007; Brasil et al., 2010; Schijman et al., 2011). Além disso, a técnica de PCR tem mostrado alta

sensibilidade associada a razodvel especificidade (Luquetti & Rassi, 2000).

Entretanto, embora a utilizacdo de técnicas moleculares para detec¢dao do parasito no
sangue periférico e no miocdrdio dos pacientes transplantados venha sendo considerada, a
maior parte dos trabalhos foi realizada com um numero pequeno de amostras e em curto
periodo de acompanhamento, de forma que a sensibilidade e especificidade dos métodos
utilizados ainda nao puderam ser adequadamente avaliadas (Maldonado et al., 2004, Diez et
al., 2007, Benvenuti et al., 2011).

Um outro ponto a evidenciar, é que os fatores que determinam as diferentes
manifestacdes clinicas e os que levam as formas leve ou grave da doenca ainda ndo estdo
completamente esclarecidos, assim como é desconhecido o motivo pelo qual alguns pacientes
chagdsicos, submetidos ao transplante cardiaco, apresentam reativacdo da doenca e outros
ndo. Estima-se que haja uma contribuicdo relevante atribuida aos aspectos genéticos tanto do
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parasito quanto do hospedeiro (Macedo & Pena, 1998). Em relagdo ao parasito, sabe-se que o
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T. cruzi exibe alto grau de polimorfismo intraespecifico, incluindo desde aspectos morfolégicos

até refinados marcadores moleculares.

Consequentemente, ao longo dos anos, varias abordagens foram utilizadas para
caracterizar a estrutura da populacdo de T. cruzi, definindo diversos subgrupos no taxon, o
qgue complicou bastante a comparacdo de resultados obtidos por diferentes laboratorios.
Assim, em 2009, durante o simpdsio comemorativo do centenario da descoberta da doenca de
Chagas, foi oficializada a subdivisdo da espécie T. cruzi em seis unidades discretas de tipagem
(do inglés discrete typing units - DTUs). Por conseguinte, desde a revisdao da nomenclatura das
DTUs, varios métodos tém sido relatados para a caracterizacdo e genotipagem de populacdes

de T. cruzi.

Uma DTU é definida como um conjunto de isolados geneticamente semelhantes que
podem ser identificados por marcadores moleculares e imunolégicos comuns (Zingales et
al., 2009), podendo apresentar distribuicdo diferencial em vetores, hospedeiros definitivos e

ciclos de transmissdo (Zingales et al., 2011).

E importante ainda citar que a grande diversidade genética entre as DTUs de T. cruzi
tem profundo impacto sobre as caracteristicas bioldgicas, clinicas e epidemioldgicas da doenca
de Chagas (Revisado por Tibayrenc et al., 2010). Por isso, uma das questdes mais intrigantes
na doenga de Chagas continua sendo a varia¢do na prevaléncia e na severidade das diferentes

formas clinicas dessa infec¢dao em diversas regiées endémicas (Zingales et al., 2011)

Nesse cendrio, decidimos, no presente trabalho, buscar o desenvolvimento e o
aprimoramento de ferramentas moleculares para a deteccdo e genotipagem do T. cruzi em

amostras biolégicas.

2. MATERIAL E METODOS

Neste estudo, foi realizada a analise de 991 BEMs oriundas do monitoramento de 98
pacientes portadores de cardiopatia chagasica cronica, que foram submetidos a transplante
cardiaco no Hospital das Clinicas da Universidade Federal de Minas Gerais (HC-UFMG), no
periodo entre 2008 e 2018.

Conforme mencionado anteriormente, a BEM ¢é considerada padrdo-ouro para a
vigilancia da rejeicdo do enxerto cardiaco. Assim, apds o transplante, os pacientes foram
submetidos a procedimentos periédicos para coletas de BEMs, conforme as bases de protocolo
de vigilancia de rejeicdo: semanais no primeiro més apds o transplante, quinzenais no segundo

més, mensais até o sexto més e, a seguir trimestrais até completar um ano de transplante.
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Além disso, este procedimento foi adicionalmente realizado sempre que houve suspeita clinica
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de rejeicdo ou reativacdao da doenca de Chagas (Bacal et al., 2009). Na presenca de lesdes
cutaneas ou manifestacdes neurolégicas pds-transplante, também foram realizadas analises

histopatoldgicas de bidpsias de pele ou medula, respectivamente.

Para o diagnéstico de reativacdo chagasica, foram considerados os sinais clinicos,
laboratoriais e histolégicos, tais como lesGes cutaneas (ndédulos subcutdneos, paniculite,
entre outros), manifestacdo neuroldgica, disfuncdo ventricular, arritmias, bloqueios
atrioventriculares/ intraventriculares, parasitemia e/ou ninhos de amastigotas nos tecidos
bioldgicos, seguindo as recomendacdes da Diretriz Brasileira de Transplante Cardiaco (Bacal et
al., 2018).

Como parte do protocolo para prevencao de rejeicdio do enxerto, os pacientes
receberam preferencialmente tratamento com ciclosporina ou tacrolimus, micofenolato
mofetil e prednisona. Além disso, nenhuma terapia profilatica anti-T. cruzi, pré ou pds-
transplante, foi administrada aos pacientes. O tratamento com benzonidazol, na dose de 5 a
10mg/kg/dia, durante 60 dias, foi instituido apenas para os pacientes que tiveram diagndstico

confirmado de reativacdo da doenca de Chagas.

Os pacientes participantes do presente estudo assinaram termo de consentimento
livre esclarecido. Os objetivos e procedimentos constantes deste projeto foram submetidos e
aprovados pelo CONEP (1570/2002) e COEP/UFMG (0564/2011).

2.1. Preparagao do DNA gendmico do T. cruzi

A extracdo do DNA de amostras embebidas em parafina ou conservadas em etanol foi
realizada utilizando o kit QlIAamp DNA FFPE Tissue (Qiagen, Valencia, CA) ou o kit QlAamp DNA
MINI KIT (Qiagen, Valencia, CA), respectivamente. No caso das amostras parafinadas, para a
extracdo de DNA foram realizadas 5 a 12 sec¢bes de 10 um de espessura nos blocos. No caso

das amostras conservadas em etanol, todo o fragmento da BEM foi utilizado.

2.2. PCR para controle da extragao do DNA

Para o controle do procedimento e verificacdo da integridade do DNA extraido, foi
realizada a amplificacdo de uma regidao polimdrfica do DNA humano, utilizando os iniciadores
MID-768-F e MID-768-R (Quadro 1) conforme descrito por Weber et al., 2002. DNA extraido
de pool humano foi utilizado como controle positivo e reagentes da PCR, sem adi¢cdo de DNA,

constituiram o controle negativo.
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2.3. PCR kDNA

Para a deteccdo do DNA do T. cruzi foi realizada a amplificacdo especifica do fragmento
de 330 pb correspondente a regido variavel do minicirculo do kDNA empregando os iniciadores
S35 e S36 (Quadro 1) (Wincker et al., 1994). Os produtos da amplificacdo foram visualizados
por meio da eletroforese em gel de poliacrilamida 6%, corado pela prata, de acordo com o
protocolo descrito por Santos et al., 1993. DNA da cepa JG de T. cruzi foi incluido como controle

positivo e componentes das reacdes de PCR, sem adicdo de DNA, como controle negativo.

2.4. PCR em tempo real do gene rDNA 24Sa

A amplificacdo do gene do rDNA foi realizada por meio de uma hemi nested PCR, como
preconizada por Freitas et al., 2005. A primeira etapa de amplificacao foi realizada usando
os iniciadores D75 e D72 (Quadro 1) e 5uL da solucdo contendo o DNA extraido (Souto et al.,
1993). As reacgOes da segunda etapa de amplificacdo foram realizadas em aparelho de PCR
em tempo real (ABI7900-Applied Biosystems) utilizando SYBR Green® PCR Master Mix Master
(Applied Biosystems), com os iniciadores D71 e D72 (Quadro 1), e 2uL do produto da primeira
PCR como molde, seguido por identificacdo dos produtos a partir de curvas de dissociacao
(Freitas et al., 2005). Os controles positivos utilizados foram DNA de T. cruzi das DTUs | e I,
constituidos pelo clone Col 1.7G2 (TM ~ 81°C) e cepa JG (TM ~ 76°C), respectivamente. Ja os

controles negativos foram formados pelos componentes da PCR, sem adicdao de DNA.

2.5. Métodos utilizados para a caracterizagao das subpopulag¢oes de T. cruzi

Todas as 205 BEMs (sendo 153 amostras frescas e 52 amostras fixadas e parafinadas) que
apresentaram resultado positivo para pelo menos uma das PCRs utilizadas para o diagndstico
foram incluidas nesta parte do projeto para a caracterizacdo do T. cruzi presente nas amostras.
Adicionalmente, foram também analisadas as oito bidpsias de pele e trés bidpsias do SNC
positivas para presenca de DNA do parasito. Para isso, foi utilizado o triplo ensaio sequencial,
adaptado de D’Avila et al. (2009).

2.6. PCR-RFLP do gene mitocondrial citocromo oxidase subunidade Il

Para amplificagdo do gene mitocondrial COIl diretamente dos tecidos dos pacientes,
foi utilizada a estratégia de full nested PCR (Freitas et al., 2006; Valadares et al., 2008). Na

primeira etapa, foram utilizados os iniciadores externos DsMit-F e DsMit-R, enquanto que para
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(Quadro 1). Apds as duas reagdes de amplificacdo, foi realizada a digestdao dos amplicons pela

enzima de restricao Alu | (Promega), de acordo com as indica¢Ges do fabricante.

Os fragmentos gerados ap0s a adicdo da enzima de restricdo foram analisados em gel
de poliacrilamida 6% e corado pela prata (Santos et al., 1993). Os padrdes utilizados para
realizar a comparacdo dos RFLPs (do inglés Restriction Fragment Lenght Polymorphisms)
foram cepas e clones caracteristicos das DTUs |, Il e VI. Foram eles, respectivamente: o clone
Col.17G2 (Tcl), que apresenta fragmentos com 30, 81, 264 pb, caracterizado como haplétipo
mitocondrial A; a cepa JG (Tcll) que apresenta fragmentos com 81 e 212 pb, caracterizado
como hapldtipo mitocondrial C; e o clone CL Brener (TcVI) que apresenta fragmentos com 81 e
294 pb, caracterizado como haplétipo B, sendo este compartilhado pelas demais DTUs (Freitas
et al., 2006). Assim, esta etapa permite a discriminacao de Tcl e Tcll, mas ndo diferencia as
DTUs I, IV, V e VL.

2.7. Amplificagao da regido intergénica dos genes miniéxon

A amplificacdo da regido intergénica dos genes miniéxon foi realizada utilizando
os iniciadores TCac e UTCC (Quadro 1). Os produtos da amplificacdo foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrialamida 6%, posteriormente corado por prata (Santos et al.,
1993). Utilizando desta técnica foi possivel diferenciar as cepas pertencentes as DTUs lll e IV
das cepas pertencentes as DTUs |, II, V e VI, visto que os primeiros apresentaram um amplicon
de ~200pb e os ultimos de ~ 150-157 pb (Burgos et al., 2007).

2.8. Amplificacao da regiao 3’ do gene rDNA 24 Sa

Para a diferenciacdo completa das DTUs llI, IV, V e VI, foi ainda realizada a amplificacdo
da regido 3’ do gene rDNA 24 Sa por meio do hemi nested PCR, adaptado de Souto et al.
(1996). Foram utilizados, na primeira etapa de amplificacdo, os iniciadores externos D75 e D72
e na segunda etapa os iniciadores internos D71 e D72 (Quadro 1). Os produtos da amplificacdo
foram submetidos a eletroforese em gel de poliacrialamida 6%, corado pela prata (Santos et
al, 1993). Os controles positivos usados foram cepas ou clones que representam as DTUs |
(clone Col1.7G2, fragmento de 110 pb), Il (cepa JG, fragmento de 125 pb) e V (clone SO3 CI5,
fragmentos de 110 e 125 pb).
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Quadro 1 - Sequéncias dos iniciadores utilizados %‘_
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Técnica Iniciador Sequéncia Referéncia
Controle de MID-768-F 5-CATTACCAGTAGAGTGGGGA-3’ Weber et al.,
extragdo de DNA MID-768-R 5'-CTATGCCCTACTGGATCTAGG-3' 2002
PCR $35-F 5"-AAATAATGTACGGGKGAGATGCATGA-3’ Wincker et al.,
KDNA $36-R 5'-GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA-3' 1994
DsMit- F 5"-TGCATTACTCCTTTCTACAG-3’
DsMit- R 5'-AACTCGCTACATTGTCCATA-3" .
PC@;’;LP Temit-10 5'-CCATATATTGTTGCATTATT-3’ Fre'tzagoeg ak.
Temit-21 5"-TTGTAATAGGAGTCATGTTT-3'
- D71-F 5'-AAGGTGCGTCGACAGTGTGG-3’ Souto et al
ONA 2450 D72-R 5'-TTTTCAGAATGGCCGAACAGT-3' 1003
D75-F 5'-CAGATCTTGGTTGGCGTAG-3"
PCR TCac-F 5"-CTCCCCAGTGTGGCCTGGG-3' Burgos et al.,
ITS-miniéxon UTCC-R 5'-CGTACCAATATAGTACAGAAACTG-3’ 2007

2. 10. Analises estatisticas

O indice kappa foi calculado para avaliar a concordancia entre as duas PCRs que
foram utilizadas para o diagndstico molecular (Fleiss, 1981). As variaveis categdricas foram
comparadas pelo teste exato de Fisher. O programa MedCalc foi utilizado para a construcao
das curvas ROC de acordo com Delong et al. (1988).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram avaliados 98 pacientes portadores de cardiopatia chagdsica cronica que foram
submetidos a transplante cardiaco no HC-UFMG no periodo de 2008 a 2018. Desses pacientes,
65 (66,3%) tiveram pelo menos um episddio de reativacdo chagasica apds o transplante
cardiaco durante o periodo do estudo, sendo o nimero médio de episddios de reativacdo de
1,25 (variando de 1 a 5 episddios). E relevante destacar que em todas as vezes que foi afirmado

o diagnéstico de reativacao, iniciou-se o tratamento etioldgico imediatamente.

Em média, a primeira reativacdo clinica ocorreu 215,7 dias apds o transplante, com
mediana de 125 dias apos a cirurgia, sendo que 75,4% dos pacientes apresentaram reativagao

em até 240 dias, cerca de 8 meses, pds-transplante. Estes dados ndo apenas corroboram
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estudos anteriores que mostram que a maioria dos casos de reativagao ocorre no primeiro
ano poés-transplante (Revisado por Bacal et al., 2010), como especificam a fase de maior risco

para essa reativagao.

Do ponto de vista das principais manifestacdes clinicas associadas a reativacdo, a
forma cutanea (51%), seguida da cardiaca (42%), foi a mais prevalente. Além dessas, 6% dos
pacientes apresentaram reativacdo neuroldgica, sendo que 15% apresentaram dois ou mais

tipos de manifestacdo clinica, ou subclinica.

A alta incidéncia de pacientes chagdsicos cronicos imunossuprimidos com
desenvolvimento de lesGes cutdneas ratifica achados antecedentes (Amato et al., 1997; D’Avila
et al., 2005; Gallerano et al., 2007; Kocher et al., 2012; Campos et al., 2016). O que nos leva
a sugerir que, a semelhanca da forma nervosa, talvez essa seja uma nova forma clinica da
doenca de Chagas, uma vez que, diversos casos de aparecimento de lesdes cutaneas tém sido
relatados como expressao da reativacao do parasitismo pelo T. cruzi em pacientes chagasicos

apos transplante.

Contudo, apesar da alta taxa de reativagao observada em nosso grupo de estudo,
durante os 10 anos acompanhamento, apenas dois pacientes tiveram o seu débito relacionado
a reativacdo ou outras complicagGes associadas a doenga de Chagas, tendo como causa do
falecimento a reativacdao neuroldgica e a cardiaca. Mostrando que a mortalidade diretamente
relacionada a reativagao da infecgao pds-transplante é baixa e que ha adequada sobrevida em

longo prazo.

3. 1. Diagndstico Molecular

No presente estudo, avaliamos a possibilidade de utilizacdo de metodologias baseadas
em PCRs direcionadas para marcadores nucleares (rDNA 24Sa) e mitocondriais (kDNA), para o
diagndstico precoce da presenca de T. cruzi nos tecidos de pacientes chagasicos transplantados.
De 2008 a 2018, foram analisadas 991 BEMs, derivadas do acompanhamento pds-transplante
cardiaco de 98 pacientes chagasicos, além de 14 bidpsias de pele e trés bidpsias de sistema

nervoso central (SNC), derivadas de casos de reativa¢do cutanea ou neuroldgica.

Para a técnica de PCR convencional, tendo como alvo DNA mitocondrial, foram
consideradas positivas as amostras que apresentaram bandas de ~330 pb e 660 pb, que
correspondem a amplificagao de 1 ou 2 contiguos da regido variavel do minicirculo do kDNA
(Figura 1A). Ja para hemi nested PCR do gene do rRNA 24Sa, os produtos foram identificados
a partir das curvas de dissociagdo geradas pelo programa. As amostras positivas apresentaram

altos picos de amplificagdo com a TM (do inglés melting temperature) entre 76- 81°C na curva
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de dissocia¢do, enquanto os resultados negativos e produtos inespecificos mostraram picos

~
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irregulares exibindo TM fora desta faixa (Figura 1B).

Uma boa correlacdo entre os resultados gerados pelas duas técnicas de PCR foi
observada, como demonstrado pelo indice de correlacdo de Kappa=0,557 e p <0,001. Valores
kappa variando de 0,75 a 0,40 sdo considerados como bom a razoavel (Fleiss, 1981). Além
disso, a utilizacdo das duas metodologias foi essencial para o diagndstico de todas as amostras
positivas, visto que alguns pacientes que ja apresentaram reativacdo clinica poderiam ter sido
diagnosticados incorretamente utilizando apenas uma das técnicas. Sendo que 6,2% (4/65)
e 10,8% (7/65) dos pacientes com reativacdo clinica foram diagnosticados apenas por rDNA
24Sa ou PCR do kDNA, respectivamente.
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Figura 1 - Resultados representativos das técnicas de PCR

A) Amplificagdo das regides variaveis 330/660-pb do minicirculo de kDNA do T. cruzi de
bidpsias de pacientes chagdsicos transplantados: 1 a 12) BEMs dos pacientes; Paciente 4)
amplificacdo positiva; 13) DNA da cepa JG de T. cruzi (controle positivo); 14) nenhum molde
de DNA (controle negativo). PM) peso molecular padrdo (1 kb Plus DNA Ladder; Invitrogen).
(B) Picos obtidos na curva de dissociacdo para o gene rDNA24Sa () Picos inespecificos obtidos
de amostras negativas em comparac¢do aos controles negativos (sem DNA); (ll) Picos tipicos
derivados do DNA de T. cruzi das populagdes JG (Tcll) e Col1.7G2 (Tcl) (controles positivos); (1)
Picos obtidos a partir de BEMs positivas em comparacdo aos controles positivos.

No conjunto, foram analisadas, por essas duas estratégias, mais de mil amostras de
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tecidos de pacientes, entre bidpsias endomiocardicas, de pele e de SNC. Essa é uma coorte
impressionante, e dentro do nosso conhecimento, Unica. A presenca de DNA de T. cruzi foi
detectada em 21% dessas amostras (205 BEMs, oito bidpsias de pele e trés bidpsias de SNC),
obtidas de 70 pacientes que apresentaram algum resultado positivo para pelo menos um dos

testes moleculares realizados para diagndstico.

