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Resumo

Sistemas de transformagdo estavel vém sendo descritos para varias espécies de
tripanosomatideos como Leishmania spp, Trypanosoma brucei e Trypanosoma cruzi . A
transfec¢@o pode ser mediada pela integragdo de genes exdgenos no genoma da célula
hospedeira, que ocorre por recombinagdo homoéloga ou através da manutencdo dos
vetores transformados na forma episomal. Com o objetivo de gerar parasitos que
expressassem proteinas fluorescentes de forma estavel, formas epimstigotas do 7. cruzi
foram transfectadas com o vetor de expressdo denominado pPROCKGFP/RFPNeo, que
leva a integragdo das proteinas verde (GFP) e vermelha (RFP) fluorescentes no loco de
B-tubulin via recombina¢do homologa com esse loco. Clones dos parasitos transfectados
foram obtidos por dilui¢do seriada em placas de 96 pocos e/ou placas de agar-sangue.
Foi avaliada a estabilidade na expressdo de GFP ¢ RFP entre as populagdes (parasitos
ndo clonados) e os clones. Os parasitos foram cultivados por 1 ¢ 2 meses na presenca de
G418 (200 e 400 pg/mL) e na auséncia da droga e em seguida analisados pela técnica
de citometria de fluxo. Foi observado que os clones expressando GFP ¢ RFP foram
capazes de manter a porcentagem de parasitos fluorescentes na auséncia do antibiotico,
enquanto que nas populacdes, houve reducdo da porcentagem de células verdes e
vermelhas fluorescentes. As andlises de chromoblot mostraram a integragdo de GFP e
RFP no loco de P-tubulina. Os parasitos transfectados mostraram infectividade
semelhante ao ndo transfectado em culturas de células Vero e a expressdo das proteinas
fluorescentes pode ser facilmente visualizada nas trés formas do ciclo de vida do
parasito por microscopia confocal. Parasitos expressando GFP foram capazes de
infectar camundongos GKO (interferon-gama knockout) e apresentaram alta parasitemia
12 dias apds a infec¢do. Foram observados parasitos fluorescentes no coracdo e
diafragma dos animais. Cultura de células co-infectadas com parasitos da cepa Tulahuén

expressando as duas diferentes fluorescéncias, mostraram que dois parasitos diferentes

vi
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podem infectar a mesma célula. Também foram observadas células co-infectadas com
parasitos transfectados, derivados de cepas pertencentes as distintas linhagens de T.
cruzi, Coll.7G2GFP (T. cruzi 1) e TulahuénRFP (7. cruzi 1I). Os parasitos gerados
expressando GFP e RFP constituem, portanto uma nova ferramenta para o estudo de
varios aspectos da biologia do 7. cruzi. Com eles podemos estudar mecanismos de
invasdo celular, troca genética, susceptibilidade as drogas e intimeros aspectos da
interacdo parasito-hospedeiro invertebrado e vertebrado, neste tltimo, enfatizando o

modelo histotropico-clonal da doenga de Chagas em modelos animais.
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Stable transfection protocols have been described for a number of protozoan parasites
such as Leishmania spp, Trypanosoma brucei and Trypanosoma cruzi. The transfection
can be achieved by the integration of the foreign gene into the genome through
homologous recombination, or by episomal maintenance of the transfected plasmid. In
order to produce parasites expressing fluorescent proteins, epimastigotes forms of 7.
cruzi were transfected with the plasmid pROCKGFP/RFPNeo. This construction
allowed the integration of green (GFP) and red (RFP) fluorescent protein genes by
homologous recombination into B-tubulin locus of several strains of the parasite.
Parasites transfected clones were isolated by serial dilution and/or agar-blood plates. To
evaluate the stability of the GFP and RFP markers in the transfected populations and
clones, parasites were cultivated for 1 and 2 months in the absence or presence of G418
(200 g mL and 400 g mL) and were analyzed by FACS. The selected clones were able
to maintain high expression levels of the fluorescent protein markers even in absence of
G418, whereas in transfected population, expression of GFP and RFP markers was
significantly reduced when cultured in the absence of the drug. The integration of the
GFP and RFP markers in the tubulin locus was confirmed by chromoblot analyses.
GFP and RFP expressing parasites were inoculated into Vero cells culture to evaluate
the infectivity of the transfected population. When compared with the wild type
population, no significant differences in the infectivity of Vero cells were found. We
detected the fluorescent proteins in the tree forms of parasite life cicle by confocal and
fluorescence microscopy. Furthermore, GFP expressing parasites were able produce
significant levels of parasitemia 12 days after being inoculated into interferon-gamma
knockout (GKO) mice. We observed fluorescent parasites in heart and diaphragm of
infected animals. Cell cultures infected simultaneously with two cloned cell lines, each

one expressing a distinct fluorescent marker, showed that two different parasites were
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able to infect the same cell. Double infected cells were also detected when GFP and
RFP expressing parasites are derived from strains belonging to two distinct 7. cruzi
lineages Coll.7G2GFP (7. cruzi 1) and TulahuénRFP (7. cruzi II). The parasites
expressing GFP and RFP constitute a new tool for the study of various aspects of the 7.
cruzi biology. We can study the cellular invasion mechanism, genetic exchange, drug
susceptibility and several aspects of interaction with invertebrate and vertebrate hosts,

emphasizing the histotropic-clonal model of Chagas disease.

ix
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1.1. A DOENCA DE CHAGAS
A doenca de Chagas ¢ causada pelo parasito Trypanosoma cruzi, um protozoario
flagelado da ordem Kinetoplastidae. Segundo a Organizagdo Mundial de Saude

(http://www.who.int/tdr/diseases/Chagas), essa enfermidade acomete cerca de 13

milhdes de pessoas nas Américas, do sul da Argentina ao sul dos Estados Unidos da

América, Figura 1).

Doenga de Chagas

Figura 1: Paises endémicos para a doenga de Chagas. WHO/CTD, Maio, 1996.

O ciclo de vida do T. cruzi envolve véarios estdgios morfologicamente distintos e
alterna entre hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (insetos vetores),
com estagios de desenvolvimento especificos para cada hospedeiro. As formas
flageladas tripomastigotas podem ser observadas no sangue periférico do hospedeiro
vertebrado, sendo que, nas células deste hospedeiro, é a forma amastigota que se
multiplica por divisdes bindrias. Estas formas diferenciam-se em tripomastigotas que,
apos o rompimento das células e liberagdo dos parasitos, reinfectam novas células ou
retornam a corrente sanguinea. Durante o repasto sanguineo, as formas tripomastigotas
podem ser ingeridas pelo hospedeiro invertebrado (triatomineo). No intestino do inseto
vetor, os tripomatigotas evoluem para a forma epimastigota, a qual sofre intensa
multiplicagdo ao longo do tubo digestivo e, ao atingir a ampola retal, se diferencia em
tripomastigota metaciclico, a forma infectante para o hospedeiro vertebrado. Durante o
repasto no hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas infectantes sao eliminadas
através das fezes dos barbeiros, infectando o hospedeiro pelo contato com mucosas ou

descontinuidade da pele, completando-se o ciclo (Figura 2).
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Figura 2:Ilustragdo do ciclo da Doen¢a de Chagas. www.uta.edu/Chagas

Durante o ciclo de vida do 7. cruzi diferentes hospedeiros vertebrados podem ser
infectados, caracterizando os ciclos doméstico e silvestre da doenga de Chagas. No ciclo
silvestre do T. cruzi ha a interacdo de vetores e hospedeiros silvestres em ambientes
naturais. A maior importancia ¢ dada aos reservatorios capazes de aproximarem-se dos
seres humanos, trazendo o parasito para proximo do homem e que também ajudam na
dispersdao dos triatomineos (Dias, 2000). O ciclo doméstico leva a infec¢ao de seres
humanos e ¢é resultante do contato entre o0 homem ¢ o vetor, envolvendo a colonizagdo
de ecotopos artificiais pelos triatomineos. Normalmente, essa colonizacdo ¢ resultante
de modificagdes sociais e ecoldgicas no meio ambiente provocadas pelo homem (Dias,
1991). Entretanto, medidas de controle na eliminacdo dos insetos vetores e na triagem
dos bancos de sangue foram bem sucedidos na eliminacdo da transmissdo do 7. cruzi
em muitas areas onde os vetores s3o domiciliazados. A incidéncia anual de novos casos
¢ estimada por ter caido de 700.000 — 800.000 nos anos 80 para aproximadamente
200.000 hoje (WHO, 2005).

Varias evidéncias de que a doenga de Chagas e seus vetores ja eram conhecidos
por certas civilizagdes andinas pré-colombianas foram descritas. Aufderheide e cols.,
2003 detectaram seqiiéncias de DNA especificas de 7. cruzi em tecidos provenientes de

mumias chilenas datadas de 9.000 anos atras.
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Com relagdo a patologia, cerca de 30% dos pacientes infectados mostram algum
sintoma da doenca, que pode variar dependendo da cepa, do individuo infectado e do
curso da infecgio (aguda ou cronica). E estimado que entre 25-30% dos pacientes
cronicamente infectados podem vir a sofrer de problemas no coracdo e no trato
digestivo, resultando em aproximadamente 14000 mortes anuais e causando
consideravel morbidade (WHO, 2005).

A infec¢do do homem pelo 7. cruzi apresenta um curso clinico variavel, sendo que
na fase aguda da doenga de Chagas o parasito ¢ encontrado principalmente no sangue
dos pacientes. A parasitemia durante esta fase ¢ relativamente alta e, em menos de 5%
dos casos, podem ser observadas complica¢des fatais de ordem neuroldgicas e/ou
cardiacas (Prata, 2001). Apods a fase aguda, os pacientes entram na fase cronica da
doenca, que pode durar alguns anos ou persistir indefinidamente. Esta fase ¢
caracterizada por baixa parasitemia e parasitismo tissular e por um variado curso
clinico, que vai desde casos assintomaticos até casos severos, com envolvimento
cardiovascular e/ou gastrointestinal (Prata, 2001).

A manifestagao cardiaca pode ser considerada como a mais importante na
doenca de Chagas devido as suas caracteristicas, freqiiéncia e conseqiiéncias. Esta
manifestagdo varia quanto a intensidade e gravidade dos sintomas. A patologia cardiaca
¢ caracterizada pela miocardite cronica que frequentemente leva a cardiomegalia, falhas
cardiacas e arritmias (Tanowitz e cols.,, 1992). As manifestagdes digestivas sdo
caracterizadas por um aumento no calibre dos orgaos, sempre acompanhado de algum
grau de destruicdo do sistema nervoso auténomo, o que pode levar as alteracdes nos
padroes de secrecdo, motilidade e absorcdo de nutrientes principalmente no esofago e
colon (Prata, 2001). Ja os pacientes que apresentam a forma indeterminada ndo
apresentam os sintomas caracteristicos da doenga de Chagas, mas a infeccdo pode ser
demonstrada através da sorologia positiva ou pela deteccdo do parasito por PCR,
hemocultura ou xenodiagnoéstico. (Prata, 2001, Vago e cols. 2000).

As formas cardiaca e digestiva diferem quanto a prevaléncia e distribuicao
geografica, variando entre paises e regides distintas de um mesmo pais. Em paises como
a Venezuela e paises da América Central, a prevaléncia da forma megaesofagica ¢
muito baixa ou ausente (Dias, 1991). No Brasil, cerca de 50 a 60% dos pacientes
chagasicos cronicos apresentam a forma indeterminada da doenga, 20 a 30% apresentam

a forma cardiaca ¢ 8 a 10% apresentam a forma digestiva. Entretanto, a ocorréncia da
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forma digestiva dentro do proprio Brasil ¢ bastante desigual sendo predominante na
regido Central (Dias, 1991). Esta heterogeneidade geografica sugere que variacdes
genéticas tanto do hospedeiro quanto do parasito sejam importantes no estabelecimento
das formas clinicas da doenca. Dentro deste cenario, devemos ainda considerar um
possivel papel para os aspectos ambientais, nutricionais e imunologicos do hospedeiro

(revisado por Macedo e cols., 2004).

