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A tripanossomiase americana ¢ uma zoonose causada pelo hemoflagelado Trypanosoma cruzi. A
maior parte dos casos de infeccdo humana, ou de outros vertebrados, é causada pela via vetorial,
conseqiiéncia do contato da pele ou mucosas com as fezes ou urina de insetos hematéfagos
(triatomineos) contaminados pelo parasito (SCHUMUNIS, 2000). Segundo a Organiza¢do Mundial da
Satide (OMS) existem entre 16 e 18 milhdes de pessoas infectadas nas Américas, onde cerca de 25%
da populagdo encontra-se em risco de contrair a doenga.

O T. cruzi ndo constitui uma populacdo homogénea. Diferentes cepas circulam na natureza, com
grande variacdo intra-especifica em termos de polimorfismo, capacidade infectante, comportamento
em relacdo a diferentes hospedeiros, adaptagdo a distintas espécies do vetor, capacidade de inducgdo de
resposta imune, sensibilidade a agentes quimicos, possibilidade de replicacdo e diferenciacdo, etc.
(CIMERMAN, 1999). A cepa Bolivia foi isolada de triatomineo e mostrou-se menos sensivel ao
nifurtimox e ao benzonidazol do que a cepa considerada padrio (Y) (MARTINEZ-DIAZ et al., 2001).
Estudos realizados em nosso laboratério mostraram que esta cepa também apresenta diferentes
caracteristicas frente a outras substancias tripanocidas (BARBOSA et al., 2006).

A expressdo da informagdo genética contida em um segmento de DNA em eucariotos envolve
etapas que se iniciam com a sintese de um precursor do RNA mensageiro (pré-mRNA ou transcrito
primdrio), seguido de um processamento de maturacdo, tornando-o apto para sair do nucleo e ir para o
citoplasma sofrer traducdo nos ribossomos. No processo de matura¢do do pré-mRNA, conhecido como
splicing, os introns (regides intergé€nicas ndo codificadoras de polipeptidios) sdo removidos dos
transcritos primarios e os éxons (regides codificadoras), unidos para formar uma sequéncia contigua
especificando um polipeptideo funcional (BACH 1992; LEHNINGER 1995; DE ROBERTS, 1993).
Em tripanosomas e nemdatodes esse processo € denominado trans-splicing, pois envolve a unido de
éxons de dois transcritos independentes, um transcrito curto (aproximadamente 39 nucleotideos),
denominado de spliced leader (SL) RNA, que € transferido para todo mRNA nuclear, cuja maioria é
sintetizada como precursores policistronicos (AGABIAN, 1990). O splice leader estd presente em
aproximadamente 200 cépias por genoma (DE LANGE et al., 1983 apud MAYER & WINTER, 2005)
e sua transcri¢do origina um pequeno RNA de 135-147 nucleotideos (MILHAUSEN, 1984 et al. apud
MAYER &WINTER, 2005). Outra caracteristica importante do SL RNAs é a presenca de uma
estrutura 5’cap; a adi¢io de m'G é essencial para o metabolismo e processamento do RNA em
eucariotos. A transferéncia da seqii€ncia SL para o 5’UTR (untranslable regions) de pré-mRNAs
resulta no capping do mRNA, que persiste durante a vida do mRNA maduro (TSCHUDI &ULLU,
2002 apud MAYER & WINTER, 2005).



A cubebina, uma substincia extraida da semente seca da Piper cubeba e das folhas do
arbusto Zanthoxylum naranjillo, parece proporcionar tratamentos com menos efeitos
colaterais que o benzonidazol, conforme testes realizados in vitro (em células) e in vivo (em
camundongos) (CANCADO, 2003). E em amastigostas, a hinoquinina (derivada da cubebina)
apresentou atividade similar ao benzonidazol (SOUZA, 2005). Na tentativa de compreender o
mecanismo de acdo dessas substincias, avaliou-se, neste trabalho, a atividade de dois
derivados da cubebina (hinoquinina — HQ e 6,6 - dinitrohinoquinina — DNH) na sintese e no
processamento dos RNAs mensageiros da cepa Bolivia de 7. cruzi, que aparentemente € uma
cepa bastante resistente a ac@o de substancias. Conforme demonstrado pelo grupo
anteriormente (AMBROSIO et al., 2004), o sistema de células permedveis serve como um
modelo para verificar a agdo de substincias em tripanosomas, auxiliando na investigacdo da
sintese, processamento e regulacdo dos mRNAs desses parasitos. Nesse sistema, estes sdo
tratados com lisolecitina, que torna suas células permedveis a nucleotideos trifosfatados e
outras moléculas pequenas, permitindo a sintese ativa de seus RNAs, utilizando o “pool” de
proteinas e macromoléculas do préprio parasito.

Assim, para a avaliagdo da ag@o das substdncias na sintese e processamento dos RNAs do
parasito, utilizou-se o sistema de células permedveis; apds a permeabilizacdo da membrana do 7. cruzi
com o detergente (lisolecitina), adicionou-se 1 mM de HQ ou de DNH mais os componentes
necessérios a reacdo de transcrigdo e trans-splicing, e entre eles o “P-UTP, que permite identificar os
RNAs recém-sintetizados durante a reagdo. Os RNAs obtidos foram submetidos a eletroforese em gel
de poliacrilamida 10% e revelados por auto-radiografia, observando-se aumento de intensidade das
bandas de RNA nas reacdes com as substancias, sendo que este aumento foi maior para HQ.

Paralelamente, uma seqiiéncia conhecida de SL DNA foi clonada em vetor pBS, o qual foi
linearizado com a enzima de restricdo Eco Rl para reag@o de transcri¢do in vitro, obtendo-se uma
sonda anti-sentido de SL. RNA. Esta sonda foi hibridizada com os RNAs obtidos na reacdo de células
permedveis e os RNAs nio hibridos foram degradados com RNases A e T1 (Reagdo de protecdo com
RNases A e T1). Os RNAs hibridizados (dupla-fita) entdo obtidos foram submetidos aos mesmos
métodos de revelagdo mencionados anteriormente (eletroforese em gel de poliacrilamida 10% e
revelados por auto-radiografia). A figura a seguir, obtida do filme de raio-X, apresenta o mesmo perfil
de bandas para o controle (sem adicdo das substancias) (A) e para as reagdes com as substancias, DNH
e HQ (B e C, respectivamente). Estas bandas apresentaram-se mais intensas com a adi¢cdo de DNH e
HQ, sendo que com HQ este efeito foi maior.

Legenda:
Sonda de SL RNA
] |
SL exon SL mtron

HQ e DNH parecem ndo interferir diretamente no mecanismo de trans-splicing da cepa Bolivia
de T. cruzi, pois as bandas observadas na reacdo de prote¢do referem-se ao SL intron e éxon,
resultantes da reacdo de processamento e também a banda dupla (indicada pela seta) observada na



reacdo de protecdo indica a presenga de SL éxon+intron metilado e ndo metilado, demonstrando que
houve a adi¢do do capping (adicdo de uma estrutura 5’cap - m7G), essencial para o processamento do
RNA em eucariotos. Entretanto, observa-se que ambas as substincias estdo provocando alguma
modificacdo no metabolismo do parasito, promovendo um aumento na sintese de RNAs (aumento da
intensidade das bandas), provavelmente na tentativa de suprir alguma dano causado na sua maquinaria
metabdlica celular.
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