Do total de pacientes com pelo menos um resultado positivo de PCR, 51/70 (73%) ja
apresentaram ao menos um episédio de reativacdo clinica da doenca de Chagas ao decorrer
dos anos de acompanhamento. Esses resultados sdo bastante significativos e demonstram
boa associacdo entre os resultados gerados pelo diagndstico molecular e a ocorréncia de

reativacdo clinica da doenga, em algum momento apds o transplante.

Em um estudo inicial, abrangendo 29 pacientes e tomando como padrdo-ouro os
sinais clinicos de reativagao, a comparagao da técnica PCR (79%) com as técnicas de analise
histopatoldgica (32%), esfregaco sanguineo (37%) e hemocultura (26%) revelou que a
metodologia molecular proposta por nds apresenta sensibilidade bem superior as demais.
Resultados semelhantes foram obtidos pela comparacao das dreas sob as curvas ROC, que
indicou que o método de PCR descrito no presente estudo possui maior acurdcia em relagao

aos demais testes (publicado em Costa et al., 2017).

Ademais, ha uma razoavel concordancia entre aqueles pacientes que apresentam PCR
positiva ja nas primeiras seis bidpsias, com aqueles que reativam a infecgao mais precocemente,
sugerindo que a realiza¢ao do diagndstico molecular apenas nas primeiras bidpsias ja auxiliaria

em muito os médicos nas decisGes do tratamento (Costa et al., 2017).

Além disso, considerando nossos dados obtidos até o momento, os primeiros resultados
positivos para o diagndstico molecular puderam ser obtidos mais precocemente, variando
entre uma semana e 34 meses pos-transplante, com mediana de 1,7 meses (em média 5,2
meses). Isso permite, a antecipacdo da reativacado clinica da doenca de Chagas em até 4 anos,
com uma mediana de cerca de 2 meses (em média 5,3 meses), revelando seu potencial para

auxiliar nas decisdes do médico sobre a melhor conducdo terapéutica em cada caso.

Tomados em conjunto nossos achados nos permitiram propor um algoritmo para
vigilancia da reativacao chagasica, baseada nos testes moleculares, que poderiam contribuir
para uma mudanca significativa no protocolo de acompanhamento e tratamento dos pacientes
chagasicos transplantados, a fim de melhorar a qualidade de vida dos mesmos (Costa et. al.,
2017).

3. 2. Caracterizagcdo das subpopulagoes de T. cruzi diretamente de amostras de tecidos de
pacientes cardiopatas chagasicos transplantados.
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As 216 amostras bioldgicas positivas nas PCRs de diagndstico (205 BEMs, oito bidpsias
de pele e trés bidpsias de SNC) foram submetidas ao protocolo de genotipagem das DTUs de

T. cruzi, baseado no triplo ensaio, como proposto por D’Avila et al., 2009.
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Logo no primeiro ensaiorealizado, os perfis de RFLP obtidos dos fragmentos amplificados
para o gene COIl nos permitiram verificar que a maioria das amostras apresentavam fragmentos
caracteristicos do haplétipo mitocondrial C (81 e 212 pb), que é correspondente a DTU Il (Figura
2). Uma das amostras apresentou hapldétipo B (81 e 294 pb) para este marcador, caracteristico

das DTUs III, IV, V e VI.
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Figura 2 - Padrdes tipicos de RFLP gerados a partir de produtos amplificados do gene
mitocondrial COIll diretamente dos tecidos dos pacientes depois da digestdao com Alul.

Legenda: 1-6) Controles de amplificacdo: 1-2) clone Col.17G2 (30, 81, 264 pb - hapldtipo
mitocondrial A); 3-4) cepa JG (81 e 212 pb - hapldtipo mitocondrial C); 5-6) clone CL Brener
(81 e 294pb - hapldtipo mitocondrial B); 7) Controle negativo do processo de digestdo com a
enzima Alul; 8) Controle negativo da reacdo de PCR; 9- 14) BEMs dos pacientes; PM, ) Padrdo
de peso molecular (1kb Plus DNA Ladder - Invitrogen®); PM,) padrdo de peso molecular — 25
pb DNA Ladder (Invitrogen®).

Mesmo apds a reacao de PCR-RFLP do gene COIl ter permitido a identificagdo de
156 amostras como Tcll (72,22%), estas, assim como as demais amostras foram submetidas
as subsequentes reacdes do triplo ensaio para a genotipagem. Todas as amplificacGes para
miniéxon resultaram em fragmentos de 150 pb, caracteristico das DTUs |, Il, V e VI. Ja as reacdes
para o rDNA 24 Sa apresentaram, em maioria, fragmentos de 125 pb, caracteristico das DTUs Il
e VI confirmando os padrdes esperados para a DTU Il em grande parte das amostras (Tabela 1).
Curiosamente, em uma das BEMs que havia apresentado hapldtipo mitocondrial tipo B péde
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ser confirmada a presenca de DTU VI (Tabela 1).

Tabela 1 - Identificacdo das DTUs de T. cruzi em bidpsias de pacientes chagdasicos
transplantados

Numero de amostras

Bidpsias de pele Bidpsias SNC

Il 145 8 3

VI 1 - -

Il ou VI* 25 - -

[, 1, VouVI* 2 = =
Ndo identificado** 32 - -
Total 205 8 3

Legenda:*As DTUs dessas amostras ndo puderam ser completamente identificadas por ndo ter
sido amplificado um dos trés marcadores utilizados. ** As DTUs ndo puderam ser identificadas
por nao ter sido amplificado nenhum dos trés marcadores utilizados no triplo ensaio.

Como ja esperado, dadas as caracteristicas da regidao de procedéncia da maior parte
dos pacientes — Minas Gerais —, em 85% das amostras, as populagdes do T. cruzi presentes nos
tecidos foram genotipadas como pertencentes a DTU Il (Tabela 1). Esta é a DTU prevalente na
regido endémica estudada (Macedo & Segatto, 2010). Todavia, entre as BEMs analisadas foi
detectada, em um caso, a presenca de populagbes do parasito pertencentes a TcVI. De fato,
tanto TcV quanto TcVI vém sendo encontradas em casos de infecgdes humanas na regido do
Gran Chaco e paises vizinhos, como Bolivia, Chile, Argentina e Brasil (Diosque et al., 2003;
Cardinal et al., 2008).

Em virtude de todos os aspectos mencionados, conclui-se que o presente trabalho
nos permitiu observar que técnicas moleculares podem auxiliar na elaboracdo de estratégias
terapéuticas antecipadas e trazer a perspectiva de mudanca significativa no protocolo de
acompanhamento e tratamento dos pacientes chagasicos transplantados. Assim como revelou
interessantes achados sobre a epidemiologia molecular do T. cruzi nesta regido geografica, por
meio da caracterizacdao do parasito diretamente em tecidos de pacientes.
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MOLECULAR ASPECTS ASSOCIATED WITH CHAGASIC CARDIOMYOPATHY
AND INFECTION REACTIVATION IN HEART TRANSPLANT PATIENTS

Abstract

Heart transplantation is a therapeutic option considered in the advanced stage of
Chagas cardiomyopathy. However, after transplantation, the differential diagnosis of rejection
versus reactivation of Chagas disease has been considered difficult, making correct treatment
difficult. The reason why some chagasic patients present post-transplant disease reactivation
is unknown. It is estimated that there are factors related to the parasite’s genetic variability.

ASPECTOS MOLECULARES ASSOCIADOS A CARDIOMIOPATIA CHAGASICA E A REATIVACAO DA INFECCAO EM PACIENTES CARDIOPATAS TRANSPLANTADOS



Therefore, we investigated the possibility of using PCRs directed to nuclear (rDNA 24Sa) and
mitochondrial (kDNA) markers for detection of Trypanosoma cruzi in hearts of transplanted
chagasic patients; as well as the occurrence of T. cruzi subpopulations more associated with
infection reactivation, using a triple assay for determination of DTUs (COIl, miniexon intergenic
spacer, 24Sa rDNA). A total of 991 endomyocardial biopsies (EMB) derived from 98 patients,
14 skin biopsies, and three from the central nervous system (CNS) were analyzed. T. cruzi DNA
was detected in 205 EMB (70 patients), eight skin biopsies, and three CNS biopsies. Compared
to other diagnostic techniques used, PCR revealed superior sensitivity, with considerable
specificity, and could anticipate the clinical reactivation of Chagas disease between 1.5 and 36
months (mean 9.1 months), contributing to the early diagnosis. Most patients had reactivation
by Tcll, corroborating the idea that this is the main DTU associated with the cardiac form of
Chagas disease, at least in this geographic region.
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Keywords: Chagas disease, Trypanosoma cruzi, heart transplantation, chagasic reactivation,
endomyocardial biopsy, molecular diagnosis, polymerase chain reaction, PCR.
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RESUMO - Agentes genotdxicos sdo
largamente utilizados como agentes
terapéuticos contra cancer por induzirem
resposta a danos de DNA (DDR). A DDR
compreende desde a parada de ciclo até
o reparo das lesdes ou a morte celular em
resposta a elas. Dentre as vias moleculares
de DDR, aquela mediada pela sinalizagao
de MRE11/RAD50/NBS1 e ATM demonstra
ter um papel-chave na resisténcia de
glioblastoma (GBM) a radiacao ionizante.
Ja foi demonstrado que em células-tronco
tumorais de GBM a radiagdao ionizante
aumenta os niveis proteicos de NBS1 e
ativa exacerbadamente a via de ATM,
em comparagdao com células ndo-tronco
isoladas dos mesmos espécimes. Contudo,
em estudos prévios determinadas linhagens
estabelecidas de GBM demonstraram
ser mais resistentes a diferentes agentes
genotoxicos do que células-tronco desse
tipo tumoral. O objetivo do presente
trabalho foi avaliar se ha aumento de
NBS1 em linhagens de GBM e se isso esta
correlacionado com a sensibilidade a
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agentes terapéuticos. No presente trabalho,
a linhagem MO059) apresentou maiores
reducbes de viabilidade apds exposicdo a
radiacdo ionizante, temozolomida (TMZ)
e etoposideo, em comparagdo com as
linhagens U87MG e U138MG. Foi verificado
que nas trés linhagens a quantidade de NBS1
nao é alterada por nenhum destes agentes
genotoxicos. No entanto, os niveis proteicos
do fator de transcricado c-Myc foram
reduzidos nas trés linhagens apds irradiacao.
Em conjunto, esses resultados sugerem
que ha outras vias de DDR envolvidas na
resisténcia terapéutica de GBM. Além disso,
os dados aqui apresentados indicam que
nao somente as subpopulacdes de células-
tronco podem contribuir para a recidiva
tumoral.

PALAVRAS-CHAVE: glioblastoma,
resposta a danos de DNA, radiacdo ionizante,
temozolomida.

1. INTRODUCAO

Quando nos referimos a céancer,
estamos fazendo menc¢do a um conjunto de
mais de cem doencas, as quais apresentam
como aspecto comum a proliferacao
desordenada de células. Essa caracteristica
fundamental do cancer decorre de um

conjunto de alteragdes funcionais que
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possibilitam o crescimento tumoral e promovem a capacidade de dissemina¢ao (HANAHAN &
WEINBERG, 2011, 2000).
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Entre estas alteragGes funcionais, destaca-se a instabilidade gen6mica, que é
intimamente relacionada a desregulacdo da resposta a danos de DNA (DDR, do inglés DNA
damage response), um conjunto de vias moleculares que promovem a manutencdo da
integridade do genoma pela deteccdo e correcao das lesdes (JACKSON & BARTEK, 2009).
Essas vias moleculares englobam uma gama de cinases, fosfatases, glicosilases, helicases,
topoisomerases, demetilases, ligases, nucleases e polimerases (CICCIA & ELLEDGE, 2010). Em
células proliferantes, o estresse genotodxico é capaz de retardar a progressao no ciclo celular,
sendo um fendmeno mediado por diversas vias de deteccdo e sinalizacdao de danos no DNA, as
quais sdo conhecidas como checkpoints (KASTAN, 1992). Basicamente, o retardo na progressao
do ciclo celular consiste no bloqueio das transicGes entre as fases G1 e S, entre as fases G2
e M, como também dentro da progressdo da fase S. Dentre os varios tipos de dano de DNA,
as quebras de fita-Unica (SSB, do inglés single-strand break) e quebras de fita-dupla (DSB, do
inglés double-strand break) sdo as principais promotoras de parada de ciclo. A geracdao de SSB
e DSB pode ocorrer devido a diversos fatores, desde aqueles fisioldgicos, como a estagnacao
da forquilha de replicacdo do DNA, até a exposicdo celular a agentes externos como a radiacao
ionizante (IR, do inglés ionizing radiation) (FENG, 2011; NITISS, 2009).

O reconhecimento das quebras de DNA é realizado por diversas proteinas sensores, que se
ligam aos sitios de dano apds sua ocorréncia. Um conjunto de sensores bem caracterizado é o
complexo MRN, formado pelas proteinas MRE11-RAD50-NBS1, que se liga ao sitio de quebra
de DNA e leva a monomerizacdo da proteina ATM, considerada uma cinase transdutora do
sinal de dano de DNA (PAULL, 2015). E bem conhecido que a interagdo entre MRN e ATM
pode ocorrer principalmente pelo dominio C-terminal de NBS1 (também denominada nibrina)
(DUPRE, 2006). Apds a ligacio de ATM com o complexo MRN, ocorre a autofosforilacdo da
cinase e sua ja mencionada monomeriza¢do (BERKOVICH, 2007). Uma vez monomerizada e
portando as devidas modificacdes pds-traducionais, ATM é considerada ativada, e prossegue
com as fosforilagcdes de seus alvos. Entre eles, tem-se: histona H2A.X (residuo S139); RAD50
(5635); NBS1 (S343 e S278) e checkpoint kinase 2 (CHK2), uma cinase efetora do checkpoint,
a qual é fosforilada por ATM no residuo T68, em células humanas (HIRAO, 2002; MATSUOKA,
2000). Uma vez fosforilada por ATM neste sitio, CHK2 se torna ativada e se autofosforila, se
dimeriza e fosforila proteinas reguladoras da progressao entre fases do ciclo celular, como a
fosfatase CDC25, que é exportada do nucleo apds esta modificacdo pds-traducional (BARTEK &
LUKAS, 2003). CHK2 também fosforila p53 no residuo S20, sendo que este fator de transcricdo
também é alvo de ATM no sitio S15 (CHEHAB, 2000; SHIEH, 1997). As fosforilagcdes de p53 por

CHK2 e ATM culminam na sua dissocia¢do da ubiquitina-E3-ligase MDM2, o que a estabiliza
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(CHENG, CHEN, 2010). p53 pode induzir a parada do ciclo celular induzindo a transcricao de
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inibidores de CDK, como p21; e/ou a apoptose pela transcricdo de genes pré-apoptoéticos
como BAX e PUMA, entre outros (RILEY, 2008).

A relevancia das cascatas de sinalizacdo de DDR em cancer é o fato de que as modalidades
ndo-cirurgicas de tratamento se baseiam, majoritariamente, no uso de agentes indutores de
danos de DNA. Entre estes, podem ser citados a radiacdo ionizante, os agentes alquilantes
e os inibidores de topoisomerases (HELLEDEY, 2008). Portanto, é possivel afirmar que, em
ultima instancia, o sucesso ou fracasso dos tratamentos mediados por agentes genotdxicos

estd relacionado diretamente a DDR que eles desencadeiam nas células tumorais.

Dentre os tumores mais agressivos e de elevada taxa de reincidéncia, estd o tumor cerebral
glioblastoma (GBM), classificado pela Organizacdo Mundial de Saude como um glioma
de alto grau (grau IV). A taxa de sobrevida em 5 anos é menor do que 5%, e em geral os
pacientes sobrevivem 2,5 anos apds o diagndstico. Atualmente, as diretrizes de tratamento
de GBM recém-diagnosticado envolvem um tratamento multimodal, em que o fator idade é
considerado: resseccdo e radioterapia com quimioterapia adjuvante, para a faixa etdria abaixo
de 65 anos; e resseccao e radioterapia ou quimioterapia, para a faixa de etdria de 65 a 70
anos (WELLER, 2014; STUPP, 2010). A terapia pds-operatdrio se faz necessaria dada a natureza
infiltrante destes tumores, o que torna uma resseccao completa praticamente impossivel.
A radiacdo ionizante é aplicada focalmente na regido do tumor, de maneira fracionada
(em média, dose de 2 Gy por sessdo), atingindo uma dose acumulada de 60 Gy ao fim do
tratamento. Segundo os guias de tratamento, o principal adjuvante a radioterapia é o agente
alquilante temozolomida (TMZ), da classe imidotetrazinona (COHEN, 2005). A terapia bimodal
radiacdo ionizante/TMZ demonstrou prolongar a sobrevida média dos pacientes para 14,6
meses, em contraste com a sobrevida média de 12,1 meses dos pacientes tratados apenas
com radioterapia (STUPP, 2005).

No entanto, estes tratamentos sao ainda paliativos, uma vez GBM apresenta radio- e
quimiorresisténcia. Na ultima década, surgiram evidéncias de que estas formas de resisténcia
seriam mediadas por subpopulagdes celulares intratumorais que expressam determinados
marcadores de células-tronco embrionarias (CD133, SSEA1), e que apresentam propriedades
tumorigénicas diferenciadas (SON, 2009). Estas subpopula¢des sdo frequentemente
denominadas “células-tronco de glioma” (GSC, do inglés glioma stem-cell). E importante
ressaltar que o conceito da existéncia de células-tronco tumorais é aplicado também a outros
tipos de cancer. Em GBM, diversos estudos identificaram as GSCs através do marcador CD133.
Foi demonstrado in vitro e em xenoenxertos que, apods irradiacdao, subpopulagdes celulares

CD133+ apresentavam maiores niveis de ativacdo de ATM, RAD17, CHK1 e CHK2, reparo mais
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rapido das quebras de DNA e menor taxa de apoptose do que subpopulagdes negativas para
CD133 (CD133-) (BAO, 2006). Foi sugerido que a ativacdo exacerbada da sinalizacdo de dano

de DNA causaria a maior sobrevivéncia celular a radiacdo ionizante e que tal propriedade seria
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exclusiva de GSC, por influir na velocidade de reparo dos danos de DNA. No entanto, outro
estudo, também utilizando culturas primarias de GBM, nao encontrou diferenca na cinética
de reparo de DNA ao comparar células CD133+ e CD133-, embora também tenha mostrado
maior ativacdo de CHK2 nas células CD133+ tanto de maneira basal quanto apds irradiacdo
(ROPOLO, 2009). Esses achados sugeriram que a radiorresisténcia observada na subpopulacao
CD133+ ndo decorreria de uma cinética mais veloz de reparo, e sim de uma maior ativacao
basal dessa via de sinalizagdo, o que tornaria mais longa a parada de ciclo celular, permitindo
que o dano seja reparado antes do disparo de apoptose. Também ja foi mostrado um aumento
de expressdao de NBS1 em células CD133+ de culturas primarias de GBM 48 horas apds
irradiacdo, indicando relagao direta com a ativacao do checkpoint G1-S (CHENG, 2011). Esses
dados sugerem um possivel efeito radioprotetor do checkpoint de dano de DNA em GBM e
um possivel papel de NBS1 neste mecanismo. Todavia, o silenciamento génico de NBS1 em
linhagem linfoblastéide humana demonstrou elevar a sobrevivéncia celular pds-irradiacao

(ZHANG, 2005), o que sugere algum nivel de heterogeneidade no papel desse sensor de dano.