1.2. O Trypanosoma cruzi

1.2.1. O GENOMA DO PARASITO

O genoma dipléide do 7. cruzi, com base no estudo realizado para o clone CL
Brener, possui entre 106,4 e 110,7 Mb e codifica potencialmente 22.570 proteinas (El-
Sayed e cols., 2005). O tamanho do genoma varia entre diferentes cepas, e também
entre clones da mesma cepa. Devido ao fato dos cromossomos dos tripanosomas nao se
condensarem durante a mitose, a maneira de se estimar o niamero e tamanho dos
cromossomos ¢ através de eletroforese em campo pulsatil (PFGE). Através desta
técnica, foram observadas, no clone CL Brener, clone de referéncia para o projeto
genoma de 7. cruzi, 20 bandas cromossdmicas variando entre 0.45 Mb e 3,5 Mb.
Diferencas de intensidades entre as bandas indicam que varias delas podem possuir
diferentes cromossomos de tamanhos semelhantes, sugerindo que este clone possua
cerca de 30 pares de cromossomos. Estima-se que o nimero de cromossomos em 7.
cruzi possa variar entre 64 a 80 cromossomos (Cano ¢ cols., 1995; Porcile e cols., 2003;
Branche ¢ cols., 2006).

Entre 5 e 33% do DNA total dos tripanosomas ¢ encontrado em uma regido
mitocondrial denominada de cinetoplasto, situada na base do flagelo. O genoma
extranuclear do parasito ¢ conhecido como kDNA (kinetoplast DNA). O kDNA do 7.
cruzi esta organizado em uma rede complexa de moléculas circulares concatenadas,
compostas por 10 a 20 mil copias de minicirculos, com 1,4 Kb e entre 20 a 50 copias de
maxicirculos com tamanho de aproximadamente 40 kb (Silveira, 2000; Junqueira e
cols., 2005).

Aproximadamente, 50% do genoma nuclear do 7. cruzi ¢ formado por
seqiiéncias repetitivas como retrotransposons, repeti¢des subteloméricas e genes das

familias de moléculas de superficie (El-Sayed e cols., 2005). Embora a maioria das
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seqiiéncias repetitivas ndo seja codificadora, varios genes de proteinas ou RNAs
contribuem para formacgdo repetitida do genoma. Muitas seqiiéncias repetitivas estdo
organizadas em tandem. Esses agrupamentos podem estar distribuidos em diferentes
cromossomos, € o numero de copias da repeticdo pode variar de um grupamento para
outro. No genoma de 7. cruzi estdo arranjados em tandem os micro e mini-satélites, os
genes de TRNAs, os genes da seqiiéncia lider e dos mRNAs de tubulina, amastina,
calmodulina, entre outros (Teixeira e cols., 1994; Beckman e Weber, 1992; Ajioka e
Swindle, 1993).

Estudos utilizando diferentes locos de microssatélites isolados do genoma deste
parasito reforcam a idéia de uma estrutura dipldide para o 7. cruzi. Em nenhum dos
clones de 7. cruzi analisados foram encontrados mais do que dois alelos para os 8 locos
de microssatélite estudados, evidenciando a organizagao diploide do genoma (Oliveira e

cols., 1998 e 1999, Valadares e cols., 2007).

1.2.2. VARIABILIDADE GENETICA

A espécie T. cruzi compreende uma grande populacdo heterogénea de parasitos,
que circula entre o homem, vetores, reservatorios silvestres ¢ animais domésticos
(Brener 1977). Este parasito que foi descrito em 1909 por Carlos Chagas, desde entdo,
j& havia chamado a atengdo pela sua grande variabilidade intraespecifica, incluindo
desde aspectos morfologicos (ja observado por Carlos Chagas no comeco do século) até
marcadores moleculares refinados (Oliveira e cols., 1998; Souto e cols., 1996;
Fernandes ¢ cols., 1998; De Freitas e cols., 2006).

Na pratica, qualquer isolado obtido de uma infeccdo natural e mantido em
laboratério € considerado uma cepa. Por sua vez uma cepa pode ser constituida por uma
ou mais populagdes clonais com caracteristicas diferentes (Macedo e cols., 1992,
Oliveira e cols., 1998 ¢ 1999). Grandes diferencas quanto ao comportamento biologico,
desenvolvimento em cultura e infecgdes experimentais com diferentes cepas de 7. cruzi,
foram observadas por diversos autores. Por exemplo, De Araujo e Chiari (1970)
descreveram a existéncia de subpopulagdes dentro de cepas de 7. cruzi, através do
estudo de cinética de crescimento em cultura.

Devido a essa grande diversidade, faz-se necessario agrupar as cepas de 7. cruzi

de forma a identificar padrdes biologicos que permitam uma correlagdo com variantes
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clinicas e epidemiologicas da doenca. Marcadores biologicos e moleculares tém sido
amplamente usados para classificar essas cepas em duas linhagens principais: 7. cruzi |
e T. cruzi 11 (Momem, 1999). Elas podem ser facilmente agrupadas pela andlise do
padrdo de amplificacdo pela PCR utilizando iniciadores para o gene do RNA ribossomal
e da regido espacadora ndo transcrita do gene de mini-éxon (Fernandes e cols., 1998).
Os isolados classificados como pertencentes ao grupo 7. cruzi Il sdo associados
principalmente ao ciclo doméstico e sdo mais frequentemente associados a infeccdes
humanas no Brasil e Argentina (Briones e cols., 1999; Zingales e cols., 1998), embora
possam ser encontradas no ciclo silvestre (Yeo e cols., 2005). A linhagem 7. cruzi 1
parece estar mais associada ao ciclo silvestre desse parasito, circulando entre barbeiros e
pequenos mamiferos selvagens como tatus, gambas e roedores (Briones e cols., 1999;
Zingales e cols., 1998). Todavia, mais recentemente foram encontrados casos de
infeccdo humana por 7. cruzi 1 na Bolivia, Venezuela e Coldmbia (Teixeira e cols.,
2006; Afies e cols., 2004; Coura ¢ cols., 2002). O T. cruzi pode ainda ser dividido em
seis sub-grupos: TC I e TC Ila - Ile segundo analise de RAPD (do inglés, Random
Amplification of Polymorphic DNA) e MLEE (do inglés, Multi-locus Enzyme
Eletrophoresis) (Brisse e cols., 2000). Dados adicionais referentes a analise do gene
MSH2 desse parasito, bem como andlises de zimodemas e da seqiiéncia de nucleotideos
dos genes da tripanotiona redutase e dihidrofolato redutase-timidilato sintase indicam,
todavia, a presenca de trés grupos principais sendo que um deles ¢ composto por cepas
hibridas (Augusto-Pinto e cols., 2003; Miles e cols., 1978; Machado e Ayala, 2001;
Machado e Ayala, 2002). De Freitas e colaboradores (2006) sugeriram uma nova
classificagdo dessas cepas baseadas na caracterizacdo de polimorfismos gerados no loco
do gene mitocondrial da subunidade II da enzima COII, que permite a identificacdo de
trés clades: A, B e C. Nessa classificacdo, a linhagem 7. cruzi I ou TC I corresponderia
a clade A e a linhagem 7. cruzi Il corresponderia a clade C. Uma nova linhagem, 7.
cruzi 111, seria criada agrupando cepas tipadas como TC Ilc e as cepas hibridas TC IId e
ITe seriam cepas originadas por eventos de hibridacdo entre cepas das linhagens 7. cruzi
IT e II1. E que, portanto, ndo pertenceriam especificamente, a nenhuma dessas linhagens.

As cepas com caracteristicas hibridas tém sido alvos de constantes investigagdes.
Estes estudos ganharam forte impulso apés a demonstragdo da capacidade de
recombinagdo de células de 7. cruzi in vitro (Gaunt e cols., 2003). Neste trabalho,

através da selecdo artificial de parasitos recombinantes resistentes a drogas, foi
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demonstrada a fusdo dos genotipos nucleares parentais com perda de alelos e evidéncias
processos de recombinacdo homologa. Em todos os casos, observou-se a auséncia de
fusdo do DNA mitocondrial, sugerindo um modelo de recombinag@o no qual um dos
parentais € o “doador” do material nuclear e o outro “receptor”’, que mantém o seu DNA
do cinetoplasto (Gaunt e cols., 2003).

E importante ressaltar que, apesar de ser capaz de recombinagdo in vitro, o T.
cruzi se reproduz predominantemente através de fissdo binaria. Apesar da fusdo de
células de 7. cruzi ndo parecer ser um fenomeno comum, estudos baseados em analises
de padroes de isoenzimas (Carrasco e cols., 1996; Bogliolo e cols., 1996), RFLP de
genes constitutivamente expressos (Higo e cols., 2000), RAPD e analises de cariotipos
(Brisse e cols., 2003), independentemente, sugerem a existéncia de cepas hibridas em
populacdes naturais. Analises de seqii€ncias nucleares e mitocondriais vém confirmando
a existéncias destes hibridos (Sturm e cols., 2003; Machado e Ayala, 2001) ¢ com o
projeto genoma do parasito isto ficou claramente demonstrado para o clone CL Brener

(El- Sayed e cols., 2005).

1.2.3. A INFECCAO PELO T. cruzi

A forma tripomastigota do 7. cruzi é altamente movel e capaz de infectar
diferentes tipos de células, dentre elas as ndo fagocitarias. A invasio da célula
hospedeira, além de ser uma estratégia de escape do sistema imune, ¢ essencial para a
sobrevivéncia, replicacdo e estabelecimento da infecc¢ao pelo 7. cruzi.

O establecimento da infeccdo depende de uma série de eventos, envolvendo
interacdes entre diversas moléculas do parasito com as células hospedeiras, levando a
mobilizacdo de calcio intracelular em ambas as células (revisado por Yoshida 2006;
Kima 2000). Alguns estudos revelam duas vias de invasdo: a primeira ocorre através do
recrutamento e fusdo de lisossomos até a membrana plasmatica, e a segunda, através da
invaginacdo da membrana plasmatica seguida pela fusdo intracelular com os
lisossomos. Quando o processo de invasdo dependente de lisossomos foi totalmente
abolido por inibidores da [P3-quinase, como a wortmanina, observou-se a invasdo de
parasitos através da fusdo com a membrana plasmatica da célula hospedeira. Com o
tempo, porém o numero de parasitos internalizados diminuiu e isto foi devido a uma

reversao do processo de invasdo. Os parasitos que permaneceram no interior da célula
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foram aqueles que tiveram seus vacuolos parasitoforos fundidos tardiamente com os
lisossomos (Andrade e Andrews, 2004; Woolsey e cols., 2003).

A firme associacdo entre o tripomastigota € a membrana da célula hospedeira,
formando o vactolo parasitéforo, ¢ observada durante a entrada do parasito, sugerindo a
existéncia de uma grande interacdo molecular entre a membrana do parasito e a
membrana do vactolo. O T. cruzi fica dentro do vacuolo por um consideravel periodo
de tempo antes de escapar para o citoplasma. A destruicdo do vactolo se da pela acao
de proteinas liticas dependentes de baixo pH (Andrews e cols., 1990).

A invasdo de tripomastigotas € menos eficiente em células deficientes em acido
silalico. A intima associacdo entre as transialidases da superficie do tripomastigota ¢ os
residuos de 4cido sidlico da superficie lumenal dos lisossomos parece estabilizar o
contato entre o parasito ¢ a membrana do vactiolo, como se fossem “dedos e luvas”
(Lopez e cols., 2002). Kima e cols. (2000) mostraram que células super-expressando
Lamp-1, uma glicoproteina lisossomal rica em residuos de 4cido sialico, tornaram-se
mais susceptivel a invasao pelo 7. cruzi de um modo dependente de microtubulos.

As andlises de moléculas presentes na superficie dos parasitos permitiram
identificar duas populagdes distintas quanto as suas capacidades inavasivas. Os isolados
que apresentam maior eficiéncia no processo de ivasdo celular, como a cepa CL, sdo
aqueles que entram na célula hospedeira via gp82. Estes parasitos também possuem as
proteinas quinases e as fosfolipases ativadas e entdo o Ca®" é liberado dos estoques
intracelulares sensiveis a IP3. J4 os parasitos que penetram através da gp35/50 a via de
sinalizagdo parece envolver a adenilato ciclase, liberando AMPc que provoca a
liberagdo de Ca®" dos acidocalciosomas, esta via estd associada a internalizagdo de
isolados pouco invasivos como a cepa G e Tulahuén. O aumento dos niveis de Ca’"
citoplasmatico na célula hospedeira leva ao recrutamento de lisossomos para o sitio de
penetracao do 7. cruzi (para uma revisao veja Yoshida, 2006)

Viarios autores t€ém mostrado que as formas amastigotas provenientes da lise
prematura de células infectadas ou da diferenciacdo de tripomastigotas extracelulares
sd0 capazes de invadir as células hospedeiras (Ley e cols., 1988; Mortara, 1991;
Fernandes e cols., 2006; Fernandes e cols., 2007). O estudo invasdo celular por
amastigotas extracelulares (EA) da cepa G (7. cruzi 1) e da cepa CL (7. cruzi 1I) foi
realizado utilizando drogas que atuam sobre vias de sinalizacdo especificas. Os autores

puderam concluir que as EA de ambas as cepas acomplam vias de sinalizagdo que
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levam ao aumento de AMPc e mobilizacdo de calcio dos acidocalcisomas e que a
ativacdo da PI3 quinase da célula hospedeira parece ser requerida da invasdo da
amastigotas extracelulares. Fernandes e cols., (2006) também descrevem que a atividade
de tirosina quinase parece estar associada com a invasdo de EA da cepa G, mas ndo com

a cepa CL.

1.2.4. O MODELO HISTOTROPICO CLONAL DA DOENCA DE CHAGAS E A

DETECCAO DO PARASITO NOS TECIDOS INFECTADOS

Apesar do grande niumero de métodos disponiveis para analises de parasitos
isolados de pacientes e do estabelecimento da diversidade genética exibida pelo 7. cruzi,
até o momento ndo foi possivel estabelecer uma correlagdo segura entre a diversidade
genética da espécie 7. cruzi e a variabilidade clinica da doenca de Chagas (Macedo e
cols., 2004).

Partindo-se do fato de que parte das populagdes naturais do parasito sdo
multiclonais, ¢ razoavel supor que subpopulacdes de 7. cruzi possam apresentar
tropismo por diferentes tecidos. Assim, durante o desenvolvimento da infec¢do no
homem, pode ocorrer distribuicdo diferencial das distintas populagdes clonais,
constituintes da cepa infectante, ocasionando as diferentes formas clinicas da doenga.
As formas sangiiineas, frequentemente isoladas de pacientes por meio de hemocultura,
xenodiagndstico ou ambos, podem ndo ser representativas de todas as populacdes
presentes nos diversos tecidos daquele paciente e, possivelmente, mais associadas a
formagao das lesdes. Além do fato de que o isolamento e manutengao dos parasitos em
laboratorio podem favorecer a selecdo de um clone em detrimento de outros. Este
cenario, esquematizado na figura 3, constitui a base do chamado modelo histotrépico-
clonal para a doenga de Chagas proposto por Macedo & Pena, 1998. Diante desta
hipotese, viu-se a necessidade do desenvolvimento de metodologias de andlise do
parasito diretamente nos tecidos lesados.

A fase cronica da doenga ¢ caracterizada por uma escassez de parasitos na
corrente sangiiinea e nos tecidos lesados acompanhada de uma extensiva reacdo
inflamatoria tissular e padrdes de autoimunidade. Estes fatos em conjunto levam a
sugestdo de que o padrio de resposta do hospedeiro ao parasito também esteja

relacionado a etiologia da doenga (Kalil ¢ Cunha-Neto, 1996).
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Uma hipoétese postulando que a doenga de Chagas cronica sintomatica possui a
etiologia autoimune, foi levantada devido & esacassez de parasitos nos tecidos e
principalmente com a descoberta de anticorpos que reconhecem cruzadamente
antigenos proprios e antigenos dos parasitos (Kalil e Cunha-Neto, 1996). Porém, o
desenvolvimento de técnicas mais sensiveis para a deteccdo do 7. cruzi em tecidos
mostrou que o parasito possui um papel preponderante no desencadeamento da resposta

imune e, portanto, na patologia da doenca (Macedo e cols., 2004).

Infeccao = Parasitos disponiveis
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vertebrado

No hospedeiro vertebrado
diferentes clones distribuem-
se conforme a preferéncia
tecidual

Figura 3: Representagdo esquematica do modelo histotropico clonal da doenga de

Chagas (modificado a partir de Macedo e Pena, 1998)

Em estudos de infeccdo comparada de quatro linhagens de camundongos
(BALB/c, DBA-2, C57Black/6 ¢ Swiss), com as mesmas populagdes clonais de 7. cruzi
citadas acima, ficou evidente também a importincia da genética do hospedeiro no
processo de tropismo tecidual. A distribui¢do das populagdes JG e Col.1.7G2 foi
idéntica para BALB/c e DBA-2, mas muito diferente em C57Black/6 e Swiss. Tanto
BALB/c quanto DBA-2 tem o mesmo haplotipo de H-2 (H-2d) e C57Black/6 tem o
haplotipo H-2b. Foi sugerido que a variabilidade do MHC poderia estar envolvida,
influenciando a distribuicao tecidual das cepas de T. cruzi em camundongos (Andrade e
cols., 2002). Estudos de associagdo entre os diversos alelos de MHC - também
denominados HLA em humanos - ¢ os diversos quadros clinicos da doenca em
pacientes Mexicanos demonstram que os haplotipos HLA-B39 e HLA-DR4 sdo mais

frequentes em pacientes soropositivos para 7. cruzi quando comparado ao grupo
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controle ndo infectado. Dentre os individuos soropositivos, os individuos com a forma
indeterminada da doenga de Chagas apresentam maior freqii€ncia dos haplotipos HLA-
A68 ¢ HLA-B39 em comparacdo com cardiopatas, enquanto que os pacientes com
cardiopatia grave tém freqiiéncia aumentada do haplotipo HLA-DR16 em comparacdo
com os assintomaticos (Cruz-Robles e cols., 2004). Em pacientes Argentinos, o alelo
HLA-DRB1*0409 ¢ mais prevalente em pacientes soropositivos para 7. cruzi, mas os
alelos HLA-DRB*0701 e HLA-DRB*1503 estdo em maior freqiiéncia em pacientes
com cardiopatias (Garcia Borras e cols., 2006).

Devido a escassez de parasitos na fase cronica da doenca de Chagas, torna-se
dificil a discriminacdo dos mesmos diretamente nos tecidos, sendo necessario o
desenvolvimento de metodologias de analises sensiveis o bastante e a0 mesmo tempo
informativas. As técnicas que permitem a detec¢do dos parasitos nos tecidos infectados
s80 a imunohistoquimica (Correa-de-Santana e cols., 2006; Afiez e cols., 1999; Caliari e
cols., 2002; Guarner e cols. 2001) ou amplificagdo de seqiiéncias do DNA do parasito
por PCR (Andrade e cols., 1999, Vago e cols.., 2000, De Freitas e cols., 2005).

Para tanto uma alternativa € procurar moléculas-alvo naturalmente amplificadas
no genoma do parasito. A regido hipervariavel dos minicirculos, que esta presente em
milhares de copias por célula, foi utilizada como alvo na reagdo de LSSP / PCR. Nas
condicdes de baixa estringéncia, uso de altas concentragdes de um unico iniciador e
baixas temperaturas de anelamento permitem a interagdo do primer com multiplos sitios
presentes na seqiiéncia, além da ligagdo do iniciador a regido de exata
complentariedade. Os perfis compostos de multiplas bandas gerados nesta reacdo sdo
denominados de "assinatura génica" (Vago e cols., 1996).

Em 2005, De Freitas e cols. descreveram uma estratégia para tipar
geneticamente as diferentes linhagens de 7. cruzi presentes em tecidos humanos. O
protocolo ¢ baseado na amplificagdo da regido D7 do gene de rDNA 24Sa por
heminested PCR seguido da identificagdo dos produtos de amplificagdo usando curvas
de desnaturacdo por PCR em tempo real. Esta metodologia permitiu identificar a
presenca de 7. cruzi Il em todas as amostras analisadas.

Estudos usando a técnica de LSSP-PCR demonstraram que a variabilidade
genética do parasito parece ser um dos principais componentes determinantes no
tropismo tecidual e na patogénese da doenca. Em camundongos BALB/c artificialmente

infectados com mistura composta por duas populagdes monoclonais de 7. cruzi: cepa



Introducao 13

JG e clone Coll.7G2, observou-se a ocorréncia de distribuicao tecidual diferencial das
diferentes populacdes e com JG predominando no coragdo e Coll.7G2 sendo detectado
no reto, diafragma, eso6fago, cérebro e sangue dos mesmos animais (Andrade e cols.;
1999).

Em 2000, Vago e cols., também utilizando a técnica de LSSP-PCR, examinaram
tecidos cardiacos de 13 pacientes com cardiopatia chagasica e tecido esofagico de 4
pacientes com megaesdfago. Os autores mostraram claramente diferentes assinaturas,
para o kDNA em cada caso. Entretanto, similaridades nas assinaturas de kDNA foram
observadas entre coragdes e/ou esofagos de diferentes pacientes da mesma regido
geografica. Sugerindo que populacdes de 7. cruzi geneticamente relacionadas,
possivelmente, existam nas mesmas areas geograficas e possam estar envolvidas no
desenvolvimento da mesma forma clinica da doenga. Outra observagao significante foi a
de que em dois pacientes as assinaturas de kDNA obtidas de coracdo e esofago do
mesmo individuo diferiu significantemente nos dois 6rgaos. Presumivelmente, cada um
dos dois pacientes foi infectado com uma cepa multiclonal, e clones distintos
predominaram no coragdo ou esdfago. Isto representa a primeira evidéncia direta do
provavel tropismo tecidual diferencial do 7. cruzi em humanos.

No entanto Lages e cols. (2006) demonstraram falhas apresentadas pela técnica
de LSSP-PCR. Neste trabalho, os autores observaram uma alta variabilidade de padroes
genéticos geradas pelo polimorfismo do kDNA de cepas isoladas de pacientes com a
mesma forma clinica da doenca. Apesar da maioria dos isolado s terem a mesma origem
geografica, os perfis genéticos foram tUnicos e especificos para cada paciente, ndo
permitindo correlacionar o perfil da cepa encontrada com a forma clinica e estagios da
doenga apresentado pelo paciente. O intenso polimorfismo do kDNA pode ser resultado
da presenca de diferentes classes de minicirculos em cada parasito caracterizado, a altas
taxas de mutagao na regido hipervaridvel ou baixa identidade de seqii€éncia entre eles.

A persisténcia do 7. cruzi em tecidos cardiacos foi detectada no miocardio de
pacientes soropositivos através da técnica de imunohistoquimica indireta. Depositos
antigénicos entre as fibras cardiacas foram detectados nos tecidos de  89% dos
pacientes chagasicos cronicos analisados. Estes achados sdo contrastantes com a
hipotese de que a doenca de Chagas cronica ¢ resultado de uma resposta auto-imune

(Afiez e cols., 1999).
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A doenga de Chagas aguda e cronica foi reproduzida em modelos caninos,
através da infeccdo dos animais com dois diferentes clones da cepa Berenice. A
detecgdo do parasito nos cortes cardiacos foi realizadas através de imunohistoquimica,
utilizando soro policlonal anti-7.cruzi proveniente de coelhos imunizados com a cepa Y.
A presenca de ninhos de amastigotas em cortes do miocardio de cdes agudamente
infecados pelo 7. cruzi puderam ser identificados, porém o mesmo ndo foi observado
nos tecidos de cdes na fase cronica da doenca. Em todos os casos foram observados
infiltrados inflamatérios algumas vezes associados com as lesdes do miocardio (Caliari
e cols., 2002).