O estudo de Cheng et al. (2011) também forneceu evidéncias de que o aumento de
NBS1 em células radioresistentes de GBM seria mediado pelo fator de transcricdo c-Myc, uma
vez que seu conteudo proteico aumentou apos irradiacdo (CHENG, 2011). c-Myc é um fator de
transcricdo que faz parte de uma familia codificada pelos proto-oncogenes MYC (KRESS, 2015).
Estudos prévios ja demonstraram que tanto o silenciamento génico quanto a superexpressao
de c-Myc podem levar a apoptose induzida por irradiacdo e outros insultos genotdxicos
(WANG, 2013). Nao esta totalmente elucidado o mecanismo molecular pelo qual c-Myc se
relaciona com o checkpoint de dano de DNA, mas sabe-se que c-Myc se liga no promotor de
NBS1 (CHIANG, 2003). Em fibroblastos de rato, o aumento no contetdo proteico de NBS1 apds
irradiacdo depende de c-Myc, e em células Hela o silenciamento de c-Myc comprometeu a
ativacdo de ATM em resposta a irradiacdo (CUI, 2015; GUERRA, 2010).

A resisténcia a agentes quimioterdpicos também demonstra relacdo com a ativacao
da via de checkpoint de dano de DNA. Ja foi verificado in vitro que a perda de funcao de ATM
aumenta a sensibilidade celular de GBM a TMZ (EICH, 2013). Assim como a perda de funcdo
de ATM aumenta a sensibilidade celular a TMZ, a auséncia funcional de NBS1 em fibroblastos
eleva a taxa de morte em resposta a droga (EICH, 2010). Ja foi demonstrado que o tratamento
de células da linhagem de GBM U87MG com TMZ aumenta a associacdao de NBS1 com a
cromatina (MIRZOEVA, 2006). Diferentemente do resultado obtido por irradiacdo (CHENG,

2011), Mirzoeva e colaboradores ndo observaram elevacdo do conteudo total de NBS1 apds
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exposicao das células a TMZ.
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2. OBJETIVO

Avaliar se diferentes agentes terapéuticos regulam os niveis de NBS1 e c-Myc em
linhagens de glioblastoma, para se verificar se existe uma correlagdo entre estas modulagdes

e a resisténcia celular aos tratamentos.

3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Linhagens celulares e agentes terapéuticos

Células das linhagens de glioblastoma U138MG, U87MG e M059J foram cultivadas em
meio DMEM-F12, pH 7,2, complementado com 10% (v/v) de soro fetal bovino, a 372C em
atmosfera de 5% de CO2. As células foram expostas a diferentes doses de radiagao ionizante
(1, 10 e 30 Gy), através do acelerador linear de elétrons CLINAC 2100C (Varian) com energia de
6 MeV a uma taxa de 400 cGy/min. Os quimioterapicos utilizados foram: etoposideo e TMZ.
Para o tratamento das células, os quimioterdpicos foram diluidos serialmente em meio de
cultura para se obter concentragées de 1, 10 e 50 uM, para etoposideo, e 100 e 500 uM para
TMZ.

3.2 Analise de viabilidade celular por MTT

As células foram semeadas com densidade de 40.000 células/cm2 e cultivadas por
16 horas antes de serem expostas aos agentes terapéuticos. Apds os tratamentos, MTT (5
mg/ml) foi adicionado e mantido por 4 horas. Em seguida, o meio foi removido e DMSO foi
adicionado para solubilizacdo. A absorvancia foi medida a 570 nm. Todas as andlises foram

feitas em triplicata.

3.3 Western-blotting

Células foram semeadas com densidade de 30.00 células/cm2 e cultivadas por 16
h antes da exposicdo aos agentes terapéuticos. Apds 48 h de tratamento, as células foram
lisadas e os extratos proteicos dosados pelo método de Bradford. Os extratos foram resolvidos
por eletroforese em gel de poliacrilamida. Os conteudos proteicos foram transferidos para
membranas de nitrocelulose, as quais foram bloqueadas e expostas aos anticorpos anti-NBS1
(1:1.000) e anti-c-Myc (1:1.000). Para analise do carregamento proteico, foi utilizado anti-a-
tubulina (1:1.000) ou anti-GAPDH (1:1.000). A analise densitométrica das bandas reveladas
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no western-blotting foi realizada através do software ImageLab™ (Bio-Rad). Todas as analises

foram feitas em triplicata.

3.4 Andlise estatistica

O ensaio de MTT foi analisado por two-way ANOVA e western-blotting através de one-
way ANOVA. Ambos foram seguidos de comparacdao multipla pelo método de Bonferroni,
através do software Prism™ (versdo 6.0, GraphPad). As diferencas foram consideradas
significativas quando o p-valor era menor que 0,5 (< 0,5).

4. RESULTADOS
4.1 Efeito da radiag¢ao ionizante na viabilidade de U138MG, U87MG e MO059J.

Relatos prévios demonstram, através de ensaios de sobrevivéncia clonogénica e de
exclusdao de azul de trypan, que as linhagens U138MG e U87MG possuem padrdao de
sensibilidade a radiagdo ionizante semelhante (MARAMPON, 2014; DAL-PIZZOL, 2003).
Todavia, a linhagem MO059J foi demonstrada ser extremamente sensivel a este agente
genotéxico (LEES-MILLER, 1995). Para confirmar estes resultados, células das linhagens
U87MG, U138MG e M059]) em fase exponencial de crescimento foram expostas a 1, 10 e 30
Gy de radiagdo ionizante e a viabilidade celular foi analisada 48 e 72 horas apds a irradiagao. A
linhagem U138MG ndo apresentou redugdo de viabilidade celular (Figura 1A). A linhagem
U8B7MG apresentou redugao da viabilidade pelas doses de 10 Gy (20%) e 30 Gy (33%) 72 h
apods a irradiacao (Figura 1B). A linhagem MO059) apresentou reduc¢do de viabilidade de
aproximadamente 50% 72 h apods as doses de 1, 10 e 30 Gy (Figura 1C).
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Figura 1 - Viabilidade celular das linhagens U138MG, U87MG e M059J em resposta a

radiacdo ionizante
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4.2 Efeito da radiagao ionizante nos niveis de NBS1 e c-Myc nas linhagens
U87MG, U138MG e M059)

Em GSCs de GBM, a radiacdo ionizante demonstrou aumentar os niveis proteicos de
NBS1 e c-Myc (CHENG, 2011). No entanto, a modulacdo dessas proteinas em linhagens de GBM
nunca tinha sido analisada. Para determinar se estes eventos também ocorrem em linhagens
de GBM, o conteudo proteico de NBS1 e do fator de transcricao c-Myc foram analisados 48hs
apos a exposicao das linhagens a 1 e 10 Gy de radiacdo ionizante. Nenhuma das linhagens

apresentou alteracdo do contetido de NBS1 apds exposicdo a 1 e 10 Gy (Figura 2).
Figura 2 — Niveis de NBS1 apds irradiagao
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Contudo, diferengas foram observadas no contelddo de c-Myc 48 h apés irradiagao.
Os niveis proteicos de c-Myc foram reduzidos em U138MG e MO059). Células U138MG
apresentaram 44% de decréscimo de c-Myc por 1 Gy e 90% por 10 Gy. U87MG apresentou
reducdo de 18% e 58% por 1 Gy e 10 Gy, respectivamente. M059J) apresentou 50% e 80%

menos conteudo de c-Myc por irradiacdo com 1 Gy e 10 Gy (Figura 3).

Figura 3 — Niveis de c-Myc apds irradiacdo
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4.3 Efeito de TMZ na viabilidade celular e no contetido de NBS1 nas linhagens
U87MG, U138MG e M059)

TMZ é um agente alquilante que demonstrou aumentar a sobrevida de pacientes
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de GBM, em combinag¢do com radioterapia (STUPP, 2010). No presente estudo, apds 72
h de exposi¢cdo as concentra¢des de 100 e 500 uM de TMZ, células U138MG e US7MG

nao apresentaram alteracdo de viabilidade (Figuras 4A e 4B), enquanto células M059)
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apresentaram redugdo de 15% na viabilidade celular (Figura 4C).

Figura 4 — Viabilidade de U138MG, U87MG e M059J em resposta a TMZ.
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O conteudo proteico de NBS1 foi avaliado apds 48 h de tratamento com TMZ e nenhuma
das linhagens apresentou alteragdo nos niveis dessa proteina, por nenhuma concentragdo da

droga (Figura 5).

Figura 5 — Niveis de NBS1 apds tratamento com TMZ
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4.6 Efeito de etoposideo na viabilidade celular e no contetido de NBS1 nas
linhagens U87MG, U138MG e MO059)

Como agente indutor de DSB alternativo a radia¢do ionizante, foi utilizado no presente
estudo o quimioterapico etoposideo para se avaliar a relativa resisténcia entre linhagens de
GBM a quimioterapia. Embora etoposideo ndo seja uma droga de primeira linha contra GBM,
ele produz danos de DNA semelhantes a radiacdo ionizante, através da inibicdo da enzima
topoisomerase Il. A linhagem U138MG apresentou menor reducdo de viabilidade apds 72 h de
tratamento com etoposideo (reducdo de aproximadamente 10% com as doses de 10 e 50 uM)
(Figura 6A). A linhagem U87MG apresentou redugdo de 6%, 10% e 27% de viabilidade pelas
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doses de 1, 10 e 50 uM, respectivamente, apds 72 h de tratamento com a droga (Figura 6B).
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De modo semelhante ao observado nos experimentos de exposicdo a radiagdo ionizante,
células da linhagem M059J também apresentaram maior sensibilidade ao tratamento quando
comparada as outras. Apds 48hs de incubagao com etoposideo, foi observada redugdo de 29%
na viabilidade celular desta linhagem na dose de 50 uM. Em 72hs, a viabilidade das células
MO059] foi reduzida em aproximadamente 26%, 54% e 77% com as doses de 1, 10 e 50 uM de
etoposideo, respectivamente (Figura 6C). Todavia, nenhuma das linhagens apresentou
mudanca dos niveis de NBS1 apds tratamento com 1 uM ou 10 uM de etoposideo (dados ndo

mostrados).

Figura 6 — Viabilidade de U138MG, U87MG e M059J em resposta a etoposideo
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5. DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo avaliar se diferentes agentes terapéuticos
alteram os niveis de NBS1 e c-Myc em linhagens de glioblastoma. Um estudo prévio de
alta repercussao demonstrou que GSCs ativam exacerbadamente a cascata de ATM apds
irradiacdo, quando comparadas as células ndo-tronco isoladas dos mesmos tumores, e
sugeriu que isto desempenha papel-chave na radiorresisténcia desta subpopula¢do (BAO,
2006). Essa resposta exacerbada decorreria do aumento de c-Myc por radiagdo ionizante
e um consequente aumento transcricional de NBS1, conforme sugerido por um estudo
posterior (CHENG, 2011).

Os resultados aqui apresentados demonstram que as linhagens U138MG, US7MG
e M059J) se comportam de modo diferente de células-tronco de GBM no que tange ao
contelido de NBS1 e c-Myc apds exposicdo a radiacdao ionizante. O presente estudo
verificou que o conteudo proteico de c-Myc é reduzido apds irradiacdo nas linhagens de
GBM U138MG, U87MG e M059J. Ao contrario do que foi observado por estudos anteriores
em GSCs, a modulacdo de c-Myc nessas células ndo demonstra estar relacionado a
sensibilidade dessas linhagens a radiacdo ionizante. Contudo, células-tronco de GBM
se apresentaram mais sensiveis a radiacdo ionizante do que as linhagens estabelecidas
U87MG, U251 e SF126 (McCORD, 2009). Curiosamente, outro estudo verificou que
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elevada proporc¢do de células-tronco de GBM em amostras histoldgicas destes tumores se
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correlacionava com maior sobrevida dos pacientes (PALLINI, 2011). Tomados em conjunto,
estes resultados prévios sugerem que a resisténcia de GBM ao tratamento possa também
ser governada por mecanismos que diferem daqueles observados em células-tronco
deste tumor. A diferenca de sensibilidade a radiacdo ionizante observada entre GSCs e
linhagens de GBM sugere a atuacao de distintos mecanismos moleculares de resposta ao

estresse genotoxico nestas células (McCORD, 2009).

Os resultados obtidos no presente trabalho também demonstram que ndo ha
alteracdo de conteddo de NBS1 nem relacdo com os fendtipos de perda de viabilidade
celular por irradiacdo nas linhagens U138MG, U87MG e MO059J, ao contrario do que
foi demonstrado para células-tronco de GBM em comparac¢ao com células ndo-tronco
derivadas de mesmo tumor (CHENG, 2011). O papel de NBS1 na resposta a irradiacao
em células de outros tipos de cancer ja foi analisado através de perda de funcdo,
apresentando-se tanto pré-apoptdtico quanto radioprotetor dependendo do tipo celular
(ZHANG, 2007). Além de ter sido demonstrado nestas células tumorais, o aumento do
nivel proteico de NBS1 por radiacdo ionizante também foi observado em fibroblastos
humanos (GUERRA, 2010). No entanto, o mecanismo molecular responsavel por esse
efeito ainda ndo foi totalmente elucidado. O ndo incremento do contelddo proteico de
NBS1 ndo necessariamente denota em falta de contribuicdo da proteina na resisténcia ao
agente genotodxico, uma vez que ela também passa por modificacdes como fosforilacao,
acetilacdo e ubiquitinacdao (KOMATSU, 2016).

O aumento de nivel proteico de c-Myc apds irradiacdo foi observado em células-
tronco de GBM e foi sugerido que isto teria grande contribuicdo para a radioresisténcia
destas células (CHENG, 2011). Aqui, foi observado que c-Myc ndo é modulado por radiacao
ionizante nas trés linhagens apds irradiacdo. Contudo, nas linhagens U138MG, U87MG e
MO059J) ha tendéncia de reducdo de c-Myc. Ndo se pode excluir a possibilidade de que
as tendéncias observadas estejam relacionadas a parada no ciclo celular ocasionada por
irradiacdo, e ndo por mecanismos de regulacdo desta proteina como resposta ao estresse
genotoxico. A analise de como a radiacdo ionizante afeta a progressao no ciclo celular
nestas linhagens permitiria tal correlacdo. Ademais, os dados aqui apresentados mostram
que estas linhagens divergem das células-tronco de GBM quanto a modulacdo do
conteudo de c-Myc por irradiacdo (CHENG, 2011). Havendo uma tendéncia de reducdo, a
expressdo de micro-RNAs regulatdrios de c-Myc poderia ser investigada nestas linhagens
pds-irradiacdo, com intuito de evidenciar a base mecanistica para a modulacdo desta
oncoproteina por agentes terapéuticos de glioblastoma, assim como tem sido investigado

para outros fatores de resisténcia (M@LLER, 2013). Pode ser que estes RNAs regulatdrios
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tenham as expressdes alteradas por radiacdo nestas células.
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Dentro deste panorama, a compreensdo dos eventos moleculares desencadeados

pelos diversos agentes terapéuticos é crucial para o desenvolvimento racional de
novos farmacos de sua concepcdo até as fases clinicas de pesquisa. Os resultados aqui
apresentados foram publicados em artigo original de pesquisa (RODRIGUES, 2018).
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THE REGULATION OF DNA DAMAGE SIGNALING PATHWAYS BY
THERAPEUTIC AGENTS IN GLIOBLASTOMA

Abstract — Genotoxic agents are widely used as therapeutic agents against cancer due their
capability to induce DNA damage response (DDR). DDR comprises from cell cycle arrest to
repair of the lesions or to cell death in response to them. Among the DDR molecular pathways,
the pathway mediated by MRE11/RAD50/NBS1 and ATM signaling demonstrates to have a
key role in glioblastoma (GBM) resistance to ionizing radiation. It has been demonstrated
that in GBM cancer stem-cells ionizing radiation increases NBS protein levels and activates
exaggeratedly ATM pathway, in comparison with other cells isolated from the same tumor
specimens. However, in previous studies some established GBM cell lines demonstrated to
be more resistant to different genotoxic agents than GBM cancer stem-cells. The aim of the
present study was to evaluate whether there is increase of NBS1 in GBM established cell lines
and whether it is correlated to sensibility to therapeutic agents. Here, M059] cell line showed
greater reduction of viability after exposition to ionizing radiation, temozolomide (TMZ) and
etoposide, in comparison to U87MG and U138MG cell lines. It was verified that NBS1 content
is not altered in any cell line by any genotoxic agents. Nevertheless, the protein level of c-Myc
transcription factor was reduced in the three cell lines after irradiation. Taken together, these
results suggest that other DDR pathways are involved in GBM therapeutic resistance. In
addition, data here presented indicate that not only cancer stem-cells subpopulations could
contribute to tumoral recurrence.

Keywords: glioblastoma, DNA damage response, ionizing radiation, temozolomide.
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CAPITULO 4

CONCILIANDO MORFOLOGIA E MOLECULAS
EM RECONSTRUCOES DA HISTORIA
EVOLUTIVA DE PROTISTAS CILIADOS

Noemi Mendes Fernandes

Universidade Federal do Rio de Janeiro, Rio
de Janeiro, RJ.
http://lattes.cnpq.br/4423153087027943

RESUMO —Estudos de evolug¢do molecular
de protistas ciliados sdo baseados quase
exclusivamente em genes ribossomais, os
quais, frequentemente, recuperam arvores
filogenéticas que divergem da tradicional
sistematica morfolégica. Tais filogenias
geralmente apresentam baixa resolucao,
principalmente dos nds mais profundos,
falhando em recuperar as relagbes
evolutivas entre linhagens com tempos de
divergéncia mais antigos. O presente capitulo
introduz os conflitos entre a classificacdo
tradicional e filogenias baseadas em dados
moleculares em Ciliophora e apresenta uma
abordagem que foi adotada para melhorar
a compreensdo da histéria evolutiva dos
grupos internos da classe Heterotrichea,
utilizando sequéncias de cinco marcadores
moleculares e dados morfolégicos em
analises filogenéticas combinadas. O
conceito de coalescéncia multiespécies foi
aplicado, pela primeira vez em Ciliophora,
para modelar as discrepancias entre as
arvores de genes, causadas por efeitos
como distribuicdo incompleta de linhagens
ou incomplete lineage sorting. Os resultados
revelaram que: (1) as arvores de genes sao
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inconsistentes quanto a posicao filogenética
de algumas familias de heterotriqueos;
(2) a arvore inferida usando o modelo de
coalescéncia multiespécies é consistente
com filogenias baseadas no gene 18S-rDNA,
suportando Spirostomidae como a linhagem
que divergiu primeiro do ancestral comum
dos atuais heterotriqueos. A concatenagao
dos dados morfolégicos e moleculares foi
eficaz na resolugdo dos nods internos da
filogenia de Heterotrichea, apresentando
hipdteses estatisticamente mais plausiveis
e robustas sobre a evolugao das linhagens
desta classe.

Palavras-chave: ciliados, eucariontes
unicelulares, evolu¢dao molecular, filogenia,
protistas.