Utilizando camundongos DBA/2 infectados com 7. cruzi e soro anti-T. cruzi
Guamner e cols. (2001) puderam observar a presenga de ninhos de amastigotas
intracelulares na fase aguda da doenga no coracdo, esdfago, estdmago, musculo
esquelético, figado, nodulos linfaticos, bago dentre outros o6rgdos. Ja durante a fase
cronica, raras amastigotas intracelulares foram encontradas nos orgdos -citados
anteriormente.

Até o momento as técnicas utilizadas para identificar os parasitos diretamente
em tecidos lesados mostram a presenca de antigenos ou DNA dos parasitos, porém, nao
sdo capazes de demonstrar se parasitos vidveis estdo presentes nos tecidos. Estes
métodos apresentam problemas técnicos como especificidade e reagdo cruzada. Em
reacdes de PCR ndo podemos descartar a possibilidade de competicdo dos iniciadores
por diferentes seqiiéncias alvo levando a amplificacdo desigual de subpopulagdes de
parasitos, mascarando a presenca de outras presentes na lesdo. Além disso, ndo
podemos descartar a possibilidade de amplificacdo de fragmentos de DNA, resultantes
de restos celulares de parasitos, que nao necessariamente estabeleceram uma infecgao
ativa no tecido em questdo, gerando resultados de tropismo falso-positivos.

Com o objetivo de aprimorar os métodos de identificacdo e visualizagdo dos
parasitos diretamente em tecidos, varios grupos tém desenvolvido populacdes de
tripanosomatideos geneticamente modificadas, através de processos de transfecgio,

capazes de expressar diferentes marcas de facil detecgao.

1.3. EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSOMATIDEOS
Estudos com T. brucei, T. cruzi e algumas espécies de Leishmania revelam que

estes organismos apresentam ao mesmo tempo algumas caracteristicas especificas de
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organismos procariotos ¢ de eucariotos no processo de expressdo génica, além de
aspectos particulares s6 encontrados em tripanosomas. Muitos desses protozoarios sao
parasitos digenéticos, cujo ciclo de vida apresenta multiplas formas diferenciadas,
alternando entre os hospedeiros vertebrados e invertebrados. A adaptacdo a estes
ambientes diversificados exige grandes mudangas na morfologia, na composi¢do das
moléculas de superficie, permitindo escape do sistema imune e maior adaptacdo para
invadir novas células, e na expressdo génica.

Os tripanosomatideos tém despertado a aten¢do de pesquisadores ndo somente
por sua relevancia médica, mas também por apresentar curiosos mecanismos de controle
da expressdo genética. Nos tripanosomatideos, ao contrario da maioria dos eucariotos,
0os genes sdo transcritos policistronicamente e os pré-mRNA individuais sdo
processados a partir da adigdo de uma seqiiéncia conservada de RNA na sua
extremidade 5'. Esta seqiiéncia ¢ denominada de spliced leader (SL) ou miniexon,
contém 39 nucleotideos que ¢ transcrita através da acdo da RNA polimerase II e, em
seguida, adicionada ao pré-mRNA numa reacdo chamada de trans-spling. A adi¢do de
SL, o qual contem o CAP, permite que o parasito sintetize mRNAs altamente estdveis.
Um dinucleotideo AG situado abaixo de uma curta seqiiéncia consenso de
polipirimidinas, presente na regido intergénica, determina o sitio aceptor da SL
(Matthews e cols., 1994). A seqiiéncia de spliced leader ¢ encontrada somente em
tripanosomatideos e em nematddeos e ¢ idéntica em todos os mRNA de um mesmo
organismo, porém difere para cada espécie (Donelson e Zeng, 1990).

Uma vez que todos os mRNAs precisam ser processados por trans-splicing, os
parasitos dependem de um grande e continuo suplemento de SL RNA, o que possibilita
ao parasito sintetizar mRNA maduros altamente estaveis. Dois mRNAs em tandem sao
separados por uma regido intergénica. A poliadenilacdo da regido 3" do primeiro gene
ocorre depois ou ¢ concomitante a adi¢ao do cap, contendo a seqiiéncia SL, na
extremidade 5" do segundo gene. Este evento garante que em uma Unica rodada de
reacdo da RNA polimerase II sejam produzidos inimeros mRNA maduros, o que
permite aos tripanosomas um rapido crescimento e evitando-se assim uma repetitiva
reiniciacdo do processo de transcri¢do (para uma revisdo veja Palencar e Bellofatto,
2006).

Os tripanosomatideos, assim como o0s procariotos, ndo possuem introns na

grande maioria dos seus genes ¢ até recentemente, acreditava-se que nao possuiam cis-
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splicing no processamento do pré-mRNA. No entanto, foram identificados quatro genes
contendo intron nesses organismos: o gene da poli(A) polimerase, da DEAD/H RNA
helicase ATP-dependente, uma proteina hipotética conservada e uma RNA-binding
protein (Ivens e cols., 2005; Mair e cols.; 2000).

Os tripanosomatideos apresentam coOpias altamente conservadas das trés RNA
polimerases eucarioticas. Em 7. brucei, a RNA polimerase I (RNAPI) transcreve os pré-
rRNA 18S; 5,8S e 28S. Surpreendentemente, esta polimerase também transcreve dois
mRNA estagio-especificos e também codifica glicoproteinas de superficie nas formas
sanguineas (VSGs) e das formas presentes no inseto, as prociclinas (EP e GEEPT)
(Pays, 2006). A RNA polimerase II (RNAPII) transcreve todos os outros mRNAs bem
como a seqiiéncia SL RNA (Gilinger e cols., 2001). Finalmente a RNA polimerase 111
(RNAPII) transcreve tRNAs, 5S RNA e snRNAs rico em U (Nakaar e cols., 1994).

Os tripanosomatideos apresentam diferentes formas e hospedeiros durante os
seus ciclos de vida, o que poderia levar ao entendimento de que a transcri¢do de
conjuntos diferentes de genes seria ativada durante o processo de diferenciacdo celular,
mas ndo € o que acontece. A transcrigao policistronica associada a auséncia de promotor
para RNA polimerase II indica que o inicio da transcricdo ndo ¢ um fator limitante na
regulacdo transcricional desses parasitos. Estudos realizados por varios grupos
mostraram que a expressdo de genes em tripanosomatideos ¢ regulada exclusivamente
ao nivel pos-transcricional. Diferencas na eficiéncia de trans-splicing ¢ a presenca de
elementos regulatorios nas regides nao traduzidas (UTRs) sdo fatores que podem
explicar a expressdo diferencial de genes estagio-especificos (Clayton, 2002;. Teixeira e
DaRocha 2003).

Virios genes cujos produtos sdo regulados de maneira diferencial durante o ciclo
de vida dos tripanosomas vém sendo utilizados como modelos para o estudo do controle
pos-transcricional da expressdao gé€nica nestes parasitos. Os genes de amastina, uma
glicoproteina de superficie, e tuzina, uma proteina de 447 amino acidos de localizagdo e
funcdo desconhecidas, sdo transcritos em uma mesma unidade policistronica nos trés
estagios do ciclo de vida do T. cruzi. Apesar de serem transcritos constitutivamente, os
niveis de mRNA de amastina sdo 60 vezes mais elevados em amastigotas que em
epimastigotas (Teixeira e col., 1995).

Outro exemplo bastante estudado refere-se a expressdo dos diferentes tipos de

mucina, glicoproteinas que cobrem a superficie do 7. cruzi, que também ¢ regulada pos-
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transcricionalmente durante o ciclo de vida do parasito. Di Noia e cols., (2000)
mostraram que os mRNAs de SMUGs (Small mucin) sao mais estaveis na forma
epimastigota. Experimentos de transfec¢do permitiram a identificagdo de um elemento
rico em AU na regido 3’UTR do gene das SMUGs. Este elemento seria responsavel pela
instabilidade dos mesmos transcritos na forma tripomastigota do parasito, mediada pela
ligacdo de um fator protéico denominado TcUBP-1 (D’Orso e Frash, 2001)

Nozaki e Cross (1995) analisaram os efeitos da regido 3’UTR e da regido
intergénica de varios genes estagio especificos e constitutivos de 7. cruzi, sobre a
expressdo do gene reporter luciferase. Foram feitos estudos usando transfecgdo
episomal ou transiente. A 3’UTR influencia a expressao da luciferase por mudar o nivel
de mRNA de luciferase ou a eficiéncia da sua tradugdo. As regides 3’UTR dos genes da
glicoproteina 72 (gp72), glicoproteina 85 (gp85) ou amastina (ama), que sdo estagio-
especificos, diminuiram o nivel do mRNA da luciferase de 6 a 14 vezes em
epimastigotas, comparado a regido 3’UTR da gliceraldeido 1-fosfato desidrogenase
(gapdh), sendo este de expressdo constitutiva. Em amastigotas, o efeito inibitorio da
3’UTR de ama e de gp85 observado em outros estagios do ciclo de vida foi abolido e a
expressdo da luciferase foi estimulada cerca de 16 vezes.

Entender os processos que envolvem a expressdo e a sua regulacdo em um
organismo ¢ essencial para o desenvolvimento das ferramentas de manipulacdo génica.
Ao introduzir um gene exdgeno no interior de uma célula ¢ de se esperar que o0 mesmo
apresente nivel de expressao detectavel. Porém, quando a célula alvo ¢ um parasito
como o 7. cruzi, que apresenta trés diferentes formas durante o seu ciclo de vida, isoo
implica na expressdo diferencial de genes especificos de cada fase do ciclo. Os
mecanismos escolhidos no controle da expressdo dos genes exodgenos devem ser muito

bem explorados, permitindo que expressao seja maior em uma das fases ou em todas.

1.4. MANIPULACAO GENETICA DE TRIPANOSOMATIDEOS

Muito do que sabemos hoje sobre o processo de expressdo génica em
tripanosomatideos ¢ resultado do desenvolvimento de técnicas de manipulacao genética
nesses organismos, seja pela criacdo de parasitos knockout ou pela introdugdo de marcas
genéticas. Baseada na insercdo de genes exdgenos, objetivando a detec¢do dos produtos
de expressao destes genes, a transfecgdo ¢ uma técnica amplamente difundida na

literatura, tendo sido utilizada em estudos de expressdo e regulacdo génica, de
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localizagdo protéica e enzimatica, assim como em estudos de deteccdo e distribuicdo
tissular de diferentes parasitos (Teixeira e cols., 1995, Buckner e cols., 1999, Teixeira e
cols., 1999)

Existem dois tipos de transfeccdes: transfeccdes transientes ou transitorias nas
quais s@o introduzidos genes exdgenos que permanecem por curto periodo na célula na
forma episomal. E as transfecgdes estaveis, na qual o gene ¢ mantido de forma estavel
seja pela presenca de origem de replicacdo no vetor, seja pela integracdo no genoma da
célula por recombinacdo homologa e, portanto a expressdo se mantém por mais tempo
(Teixeira, 1998).

O primeiro experimento de transfec¢do em tripanosomatideos (Leishmania) foi
realizado no final dos anos 80 por Laban e Wirth (1989). Nesta época nada se sabia
sobre as seqiiéncias necessarias para promover a expressao génica nesses organismos.
Pouco tempo depois, foram identificados muitos dos elementos envolvidos no processo
de expressdo, possibilitando a criagdo de vetores que levaram a niveis satisfatorios de
expressdo. Atualmente esses vetores contém uma seqiiéncia promotora da transcri¢do
seguida de um sitio SL para adicdo da seqiiéncia spliced lider (trans splicing) do
mRNA. Em tripanosomatidos, como ndo foram descritos promotores de RNA pol II, o
unico promotor utilizado em vetores de transfeccdo € o promotor de rRNA. Nas
construcdes, o gene reporter ¢ seguido por uma regido ndo traduzida (3’'UTR) e a
estabilidade do transcrito ¢ determinada por esta regido (Da Silva e cols., 2006; Teixeira
e cols., 1999; Vazquez e Levin, 1999; Coughlin e cols., 1999; Nozaki e Cross, 1995)

Em 1992, Kelly e cols., construiram o vetor pTEX, um vetor de expressdo
transiente em 7. cruzi. Para o correto processamento dos RNA exogenos, esse vetor usa
os sitios para trans-splicing e poliadeni¢do do gene da enzima gliceraldeido fofasto
desidrogenase (GAPDH). Martinez-Calvillo (1997) trocaram a regido de GAPDH acima
do sitio de clonagem do vetor pTEX pela regido promotora de rRNA, gerando o vetor
pRIBOTEX. O gene reporter utilizado foi o da enzima cloranfenicol acetiltransferase
(CAT). As culturas de T. cruzi transfectadas com pRIBOTEX apresentaram atividade de
CAT 16000 vezes maior que os parasitos transfectados com o pTEX. Os autores
observaram que o novo vetor integrou-se no loco de rDNA T. cruzi, ao contrario do
vetor parental. Em 1999, Vazquez e Levin inseriram a regido HX1 abaixo do promotor
de rRNA no vetor pRIBOTEX, gerando um novo vetor denominado pTREX. HX1 ¢ um

sinal altamente eficiente para processamento do mRNA por trans-splicing e ¢ derivado



Introducao 19

do gene TcP2P. Este codifica um dos trés polipeptideos que compdem a proteina acida
ribosomal em 7. cruzi, descrita como um antigeno importante na doenca cronica
cardiaca (Levitus e cols., 1991). Os autores também avaliaram a expressao de CAT que
foi 2.760 vezes maior que a observada com o pRIBOTEX. Em 2003, Lorenzi e cols.
mostraram que a integragdo do pTREX no genoma do parasito via recombina¢do com o
loco de rRNA ocorre nas 5 primeiras horas apos a transfecgdo e que as copias ndo
integradas sdo rapidamente degradadas.

Buckner e cols. (1999), desenvolveram um método para a detecgdo de 7. cruzi
intactos em tecidos, pelo desenvolvimento de parasitos que expressam a [-galactosidase
de E. coli. Esse gene foi integrado no loco da calmodulina-ubiquitina. A expressdo da
enzima levou a detec¢do do 7. cruzi em tecidos usando o ensaio histoquimico com X-
gal (5-bromo-4-cloro-3-indolil-B-D-galactopiranosideo). Porém esta técnica requer
laboriosos processos de fixa¢do de tecidos e coloragdo com X-Gal. Além do mais, esta
técnica nao permite o estudo da dindmica da infecgdo através da observagdo de parasitos
vivos expressando a -galactosidase.

Gaunt e cols. (2003) produziram duas diferentes populacdes geneticamente
modificadas de 7. cruzi que expressavam os genes de resisténcia a higromicina e G418,
respectivamente. As duas populacdes modificadas foram utilizadas simultaneamente em
infec¢oes de células Vero, tendo sido selecionados parasitos recombinantes resistentes
as duas drogas.

Novas construcdes permitem a expressao estdvel do gene de interesse de forma
dependente de tetraciclina. Primeiramente, sdo obtidas células de 7. cruzi que
expressam constitutivamente a T7 RNA polimerase e o repressor de tetraciclina de E.
coli. Em seguida, ¢ utilizado um segundo vetor contendo o promotor da T7 e o operador
de tetraciclina para aumentar e controlar a expressdo do gene exogeno, respectivamente.
Utilizando esta metodologia Da Rocha e cols., (2004b) geraram populagdes do clone
CL Brener expressando RNA dupla fita de amastina. Este deveria atuar diminuindo a
expressdo do gene alvo, através da maquinaria de RNA interferéncia (RNAi). No
entanto, o fenotipo esperado nao foi observado, permitindo aos autores concluirem que
o T cruzi falta um ou mais dos componentes endogenos requeridos para o
funcionamento do RNAi. Recentemente, Taylor e Kelly (2006) também utilizaram a
expressdo dependente de tetraciclina em 7. cruzi. Os autores utilizaram como genes

reporteres luciferase e RFP e o gene da superoxido dismutase. Foi observado que a
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indugdo era tempo e dose dependente de tetraciclina e o mRNA de luciferase e a
atividade desta enzima puderam ser aumentados cerca de 100 e 60 vezes,
respectivamente. Este sistema se mostrou uma valiosa ferramenta, pois permite a
expressdao de genes exdgenos de maneira controlada, o que ¢ particularmente util
quando se trata de genes que possam interferir no metabolismo do parasito.

Uma importante contribuicdo para os estudos de transfeccdo e andlises dos
processos celulares, foi a introdu¢ao dos genes das proteinas fluorescentes verde (GFP)
e vermelha (RFP). GFP ¢ responsavel pela coloracdo esverdeada da medusa Aequorea
victoria e RFP foi isolada de uma anémona do mar chamada Discomona species
(Misteli e Spector, 1997 e Mizuno e cols., 2001). Essas proteinas proporcionaram
grandes avancos no entendimento dos processos celulares possibilitando a utilizacdo de
células vivas, uma vez que ndo requerem a presenca de nenhum cofator ou substrato
para geracdo das cores. Essas proteinas sdo ativadas de maneira céalcio-dependente
gerando energia indiretamente para a emissdo das luzes verde e vermelha. Essa energia
pode ser mimetizada experimentalmente pela simples exposi¢do de GFP e RFP a luz
ultravioleta (UV). Com isto, um marcador versatil para marcacdo de proteinas alvo e
expressdo de gene em células vivas foi criado. Podem ser usadas como reporteres para
monitorar também a atividade de promotores e como marcadores para visualizar tecidos
especificos, células inteiras ou organelas sub-celulares (Misteli e Spector, 1997 e
Mizuno e cols., 2001).

Virios autores v€em utilizando os genes das proteinas fluorescentes para
monitorar ¢ melhorar os vetores e os processos de transfeccdo, localizar proteinas e
estudar os mecanismos de expressdo génica e troca genética em tripanosomatideos
(Santos e cols., 2000; Teixeira e cols., 1999; Da Rocha e cols., 2004a; Macédo ¢ cols.,
2006; Gibson e cols., 2006). Recentemente, Gibson e cols., (2006) mostraram que o 7.
brucei ¢ capaz de realizar troca genética ao detectar parasitos hibridos expressando GFP
e RFP. Parasitos hibridos, de fluorescéncia amarela foram encontrados 13 dias apos a
infecc@o do inseto vetor na glandula salivar do mesmo. A natureza hibrida da prole foi
confirmada por analises moleculares do cariotipo e microssatélites.

Nos estudos de expressdo do gene de amastina, uma proteina altamente expressa
nas formas amastigotas do 7. cruzi, foram construidos dois vetores de expressdo
contendo o gene reporter de GFP. Nas duas constru¢des foram clonados o promotor de

rRNA e a 5’UTR de amastina, que contém o sitio para adi¢ao do spliced lider, acima de
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GFP. A partir dai, um dos vetores recebeu a regido 3'UTR selvagem e a regido RI
(Regido Intergénica) de amastina. No segundo vetor, esse ultimo cassete foi trocado por
um fragmento quimérico, contendo a regido central da 3'UTR de amastina fusionada
com a 3’'UTR do gene TCR27 (um gene copia unica e de expressdo constitutiva que
codifica uma proteina de superficie do parasito), seguida pela RI de amastina. Apos a
transfec¢@o de 7. cruzi com essas duas construcdes, os autores observaram que os niveis
de RNA de GFP foram maiores nas formas epimastigotas que receberam o segundo
vetor (quimérico) do que naqueles que receberam o primeiro vetor contendo a 3'UTR
de amastina selvagem (Coughlin e cols., 1999).

A transfecc@o de epimastigotas de 7. cruzi com o gene de GFP (green
fluorescent protein) descrita por Teixeira e cols (1999) resultou na expressao da proteina
verde fluorescente em todas as trés formas do ciclo de vida do parasito. Nesta
construcdo, o gene de GFP foi ligada a 3'UTR de amastina, o que aumentou a
estabilidade do mRNA na forma amastigota. O gene exdgeno foi inserido no genoma do
parasito através de recombinag@o homologa com o gene TCR27 (Teixeira e cols., 1999).

Desde a descoberta da doengca de Chagas, grandes avangos quanto ao
desenvolvimento de técnicas de diagnostico, caracterizagdo bioldgica, bioquimica e
molecular do parasito, caracterizagdo da resposta imunologica do paciente e do controle
da transmissao vetorial tem sido alcangados. Todavia, a criagao de novas ferramentas de
estudo, como a obtencdo de parasitos geneticamente modificados expressando proteinas
fluorescentes de facil detecgdo, podem ser valiosas no estudo sobre os fatores que
determinam a patogénese da doenca de Chagas, mecanismos de invasdo celular e sobre

aqueles geradores de variabilidade nesta espécie.
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2.0. OBJETIVO GERAL

Desenvolver e caracterizar linhagens geneticamente modificadas derivadas de
varias cepas de 7. cruzi, expressando GFP e RFP de forma estavel, para que possam ser

utilizadas como ferramentas no estudo da biologia do parasito e da doenga de Chagas.

2.1. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Desenvolver diferentes cepas de 7. cruzi transfectantes expressando GFP e RFP

e Avaliar a expressdo das proteinas fluorescentes nos diferentes estagios de vida do

parasito: epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas;

e Avaliar a infectividade dos parasitos transfectados em cultura de células;

¢ Avaliar a infec¢@o em camundongos dos parasitos geneticamente modificados;

e Avaliar a co-infec¢do de cultura de células com diferentes parasitos expressando GFP

e RFP.



3. Material e Métodos
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3.1. VETORES

3.1.1. pTCRNeoGFP
O vetor pTCRNeoGFP desenvolvido por Teixeira e cols., (1999), permitiu aos

autores a obtencdo de 7. cruzi resistentes ao G418 e expressando GFP nas diferentes
formas de vida do parasito. Para a expressdo da proteina verde fluorescente o plasmidio
pTCRNeoGFP contém os seguintes elementos: (a) o gene de 7. cruzi de copia unica
TCR27 que codifica uma proteina de citoesqueleto, com multipla repeticao interna de
quatorze aminoacidos, que permite uma transfec¢do estavel ou integrativa via
recombinacdo homodloga em um dos alelos do gene TCR27, (b) um segmento
carregando o promotor de rRNA de 7. cruzi, que assegura um alto nivel de transcri¢ao
do gene de GFP, (c) o gene para a forma mutada de GFP (GFPmut3), (d) um fragmento
correspondente a regido 3'UTR de amastina, uma proteina de superficie abundante na
forma amastigota do parasita, seguida pela regido intergénica (IR), incluindo os sitios de
adigdo de poli A e aceptor de spliced leader requeridos para promover o processamento
do mRNA. A 3'UTR mais a IR, inseridas abaixo do gene de GFP, pode resultar em um
mais alto nivel de expressdo de GFP em amastigotas do que em epimastigotas e
tripomastigotas e (e) a regido codificadora para a neomicina fosfotransferase (NEO')

que confere resisténcia a neomicina e ao seu analogo G418 (figura 4).