1. INTRODUCAO

O filo Ciliophora Doflein, 1901 é
classificadodentrodeAlveolata,umadasmais
diversificadas linhagens de protistas, a qual
inclui também Dinoflagellata e Apicomplexa
(ADL et al., 2019). S3do organismos
heterotréficos, caracterizados por possuir
cilios para locomocdo e alimentacdo em
pelo menos um dos estagios do ciclo de
vida (LYNN, 2008). Outra caracteristica dos
ciliados é o dualismo nuclear, ou seja, eles

possuem macronucleo e microntcleo com
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material genético e fungbes distintas. O macronucleo é poliploide e regula principalmente
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fungdes somaticas, como sintese de RNA e ontogénese. O micronucleo é diploide e torna-

se ativo apenas durante a reproducao sexuada, também chamada conjugacao, quando dois

individuos se unem temporariamente para troca de micronucleos (CORLISS, 1979).

Os ciliados possuem morfologia complexa, a qual pode ser revelada e estudada por
diversos métodos, especialmente por técnicas de impregnacao pela prata (p. e. DIECKMANN,
1995) e por microscopia eletronica de varredura e transmissao (LYNN, 2008). Estdo globalmente
distribuidos em uma ampla variedade de habitats, onde eles atuam como componentes
fundamentais em redes tréficas (FINLAY e FENCHEL, 1996): sdo encontrados em oceanos,
como parte do plancton (de Vargas et al., 2015) e no sedimento (HAUSMANN et al., 2002);
em lagos, rios, riachos e pocos de agua doce (KAMMERLANDER et al., 2015); em lagoas
hipersalinas (YASINDI et al., 2002); em ambientes terrestres, como solos, em associa¢do com
musgos, em pequenas pocas formadas por folhas de plantas e em tanques de bromeliaceas
(DURAN-RAMIREZ et al., 2015). Os ciliados ocupam diversos nichos ecolégicos, atuando
como filtradores e consumidores de particulas em suspensdo (FINLAY E FENCHEL, 1996). Se
alimentam de bactérias, algas unicelulares e até mesmo de outros ciliados menores (LYNN,
2008).

2. MORFOLOGIA VERSUS MOLECULAS EM CILIOPHORA

A classificacdo tradicional de ciliados é fundamentada em caracteres morfolégicos,
como o padrao de ciliatura oral, organizacdo da ciliatura somatica, ultraestrutura do cortex,
padroes morfogenéticos e dados morfométricos, além de caracteristicas comportamentais e
do ciclo de vida, entre outros (LYNN, 2008). Com o aprimoramento de técnicas moleculares
de amplificacdo e sequenciamento de DNA e o uso de sequéncias nucleotidicas para inferir
relagGes de parentesco entre ciliados, iniciado principalmente por SOGIN e ELWOOD (1986), a
sistematica de Ciliophora passou por varias fases de reinterpretacdes e reformulagdes. O gene
nuclear codificador da pequena subunidade ribossomal (18S-rDNA) tem sido desde entdo
usado como o principal locus em inferéncias de filogenias em Ciliophora, visto que ele fornece
apropriado sinal filogenético e pode ser sequenciado de forma simples e acuradamente
(WOESE, 1987). Embora a classificagdo morfolégica e a genealogia do 18S-rDNA sejam
congruentes em alguns aspectos, como por exemplo na divisdao de Ciliophora nos dois subfilos
Postciliodesmatophora e Intramacronucleata (GAO e KATZ, 2014), topologias baseadas neste
gene reformularam a compreensao acerca das relagdes de parentesco de grupos internos de
Ciliophora, revelando novos clados, adicional diversidade dentro de taxons bem definidos, a

existéncia de espécies cripticas e inUmeros agrupamentos polifiléticos e parafiléticos (STOECK
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et al., 2007; DEL CAMPO et al., 2013). Adicionalmente, analises utilizando sequéncias do gene
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18S-rDNA elucidaram a posicao filogenética de alguns géneros considerados morfologicamente

enigmaticos, como Phacodinium (SHIN et al., 2000), Schizocaryum e Licnophora (LYNN e
STRUDER-KYPKE, 2002).

Alguns taxons de ciliados comp&e agrupamento monofilético em filogenias do gene
18S-rDNA, porém ndo foram detectadas sinapomorfias morfolégicas que justifiqguem o
posicionamento filogenético destes taxons em um mesmo clado. Estes agrupamentos foram
entdo denominados “riboclasses” (LYNN, 2003), como por exemplo os géneros Plagiopyla,
Lechriopyla e Trimyema que foram classificados como pertencentes a riboclasse PLAGIOPYLEA
e os géneros Nyctotherus e Metopus, que se agrupam com outros géneros constituindo a
riboclasse ARMOPHOREA (LYNN, 2008).

Contudo, por ser altamente conservado, analises baseadas unicamente no gene
18S-rDNA ndo sdo suficientes para esclarecer relacionamentos filogenéticos a nivel de
familias, géneros e entre espécies de ciliados. Recentemente, o gene 285-rDNA e a regido de
espacadores internos ribossomais ITSI-5.8S-ITSII estdo sendo considerados bons marcadores
em estudos de filogenia destes organismos (LYNN, 2008), e geralmente apresentam
resultados diferentes daqueles observados em andlises baseadas em um Unico /locus. Outro
marcador que tem sido utilizado para classificar espécies de ciliados é o gene mitocondrial
que codifica a subunidade | da enzima citocromo oxidase (COIl). Este gene possui taxas de
evolucdao mais aceleradas em comparagdo com genes ribossomais e tem se mostrado eficaz
na diferenciacdo entre morfoespécies proximas (STRUDER-KYPKE e LYNN, 2010; HEGER et al.,
2011). Por esse motivo, COIl tem sido frequentemente considerado ideal para barcoding de
ciliados e outros organismos (ZHAO et al., 2013; KOSAKYAN et al., 2015). No entanto, um fator
limitante para a utilizacdo de genes mitocondriais para a elucidacdo da histéria evolutiva do
filo Ciliophora como um todo, é que alguns taxons anaerdbicos ndo possuem mitocéndrias,
como Plagiopylida e Armophorea. As mitocondrias nestes organismos foram substituidas por
bactérias metanogénicas endosimbiontes ou hidrogenossomos, que anaerobicamente oxidam

piruvato em acetato e CO2, produzindo hidrogénio molecular e ATP (MULLER, 1993).

O gene codificador da extremidade 5’ (regido D1-D2) da grande subunidade ribossomal
(285-rDNA) vem sendo utilizado como marcador alternativo para barcoding molecular em
Ciliophora. Este locus tem se mostrado adequado para discriminagdao entre morfoespécies
préximas, distinguindo inclusive espécies cripticas (GENTEKAKI e LYNN, 2009). Este marcador
também é comumente utilizado para complementar filogenias baseadas no gene 18S-rDNA
em alguns grupos de Ciliophora (MOREIRA et al., 2007). No entanto, o numero de espécies de

ciliados com sequéncias deste marcador disponiveis ainda é muito reduzido.
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Analises filogendmicas apresentam melhores resolugdes, refletidas em maior suporte
estatistico dos clados, quando comparadas com filogenias baseadas em um Unico locus para
Ciliophora (p. e. WANG et al., 2021). Os genes possuem diferentes taxas evolutivas e, por
isso, arvores de genes podem reconstruir histérias evolutivas distintas (MADDISON, 1997).
As possiveis discrepancias entre arvores de genes e arvore de espécies sdo consequéncias de
processos evolutivos tais como duplicacdo\perda génica, transferéncia horizontal, hibridizacado,
introgressao e incomplete lineage sorting (DEGNAN e ROSENBERG, 2009; KUBATKO et al.,
2011; ver proximo tépico). Por isso, a utilizacdo de multiplos marcadores é fundamental para

uma melhor compreensao acerca da origem e evolu¢do das espécies.

Em ciliados, quando surgem discrepancias entre evidéncias morfolégicas e moleculares,
morfologistas geralmente argumentam que arvores de genes ndo representam acurada
inferéncia de filogenia (AGATHA, 2004; FOISSNER et al., 2004). Por outro lado, sistematas
moleculares afirmam que eles utilizam um ndmero maior de informacdes em reconstrucgoes
filogenéticas e, adicionalmente, sugerem hipdteses alternativas de evolucdo morfoldgica
(SHAZIB et al., 2014; VDACNY et al., 2014). De forma geral, grupos de ciliados morfologicamente
delimitados podem ser fundamentados em uma mistura de estados de caracteres ancestrais,
derivados e convergentes. Portanto, moléculas sdo ferramentas necessarias para compreender

a histdria evolutiva das espécies e suas caracteristicas morfoldgicas.

3. 0 MODELO DA COALESCENCIA MULTIESPECIES

Além das incongruéncias entre morfologia e moléculas frequentemente observadas
em estudos evolutivos, existem também discordancias entre arvores filogenéticas inferidas
com diferentes genes. Com o aumento dos estudos envolvendo andlises multigénicas, surgiu
a necessidade de investigacGes sobre as possiveis causas de divergéncias entre genealogias
e assim, novas teorias e ferramentas foram desenvolvidas, usando principalmente modelos
probabilisticos. A teoria da coalescéncia (HUDSON, 1983; DEGNAN e ROSENBERG, 2009) foi
elaborada neste contexto, sendo o processo mais utilizado para modelar a variacdo entre
arvores de genes devido a sua simplicidade matematica (LIU et al., 2009). Resumidamente, a
coalescéncia (coalescéncia = aderéncia, juncao), pode ser conceituada como o processo que
traca a ancestralidade de um conjunto de cépias de um gene a partir do presente, até o ponto
onde essas cdpias encontram sua ancestral, ou seja, coalescem (LIU et al., 2009). Em outras
palavras, o evento de coalescéncia ocorre quando um par de cdpias génicas encontram seu
ancestral comum, o que corresponde aos nés nas arvores de genes (DEGNAN e ROSENBERG,
20009).

Estudos tedricos e simulagdes demonstraram que o modelo de coalescéncia pode
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produzir filogenias acuradas a partir de analises multigénicas, que possivelmente estao sujeitas

a incomplete lineage sorting (ILS), considerada como a maior causa da heterogeneidade
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topoldgica entre drvores de genes (EDWARDS, 2009; LIU et al., 2008). O fenémeno incomplete
lineage sorting ocorre logo apds um evento de especiacdo, quando as novas linhagens ainda
nao tiveram tempo suficiente para se fixarem. O termo incomplete lineage sorting é usado
com diferentes significados. Alguns autores usam ILS como sindbnimo de incongruéncias
entre genealogias ou como o processo que explica as discordancias entre elas (DEGNAN e
ROSENBERG, 2009). Outros assumem que ‘lineage sorting’ é completa quando ndo existem
polimorfismos para um determinado locus em populagdes descendentes de uma mesma
populacdo ancestral (MASTA e MADDISON, 2002; FUNK e OMLAND, 2003). Contudo, outros
fendmenos também podem gerar discordancias topolégicas entre arvores de genes e arvore
de espécies, como transferéncia horizontal de genes (HGT), duplicacdo ou perda génica,
hibridizacdo e recombinacdo (DEGNAN e ROSENBERG, 2009).

O modelo da coalescéncia assume que: (1) incongruéncias entre arvores de genes e
a filogenia da espécie sao exclusivamente devido ao processo de coalescéncia; (2) que existe
livre recombinacdo entre genes, mas nenhuma recombinacdo dentro de cada gene; (3) que
os alelos ndo estdo sob selecdo; (4) que o processo de mutacdo ao longo das linhagens nas
arvores de genes segue um modelo evolutivo; (5) que as sequéncias em um unico locus
sdo independentes da arvore de espécies; e (6) que arvores de genes sdo mutuamente
independentes (LIU et al., 2009).

A coalescéncia multiespécies € o modelo de coalescéncia aplicado a multiplas
populacdes conectadas em uma filogenia (Figura 1). Ela funciona como uma generalizacdo
do modelo Wright-Fisher para deriva genética (FISHER, 1930; WRIGHT, 1931), o qual assume
gue o tamanho da populacdo é constante, as gera¢cdes ndo se sobrepdem e 0s cruzamentos
ocorrem totalmente ao acaso (selecdo natural é inoperante). A coalescéncia multiespécies
une varios eventos de coalescéncia que ocorrem nas populagdes individuais, para compor a

arvore de espécies (Figura 1).

Em Ciliophora, apesar de varios estudos utilizarem multigenes em inferéncias
filogenéticas e a maioria revelar incongruéncias entre as topologias obtidas (p. e. SHAZIB et
al., 2014), nenhum estudo, até entdo, utilizou o método de coalescéncia multiespécies para
deducdes de arvores de espécies. Geralmente, assume-se que a filogenia das espécies é
aquela obtida com o gene mais representativo (em nimero de taxons) e que mais se aproxima
da classificagdo morfoldgica. Estudos que discutem teoricamente sobre as possiveis causas
de discordancias entre genealogias também sdo inexistentes. Este foi o primeiro estudo a

introduzir o método de coalescéncia multiespécies em inferéncias filogenéticas para uma
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classe de Ciliophora.
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4. ANALISE DE EVIDENCIAS TOTAIS, COALESCENCIA E FILOGENIA DE
HETEROTRICHEA

EERNISSE e KLUGE (1993) propuseram que as andlises filogenéticas deveriam sempre
ser executadas usando todas as evidéncias disponiveis. Essa abordagem ficou conhecida como
“total-evidence” a qual utiliza matrizes contendo dados moleculares e morfolégicos e permite
o uso de métodos probabilisticos em estimativas filogenéticas (RONQUIST et al., 2012).
Essa abordagem é geralmente recomendada, uma vez que ela explora o poder explicativo e
informativo de todos os dados utilizados nas analises e tem se tornado popular, principalmente
para adicionar informagdes morfoldgicas de fosseis em estudos de datagao molecular (p. e.
SCHRAGO et al., 2013).

Figura 1 — O modelo da coalescéncia multiespécies. Cada ponto representa uma cépia
individual de um gene e cada coluna horizontal representa uma geracao. As linhas conectam
as copias individuais a seus ancestrais na geracao anterior. O nimero de pontos na horizontal

representa o tamanho da populacdo e na vertical, o tempo em geracdes. (1) O processo de
coalescéncia ocorrendo em varias populacdes isoladamente. As populagdes coloridas em
rosa possuem apenas uma copia génica. (2) Histdria evolutiva das populacées. Uma vez que
a copia ancestral do gene na populacdo C falhou em coalescer na populagdo em amarelo, tal
copia génica pode coalescer com a linhagem D antes de coalescer com a linhagem ancestral
de A e B. Consequentemente, a arvore do gene (linhas internas) serd diferente da arvore das
espécies (topologia)

Fonte: modificada de DEGNAN e ROSENBERG (2009).

Para avaliar hipdteses de evolucdo e relacionamento filogenético de grupos internos
da classe Heterotrichea (Figura 2), foram usadas sequéncias de cinco marcadores moleculares:
os genes codificadores da pequena subunidade ribossomal 18SrDNA e da regido hipervariavel

D1-D2 da grande subunidade ribossomal 28S-rDNA, sequéncias da regido de espacadores

CONCILIANDO MORFOLOGIA E MOLECULAS EM RECONSTRUGOES DA HISTORIA EVOLUTIVA DE PROTISTAS CILIADOS



internos ribossomais ITS1-5.85-ITS2 e os genes codificadores das proteinas citocromo oxidase
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| (COIl) e alfa-tubulina. Dados morfolégicos foram integrados aos dados moleculares para

obtencdo de hipoteses evolutivas mais consistente, usando evidéncias totais.

Resumidamente, vinte espécies de heterotriqueos foram obtidas a partir de 31
pontos de amostragem no Brasil, Inglaterra, Alemanha, Itdlia e Venezuela (para detalhes
sobre a metodologia, veja FERNANDES et al., 2016). O DNA total de cada espécie foi extraido,
purificado e os genes-alvo foram amplificados usando primer especificos. Produtos de PCR dos
genes ribossomais foram purificados e diretamente sequenciados. Clonagem molecular foi
realizada para detectar polimorfismos em sequéncias do gene COIl ou possiveis paralogos em
sequéncias do gene alfa-tubulina. Os fragmentos obtidos foram importados para o software
Geneious 7.1.7 e montados em contigs. Em seguida, as sequéncias obtidas foram manualmente
verificadas para remocao de bases ambiguas ou de baixa qualidade. Para estabelecimento
das matrizes moleculares analisadas neste estudo, sequéncias homaélogas dos genes-alvo para

todas as espécies de heterotriqueos disponiveis no GenBank foram obtidas.

Alinhamentos das sequéncias foram conduzidos no SINA web aligner e com T-Coffee.
Apds obtencdo das matrizes alinhadas, analises filogenéticas de maxima-verossimilhanca e
inferéncia bayesiana foram implementadas (detalhes em FERNANDES et al., 2016). O método
STAR (Species Trees using Average Ranks of gene coalescence times; LIU et al., 2009), baseado
no modelo de coalescéncia multiespécies foi usado para estimar a arvore de espécies. Este
método é baseado no padrao de divergéncias observado nas arvores genealdgicas, permitindo
que cada locus tenha diferentes histdrias evolutivas (ZHONG et al., 2013). A arvore das espécies
STAR foi obtida no servidor web STRAW (SHAW et al., 2013).

A matriz morfoldgica incluiu 37 caracteres binarios/multi-estados nado polarizados,
representando caracteristicas chave de heterotriqueos. Tal matriz foi concatenada aos dados
moleculares para inferéncia da arvore bayesiana de evidéncias totais (FERNANDES et al.,
2016). Para identificagdo de sinapomorfias morfoldgicas, os caracteres foram mapeados na

arvore de evidéncias totais.

Uma questdao frequente em inferéncias filogenéticas de Heterotrichea era a falta
de resolucdo dos nés internos profundos (deep nodes), o que é, possivelmente, a causa
das divergéncias entre topologias inferidas usando os mesmos genes (p. e. SHAZIB et al.,
2014). No presente estudo, as arvores de genes foram inconsistentes quanto a posicao
filogenética de algumas familias de heterotriqueos. A arvore inferida usando o modelo
de coalescéncia multiespécies é consistente com filogenias baseadas no gene 18S-rDNA,
suportando Spirostomidae como a linhagem que divergiu primeiro do ancestral comum dos

atuais heterotriqueos. A concatenacao de todos os dados moleculares e morfoldgicos para a
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inferéncia da arvore de evidéncias totais melhorou a resolu¢do dos nés internos, a qual refletiu

em mais altos valores de suporte estatistico dos ramos que sustentam as principais linhagens
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de heterotriqueos (Figura 3). Adicionalmente, a utilizacdo de caracteres morfolégicos nas
analises elucidou as razdes da inconsisténcia entre a sistematica baseada na morfologia e
filogenias moleculares de Heterotrichea, a qual pode ser explicada pela existéncia de uma
grande quantidade de caracteres homoplasticos que sdo utilizados para classificacdo dos
heterotriqueos (Figura 2).

Figura 2 — Representantes da classe Heterotrichea. (a-g) Imagens in vivo; (h-j) Microscopia
eletronica de varredura (MEV); (I-p) Método de impregnacao pela prata (protargol). (a,

h, 1) Condylostoma arenarium; (b) Peritromus faurei; (c) Condylostentor auriculatus; (d)
Stentor polymorphus; (e) Stentor coeruleus; (f, p) Blepharisma sinuosum; (g) Spirostomum
ambiguum; (i) ampliacdo da regido oral de Condylostoma arenarium; (j, n) Spirostomum
teres; (m) Spirostomum sp.; (o) Stentor igneus. Siglas: AZM, zona adoral de membranelas; CV,
vacuolo contratil; Ma, macronucleo; Mi, micronuicleo; PM, membrana paraoral; P, peristoma.
Barra de escala: 100 um

Fonte: Imagens de N. M. Fernandes e I. D. da Silva Neto.
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O mapeamento dos caracteres morfoldgicos sobre a arvore de evidéncias totais
revelou que as inconsisténcias entre a sistemdatica morfolégica e as arvores moleculares de
Heterotrichea podem ser explicadas pela ocorréncia de homoplasias em diferentes niveis
(FERNANDES et al., 2016; Figura 3). Caracteristicas da ciliatura oral sdo as principais candidatas
para definir familias de heterotriqueos.