3.1.2. pTREXGFPNeo e pTREXRFPNeo

Os vetores pTREXGFPNeo e pTREXRFPNeo sdo vetores de expressao
transiente derivados do vetor pTREX descrito por Vazques e Levin (1999). Eles contém
as seguintes seqiiéncias: a) espacador ribossomal que ¢ parte integrante do promotor de
rRNA; b) promotor de RNA ribossémico que assegura um alto nivel de transcri¢do do
gene reporter; ¢) HX1 que € um sinal altamente eficiente para processamento do mRNA
por trans- splicing, derivado da regido intergénica do gene Tcp2P (Vazques e Levin,
1999). Este gene codifica um dos trés polipeptideos que compdem a proteina acida
ribosomal em 7. cruzi, descrita como um antigeno na doenga cronica cardiaca (Levitus e
cols., 1991); d) gene codificador da proteina verde fluorescente de Aquorea victoria
(GFP) ou a proteina vermelha fluorescente (RFP) de Discosoma spp; e) regido
intergénica ¢ 3’UTR do gene de gGAPDH, que s3o sinais para trans-splicing ¢

poliadenilagdo do gene de Neo, respectivamente e f) regido codificadora para a
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neomicina fosfotransferase (NEQ') que confere resisténcia a neomicina e ao seu analogo

G418 (Figura 5).

3.1.3. PROCKGFPNEO E PROCKRFPNEO

Para gerar o vetor de expressdo permanente, um fragmento de [-tubulina
previamente clonado em pBluescript (Bartholomeu e cols., 2002) foi removido por
digestdo com EcoR 1, seguido de tratamento com a enzima T4 DNA polimerase e entdo
com Pst 1. O Fragmento excisado de B-tubulina de aproximadamente 1,0 Kb foi clonado
em pBluescript nos sitios de Not I/Pst I, gerando pTUB. O cassete contendo o promotor
de rRNA, as regides para processamento dos mRNA e o gene de resisténcia a
Neomicina foi obtido por digestdo com Kpn I a partir do vetor pTREX (Vazquez e cols.,
1999), seguido de “filling” das extremidades. Este fragmento de 3,1 Kb foi inserido no
pTUB que foi previamente digerido com Hind 1II/Kpn 1 e tratado com T4 DNA
polimerase. O fragmento contendo -tubulina mais o cassete de expressao foi obtido por
digestdo com Sac I/Nhe 1 do vetor pTUB e foi transferido para pBluescript modificado
(sk1) depois de digerido com Not I/Kpn 1 e tratamento com T4 DNA polimerase. PSkl
ndo contém os promotores T3 e T7. Nesta construcao final foi inserido nos sitios de Xba
I/Xho 1 o gene de GFP (green fluorescent protein) ou RFP (red fluorescent protein),
gerando o vetor pPROCKGFPNeo ou pPROCKRFPNeo (DaRocha e cols., 2004a).

O gene de GFP foi obtido do vetor p TCRGFPNeo (Teixeira e cols., 1999) e RFP
foi obtido do vetor pDsRed (Clontech).

3.2. TRANSFORMACAO DE CELULAS DH5a

Aliquotas de bactérias E. coli (cepa DH5a), tratadas previamente com CaCl,
(Sambrook e cols., 1989), foram misturadas com o produto de ligacdo ou plasmideo,
mantidas em banho de gelo por 10 minutos e transformadas por choque térmico a 42°C
por 90 segundos. A este material foram adicionados 900ul de meio 2XYT liquido
(1,6% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de NaCl, pH 7,0) sendo incubado
por 45 minutos a 37 °C sob agitacdo constante (180 rpm). Em seguida, 200 uL da
cultura transformada foram plaqueados em meio 2XYT-4gar (1,5%) suplementado com
100pug /mL de ampicilina, 0,1 uM de IPTG e 0,004% de X-gal e as placas incubadas por
16 horas a 37 °C.
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Em todas as transformagdes, como controles positivos e negativos foram usados o
plasmideo pUC18 (Amersham-Pharmacia Biotech) e uma transformagao sem plasmidio,

respectivamente.

3.2.1. OBTENCAO E RESTRICAO DE DNA PLASMIDIANO

DNA plasmidiano dos clones considerados positivos foram preparados
utilizando o “kit” Wizard plus SV minipreps DNA purification system (Promega), de
acordo com instrugdes do fabricante. Esse sistema baseia-se na lise alcalina das
bactérias seguida de cromatografia de troca idnica. Com o uso desse sistema de
purificacdo foram obtidos cerca de 2 pg de DNA a partir de 3 mL de cultura crescidos
em meio 2XYT. Preparagdes de DNA plasmidiano em maior escala e com alto grau de
pureza (cerca de 400 ug de plasmideo), para serem aplicados nos teste de transfec¢do
dos parasitos, foram obtidas a partir de 200 mL de cultura em meio 2XYT, com o uso
do Plasmid Maxi Kit (Qiagen), como descrito pelo fabricante, de principio similar ao
anterior. As amostras de DNA plasmidiano obtidas foram dosadas em
espectrofotometro a 260 nm, sendo o grau de pureza das amostras determinado pela
relacdo da absorbancia a 260/280nm.

As digestdoes dos DNAs plasmidianos foram realizadas nas proporgdes de 1
unidade de cada enzima de restricdo para cada 1 pug de DNA, na presenca do tampao
especificado pelo fabricante a 37°C por quatro horas ou durante a noite. Em seguida o
DNA foi precipitado na presenca de 0,1 volume de acetato de sodio 3M pH 5,2; 2
volumes de etanol 100%, sendo a solug¢do incubada a —20 °C durante a noite. Em
seguida, a mesma foi centrifugada a 14000 rpm a 4 °C por 20 minutos e o DNA
precipitado foi lavado com etanol 70% e novamente centrifugado por 5 minutos. Apos
secagem o precipitado de DNA foi solubilizado em agua.

Os produtos das digestdes do DNA plasmidiano foram corridos em geis de
agarose 1% em tampao TAE 0,5X (0,02M de Tris base, 0,0571% de acido acético
glacial, 0,1% de EDTA 0,5M pH 8,0), nos quais as amostras foram aplicadas na
presenca do tampao da amostra 2X (0,25% de azul de bromofenol, 0,25% de
xilenocianol, 30% de glicerol). Apos coloragdo por 0,5 ug/mL de brometo de etideo os

géis foram visualizados a luz ultravioleta e fotografados.
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3.3. OS PARASITOS

Foram utilizadas, no presente estudo, as cepas JG e Tulahuén e os clones
Col.1.7G2 e CL Brener gentilmente cedidos pelo Prof. Egler Chiari. A cepa JG foi
isolada em 1995 por Lages-Silva, apartir da hemocultura de um paciente cronico grave,
apresentando megaesdfago avancado e tendo sido submetido a cirurgia corretiva de
esofago e o clone Col.1.7G2 foi selecionado ao acaso da cepa Colombiana isolada por
Federici em 1969 a partir da hemocultura de um paciente na fase cronica da doenca,
apresentando manifestagdes cardiacas. As formas epimastigotas dos parasitos foram
mantidas em fase logaritmica de crescimento a 28°C em meio LIT (liver infusion

tryptone), como descrito previamente por Teixeira e cols., 1994.

3.3.1. TRANSFECCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

Epimastigotas na fase exponencial de crescimento foram lavados em tampao de
eletroporagdo (TE) (120 mM KCl, 0,15 mM CacCl,, 10 mM K,HPO4, 25 mM Hepes, 2
mM EDTA pH 8.0, e 5SmM MgCl,) a 4 °C. Em seguida os parasitos foram
ressuspendidos para uma concentragdo final de 10® células/mL no mesmo tampio.
Aliquotas de 0,4 mL (4 x 107 parasitos) desta suspensio de células foram misturados a
50 pg de cada plasmideo (pPROCKGFPNeo ou pROCKRFPNeo), previamente
linearizado por digestdo com a enzima Notl (Promega), em um volume maximo de 50
pL em cubetas de eletroporagdao 0,2 cm (Bio-Rad). Os parasitos foram eletroporados
utilizando o aparelho Gene Pulser System (Bio-Rad) utilizando 0,3 KV e capacitancia
de 500 pF, tendo sido aplicados 3 pulsos, com intervalos de 30 segundos entre eles.

ApOs a eletroporacdo, as cubetas foram transferidas para um banho de gelo por 5
minutos, sendo os parasitos em seguida transferido para garrafas de cultura estéreis
contendo 5 mL de meio LIT suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino) e
incubadas a 28 °C. Vinte e quatro horas ap0s a eletroporagao foram adicionados ao meio

200 pg de G418 (Geneticin - Gibco, USA).

3.3.2. SELECAO DE PARASITOS TRANSFECTADOS

Para a sele¢ao de parasitos transfectados foi utilizada a droga G418 (Geneticin -
Gibco, USA). Este composto ¢ um antibidtico aminoglicosideo que atua no mecanismo
de sintese protéica. O G418 liga-se aos polissomos ¢ interfere na sintese de proteinas

causando erros ou terminando precocemente a tradugdo do mRNA. As proteinas
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aberrantes geradas sdo utilizadas pela célula, podendo inclusive ser incluidas na

membrana celular, alterando a permeabilidade da mesma (Bar-Nun e cols., 1983).

3.3.3. ANALISE DE T. cruzi POR CITOMETRIA DE FLUXO

Cerca de 1,5 mL de cultura de epimastigotas de 7. cruzi em meio LIT, contendo,
aproximadamente, 1 x 10’ células moveis foi centrifugada a 400 RPM, por 10 minutos,
a temperatura ambiente, para separacdo das células intactas dos “debris” celulares. Em
seguida, a cultura foi deixada em repouso por 10 minutos, para que os epimastigotas
pudessem nadar para o sobrenadante. Utilizando uma pipeta plastica, o sobrenadante foi
transferido para outro tubo e as células foram lavadas 3 vezes em PBS gelado. Para as
etapas de lavagem das formas epimastigotas seguiu-se centrifuga¢do a 2200 RPM, por
10 minutos a 4 °C.

Apos a tultima lavagem, o precipitado de células foi ressuspendido em 3 mL de
Master Facs Fix (MFF) (0,05% de paraformaldeido, 0,05% cacodilato de sédio e
0,033% de NaCl). A solucdo de células fixadas foi deixada em geladeira (4 °C) durante
a noite e em seguida submetida a analise por citometria de fluxo. A solugdo de células
fixadas foi transferida para um tubo Falcon de poliestireno 352054 (Bencton Dickinson,
USA) para contagem no FACS. A solu¢do foi diluida em PBS até que a contagem
indicada pelo aparelho ndo ultrapassasse 2000 eventos/segundo.

Para a selecdo das células a serem analisadas, inicialmente foi construido um
grafico SSC X FSC que traduz a granulosidade versus tamanho da célula, assim as
células apresentando granulosidade e tamanhos médios foram selecionados para a
leitura, através da delimitacdo da regido correspondente no grafico. Foram analisados
10° eventos dentro da regido selecionada no grafico SSC X FSC (Figura 6A).

A identificacdo dos parasitos fluorescentes foi feita através do histograma FL1
(fluorescéncia verde) x FL2 (fluorescéncia vermelha) (Figura 6B-C) e a determinagdo
da porcentagem de parasitos verdes e vermelhos foi realizada através de histograma FL1
ou FL2 X numero de eventos, sempre em comparagdo com o perfil gerado para as

células selvagens (Figura 5d).
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3.4. OBTENCAO DE CLONES DE PARASITOS TRANSFECTADOS

3.4..1. CLONAGEM POR DILUICAO LIMITANTE

Para a obtencdo de clones dos parasitos geneticamente modificados, culturas em
fase exponencial de crescimento foram submetidas a um passo de diluicdo limitante até
a concentracdo final de 0,1 ou 0,2 parasitos/0,2mL em meio LIT suplementado com
200pg/mL de G418 e 10% de sangue (Ramirez e cols., 2000) . Em seguida, a cultura
foi distribuida em placa de 96 pocos. As placas foram incubadas a 28 °C em camara
umida por aproximadamente 25 a 30 dias, quando se observou crescimento em alguns
pocos da placa. Os parasitos de cada poco foram analisados em microscopio de
fluorescéncia para verificacdo da existéncia de células fluorescentes. Aqueles clones
que se apresentaram fluorescentes foram transferidos para garrafas de cultura contendo

1 mL de meio LIT 200 pg/mL de G418.