5. CONSIDERACOES FINAIS

Analises filogenéticas que conciliam dados de multiplos marcadores moleculares
e morfologia, aplicando a coalescéncia multiespécies para modelar as discrepancias entre
arvores de genes, apresentam melhores resolucdes, refletida em maiores valores de suporte
estatistico dos clados de Heterotrichea. Finalmente, a arvore de evidéncias totais revelou
homoplasias morfoldgicas que dificilmente seriam descobertas fora do contexto de uma
analise combinada. Esta abordagem mostrou-se altamente eficiente em reconstrucdes da
historia evolutiva dos ciliados heterotriquos.

Figura 3 — Arvore de evidéncias totais de Heterotrichea inferida com cinco marcadores
moleculares e dados morfolégicos. Os nimeros nos ramos indicam as sinapomorfias
morfoldgicas. Os quadrados pretos representam homologias secundarias e os quadrados
brancos representam homoplasias. Ciliados karyorelicteos foram usados como grupo-externo

Outgroup E m! 7 Peritromidae (1)
——— ! 1 oL et Spirostomidae (Il
i nie o e nys Climacostomidae (IIl)
Gruberiidae (IV)
Condylostomatidae (V)

Fabreidae (V1)

Maristentoridae

Folliculinidae (V1)
Blepharismidae (VIll)

Stentoridae (1X)

Fonte: adaptado de FERNANDES et al. (2016).

CONCILIANDO MORFOLOGIA E MOLECULAS EM RECONSTRUGOES DA HISTORIA EVOLUTIVA DE PROTISTAS CILIADOS

Capitulo 4




REFERENCIAS

ADL, S. M.; BASS, D.; LANE, C. E.; LUKES, J.; SCHOCH, C. L.; SMIRNOV, A.; AGATHA, S.; BERNEY, C.; BROWN, M. W.;
BURKI, F. (2019) Revisions to the classification, nomenclature, and diversity of eukaryotes. Journal of Eukaryotic
Microbiology, v. 66, n. 1, p. 4-119.

Capitulo 4

AGATHA, S. (2004) A Cladistic Approach for the Classification of Oligotrichid Ciliates (Ciliophora: Spirotricha).
Acta Protozoologica, v. 43, n. 3, p. 201-217.

CORLISS, J. (1979) The Ciliated Protozoa: Characterization. Classification, and Guide to the Literature - 2nd ed.,
Pergamon Press, New York, 455 p.

DEGNAN, J. H.; ROSENBERG, N. A. (2009) Gene tree discordance, phylogenetic inference and the multispecies
coalescent. Trends in Ecology and Evolution, v. 24, n. 6, p. 332-340.

DEL CAMPO, J.; NOT, F.; FORN, I.; SIERACKI, M. E.; MASSANA, R. (2013) Taming the smallest predators of the
oceans. The ISME Journal, v. 7, n. 2, p. 351-358.

DIECKMANN, J. (1995) An improved protargol impregnation for ciliates yielding reproducible results. European
Journal of Protistology, v. 31, n. 4, p. 372-382.

DURAN-RAMIREZ, C. A.; GARCIA-FRANCO, J. G.; FOISSNER, W.; MAYEN-ESTRADA, R. (2015) Free-living ciliates
from epiphytic tank bromeliads in Mexico. European Journal of Protistology, v. 51, n. 1, p. 15-33.

EDWARDS, S. V. (2009) Is a new and general theory of molecular systematics emerging? Evolution, v. 63, n. 1, p.
1-19.

EERNISSE, D. J.; KLUGE, A. G. (1993) Taxonomic congruence versus total evidence, and amniote phylogeny
inferred from fossils, molecules, and morphology. Molecular Biology and Evolution, v. 10, n. 6, p. 1170-1195.

FERNANDES, N. M.; PAIVA, T. A. S.; DA SILVA-NETO, I. D.; SCHLEGEL, M.; SCHRAGO, C. G. (2016) Expanded
phylogenetic analyses of the class Heterotrichea (Ciliophora, Postciliodesmatophora) using five molecular
markers and morphological data. Molecular Phylogenetic and Evolution, v. 95, p. 229-246.

FINLAY, B.; CORLISS, J.; ESTEBAN, G.; FENCHEL, T. (1996) Biodiversity at the microbial level: the number of free-
living ciliates in the biosphere. Quarterly Review of Biology, p. 221-237.

FISHER, R. A. (1930) The Genetical Theory of Natural Selection. Oxford, Clarendon Press, 272 p.
FOISSNER, W. (2004) Ubiquity and cosmopolitanism of protists questioned. SiLnews, v. 43, p. 6-7.

FUNK, D. J.; OMLAND, K. E. (2003) Species-level paraphyly and polyphyly: frequency, causes, and consequences,
with insights from animal mitochondrial DNA. Annual Review of Ecology, Evolution, and Systematics, p. 397-423.

GAO, F.; KATZ, L. A. (2014) Phylogenomic analyses support the bifurcation of ciliates into two major clades that
differ in properties of nuclear division. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 70, n. 1, p. 240-243.

GENTEKAKI, E.; LYNN, D. H. (2009) High-level genetic diversity but no population structure inferred from nuclear
and mitochondrial markers of the peritrichous ciliate Carchesium polypinum in the Grand River basin (North
America). Applied and Environmental Microbiology, v. 75, n. 10, p. 3187-3195.

HAUSMANN, K.; HULSMANN, N.; POLIANSKI, I.; SCHADE, S.; WEITERE, M. (2002) Composition of benthic
protozoan communities along a depth transect in the eastern Mediterranean Sea. Deep Sea Research Part I:
Oceanographic Research Papers, v. 49, n. 11, p. 1959-1970.

HEGER, T. J.; PAWLOWSKI, J.; LARA, E.; LEANDER, B. S.; TODOROV, M.; GOLEMANSKY, V.; MITCHELL, E. A. (2011)
Comparing potential COl and SSU rDNA barcodes for assessing the diversity and phylogenetic relationships of
cyphoderiid testate amoebae (Rhizaria: Euglyphida). Protist, v. 162, n. 1, p. 131-141.

HUDSON, R. R. (1983) Testing the constant-rate neutral allele model with protein sequence data. Evolution, p.
203-217.

KAMMERLANDER, B.; BREINER, H. W.; FILKER, S.; SOMMARUGA, R.; SONNTAG, B.; STOECK, T. (2015) High diversity
of protistan plankton communities in remote high mountain lakes in the European Alps and the Himalayan
mountains. FEMS Microbiology Ecology, v. 91, n. 4, p.10.

CONCILIANDO MORFOLOGIA E MOLECULAS EM RECONSTRUGOES DA HISTORIA EVOLUTIVA DE PROTISTAS CILIADOS



KOSAKYAN, A.; MULOT, M.; MITCHELL, E. A.; LARA, E. (2015) Environmental DNA COI barcoding for quantitative
analysis of protists communities: A test using the Nebela collaris complex (Amoebozoa; Arcellinida;
Hyalospheniidae). European Journal of Protistology, v. 51, n. 4, p. 311-320.

Capitulo 4

KUBATKO, L. S.; GIBBS, H. L.; BLOOMQUIST, E. W. (2011) Inferring species-level phylogenies and taxonomic
distinctiveness using multilocus data in Sistrurus rattlesnakes. Systematic Biology, v. 60, n. 4, p. 393-409.

LIU, L.; YU, L.; KUBATKO, L.; PEARL, D. K.; EDWARDS, S. V. (2009) Coalescent methods for estimating phylogenetic
trees. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 53, n. 1, p. 320-328.

LIU, L.; PEARL, D. K.; BRUMFIELD, R. T.; EDWARDS, S. V. (2008) Estimating Species Trees Using Multiple-Allele
DNA Sequence Data. Evolution, v. 62, n. 8, p. 2080-2091.

LYNN, D. H. (2008) The ciliated protozoa: characterization, classification, and guide to the literature. Springer
Science & Business Media, 605 p.

LYNN, D. H. (2003) Morphology or molecules: how do we identify the major lineages of ciliates (Phylum
Ciliophora). European Journal of Protistology, v. 39, n. 4, p. 356-364.

LYNN, D. H.; STRUDER-KYPKE, M. (2002) Phylogenetic position of Licnophora, Lechriopyla, and Schizocaryum,
three unusual ciliates (phylum Ciliophora) endosymbiotic in echinoderms (phylum Echinodermata). Journal of
Eukaryotic Microbiology, v. 49, n. 6, p. 460-468.

MADDISON, W. P. (1997) Gene trees in species trees. Systematic Biology, v. 46, n. 3, p. 523-536.

MASTA, S. E.; MADDISON, W. P. (2002) Sexual selection driving diversification in jumping spiders. Proceedings of
the National Academy of Sciences of the United States of America, v. 99, n. 7, p. 4442-4447.

MOREIRA, D.; VON DER HEYDEN, S.; BASS, D.; LOPEZ-GARCIA, P.; CHAO, E.; CAVALIER-SMITH, T. (2007) Global
eukaryote phylogeny: combined small-and large-subunit ribosomal DNA trees support monophyly of Rhizaria,
Retaria and Excavata. Molecular Phylogenetics and Evolution, v. 44, n. 1, p. 255-266.

MULLER, M. (1993) Review Article: The hydrogenosome. Microbiology, v. 139, n. 12, p. 2879-2889.

RONQUIST, F.; KLOPFSTEIN, S.; VILHELMSEN, L.; SCHULMEISTER, S.; MURRAY, D. L.; RASNITSYN, A. P. (2012) A
total-evidence approach to dating with fossils, applied to the early radiation of the hymenoptera. Systematic
Biology, v. 61, n. 6, p. 973-999.

SCHRAGO, C.; MELLO, B.; SOARES, A. (2013) Combining fossil and molecular data to date the diversification of
New World Primates. Journal of Evolutionary Biology, v. 26, n. 11, p. 2438-2446.

SHAW, T. I.; RUAN, Z.; GLENN, T. C.; LIU, L. (2013) STRAW: species TRee analysis web server. Nucleic Acids
Research, v. 41, n. 1, p. 238-241.

SHAZIB, S. U. A.; VDACNY, P.; KIM, J. H.; JANG, S. W.; SHIN, M. K. (2014) Phylogenetic relationships of the ciliate
class Heterotrichea (Protista, Ciliophora, Postciliodesmatophora) inferred from multiple molecular markers
and multifaceted analysis strategy. Molecular Phylogenetics and Evolution v. 78, p. 118-135.

SHIN, M. K.; HWANG, U. W.; KIM, W.; WRIGHT, A. G.; KRAWCZYK, C.; LYNN, D. H. (2000) Phylogenetic position of
the ciliates Phacodinium (order Phacodiniida) and Protocruzia (subclass Protocruziidia) and systematics of the
spirotrich ciliates examined by small subunit ribosomal RNA gene sequences. European Journal of Protistology,
v. 36, n. 3, p. 293-302.

SOGIN, M. L.; ELWOOQD, H. J. (1986) Primary structure of the Paramecium tetraurelia small-subunit rRNA coding
region: Phylogenetic relationships within the Ciliophora. Journal of Molecular Evolution, v. 23, n. 1, p. 53-60.

STOECK, T.; FOISSNER, W.; LYNN, D. H. (2007) Small-Subunit rRNA Phylogenies suggest that Epalxella antiquorum
(Penard, 1922) Corliss, 1960 (Ciliophora, Odontostomatida) is a member of the Plagyopylea. Journal of
Eukaryotic Microbiology, v. 54, n. 5, p. 436-442.

STRUDER-KYPKE, M. C.; LYNN, D. H. (2010) Comparative analysis of the mitochondrial cytochrome c oxidase
subunit I (COI) gene in ciliates (Alveolata, Ciliophora) and evaluation of its suitability as a biodiversity marker.
Systematics and Biodiversity, v. 8, n. 1, p. 131-148.

CONCILIANDO MORFOLOGIA E MOLECULAS EM RECONSTRUGOES DA HISTORIA EVOLUTIVA DE PROTISTAS CILIADOS



VDACNY, P.; BREINER, H.; YASHCHENKO, V.; DUNTHORN, M.; STOECK, T.; FOISSNER, W. (2014) The chaos prevails:
molecular phylogeny of the Haptoria (Ciliophora, Litostomatea). Protist, v. 165, n. 1, p. 93-111.

WANG, Y.; JIANG, Y.; LIU, Y.; LI, Y.; KATZ, L. A.; GAO, F.; YAN, Y. (2020) Comparative studies on the polymorphism
and copy number variation of mtSSU rDNA in ciliates (Protista, Ciliophora): implications for phylogenetic,
environmental, and ecological research. Microorganisms, v. 8, n. 3, p. 316.

WOESE, C. R. (1987) Bacterial evolution. Microbiological Reviews, v. 51, n. 2, p. 221-271.
WRIGHT, S. (1931) Evolution in Mendelian Populations. Genetics, v. 16, n. 2, p. 97-159.

YASINDI, A.; LYNN, D.; TAYLOR, W. (2002) Ciliated protozoa in Lake Nakuru, a shallow alkaline-saline lake in
Kenya: seasonal variation, potential production and role in the food web. Archiv fiir Hydrobiologie, v. 154, n. 2,
p.311-325.

ZHAO, X.; PANG, S.; SHAN, T.; LIU, F. (2013) Applications of three DNA barcodes in assorting intertidal red
macroalgal flora in Qingdao, China. Journal of Ocean University of China, v. 12, n. 1, p. 139-145.

ZHONG, B.; LIU, L.; YAN, Z.; PENNY, D. (2013) Origin of land plants using the multispecies coalescent model.
Trends in Plant Science, v. 18, n. 9, p. 492-495.

RECONCILING MORPHOLOGY AND MOLECULES IN RECONSTRUCTIONS OF
THE EVOLUTIONARY HISTORY OF PROTIST CILIATES

Abstract — Studies on molecular evolution of protist ciliates are almost exclusively based on
ribosomal genes, which often recover phylogenetic trees that diverge from the traditional
morphology-based systematics. Such phylogenies display low resolution, especially of the
deepest nodes, failing to recover the evolutionary relationships between lineages with older
divergence times. This chapter introduces the conflicts between the traditional classification
and phylogenies based on molecular data in Ciliophora, and presents an approach that has
been adopted to improve the knowledge of the Heterotrichea evolutionary history, using
sequences of five molecular markers and morphological data in combined analyses. The
multispecies coalescence concept was applied, for the first time in Ciliophora, to model the
discrepancies between gene trees, caused by effects such as incomplete lineage sorting. The
results revealed that: (1) the gene trees are inconsistent regarding the phylogenetic position
of some heterotrichean families; (2) the multispecies coalescence tree is consistent with
phylogenies based on the 18S-rDNA gene, supporting Spirostomidae as the lineage that
diverged first from the common ancestor of the extant Heterotrichea. The concatenation of
morphological and molecular data was effective in resolving the problem of the internal nodes
of the Heterotrichea phylogeny, presenting statistically more plausible hypotheses about the
evolution of this class.

Keywords: ciliates, unicellular eukaryotes, molecular evolution, phylogeny, protists.
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RESUMO - A leishmaniose é uma doenca
produzida por parasitos protozodrios do
género Leishmania sp e é transmitida ao
homem e aoutras espécies de mamiferos por
insetosvetoresdenominadosflebotomineos.
Apresenta diferentes manifestagdes clinicas,
sendo a Leishmaniose Visceral (LV) a
forma mortal se ndo for tratada. Até hoje,
nenhum tratamento foi desenvolvido para
esta doenca, as alternativas terapéuticas
utilizadas sdo altamente tdxicas e diversos
parasitos vem apresentando resisténcia
ao longo dos anos. Por isso, é necessario
que se desenvolvam farmacos contra
alvos especificos das vias biosintéticas da
Leishmania. Este capitulo relata um estudo
realizado com 214 extratos de plantas da
Mata Atlantica Fluminense para a busca
de inibidores da enzima nucleosideo
hidrolase da Leishmania donovani (LdNH).
Do extrato das folhas da Urvillea rufescens
Cambess (Sapindaceae) foi isolada a
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tricetina-4’-metoxi-flavona e do extrato
das flores de Leandra amplexicaulis DC
(Melastomataceae) foram isolados o
kaempferol 3-0-a-L-rhamnopyranosido e o
kaempferol 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1->2)-
a-L-rhamnopyranosido. Todos os compostos
foram caracterizados estruturalmente por
ressonancia magnética nuclear (RMN) e
espectrometria de massas (EM). No ensaio
de inibicdo da LdNH a tricetina-4’-metoxi-
flavona apresentou uma concentragao
inibitéria média (Cl,)) de 1,19 + 0,26 uM,
sendo considerada um bom inibidor desta
enzima. Pelo que sabemos, esta é a primeira
vez que um flavonoide é descrito como
inibidor de NH.

PALAVRAS-CHAVE: Leishmaniose,
Nucleosideo Hidrolase (NH), Flavonoides.

1 INTRODUCAO
1.1 Epidemiologia

Dentre as diversas doencas que
afetam a saude de bilhGes de pessoas
no mundo, estdo as doencas tropicais
negligenciadas, as quais atingem populagdes
pobres de paises em desenvolvimento, nas
zonas tropicais ou subtropicais do planeta. A
maldria, aleishmaniose, as tripanossomiases

(doenca de Chagas e a Doenca do sono), a
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Zika e a dengue representam um pequeno grupo destas doencgas, as quais sao transmitidas
por vetores ou animais domésticos, em lugares sem condi¢des sanitdrias minimas, com pouco
ou nenhum acesso a dgua potavel. A disseminacdo destas doencas estd associada com ma
nutricdo, deficiéncia do sistema imunoldgico, falta de recursos, deslocamento de populagdes,
desflorestamento e urbanizacdao (ORYAN & AKBARI, 2016).

Entre essas doencas tropicais negligenciadas, a Leishmaniose merece destaque, ja
gue ocorre em quatro continentes, é endémica em 97 paises e, segundo a OMS (Organizacao
Mundial da Saude), no ano de 2018 cinco paises: Brasil, Etidpia, india, Suddo e Suddo do Sul
reportaram mais de 1000 novos casos de leishmaniose visceral (LV), representando 83% dos
casos mundiais. Segundo o Informe Epidemiolégico das Américas No. 9 (OMS-OPS, 2020), no
Brasil foram notificados em 2020 97% dos casos de LV das Américas (2.529 novos casos).

A Leishmaniose é transmitida por protozoarios do género Leishmania sp e apresenta
um ciclo bioldgico com dois estdgios, uma forma intracelular arredondada a ovoide, ndo mével
sem flagelo aparente, chamada amastigota, com comprimento de 3—6 um, que se replica nas
células macréfagos do mamifero, e uma forma alongada e eliptica com um flagelo estendido,
denominado promastigota, de 15-30 um de comprimento, que prolifera extracelularmente e

que mora no trato digestivo do mosquito vetor (NO, 2016).

O parasito na forma promastigota é transmitido ao homem e a outras espécies de
mamiferos por insetos vetores dos géneros Phlebotomus sp e Lutzomyia sp (ZULFIQAR et
al, 2017), conhecidos popularmente como mosquito palha, tatuquira, birigui etc. Dentro do
macréfago os promastigotas se transformam em amastigotas, se multiplicam nas células e
invadem vdrios tecidos. Desta forma, a doenca invade o corpo e pode apresentar diferentes
manifestacdes clinicas: a leishmaniose cutdanea (LC), a leishmaniose mucocutdnea (LM) e

leishmaniose visceral (LV), sendo esta ultima mortal se ndo for tratada.

Segundo Burza e colaboradores (BURZA et al. 2018), as manifestacdes da LC e LM ndo
sdo fatais, mas podem levar a morbilidade substancial e estigmatizacdo social com efeitos
psicoldgicos. Para a LC por exemplo, no local da picada do mosquito as lesdes se desenvolvem
como uma papula ao longo de semanas a meses. A pdpula aumenta para um nédulo que,
lentamente, forma Ulceras ao longo dos meses seguintes. A LM é potencialmente fatal, pode
levar a desfiguracdo permanente e precisa ser diagnosticada e tratada rapidamente. A LM
pode ser considerada uma LC de forma crbnica, que tem como principal caracteristica a
disseminacdo dos parasitos através da via hematogénica ou linfatica até as mucosas da boca,
nariz, palato, faringe e laringe. Como consequéncia, ha a formacdo de lesdes destrutivas que
sdo desfigurantes pela perda parcial ou completa de tecido causada por uma forte resposta
imunopatoldgica (TEIXEIRA et al. 2013).
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A forma letal da leishmaniose, a LV, apresenta caracteristicas clinicas que se manifestam
de 2 a 6 meses apos a infeccdo e incluem febre prolongada, esplenomegalia, hepatomegalia,
pancitopenia, anemia progressiva e perda de peso (NO, 2016). E causada principalmente
por parasitos de Leishmania donovani no Velho Mundo (Europa, Asia e Africa) e Leishmania
infantum chagasi no Novo Mundo (Américas). Sem tratamento, a doenca costuma ser fatal
em 2 anos, como resultado de infeccdo bacteriana secundaria ou anemia grave (BURZA et al.
2018).

1.2 Tratamentos da Leishmaniose

Diversos tratamentos tém sido descritos para curar a doenca, desde as praticas
rudimentares como o emprego de calor tdpico ou curetagem nas ulceras da leishmaniose
cutanea, até os tratamentos atuais com medicamentos reposicionados de outras patologias
contra a leishmniose visceral. De modo geral, todos estes tratamentos terapéuticos estdo
classificados em medicamentos de primeira linha, que sdo principalmente os compostos
antimoniais pentavalentes: antimoniato de N-metil glucamina ou Glucantime® e o
estibogluconato sddico ou Pentostan®, e os medicamentos de segunda linha, entre os quais
estdo a anfotericina B (incluindo a forma liposomal), a paromomicina, a pentamidina e a
miltefosina. Estes tratamentos, sejam de primeira ou segunda linha, apresentam alguns
inconvenientes importantes como a baixa eficdcia terapéutica, a toxidade hepatica, corondria
ou renal, assim como uma progressiva resisténcia por parte do parasito a alguns deles ou suas
combinagdes.

No Brasil, o Ministério de Saude oferece tratamento gratuito para a leishmaniose
visceral, disponivel na rede de servicos do Sistema Unico de Salude e baseia-se na utilizagdo
de dois farmacos, a depender da indicagdo médica: o antimoniato de N-metil glucamina como
medicamento de primeira linha e a anfotericina B como desoxicolato ou na forma lipossomal
(incluida em maio de 2014). Porém, o uso da anfotericina B depende do cumprimento de
alguns dos critérios descritos pelo Ministério da Satide (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Por
serem os dois medicamentos de escolha para o tratamento da leishmaniose no Brasil, serdo

descritos seus mecanismos de a¢do e efeitos adversos reportados na literatura.

1.2.1 Antimoniais pentavalentes

Os derivados pentavalentes de antimonio (Sb*®), introduzidos na década de 40, ainda
sdo utilizados como medicamentos de primeira escolha no tratamento da leishmaniose nos

paises em desenvolvimento na América do Sul, Asia e Africa. No entanto, sua eficacia clinica
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estd entre 0 35% ao 95% dependendo da area geografica, com casos importantes de falha
terapéutica de até 60% (Bihar, india), causado por resisténcia ao tratamento, que segue em
crescimento. (VAN et al. 2010).

O mecanismo de acdo dos antimoniais pentavalentes ainda ndo estd totalmente
elucidado, mas sabe-se que atua nas formas amastigotas do parasito, inibindo sua atividade
glicolitica e a via oxidativa de acidos graxos. As hipoteses mais modernas sobre o mecanismo
de acdo destes compostos estdo baseadas na interconversao redutiva do Sb(V) para o Sb(lll)
pelo parasito ou pela célula infectada, gerando um agente ativo, que se liga fortemente as
biomoléculas contendo fragmentos com enxofre, por exemplo, formando um complexo
tripanotiona-Sb(lll) inibindo a atividade antioxidante da tripanotiona. Outra hipdtese sugere
o Sb(V) como espécie ativa, ligando-se fortemente a ribonucleotideos tais como adenosina e
guanina (NO, 2016).

Na literatura cientifica ha diversos estudos de eficacia dos antimoniais pentavalentes,
embora os efeitos adversos sejam os que tem merecido destaque nos ultimos anos. Na revisdo
feita por Oliveira e colaboradores (OLIVEIRA et al. 2011), sobre os efeitos adversos causados
pelo uso de medicamentos leishmanicidas em pacientes do Novo Mundo, foi demonstrado
que, para 2900 pacientes tratados com derivados pentavalentes de antiménio, os efeitos
adversos relatados foram: dor musculoesquelético, enjoo, vomito, diarreia, dor abdominal,
cefaleias, anorexia, astenia, fadiga, febre, exantema, eritema e urticaria. Além disso, foram
observadas elevacdo das enzimas hepaticas e anormalidades eletrocardiograficas frequentes,
como prolongamento do intervalo QTc e distUrbios na repolarizagdo ventricular, sendo o este

ultimo, o efeito adverso o mais sério e associado com a morte.

1.2.2 ANFOTERICINA B

A anfotericina B, classificada quimicamente como um antibidtico poliénico, é
comercializada na forma de desoxicolato (50 mg em desoxicolato de sédio) e atua nas formas
amastigotas e promastigotas do parasito. Seu mecanismo de acdo se da através da ligacdo
preferencial com ésteres (ergosterol ou episterol) presentes na membrana plasmatica da
leishmania. A forma lipossomal é considerada como o melhor medicamento existente contra
a leishmaniose visceral e é usada nos Estados Unidos e na Europa como medicamento de
primeira linha, apresentando uma eficiéncia de 95%. Apesar disto, ndo é usada em muitos

paises em desenvolvimento por ser um medicamento de alto custo (ORYAN & AKBARI, 2016).

O tratamento com anfotericina B é administrado por via intravenosa e a nefrotoxidade

é seu efeito adverso mais importante, ja que diminui a filtragao glomerular em 40%, na maioria
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dos pacientes (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Além disso, é altamente toxica para as células

do endotélio vascular, causando flebite. Durante a infusdo podera ocorrer cefaleia, febre,
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calafrios, astenia, dores musculares e articulares, vomito e hipotensao (ZULFIQAR et al. 2017).

Todas estas dificuldades de seguranca e eficacia, associadas as alternativas terapéuticas
utilizadas na atualidade, poderiam ser evitadas se esses medicamentos reposicionados
para a leishmaniose visceral tivessem sido desenvolvidos utilizando uma abordagem direta
sobre a Leishmania, utilizar o conhecimento da bioquimica do parasito para atacar um alvo
diretamente envolvido na biossintese essencial, como por exemplo interromper a sintese da
parede celular, desestabilizar os componentes da membrana celular, inibir a replicacdo do

DNA ou restringindo a sintese de proteinas.

No entanto, observando a rapida evolucdo da resisténcia dos parasitos causadores
da leishmaniose aos tratamentos utilizados, o desenvolvimento de um potencial farmaco,
descoberto de um produto natural permitiria encontrar novas alternativas terapéuticas
alvo-dirigidas, mais seguras para o paciente (evitando os efeitos adversos ja descritos para
os tratamentos atuais) e com maior possibilidade de apresentar uma alta eficiéncia, por agir

diretamente no parasito.
Desde a descoberta e isolamento da colchicina da Colchium autumnale no inicio do

século XIX, até a recente artemisinina da Artemisia annua, a natureza tem demostrado sua
capacidade de oferecer novas e efetivas alternativas terapéuticas para as doencas existentes.
As possibilidades de descobrir uma cura contra a leishmaniose visceral a partir da flora

Fluminense sdo infinitas.

1.3 Novos alvos identificados e possiveis tratamentos a partir de produtos
naturais

1.3.1 Alvos enzimaticos essenciais da Leishmania sp: a Nucleosideo Hidrolase
(NH)

Entre as vias bioquimicas mais estudadas dos tripanossomatideos estdo via da glicélise,
a via das purinas, a via das proteases, a via do MAP quinase e a biossintese de esterdis ou de
folato entre outras, sendo as duas primeiras as que possuem o maior nimero de enzimas alvo
identificadas.

No sequenciamento do genoma da Leishmania major, Leishmania infantum e
Leishmania braziliensis se evidencia a existéncia de alvos celulares potenciais na via da glicodlise,
enzimas como a Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, a Triosefosfato isomerase, Piruvato

quinase, Fructose-1,6-bisfosfato aldolase ou Glusose-6-fosfato isomerase. Estas sdo essenciais
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no metabolismo energético dos tripanossomatideos ja que eles usam a glicélise como a Unica
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fonte de geracdo de ATP e dependem exclusivamente das fontes de carbono disponiveis no
hospedeiro para a biossintese de suas fontes energéticas (CHAWLA & MADHUBALA, 2010).

Na via das purinas, merecem destaque a Hipoxantina guanina fosforibosil transferase
(HGPRT), a Adenina fosforibosil transferase (APRT), a Adenosina quinase e a Nucleosideo
hidrolase, as quais sdo enzimas especificas amplamente estudadas e que podem ser
consideradas alvos para o planejamento de novos leishmanicidas, ja que mesmo como acontece
com a via da glicélise na maioria dos tripanossomatideos, estes organismos dependem das
bases nitrogenadas do hospedeiro (CHAWLA & MADHUBALA, 2010; NAGLE et al. 2014 e
RAJALAKSHMI & YI-PING, 2015).

A nucleosideo hidrolase (NH) por exemplo, é uma enzima alvo da familia
tripanossomatideos (CUI et al. 2001), e que pode ser considerada um componente importante
para a sobrevivéncia dos parasitos da espécie Leishmania sp, jd que eles dependem
exclusivamente das purinas e pirimidinas obtidas do hospedeiro, porque ndo tem mecanismo
para biossintese de novo para a sua producdo. Nesse sentido, considerando a importancia
para o parasito e o fato de ndo haver homélogos em mamiferos a NH é considerada um
alvo promissor para a busca de potenciais medicamentos quimioterdpicos contra doencas
produzidas por parasitos da familia Trypanosomastidae (VERSEES et al. 2002).

A enzima NH permite ao parasito obter as nucleobases essenciais a partir da clivagem
de nucleosideos, conforme mostrado na Figura 1, no qual o substrato inosina (podendo ser
uridina, citidina, adenosina ou guanina), é hidrolisado em um acucar (ribose) e uma base

nitrogenada (hipoxantina), a qual serd usada em suas fung¢des de biossintese de DNA ou RNA.

Figura 1 — Reac¢do de conversdo de nucleosideo catalisada pela NH, exemplificada
pelo substrato inosina com a formacao dos produtos hipoxantina e ribose

O
NH
P
N
NH N
—
N
H
Inosina Hipoxantina Ribose

A enzima NH, ou nucleosideo N-ribohidrolase pertencentes ao género Leishmania,
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sdo parte de uma superfamilia de metalo-proteinas relacionadas estruturalmente, com
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uma topologia original de cadeias B (FRANCA et al. 2008). Todas as NH estudadas estdo na

forma de homodimeros ou homotetrameros (Figura 2) e apresentam grande similaridade na
sequéncia de aminoacidos do sitio ativo, indicando que elas estdo intimamente relacionadas

estruturalmente e no mecanismo catalitico (SHI et al. 1999).

Figura 2 — Visdo em 3D das subunidades de NH de Leishmania major. A) Interface
tetramérica com a localizagcdo do sitio catalitico pela presenca do Ca*? B) Unidade
monomérica com destaque da presenca do Ca?* (em verde)

Fonte: Protein Data Bank 1EZR

1.3.2 Produtos naturais como fontes de novos leishmanicidas

No estudo de produtos naturais, inUmeras plantas e substancias isoladas com atividade
antileishmania ja foram descritas, sendo uma grande porcentagem identificadas a partir de
triagens com ensaios in vitro contra promastigotas ou amastigotas intracelulares de varias
espécies de Leishmania (NAGLE et al. 2014). Aqui somente serdo apresentados os resultados

de compostos em triagens com avaliacdes realizadas com L. donovani.

Pesquisas aprofundadas tém permitido identificar metabolitos secundarios com
atividade leishmanicida a partir de extratos brutos. Segundo a literatura, os principais grupos
de compostos que tem apresentado esta atividade bioldgica contra promastigotas da L.
donovani, sdo os compostos fendlicos (os flavonoides, as chalconas, as cumarinas, as lignanas

e os taninos), seguido pelos alcaloides, terpenoides, e os compostos quindnicos.

Na revisao feita por Tajuddeen e colaboradores (TAJUDDEEN et al. 2017), foi avaliado

o potencial quimioterapéutico de 278 chalconas sintéticas e 34 obtidas de plantas contra a
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leishmaniose, em artigos apresentados entre os anos 1996 e 2016. As chalconas derivadas de
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plantas pertenciam principalmente as familias Fabaceae e Piperaceae, tendo como exemplos

a licochalcona A, um composto isolado de Glycyrriza glabra (Fabaceae) que inibiu fortemente
o crescimento in vitro de promastigotas de L. major e L. donovani (Cl_ = 24 ug/mL para ambas

as espécies).

Diversas pesquisas tém apresentado os flavonoides como fortes inibidores da L.
donovani. Salem e Webovetz (SALEM & WERBOVETZ, 2006), por exemplo, testaram a luteolina
e a quercetina em ensaios in vitro contra promastigotas de L. donovani, obtendo valores de
Cl_, de 12,5 ug/mL e 45,5 ug/mL, respectivamente. Mostafa e colaboradores (MOSTAFA et al.
2014) isolaram da Dodonea viscosa Linn., (Sapindaceae) dois novos diterpenos clerodanos,
um derivado mio-inositol e oito compostos de natureza flavonoide. A andlise in vitro de
todos os compostos isolados contra promastigotas de L. donovani mostrou uma atividade
moderada para dois flavonais, o 5-hidroxi, 3,6,7,4-tetrametoxi flavona (Cl, = 16,6 pug/mL) e a
5,7-dihidroxi-3’-(4-hidroxi-3-metil butil)-3,6,4"-trimetoxi flavona (CI_ = 19,06 ug/mL).

No Brasil, Muzitano e colaboradores (MUZITANO et al. 2006) compararam a atividade
leishmanicida de flavonoides como a quercitrina, a quercetina e a afzelina assim como de
flavonoides glicosilados obtidos da Kalanchoe pinnata (Crassulaceae), contra amastigotas de
Leishmania donovani, in vitro. Eles conseguiram identificar a importancia da quercetina (CI_, ~
8 ug/mL) presente no flavonoide quercitrina (quercetina 3-O-a-L-arabinopiranosil (1->2) a-L-

ramnopiranosido (Cl,, ~ 45 ug/mL), o qual exibiu a mais alta resposta bioldgica da avaliagdo.

Junto com o grupo dos flavonoides, os alcaloides sdo os compostos que apresentam o
maior numero de citagdes na literatura sobre metabdlitos com atividade leishmanicida. Kam
e colaboradores (KAM et al. 1999) identificaram os metabdlitos responsdaveis pela atividade
antileishmania do extrato etandlico das folhas de Kopsia griffthii (Apocinaceae). Eles isolaram
19 alcaloides de natureza inddlica. Porém, nos ensaios in vitro contra promastigotas de L.
donovani, somente trés apresentaram atividade, a harmana (Cl, = 34,29 uM), a pleiocarpina

(Cl,, = 63,05 uM), e a buchtienina, sendo este Ultimo o mais ativo com Cl_ < 3,5 uM.

Diversos alcaloides de natureza isoquinolinica da familia Annonaceae apresentaram
atividade contra L. major, L. donovani e L. amazonensis (MISHRA et al., 2009). A berberina
foi muito ativa (Cl,, = 10 ug/mL) contra L. major em macrdfagos peritoneais de rato, a
isoguattoregidina isolada das cascas de Guateria foliosa, exibiu moderada atividade in vitro
(Cl,, =100 ug/mL) contra promastigotas de L. donovani e L. amazonensis. A anonanina isolada
da Annona spinencens ndo apresentou boa atividade contra os promastigotas de L. braziliensis
e L. donovani. Contudo, a unonopsina, um alcaloide dimérico aporfinico semelhante a

anonanina, isolado de Unonopsis buchtienii Fries, exibiu boa atividade contra promastigotas
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de L. donovani (Cl, = 25 ug/mL).
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Seis novos alcaloides isolados de uma espécie congolesa de Ancistrocladus sp foram
avaliados por Bringmann e colaboradores (BRINGMANN et al. 2008) em ensaios in vitro contra
promastigotas de L. donovani. Estes novos metabdlitos apresentaram acoplamentos tipo
C-C, até entdo ndo reportadas na literatura, e os dois mais ativos foram identificados como
5’-O-demetilhamatina (Cl,, = 4,4 pg/mL) e 5- epi-6-O-metilancistrobertsonina (Cl_ = 1,6 ug/
mL).

Entre os compostos de natureza terpenoide, Tan e colaboradores (TAN et al. 2002)
reportaram o isolamento de dois novos diterpenos: o 7-hidréxi-12-metdxi-20-nor-abieta-
1,5(10),7,9,12-pentaen-6,14- dienona e o abieta-8-12-dien-11,14-diona (12-deoxi-roileanona).
Estes metabdlitos apresentaram moderada atividade leishmanicida in vitro contra amastigotas
de L. major (Cl_, de 290 e 180 nM, respectivamente) e L. donovani (valores de Cl_, de 170
e 120nM respectivamente) e foram identificados mediante o fracionamento bioguiado do
extrato em acetona das raizes de Salvia cilicica (Lamiaceae), uma planta usada na medicina

tradicional na Turquia para o tratamento de varias doencas, incluindo infeccdes.

A betulina, um triterpeno amplamente encontrado em plantas, foi isolado das cascas
de uma espécie de Betula sp e avaliado como inibidor do crescimento de promastigotas (Cl_
= 2,6 uM) e amastigotas (Cl_ = 4,1 uM) de L. donovani. Este composto serviu de material de
partida para a semi-sintese de vdrios derivados heterociclicos de betulina, entre os quais o
acido betulinico foi o mais potente do grupo com um valor de Cl_ = 14,6 uM no ensaio contra

amastigotas axénicas de L. donovani (ALAKURTTI et al. 2010).