3.4.2. SUBCLONAGEM EM PLACAS DE AGAR-SANGUE

Alternativamente, as populacdes transfectadas e aqueles supostos clones obtidos
através de dilui¢do limitante foram submetidos a passos adicionais de cublonagem em
placas de agar-sangue. Estas foram preparadas usando 0,75% (p/v) de agarose low
melting point (LMP) e 2% de sangue humano fresco desfibrinado adicionados a mistura
de 1:1 dos meios LIT e BHI contendo 200 pg/mL de G418. Em seguida 20 mL desse
meio foram distribuidos em placas de petri estéreis. Logo apds, as placas contendo o
meio foram levadas a solidificar no gelo, embaladas uma a uma em papel autoclavado,
inverditas e incudas a 37 °C por 48 horas para secarem (Gomes e cols., 1991). Cerca
100 pL de meio contendo 107, 10° e 10* parasitos foram plaqueados na superficie do
agar com o auxilio de algas de vidro estéreis, em seguida as placas foram incubadas a 28
°C. Depois de 25-30 dias, colonias isoladas puderam ser observadas e colonias
individuais foram coletadas e transferidas para 1 mL de meio LIT suplementado com

G418 em placas de 24 pogos.
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Parasito selvagem

e

: Parasito fluorescente

Figura 6A-C: Histogramas das células fluorescentes analisadas no aparelho FACS
Vantage. Em (A) o grafico SSC (granulosidade) x FSC (tamanho das células) mostrando a
regido selecionada para a leitura da fluorescéncia. Em (B) e (C) histogramas FL1
(fluorescéncia verde) x FL2 (fluorescéncia vermelha), indicando a presenga de células
expressando GFP (B) e expressando RFP (C). Em (D) o grafico FL1 ou FL2 X n°® de
eventos que permite a determinagdo da porcentagem de parasitos fluorescentes em

comparagdo com o perfil gerado pela linhagem selvagem.
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3.5. SEPARACAO DE BANDAS CROMOSSOMICAS DE Trypanosoma cruzi POR PFGE
(PULSED FIELD GEL ELETROPHORESIS)

A cultura de T. cruzi, em fase exponencial, foi centrifugada a 3000 RPM por 10
min a temperatura ambiente. Logo apds, o sobrenadante foi descartado e as células
foram ressuspendidas cuidadosamente em PBS. Apos novo ciclo de lavagem, as células
foram ressuspendidas em PSG (NaH,PO, 75 mM, NaCl 60 mM e Glicose 10%), a uma
concentragdo de 5x10” parasitos por 50ul. Igual volume de agarose de baixo ponto de
fusdo (LMP - Low Melting Point) 1%, a temperatura de aproximadamente 40°C, foi
acrescida a suspensdo de parasitos. Apds homogeneizacdo, essa mistura foi distribuida
em moldes com volume de 100 pl com concentragdo final de parasitos de 5x10’.

Ap6s solidificagdo, cerca de 20 min a 4°C, os blocos foram mergulhados em um
grande volume de solu¢do ESP (EDTA 0,5 M, Lauroyl sarcosine 1% e Proteinase K 0,5
mg/ml), ¢ mantidos por 48 horas a 50°C sob agitacdo lenta. Apds lavagem em EDTA
0,5 M pH 8,0, os blocos foram armazenados a 4°C nesta solugdo até o momento da
eletroforese (Engman e cols., 1987).

Os blocos contendo moléculas de DNA dos parasitos foram submetidos 8 PFGE
ao lado de um padrdo comercial de peso molecular (cromossomos de Saccharomyces
cerevisae, New England). As bandas cromossomicas dos parasitos foram separadas
através de eletroforese de campo pulsatil (PFGE) conforme descrito por Cano ¢ cols.
(1995), com algumas modificagdes.

Os géis de PFGE foram preparados com agarose SeaKem (FMC — Bioproducts)
0,8% em TBE 0,5X (25 mM Tris-borato/0,5 mM EDTA, pH 8,0). As corridas
eletroforéticas foram realizadas por 135 horas com voltagem constante (80V) a 13 °C
em aparelho “Gene Navigator System”(Pharmacia). Foram aplicados pulsos
homogéneos (N/S, L/O) de 90 s por 30 h, 120 s por 30 h, 200 s por 24 h, 350 s por 25 h
e 800 s por 26 h, com interpolagdo. Apods a separacdo cromossdmica os géis foram

corados com solu¢ao de brometo de etideo (0,5 pg/mL) e fotografados.

3.5.1. CHROMOBLOT

Ap6s coloragdo pelo brometo de etideo e fotografia, os géis foram tratados por
15 minutos com solu¢do de depurinagdo (HCI 0,25M), transferidos para solugao de
desnaturacdo (NaOH 0,5 M; NaCl 1,5 M) por duas vezes durante 30 minutos e, em
seguida, incubados em solucdo de neutralizagdo (Tris-HCI 0,5 M pH 7,0; NaCl 3M)
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duas vezes por 30 minutos (Sambrook e cols., 1989). Esses tratamentos foram
conduzidos a temperatura ambiente e sob agitacdo lenta. O DNA foi transferido para
membrana de “nylon” Hybond-N (Amersham) por meio de capilaridade em solucdo
SSC 10X (NaCl 1,5 M e citrato de sodio 0,15 M pH 7,0) por 24 horas (Sambrook e
cols.; 1989). Para tanto, foi montado aparato de transferéncia composto por um
recipiente contendo aproximadamente 1L de solugdo SSC 10X e sobre o recipiente, uma
placa de vidro coberta parcialmente por uma folha de papel filtro fazendo contato com a
solucdo. Logo acima foi posicionado o gel, a membrana de nylon e uma pilha de papel
absorvente. Apos a transferéncia, as membranas foram lavadas em SSC 2X e o DNA
imobilizado sob luz ultra-violeta por duas vezes na poténcia de 1200 xlOOl,tJ/cm2 no

aparelho UV Stratalinker (Stratagene).

3.5.2. NORTHERN BLOT

As culturas de epimastigotas de 7. cruzi transfectadas e selvagem, em fase
exponencial de crescimento, foram centrifugadas a 3000 RPM por 10 min a temperatura
ambiente. Logo apds, o sobrenadante foi descartado e as células foram lavadas por duas
vezes em PBS. O RNA total de aproximadamente 5 x 10° parasitos foi extraido
utilizando o RNeasy Mini Kit (Qiagen) senguindo-se os procedimentos recomendados
pelo fabricante. O método de extragdo consiste em lise na presenca de isotiocianato de
guanidina e cromatografia de afinidade, onde RNAs maiores que 200 pb ligam
seletivamente a membrana de silica-gel. Os géis de agarose para analise das amostras de
RNA foram preparados na concentragdo 1,5 % em tampao MOPS 1X/EDTA (MOPS
0,02 M; Acetato de soédio SmM; EDTA 1 mM, pH 7,0) e formaldeido 2 %. Foram
adicionados 25 uL de tampao de amostra [0,75 mL de Formamida deionizada; 0,15 mL
de tampao MOPS 10X; 0,24 mL de Formaldeido; 0,1 mL de Agua; 0,1 mL de Glicerol;
0,08 mL de Azul de Bromofenol a 10 % (p/v)] em 10 ug de amostra e incubado a 65 °C
por 15 min. Em seguida, 1 pL de EtBr 1,0 mg/mL foi adicionado as amostras e estas
aplicadas no gel. Apos a corrida, o gel foi analisado em transiluminador de UV. O gel
que foi utilizado na transferéncia foi tratado inicialmente com solugdo NaOH 50 mM
por 20 min, e em SSC 2X por 40 min. Os RNAs foram transferidos para membrana

Hybond-N (AMERSHAM) por capilaridade em solugdo SSC 10X.
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3.5.3. MARCACAO DE SONDAS RADIOATIVAS

Cerca de 50 ng de fragmentos de DNA correspondente a regido codificadora de
GFP, RFP e B-tubulina foram radioativamente marcados com 50uCi de [o-**P]dCTP
utilizando 5 pL da solugdo de hexanucleotideos randomicos como iniciadores, 4 ul. dos
demais dNTPs ndo marcados, 5 pL do tampao da reacdo e a 2 unidades da enzima
Klenow fragment, disponivel no kit Megaprime DNA labelling System (Amersham
Pharmacia Biotech).Apds 10 minutos de marcacao, as reacdes foram bloqueadas com 2
pL de EDTA 0,5M pH 8,0. A purificacdo das sondas marcadas foi feita por
fracionamento em coluna Sephadex "™ G-50 (Nick ™ Columns System — Amersham
Pharmacia Biotech) previamente equilibrada com tampao TE.

Apbés a obtencdo das sondas, as membranas foram submetidas a pré-hibridagdo
em aproximadamente 30 ml de solucdo de pré-hibridacdo (NaH,PO4 0,25 M, SDS 7%,
BSA 1% e EDTA 1 mM) em frascos apropriados mantidos em fornos giratdrios a 65°C
por 1 hora. Apds prévia desnaturagdo por fervura, as sondas marcadas foram
adicionadas a 10 ml de solucdo de pré-hibridacdo. Para a hibrida¢ao, as membranas
foram expostas a essa solug@o e foram mantidas a 65°C por aproximadamente 18 horas
(Church e Gilbert, 1984).

Ap6s hibridag@o, as membranas foram lavadas duas vezes por 15 minutos em
forno giratorio com solugdo de lavagem (SSC 2X e SDS 0,2%) a 65°C. Apoés a lavagem
as membranas foram seladas e expostas em filme de raios X (filme de raios-X, Kodak
X-Omat™) a —70 °C em cassete ¢ reveladas em diferentes tempos de exposi¢do ou
expostas em screen (Amersham Pharmacia Biotech) e lidas no aparelho storm 840

(Amersham Pharmacia Biotech).

3.6. INFECCAO DE CULTURA DE CELULAS EM MONOCAMADAS COM T.

crugi

Placas de cultura de seis pogos contendo uma lamimula de vidro estéril (22 x 22
mm) por poco foram utilizadas para os experimentos de infec¢do in vitro. Cerca de 1 x
10° células Vero foram plaqueadas por pogo em meio RPMI (Sigma) suplementado com
10% SFB (soro fetal bovino), 25 mM de HEPES (Sigma) e 200 Ul de penicilina ¢ 0,2
mg de estreptomicina (cultilab) e ap6s um periodo de 24 horas foram infectadas com

aproximadamente 1 x 10° formas tripomastigotas das cepas selvagem ou transfectada,
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durante 6 dias de cultivo. Para a co-infec¢do foram utilizados cerca de 1 x 10°
tripomastigotas de cada populacdo expressando GFP e RFP.

Para avaliacdo da infectividade dos parasitos selvagens e transfectantes, trés
laminulas contendo células Vero infectadas com os parasitos selvagens e transfectantes
foram lavadas com PBS e fixadas com SFB por aproximadamente 10 minutos até
secarem por completo. As laminulas foram incubadas a temperatura ambiente com 100
pL do corante May Grunwald por 1 minuto, em seguida foram adicionados 100 pL de
agua pH 7,0, que imediatamente, foram totalmente removidos. Acrescentou-se o corante
GIEMSA (2 gotas/mL de agua pH 7,0) até cobrir a laminula. Apds 5 minutos, as
laminulas foram lavadas em agua corrente filtrada e quando ja secas, foram montadas
em laminas, utilizando balsamo do Canada (Giaimis e cols., 1992).

A avaliagdo da infectividade entre parasitos selvagens e transfectantes foi
realizada em trés experimentos independentes através da contagem em triplicata do
numero de células Vero que apresentavam ninhos de amastigotas e o nimero de

amastigotas em um total de 100 células Vero.