Finalmente, entre as quinonas que merecem destaque estdo a bis-naftoquindna
diospirina isolada das cascas de Diospyros montana (Ebenaceae) que mostrou um efeito
inibitorio contra promastigotas de L. donovani (Cl, de 1,9 uM) mediante a geragdo de radicais
livres e inibicao da enzima topoisomerase |. Porém, ndao apresentou resultados significativos
contra amastigotas intracelulares da mesma espécie de parasito (SALEM & WERBOVETZ,
2006; SEM & CHATTERIJEE, 2011). A plumbagina, o maior componente das espécies Plumbago
sp tem atividade antileishmania contra promastigotas de L. donovani (Cl,, = 0,21 uM). Este
metabdlito pode ter um mecanismo de acdo completamente diferente da diospirina, ja que
foi evidenciada a clivagem da topoisomerase Il em ensaios in vivo em células de mamiferos
(SINGH et al., 2014).

Todos estes estudos apresentam uma ampla variedade de metabdlitos secundarios que
servem como marcadores quimiotaxondmicos em espécies de uma mesma familia, fato que
da maior suporte a atividade bioldgica identificada nas triagens de metabdlitos ativos. Porém,

as avaliacOes apresentadas dos extratos ou compostos isolados e encontrados na literatura,
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foram o resultado de avaliagdes in vitro contra amastigotas ou promastigotas de L. donovani e
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nenhum deles relata ensaios in vitro de compostos de origem natural testados contra a enzima

nucleosideo hidrolase da Leishmania donovani (LdNH).

2 RESULTADOS
2.1 Identificagao de inibidores da LANH

No estudo realizado por Nirma e colaboradores (NIRMA et al. 2019) e Casanova e
colaboradores (CASANOVA et al. 2020) foi realizada uma triagem com 214 extratos brutos
de plantas da Mata Atlantica Fluminense para avaliar sua capacidade inibitéria sobre a
enzima LdNH. Vinte e oito extratos com capacidade inibitdria igual ou superior a 50% foram
identificados. Devido a auséncia de estudos fitoquimicos, foram selecionados para os estudos
preliminares os extratos das folhas de Ormosia arborea entre os extratos mais ativos, e do qual
foram identificadas duas novas proantocianidinas tipo A mediante uma moderna estratégia
quimiométrica baseada em analise de dados de *H RMN, e dos extratos das folhas da Urvillea
rufescens Cambess e das flores de L. amplexicaulis, trés flavonoides ativos.

Mediante fracionamento bioguiado e utilizando diversas técnicas cromatograficas,
nosso grupo de pesquisa isolou o composto 1: tricetina-4’-metoxi-flavona (Figura 3) do extrato
das folhas da Urvillea rufescens Cambess (Sapindaceae), que teve sua estrutura confirmada a
partir dos dados de RMN 1D e 2D e por espectrometria de massas. Esta flavona foi isolada
primeiro de Passiflora palmeri Rose (Passifloraceae) e depois de Heliotropium pycnophyllum

(Boraginaceae).

Neste mesmo estudo, a partir do extrato de flores de L. amplexicaulis, foram isoladas
duas substancias (compostos 2 e 3) que foram identificadas por RMN 1D e 2D e espectrometria
de massas. Diferentemente do composto 1, ambas as moléculas tém uma estrutura flavondide
aglicona substituida por um ou dois acucares (Figura 3). O Composto 2 tem um esqueleto de
kaempferol com uma unidade ramnopiranosil, sugerida por um dupleto de metila caracteristico
emd 0,92 () =6 Hz). Foi identificado por comparacao com dados da literatura como kaempferol
3-0-a-L-ramnopiranosideo. O Composto 3 também possui um esqueleto de kaempferol com
uma ramnose e uma xilopiranose ligada em C-3. Foi identificado como kaempferol 3-O-b-D-
xilopiranosil-(1-»2)-a-L-ramnopiranosideo de acordo com dados da literatura. Este flavonol
diglicosilado foi descrito pela primeira vez nas folhas de Moghania faginea (Fabaceae), depois
na planta medicinal Kalanchoe daigremontiana e, subsequentemente, de Pourthiaea villosa,
juntamente com o composto 2. Os 3-0O-glicosideos do kaempferol sdo o grupo mais comum de

flavonadides.
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Figura 3 — Estrutura molecular dos flavonoides isolados 1-3
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Flavonoides R, R, R, R,

1 OH OCH, OH H

2 H OH H O-a-L-rhamnopyranosa

3 H OH H O-B-D-xylopyranosyl (122)-a-L-rhamnopyranosa

Fonte: Nirma et al. 2019

2.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE INIBITORIA (Cl,) DOS COMPOSTOS
ISOLADOS SOBRE A LDNH E AVALIACAO IN SILICO

A fim de determinar a poténcia inibitéria dos compostos isolados, foram realizadas
avaliagdes para da Cl,, com as condi¢des descritas por Nirma e colaboradores (NIRMA et al.
2019). Os resultados sao representados na Figura 4. Para o composto 1, o mais potente do
ensaio com Cl_ = 1,19 + 0,26 uM, foram realizadas curvas de efeito de concentragdo para
a atividade enzimatica de LdNH com diferentes concentra¢des de inosina (0,03, 0,10, 0,30,
1,00 e 3,00 mM). O experimento foi realizado na auséncia (controle C) ou na presencga de

concentragdes crescentes de composto 1.
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Figura 4 — Determinagdo da Cl_ do composto 1 (A), composto 2 (B), composto 3 (C) e
curvas do efeito-concentracao do composto 1 (D) com diferentes concentragdes de inosina
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Adicionalmente, para identificar o modo de interacdo do flavonoide 1 com a LdNH, foi
realizada uma avaliacdo in silico mediante docking molecular a partir do modelo de homologia
de LdNH previamente desenvolvido por Alves e colaboradores (ALVES et al. 2016). O composto
1 foi desenhado usando Spartan’14 com os modos de ligacao ligante-alvo investigados usando
o servidor da web SwissDock. A analise das solucGes de docking molecular foi realizada

utilizando os programas Chimera 1.10.2 e Pymol 1.5.0.5.

Os dados obtidos do docking molecular podem ser utilizados posteriormente para a
otimizagao estrutural deste inibidor no desenvolvimento de um protétipo com agdo inibitdria
do LdNH com maior poténcia e acdo leishmanicida. Dado o mecanismo de inibicdo nao
competitivo do flavonoide 1, o modelo contendo inosina foi usado para realizar os ensaios
de docking de forma exploratdria, sem definir o espaco de docking. Para isso, o modelo LdNH
contendo o complexo com inosina e flavonoide 1, foi submetido ao servidor SwissDock para
identificacdo das regides de docking.

Conforme observado por Nirma e colaboradores (NIRMA et al. 2019), as trés posturas
de acoplamento de energia mais baixa da interacdo ligante-proteina estdo localizadas na
mesma bolsa alostérica. Essa bolsa alostérica estd localizada préximo ao sitio catalitico, que

é representado pela presenca da inosina (laranja) e do ion calcio (esfera verde). A analise do
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complexo com a energia intermolecular mais baixa (6,83 kcal mol?) mostra que o flavonoide 1
interage com os residuos de Ser-79, His-82, Glu-232 e Asn-77 da LdNH.

Capitulo 5

Com base nesses resultados, nosso grupo esta trabalhando agora para otimizar a
estrutura do flavonoide 1 com o objetivo de desenvolver um composto com maior niumero de
pontos de interagdo com LdNH e avaliar se as mudangas estruturais promovem um aumento

na poténcia do efeito leishmanicida.

3. CONCLUSOES

Dos 214 extratos de plantas da Mata Atlantica Fluminense testados, 13% (28 extratos)
apresentaram atividade inibitdria igual ou superior a 50% contra a enzima nucleosideo
hidrolase de Leishmania donovani (LdNH), demonstrando o grande potencial da flora do
Estado de Rio de Janeiro para produzir compostos com atividade biolégica. Além disso, os
resultados obtidos desta pesquisa permitem concluir que a metodologia usada para a triagem
de extratos vegetais pela inibicdo da LdNH, pode ser utilizada como uma ferramenta confiavel

no fracionamento biodirigido em combinacdo com diferentes técnicas cromatograficas.

A combinacdo de diferentes técnicas cromatograficas, com a espectrometria de massas,
a RMN e os ensaios de inibicdo enzimatica, permitiu identificar proantocianidinas, flavonoides
glicosilados e uma aglicona como inibidores da enzima nucleosideo hidrolase (LdNH) da
Leishmania donovani. Estes foram os primeiros estudos demonstrando que os flavonoides

como inibidores para esta enzima.
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NEW Leishmania donovani NUCLEOSIDE HYDROLASE INHIBITORS FROM
BRAZILIAN FLORA

Abstract - Leishmaniasis is a disease produced by protozoan parasites of the genus Leishmania
sp and is transmitted to man and other mammal species by insect vectors called sandflies. It
presents different clinical manifestations, with Visceral Leismaniasis (VL) being the deadly form
if left untreated. To date, no treatment has been developed for this disease, the therapeutic
alternatives used are highly toxic and several parasites have been showing resistance over the
years. Therefore, it is necessary to develop drugs against specific targets of the biosynthetic
pathways of Leishmania. This chapter reports a study carried out with 214 plant extracts from
the Fluminense Atlantic Forest to search for inhibitors of the enzyme nucleoside hydrolase
from Leishmania donovani (LdNH). From the extract of the leaves of Urvillea rufescens Cambess
(Sapindaceae) tricetin-4’-methoxy-flavone was isolated and from the extract of the flowers
of Leandra amplexicaulis DC (Melastomataceae) kaempferol 3-O-a-L-rhamnopyranoside
and kaempferol were isolated 3-O-B-D-xylopyranosyl-(1-2)-a-L-rhamnopyranoside. All
compounds were structurally characterized by Nuclear Magnetic Resonance (NMR) and Mass
Spectrometry (MS). In the LdNH inhibition assay, tricetin-4’-methoxy-flavone presented a
mean inhibitory concentration (IC_ ) of 1.19 + 0.26 uM, being considered a good inhibitor of
this enzyme. As far as we know, this is the first time a flavonoid has been described as an LdNH
inhibitor.

Keywords: Leishmaniasis, Nucleoside Hydrolase (NH), Flavonoids
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RESUMO - Os receptores P2Y2 e P2Y4
sdo receptores purinérgicos ativados
fisiologicamente pelo UTP e pelo ATP.
Eles sdo expressos em diferentes tecidos
em humanos, onde promovem uma
série de efeitos fisiolégicos, incluindo a
mobilizacdo de calcio intracelular. Além
disso, a inibicdo desses receptores pode
gerar efeitos antiinflamatérios, analgésicos,
antimetastaticos e laxativos, que

demonstram o seu potencial terapéutico.
Todavia, a escassez de moléculas
antagonistas dificulta a implementacdo de
farmacos com acao sobre esses receptores

TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO UTILIZANDO ENSAIO DE MENSURAGAO DE CALCIO INTRACELULAR APLICADA A DESCOBERTA DE ANTAGONISTAS PARA
RECEPTORES PURINERGICOS P2Y2 E P2Y4

PURINERGICOS P2Y2 E P2Y4

na terapia, o que estimula a busca por novas
moléculas que apresentem essa atividade.
Em vista disso, o objetivo desse trabalho
foi padronizar uma metodologia de triagem
de alto desempenho capaz de identificar
novos antagonistas dos receptores P2Y2
e P2Y4. Essa metodologia é baseada na
mensuragao dos niveis de calcio intracelular,
cujo protocolo foi testado e otimizado a
fim de fornecer as condicdes adequadas
para a realizacdo dos ensaios. Além disso,
foram testadas concentracdes crescentes
de ionomicina, ATP e UTP no intuito de
avaliarmos a sensibilidade do equipamento.
Comisso, obtivemos osvaloresde EC_ de 103
nM, 10 uM e 1,021 uM, respectivamente.
Por fim, foi conduzida uma mini-campanha
de triagem de alto desempenho utilizando
amostras de extratos vegetais. Esses
experimentos revelaram que o extrato de
galhos de Joannesia princeps Vell. foi capaz
de inibir a mobilizacdo de calcio intracelular
de forma concentracao-dependente,
apresentando um IC_ de 32,32 pg/mL.
Portanto, a metodologia padronizada foi
capaz de identificar novos antagonistas
para os receptores P2Y2 e P2Y4 de origem
natural.

Palavras-chave:
receptores P2Y, UTP.

1 INTRODUCAO
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Os receptores purinérgicos sao
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receptores expressos na membrana plasmatica de diversos tipos celulares em mamiferos

©
=
S
=
a
©
(@

(Kaczmarek-Hajek et al., 2012; Ralevic e Burnstock, 1998). Esses receptores sao ativados

por purinas e pirimidinas extracelulares e participam do desenvolvimento de uma série de
respostas fisioldgicas, incluindo a neurotransmissao, a contragao do musculo liso, a resposta
imune, a inflamacado e a dor (Ralevic e Burnstock, 1998). Em humanos, esses receptores estao
organizados em duas familias: P1, cujos receptores sao ativados por adenosina, e P2, cujos
receptores sdo ativados por diferentes nucleotideos. Os receptores P2 sdao ainda subdivididos
em duas classes: P2X, que compreende os receptores ionotrépicos, e P2Y, que compreende 0s

receptores acoplados a proteina G (Coddou et al., 2011; Ralevic e Burnstock, 1998).

Dentre os receptores P2Y, os subtipos P2Y2 e P2Y4 sdo ativados pela molécula de
uridina trifosfato (UTP). Esses receptores compartilham a mesma estrutura basica, isto é,
possuem sete dominios transmembrana (TM1-7), e os dominios N-terminal extracelular
e C-terminal intracelular (Ralevic e Burnstock, 1998). Além disso, ambos receptores sdo
acoplados a proteina G quiescente (Gq) que ativa a proteina fosfolipase C (PLC), que por sua
vez, promove a clivagem do fosfatidilinositol 4,5-bifosfato (PIP,) em diacilglicerol (DAG) e
inositol trifosfato (IP,). Esse ultimo ativa o receptor de IP, (IP,R) expresso na membrana do

reticulo endoplasmatico, viabilizando um influxo de calcio para o citosol (Rang et al., 2011).

O P2Y2 é um receptor fisiologicamente ativado tanto pelo UTP quanto pela adenosina
trifosfato (ATP). Ele esta expresso em células do pulmao, coracgdo, baco e rins, além de células
do sistema imune (von Kiigelgen, 2006; von Kiigelgen e Hoffmann, 2016). A inibicdo do P2Y2
parece ser Util no tratamento de doencas inflamatérias, dor e cancer, uma vez que a ativacao
desse receptor estimula a producdao de mediadores inflamatdrios e a migracao de células
inflamatérias para o sitio de lesdo (Eun, Park, et al., 2014; Eun, Seo, et al., 2014), além de
promover a proliferacdo, a migracao, a invasdo e a metastase de algumas linhagens tumorais
(Chadet et al., 2014; Choi, Ji e Lee, 2013; Jin et al., 2014; Li et al., 2013; Qiu et al., 2018; Xie
et al., 2014). Dessa forma, os antagonistas do receptor P2Y2 poderiam atuar como potenciais
agentes antiinflamatérios, analgésicos e antitumorais. Contudo, o Unico antagonista do
receptor P2Y2 disponivel, o AR-C118925, possui algumas limitagdes farmacoldgicas que nao

favorece o seu uso em humanos (Rafehi e Miiller, 2018).

O receptor P2Y4 expresso em humanos é ativado fisiologicamente pelo UTP. Em ratos
e camundongos, ele pode ser ativado tanto pelo UTP quanto pelo ATP (von Kiigelgen, 2006).
O P2Y4 esta expresso em células do intestino, cérebro, pulmao, coragao, préstata, pele e bago
(Rafehi e Mdller, 2018). No intestino, a ativacdo desse receptor parece estar envolvida na
constipacdo, e dessa forma, um antagonista do receptor P2Y4 poderia atuar como potencial

laxante (Zizzo et al., 2012). Todavia, a caracterizagdao dos efeitos fisioldgicos do P2Y4 ainda
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constitui um grande desafio devido as semelhancgas estruturais e farmacolégicas que ele
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compartilha com o receptor P2Y2 (Rafehi e Miiller, 2018).

A descoberta de novos antagonistas para os receptores P2Y2 e P2Y4 pode promover
grandes avancos no campo de Farmacologia envolvendo esses receptores. Nesse sentido,
estratégias de triagem de alto desempenho podem colaborar significativamente para essa
descoberta ao apontarem potenciais antagonistas. Assim, uma estratégia de metodologia de
triagem que pode ser aplicada nesse tipo de pesquisa diz respeito a mensuracdo dos niveis de

calcio intracelular, uma vez que a ativacdo desses receptores induz a mobilizacdo desse ion.

Atualmente, existem diversas ferramentas para a mensuracao do cdlcio intracelular.
Dentre elas, estdo as populares moléculas Fura-2, Fluo-3 e Fluo-4, as quais emitem fluorescéncia
ao se ligarem ao calcio (Bruton, Cheng e Westerblad, 2012). Esses indicadores de calcio sdo
bastante versateis e podem ser empregados em experimentos que utilizam microscopia e
citometria, bem como leitor de placas com fluorescéncia (fluorimetro), sendo esse ultimo o
instrumento mais compativel com a triagem de alto desempenho (Sullivan, Tucker e Dale,
1999).

Tendo isso em vista, o objetivo desse trabalho foi padronizar uma metodologia de
triagem de alto desempenho utilizando o ensaio de mensurag¢do de calcio intracelular para a

detecgao de potenciais antagonistas para os receptores P2Y2 e P2Y4.

2 MATERIAL E METODOS
2.1 Cultura de células

As células J774.G8 utilizadas nos ensaios correspondem a uma linhagem imortalizada de
macrofagos murinos que expressa alguns subtipos de receptores P2 (Coutinho-Silva et al.,
2005). Para a conducdo dos experimentos, essas células foram tripsinizadas e plaqueadas em
placa preta de fundo claro (Corning, EUA) a uma concentracdo de 4x10° células por poco,
o qual continha 200 pL de meio DMEM (Sigma, EUA) suplementado com 10% de soro fetal
bovino (Gibco, EUA). As placas foram mantidas por 24h em estufa a 372C e em atmosfera
contendo 5% de CO,,.

2.2 Carregamento das células com o indicador de calcio

O meio de cultura em que as células foram plaqueadas foi substituido por 100 uL
de PBS Dulbecco (DPBS) (136 mM NacCl, 2,68 mM KCl, 8 mM Na,HPO,, 1,46 mM KH,PO,, 0,5
mM MgCl,, 0,9 mM CaCl,, 5,55 mM glicose, 2,5 mM probenecida (Sigma, EUA) — pH 7.4)
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contendo 2 uM de Fluo-4AM (Molecular Probes, EUA). Em alguns experimentos durante a
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padronizacao do protocolo foram utilizadas concentragdes crescentes do Fluo-4AM ou 2 uM
de Fluo-3AM. Em seguida, as células foram incubadas em estufa a 372 C durante 60 minutos e
posteriormente, os pogos receberam trés lavagens consecutivas com 200 pL de DPBS, sendo

que apos a ultima lavagem, foi adicionada a cada pogo a quantidade de 150 pL dessa solugdo.

2.3 Mensurag¢ao dos niveis de calcio no leitor de placas

Os niveis de cdlcio intracelular das células carregadas com o indicador de calcio foram
mensurados no leitor de placas FlexStation Il (Molecular Devices, EUA). Os niveis de calcio
intracelular foram avaliados em tempo real durante 90 segundos, sendo que o equipamento
realizou uma leitura da fluorescéncia relativa ao calcio a cada 1.52 segundos, contabilizando
um total de 60 leituras por pogo. Uma segunda placa contendo os reagentes UTP e ionomicina
diluidos em 50 pL de DPBS foi preparada e levada ao equipamento. A adi¢do desses reagentes
ocorreu no momento de 25 segundos e foi realizada através do sistema automadtico de
pipetagem utilizando a seguinte setagem: 175 uL de altura e taxa 3 (equivalente a adi¢do de
47 ul/segundo). A fluorescéncia do corante foi obtida utilizando-se a modalidade de leitura
bottom read nos seguintes comprimentos de onda: 485 nm (excita¢ao) e 525 nm (emissao)
(Hansen e Brauner-Osborne, 2009). A analise dos resultados foi feita a partir do célculo do AFU

(em unidades de fluorescéncia) mostrado na Equacgao 1.

AFU = valor do pico de fluorescéncia — valor da fluorescéncia basal (1)

2.4 Amostras de extratos utilizadas na mini-campanha de triagem

As amostras de extratos vegetais utilizadas no estudo pertencem a uma extratoteca
institucional que abriga extratos oriundos de diversas espécies botanicas que foram coletadas
em diferentes biomas brasileiros. Para os experimentos, eles foram ressuspendidos em 1 mL
de solugdo DPBS contendo 0,5% de dimetilsulféxido (Sigma, EUA). E importante mencionar
gue os ensaios de triagem com os extratos foram executados de modo simples-cego, isto é,
o profissional que realizava esses experimentos ndo tinha nenhum conhecimento acerca das

espécies botanicas que originaram os extratos.

2.5 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata em pelo menos 3 dias independentes.

TRIAGEM DE ALTO DESEMPENHO UTILIZANDO ENSAIO DE MENSURAGAO DE CALCIO INTRACELULAR APLICADA A DESCOBERTA DE ANTAGONISTAS PARA 83
RECEPTORES PURINERGICOS P2Y2 E P2Y4



Primeiramente, foi utilizado o teste de normalidade de D’Agostino e Pearson com o objetivo
de verificar se os dados seguiam uma distribuicdo gaussiana. Em caso positivo para esse tipo
de distribuicao, foi utilizado um teste paramétrico adequado para a analise dos resultados,
enquanto que em caso negativo, foi utilizado um teste ndao-paramétrico. Os graficos e as
analises estatisticas foram produzidas com o auxilio do software GraphPad Prism versao 7
(GraphPad, EUA).

O fator z’, um cdlculo matematico utilizado para predizer a robustez do ensaio de
calcio, foi obtido a partir da Equacdo 2 (Zhang, Chung e Oldenburg, 1999).
(3DP do controle positivo + 3DP do controle negativo)

' =1-— (2)

(média do controle pozitive - média do controle negativo)

7

onde as células estimuladas com o UTP [10 uM] foram consideradas como o controle
positivo, enquanto que as células estimuladas com o DPBS foram consideradas como o controle

negativo.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A padroniza¢do do protocolo de triagem utilizando o ensaio de mensuragao de calcio
intracelular foi primordial para estabelecermos as condi¢cbes 6timas para detectarmos
amostras de extratos vegetais com potencial antagonista. Assim, um protocolo adequado
além de apresentar sensibilidade suficiente para apontar amostras em potencial, também nao
deve gerar gastos excessivos com materiais consumiveis, o que é um importante fator a ser

considerado durante a execu¢dao de campanhas de triagem (Zhang, Chung e Oldenburg, 1999).

Inicialmente, testamos alguns itens referentes ao carregamento das células. Foram eles:

a solucdo de carregamento, o indicador de calcio e a quantidade do corante.

Uma vez que a literatura apresenta uma variedade de op¢des de solugdo de carregamento
empregadas em ensaios de cdlcio, optamos por fazer uma comparagdo entre duas delas: meio
de cultura DMEM sem vermelho de fenol e PBS Dulbecco (DPBS). Contudo, ndo detectamos
diferenca significativa entre ambas as solu¢des apds o estimulo com 5 uM de ionomicina,
um iondforo de cdlcio, como demonstrado na Tabela 1. Dessa forma, optamos por utilizar a

solucdo de DPBS com a justificativa de reducao de custos.

Posteriormente, fizemos uma comparacdo entre dois corantes distintos: Fluo-3 e Fluo-4.
Novamente, estimulamos as células com 5 uM de ionomicina, porém observamos que houve
uma diferenca significativa entre a média de fluorescéncia emitida por ambos os corantes

como mostrado na Tabela 1. Nesse caso, optamos por trabalhar com o Fluo-4 devido a sua
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eficiéncia na emissdo de fluorescéncia, o que ja esta descrito na literatura (Gee et al., 2000).

Dessa forma, para obter-se uma intensidade de sinal de fluorescéncia similar ao Fluo-3, o Fluo-
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4 pode ser utilizado em menores concentragdes, reduzindo assim, o gasto com reagentes (Gee
et al., 2000).

Uma vez escolhido o corante Fluo-4, o préoximo passo consistiu na escolha da sua
concentracdo. Paraisso, carregamos as células da linhagem J774.G8 com concentracdes entre 1
a8 uM de Fluo-4, e em seguida, as estimulamos com 100 uM de ATP. Como pode ser observado
na Tabela 1, todas as concentracdes testadas foram capazes de detectar a mobilizacdo de célcio
intracelular induzida pelo ATP na mesma faixa de intensidade de fluorescéncia, ou seja, de
forma similar. Apesar dos dados sugerirem que o aumento da concentracdo do corante induz
um aumento da fluorescéncia, somente foi possivel constatar esse fato quando realizamos
a uma comparacao entre a fluorescéncia emitida entre as concentracdes de 6 e 8 UM com a
concentracdo de 1 uM. Apesar disso, selecionamos a concentracao de 2 uM para a realizacdo
dos ensaios de calcio, pois ela demonstrou sensibilidade similar as demais concentragdes, bem
como pelo seu uso em trabalhos citados na literatura (Luo et al., 2011). Além disso, o uso
de baixas concentracbes do Fluo-4 pode reduzir o tamponamento do cdlcio e um possivel
acumulo de produtos tdxicos produzidos pela hidrélise de éster de acetoximetil, tais como o

formaldeido e o acido acético (Gee et al., 2000).
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Tabela 1 - Variaveis testadas para a obtencdo de um carregamento étimo das células
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Variavel testada Média de AFU Andlise estatistica

Meio de cultura DMEM

+
Solugdo de sem vermelho de fenol 103,7+19,34 ns
t 1
carregamento PBS Dulbecco 112,8 + 19,59
Fluo-3 85,47 £ 19,44
Indicador de calcio? *
Fluo-4 110,4 + 13,83
1uMm 67,54 £21,9 ns
2 uM 79,51 £ 23,63 ns
17+ 21,91
Concentragdo do 3uM 86,17 9 ns
corante (Fluo-4)®
4 uM 92,93 £31,31 ns
6 uM 104 + 36,36 ns, *
8 uM 104,2 + 36,86 ns, *

1Células J774.G8 carregadas com 2 uM do indicador de célcio Fluo-4AM em duas solugBes de carregamento
diferentes (meio de cultura DMEM sem vermelho de fenol e PBS Dulbecco) e estimuladas com 5 uM de
ionomicina foram monitoradas no FlexStation Ill por 90 segundos. Média e desvio padrdo da média de 3
experimentos realizados em dias diferentes em triplicata analisados com o teste t ndo-emparelhado (p=

0,3008). ns representa auséncia de diferenca significativa.

2Células J774.G8 carregadas com 2 uM dos indicadores de célcio Fluo-3AM e Fluo-4AM e estimuladas com 5 puM
de ionomicina foram monitoradas no FlexStation Ill por 90 segundos. Média e desvio padrdo de 3 experimentos
realizados em dias diferentes em triplicata analisados com o teste t ndo-emparelhado (p=0,0189). ns

representa auséncia de diferenca significativa.

3Células J774.G8 carregadas com diferentes concentragdes de Fluo-4AM e estimuladas com 100 uM de ATP
foram monitoradas no FlexStation Il por 90 segundos. Média e desvio padrdo de 4 experimentos realizados
em dias diferentes em triplicata analisados com o teste one-way ANOVA e pds-teste Tukey (p=0,2686). O (*)
simboliza diferenca significativa em relagcdo a concentracdo de 1 uM. ns representa auséncia de diferenca
significativa.
Uma vez definido os principais componentes do carregamento das células para a
realizacdo dos ensaios de cdlcio, a préxima etapa consistiu na avaliacdo da sensibilidade do
ensaio no leitor de placas. Para isso, estimulamos as células com concentragdes crescentes

de ATP e de ionomicina e observamos que a intensidade de fluorescéncia aumentou de
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forma concentragdo-dependente, sendo encontrados os valores de EC, de 11 uM e 103
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nM, respectivamente (Figura 1). Cabe ressaltar que o valor do EC_, encontrado na literatura
para o ATP é de aproximadamente 10 uM e varia de acordo com os subtipos de receptores
P2 expressos na célula avaliada (Khakh e North, 2012) Por outro lado, o EC_, da ionomicina
em alguns ensaios esta situado em torno de 1 uM (Ortmann et al., 2011). Esses resultados

indicam que as condi¢des estabelecidas para o protocolo estdao adequadas para a realizacao

dos ensaios.
Figura 1 - Curvas concentracao-resposta da ionomicina e do ATP.
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As curvas concentracdo-resposta foram obtidas em células J774.G8 carregadas com 2 uM de
Fluo-4 AM, estimuladas com concentracdes crescentes de ionomicina e de ATP, e monitoradas
no FlexStation Ill por 90 segundos. Média e erro padrao de 3 a 4 experimentos realizados em

dias diferentes.

Finalizada a padronizagdo do protocolo, analisamos o perfil de registros de célcio
produzidos através do leitor de placas. Com isso, observamos primeiramente, que o estimulo
com o DPBS sozinho ndo ocasionou nenhuma variagao do sinal nem provocou algum tipo de
resposta mecanosensitiva (McClenaghan, Zeng e Verkuyl, 2012), como mostrado na Figura
2A. Por outro lado, o estimulo com o ATP provocou um aumento do sinal fluorescéncia, o qual
atingiu um pico apds poucos segundos da sua adigdo e que foi seguido por um retorno ao
nivel basal de fluorescéncia, como pode ser visto na Figura 2B. Logo, esse perfil de resposta
indica que houve uma mobilizagdo transiente do calcio intracelular, a qual foi interrompida
através adicao do quelante de célcio EGTA (Figura 2C). Visto que o objetivo do ensaio é avaliar
os receptores que também sao ativados por UTP, estimulamos as células com esse agonista e

obtivemos um perfil de resposta similar ao do ATP (Figura 2D). Além disso, as células também
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responderam de forma concentracdao-dependente ao estimulo com o UTP, o que foi observado

através da intensidade de fluorescéncia, e o valor de EC_ obtido foi de 1,021 uM (Figura 3).

Figura 2 - Perfil das respostas referentes a mobilizagdo de calcio intracelular obtidas no leitor

de placas.
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[100 uM] (B e C) e UTP [10 uM] (D) no tempo de 25 segundos e EGTA [20 mM] (54 segundos)

(C) indicados pelas setas, em células J774.G8 carregadas com 2 uM de Fluo-4AM. Imagens
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representativas de 3 experimentos realizados em dias diferentes em triplicata. Fonte: Ferreira
etal., 2019.

Figura 3 - Curva concentracdo-resposta do UTP.
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A curva concentracao-resposta do ATP foi obtida a partir de células J774.G8 carregadas com
2 UM de Fluo-4 AM, estimuladas com diferentes concentracdes de UTP e monitoradas no
FlexStation Il por 90 segundos. Média e erro padrdao de 3 experimentos realizados em dias

diferentes. Fonte: Ferreira et al., 2019.

Finalmente, mensuramos a robustez do protocolo padronizado através do célculo
do fator z". O fator z’ funciona como um parametro estatistico para avaliar se um protocolo
esta adequado para uso (Zhang, Chung e Oldenburg, 1999). Aplicando os devidos calculos,
obtivemos um valor de 0,645, o qual se encontra na faixa étima para execugao de ensaios,
isto &, fator z’ 2 0,5. Cabe ressaltar que algumas campanhas de triagem de alto desempenho
utilizando ensaios similares apresentaram valor do fator z’ entre 0,60 e 0,80 (Ito et al., 2017;
Valentin et al., 2011). Além disso, parece que o uso de células transfectadas pode contribuir
para um aumento do fator z". Todavia, a transfec¢ao pode gerar um gasto extra com reagentes.
Assim, optamos por manter o ensaio aplicado a triagem com a linhagem que naturalmente
expressa os receptores alvos, isto é, os receptores P2Y2 e P2Y4, enquanto que planejamos o

uso de células transfectadas em um segundo momento a fim de confirmar o efeito antagonista
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das amostras candidatas.

Encerradaaetapade padronizacdo, iniciamos umamini-campanha de triagem utilizando
amostras de extratos vegetais da flora brasileira, a qual abriga uma grande diversidade em
termos de espécies e de moléculas contendo diferentes estruturas quimicas. Dessa forma,
foram testados 100 extratos vegetais em uma Unica concentrac¢do de corte (50 pg/mL). Dentre
eles, 9 extratos reduziram a mobilizacdo de calcio intracelular induzida pelo UTP em torno
de 19 a 90%. Esses extratos candidatos (ou hits) foram testados novamente em macrdfagos
peritoneais murinos, os quais expressam alguns receptores P2, e os resultados mostraram que
apenas o extrato de galhos de Joannesia princeps Vell. inibiu significativamente a mobilizacdo
de cdlcio nessas células. Esse resultado sugere que ha diferencas em termos de resposta entre
a linhagem celular e a célula primaria. O extrato de J. princeps Vell. foi submetido a um teste
de viabilidade através da técnica de MTT, no qual foi demonstrado que ele ndo apresentou
toxicidade para células, ou seja, a inibicdo da mobilizacdo de cdlcio provocada por ele ndo estd
relacionada com a morte celular. Uma sintese desses principais achados pode ser observada

na Figura 4.

Figura 4 - Sintese dos resultados da mini-campanha de triagem.

« Extratos testados: 100
* Resultado: 9 extratos com mibicdo significativa

Ensalode Extratos testados: 7*

» Resultado: 1 extrato com mibigdo
significativa

+ Extratos testados: 1
» Resultado: nao citotoxico

Inicialmente foram testados 100 extratos vegetais, dos quais 9 inibiram significativamente a
mobilizacao de calcio induzida pelo UTP. Esses extratos candidatos foram testados novamente

com células primdrias® e desses, apenas 1 inibiu significativamente a mobilizacdo de célcio

1 Os experimentos utilizando macrofagos peritoneais de camundongos C57BL/6 machos
seguiram o mesmo protocolo. Os experimentos com animais foram aprovados pelo Comité de
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induzida pelo UTP. Por fim, esse Unico extrato foi conduzido a um teste de viabilidade celular
através da técnica de MTT e ndo demonstrou citotoxicidade?.

O pré-tratamento com concentracdes crescentes do extrato de J. princeps Vell. resultou
ainda na inibicdo da mobilizacdo de cdlcio intracelular de forma concentracdo-dependente,
apresentando um IC, de 32,32 pg/mL (Figura 5). Além disso, dados recentes do nosso
laboratério demonstraram que esse extrato foi capaz de inibir a mobilizacdo de célcio induzida
pelo 2-thio-UTP e pelo MRS4062, os quais sdo agonistas seletivos dos receptores P2Y2 e P2Y4,
respectivamente, corroborando com os dados obtidos apds o estimulo com o UTP (Ferreira,
2019).

Figura 5 - Curva concentragao-resposta do extrato de galhos de J. princeps Vell.

300-

250-
Z 200-
<

150+

100 T T T 1
0.5 1.0 1.5 2.0 25

log extrato de J. princeps [pg/mL]

A curva concentracao-resposta do extrato de galhos de J. princeps Vell. foi obtida a partir
de células J774.G8 carregadas com 2 uM de Fluo-4 AM e pré-tratadas com concentragdes
crescentes do extrato. Em seguida, as células foram estimuladas com UTP [10 uM] e foram
monitoradas no FlexStation Ill por 90 segundos. Média e erro padrao de 4 experimentos
realizados em dias diferentes. Fonte: Ferreira et al., 2019.

AJoannesia princeps Vell., popularmente conhecida como “cotieira” ou “boleira”, € uma
espécie botanica pertencente ao género Euphorbiaceae. Essa arvore pode medir até cerca de
20 metros de altura e é encontrada no Brasil e em algumas regidoes dos continentes africano e
asiatico. As suas sementes apresentam comprovada acdo laxativa, cicatrizante, antiparasitaria

e anti-helmintica (Donato-Trancoso et al., 2014; Sousa et al., 2007). Todavia, os estudos que

ética sobre o uso de animais do Instituto Oswaldo Cruz, sob a licenga nimero 037/2017.

2 Para a descricao do protocolo de MTT utilizado, vide (Ferreira et al., 2019).
*Nessa etapa foram testados apenas 7 extratos ao invés de 9, devido a escassez de amostra de 2 extratos.
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demonstram as propriedades medicinais de outras partes dessa planta, como os galhos, ainda

sdo bastante escassos. Nesse sentido, a nossa perspectiva é realizar novos experimentos

Capitulo 6

com as fragOes desse extrato visando identificar a(s) molécula(s) responsavel(is) por esse
efeito inibitdrio, além de investigar se o referido extrato apresenta efeitos antiinflamatério e

analgésico em modelos in vivo.

4 CONCLUSAO

Nesse trabalho demonstramos as condi¢des ideais para a conducdo de ensaios de
mensuracao de cdlcio intracelular em leitor de placas, o qual apresentou um valor de fator
Z’ que comprova a sua adequacdo para triagem. Esse mesmo ensaio foi aplicado a uma mini-
campanha de triagem de alto desempenho e apontou para a descoberta da potencial atividade
antagonista do extrato de galhos de J. princeps Vell. sobre os receptores P2Y2 e P2Y4.
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HIGH-THROUGHPUT SCREENING USING INTRACELLULAR CALCIUM
MEASUREMENT ASSAY APPLIED TO THE DISCOVERY OF ANTAGONISTS

FOR P2Y2 AND P2Y4 PURINERGIC RECEPTORS

Abstract — P2Y2 and P2Y4 receptors are purinergic receptors physiologically activated by
UTP and ATP. They are expressed in different tissues in humans, where they promote a series
of physiological effects, including intracellular calcium mobilization. The inhibition of these
receptors can generate anti-inflammatory, analgesic, antimetastatic, and laxative effects, which
demonstrate its therapeutic potential. However, the scarcity of antagonists makes it difficult
to implement drugs that act on these receptors in therapy, stimulating the search for new
molecules with this activity. Given this, the objective of this work was to standardize a high-
throughput screening methodology capable of identifying new antagonists for P2Y2 and P2Y4
receptors. This methodology is based on intracellular calcium levels measurement, whose
protocol was tested and optimized to provide the appropriate conditions for carrying out the
assays. Moreover, increasing concentrations of ionomycin, ATP, and UTP were tested to assess
the sensitivity of the equipment. Thus, we obtained EC_, values of 103 nM, 10 uM, and 1.021
UM, respectively. Finally, a mini high-throughput screening campaign was conducted using
samples of plant extracts. These experiments revealed that the extract from stems of Joannesia
princeps Vell. was able toinhibitintracellular calcium mobilization in a concentration-dependent
manner, presenting an IC, of 32.32 ug/mL. Therefore, the standardized methodology was able
to identify new antagonists for P2Y2 and P2Y4 receptors of natural origin.

Keywords: screening, calcium, P2Y receptors, UTP.
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