3.7. INFECCAO DE CAMUNDONGOS COM OS PARASITOS EXPRESSANDO
GFPE RFP

Camundongos BALB/c ou GKO (nocaute para interferon gama) com idade de 3-
4 semanas, foram intraperitonealmente inoculados com aproximadamente 10°> formas
tripomastigotas dos parasitos geneticamente modificados, provenientes de cultura de
células Vero. Sete dias apds o indculo, uma pequena gota de sangue foi extraida,
diariamente até o 14° dia, da cauda dos animais e examinada ao microscopio, para
verificar a presenga de tripomastigotas. Em seguida, procedeu-se a captura da imagem
de tripomastigotas sanguineos em microscopio de fluorescéncia.

Animais cuja presenca de tripomastigotas fluorescentes no sangue foi observada
por microscopia 6tica de fluorescéncia foram sacrificados, tendo sido coletados coragao,
diafragma, eséfago, reto e musculo esquelético para analise. Os 6rgaos coletados foram
lavados em PBS e em seguida congelados a -30°C em Tissue-Tech O.C.T. (Optical
Coherence Tomography - Lightlab). Apds o congelamento, foram feitos cortes de
aproximadamente 7-10 um de espessura no aparelho criostato (Bright — Instrument
Company LTDA). Os cortes foram imediatamente colocados em ldminas de vidro e

fixados com paraformaldeido tamponado 4%.
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3.8. MICROSCOPIA CONFOCAL

Parte das laminulas contendo as células Vero infectadas, aquelas co-infectadas
com misturas de parasitos expressando GFP e RFP e os tecidos dos animais infectados
com os parasitos fluorescentes foram utilizados para captagdo de imagens em
microscopia confocal (Zeiss LSM 510 - Laser Scanning Microscope). As imagens
foram capturadas em canais separados, utilizando objetiva de 40x com zoom de 2x e
filtro para FITC, Rodamina e luz transmitida. As imagens foram superpostas utilizando
programa LSM Image browser.

Para isto as amostras foram lavadas duas vezes por 3 minutos em PBS gelado
suplementado com 3% de SFB (soro fetal bovino) e, fixadas com paraformaldeido 4%
em PBS a temperatura ambiente por cerca de 10 minutos. As amostras foram
novamente lavadas duas vezes em PBS suplementado com 3% de SFB e tratadas com 1
mg/mL de RNAse por 15 minutos a 37 °C e lavadas mais duas vezes em PBS. Em
seguida, 0 DNA das células foi corado por 10 minutos a temperatura ambiente pelo
iodeto de propideo (0,1 mg/mL) ou pelo DAPI (4’,6-diamidino-2-phenylindole) (0,1
pg/mL) e preparadas sobre laminas de vidro contendo um gota de 90% de glicerol e

10% de Tris-HCI1 0,5M; pH 9,0.
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4.1. TRANSFECCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DE 7. cruzi COM OS
VETORES PTCRNEOGFP , PTREXGFPNEO E PTREXRFPNEO

Com o objetivo de gerar parasitos transfectantes que expressassem a proteina
verde fluorescente, parasitos das cepas JG e Tulahuén foram inicialmente transfectados
com o vetor de expressdo permanente pTCRNeoGFP. Este ¢ um plasmideo integrativo,
via recombinacdo homologa com loco do gene TCR27 (Figura 4). Para permitir
recombinacdo do vetor com o genoma do parasito, o plasmideo foi previamente
digerido com as enzimas Kpnl e Notl, a fim de se liberar o cassete contendo o gene
TCR27, promotor de rRNA, GFP, gene de resisténcia a neomicina e 3'UTR de amastina.
Apos a eletroporacdo, os parasitos foram submetidos a selecdo dos transformantes na
presenca de G418, por aproximadamente 25 dias, quando se verificou a total auséncia
de parasitos transfectantes. Esse experimento foi realizado duas vezes, sendo que em
ambos ndo foram obtidos parasitos fluorescentes.

Buscando uma nova alternativa que permitisse gerar os parasitos expressando
GFP e RFP, foi utilizado o vetor pTREX descrito com grande sucesso por Vazques e
Levin, (1999) e Lorenzi e cols., (2003). Em dois experimentos independentes, os
parasitos das cepas JG e Tulahuén e do clone Coll.7G2 foram transfectados com os
vetores de expressdo transiente pTREXGFPNeo e pTREXRFPNeo (Figura 5). Apos 12
horas da transfecgdo, parasitos vivos e fluorescentes foram observados em microscopio
de fluorescéncia. Os parasitos das populacdes JG, Tulahuén e Col.1.7G2 expressaram as
proteinas fluorescentes GFP e RFP. Para cada transfec¢do foram contados
aleatoriamente 500 parasitos vinte e quatro horas apos a eletroporacdo. Para a cepa
Tulahuén, a eficiéncia de transfecc¢ao foi de 18% para GFP e 15% para RFP, enquanto a
cepa JG e clone Col.1.7G2 apresentam valores inferiores a 2% (Figura 7).

Apo6s a verificagdo da expressdo dos genes reporteres, as culturas de
epimastigotas transfectadas foram submetidas & selecdo de parasitos resistentes ao
G418, em meio LIT contendo 200 pg/mL de antibiotico. Esta concentragao de G418 foi
determinada anteriormente através de uma curva dose-resposta das cepas utilizadas em
meio contendo diferentes concentracdes do antibidtico. Apds a adigdo da droga ndo foi
observado aumento nas proporcdes de parasitos fluorescentes através do exame das
epimastigotas transfectadas em microscopia de fluorescéncia. Vinte dias apds a

eletroporacdo nao foi mais possivel observar a presenga de parasitos fluorescentes,
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Figura 7: Eficiéncia do processo de transfeccdo de 7. cruzi com os vetores
pTREXGFP e pTREXRFP, vinte e quatro horas apds a eletroporacdo. Foi contado o
numero de parasitos expressando GFP e RFP em total de 500 células, utilizando
microscopia de fluorescéncia. Nas barras cinzas estdo representados os parasitos

transfectados para GFP e nas pretas aqueles transfectados para RFP.
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mesmo estes permanecendo resistentes ao antibidtico.
Um novo experimento de transfec¢do do clone CL Brener com o vetor pTREXGFP foi
realizado, desta vez, seguindo as condi¢des descritas por Guevara e cols., (2005) que
haviam relatado a obten¢@o de 100% de parasitos transfectados expressando a proteina
verde com este mesmo vetor. Assim, os parasitos foram eletroporados com um tnico
pulso de 300V, 1000puF e 200png do vetor pTREXGFPNeo. Dois dias apos a
eletroporagdo, foram adicionados 200 ou 500 pg/mL de G418, pois esta ultima foi a
concentracdo da droga utilizada por Guevara e cols., (2005). Mesmo utilizando esse
protocolo, sete dias apos a transfeccdo ndo foram observados 100% de parasitos
fluorescentes, como descrito na literatura, mas uma propor¢do bem inferior, sempre
abaixo de a 10%. (Figura 8). A partir desses resultados fez-se necessaria a construgao de
novos vetores que permitissem a expressao de GFP e RFP de forma estavel e duradoura

em populacdes de 7. cruzi.

4.2. CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO PERMANENTE
PROCKGFPNEO E PROCKRFPNEO

A fim de gerar parasitos fluorescentes de forma estavel foram construidos os
vetores de expressdao permanente pPROCKGFPNeo e pPROCKRFPNeo a partir do vetor
previamente desenvolvido pelo entdo estudante de doutorado Wanderson da Rocha
denominado pROCKAmMaFGFPNeo. Inicialmente, este vetor foi digerido com as
enzimas de restri¢do Xbal e Xhol para substitui¢do do fragmento AmaFGFP (amastina
em fusdo com GFP) pelo gene da proteina verde ou vermelha fluorescente. O gene de
GFP foi obtido a partir do vetor pTCRNeoGFP7 (Teixeira e cols., 1999) e o gene de
RFP foi obtido do vetor pDsRed (Clontech), através da digestio com as mesmas
enzimas acima citadas Estes plasmideos, além dos genes de resisténcia a neomicina e
das proteinas fluorescentes, contém em sua seqiiéncia um fragmento do gene multicdpia
de B-tubulina, uma proteina formadora de microtiabulos em 7. cruzi, o promotor de
RNA ribossémico que assegura um alto nivel de transcricdo do gene repdrter, a regido

HX1 e aregido intergénica e 3’UTR do gene de gGAPDH que promovem o



Resultados 42

—_
S

—e— 200

S 76 \ N

Parasitos fluorescentes (%)
S = N W Bk~ N N N 0 O

Dias apos a transfec¢io

Figura 8: Expressdo de GFP no clone CL Brener de 7. cruzi dirigida pelo vetor
pTREXGFP . Foram utilizados 200pg do plasmideo e os parasitos eletroporados com
um Unico pulso de 300V e 1000uF. Dois dias apds a transfecgdo foram adicionados
200pg @) e 500pg/mL @) de G418 e o nimero de parasitos expressando GFP foi
contado diariamente até o 7° dia e apos a selecdo em meio contendo antibidtico (26°

dia) em microscopia de fluorescéncia.
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processamento do mRNA do gene reporter por trans-splicing e poliadenilagdo. A
seqiiéncia HX1 ¢ derivada da regido intergénica do gene Tcp2P (Vazques e Levin,
1999), que codifica uma proteina ribossoémica (Figura 9A).

A descricdo desses vetores, juntamente com protocolos de eletroporagdo
otimizados com base no porcentual de parasitos expressando GFP foram publicados na

forma de um artigo na revista Parasitology Research(anexo 8.1).

4.3. OBTENCAO DE LINHAGENS DE VARIAS CEPAS E CLONES DE T. cruzi
TRANSFECTADAS DE MANEIRA ESTAVEL COM OS VETORES
PROCKGFPNEO E PROCKRFPNEO

Utilizando os protocolos de eletroporagdo previamente otimizados no
laboratorio (DaRocha e cols., 2004a), as cepas monoclonais Tulahuén e JG e os clones
Coll.7G2 e CL Brener foram transfectados com os vetores pROCKGFPNeo e
pROCKRFPNeo

Os parasitos foram transfectados na presenca de 50 pg (em 50uL de agua) do
vetor pPROCKGFPNeo ou pPROCKRFPNeo previamente linearizados com a enzima Not
I. No controle da transfec¢do os parasitos foram eletroporados na presenca de S0ul de
agua estéril. Vinte e quatro horas apos a eletroporacao foram adicionados 200 pg/mL de
G418 ¢ 3 ou 4 semanas depois foi observada a morte dos parasitos controles, indicativo
da selecdo dos parasitos que receberam os vetores.

As populacdes de parasitos transfectados e resistentes ao G418 apresentaram
intensas fluorescéncias verde e vermelha, quando examinadas em micréscopio de
fluorescéncia. Tanto a mobilidade quanto a morfologia normal dos parasitos foram
mantidas (figura 10A-H), indicando que o processo de transfec¢do e o evento de
recombinacdo com o loco de B-tubulina ndo alteraram as caracteristicas morfologicas
das células. Foram realizados trés experimentos independentes de transfeccdo para as
populagoes Tulahuén, JG e clone Coll.7G2 ¢ um para o clone CL Brener.

As porcentagens de parasitos GFP positivos das populagdes Col.1.7.G2, JG e
Tulahuén, transfectadas com o vetor pPROCKGFPNeo, foram de aproximadamente 11%,
22% e 17% respectivamente no primeiro experimento, 26%, 12%e 28% no segundo
experimento e 35%, 26,5% e 36%, no terceiro experimento. Para o vetor
pROCKRFPNeo as populacdes Col.1.7G2, JG e Tulahuén apresentaram uma eficiéncia

de expressao de 0.8%, 14% e 25% respectivamente, no primeiro experimento, de 3%,
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Figura 9A: A) Representacdo esquematica do pROCKGFP/RFPNeo, um vetor
integrativo no loco de B-tubulina para a expressdo estavel de GFP e RFP em T. cruzi,
baseado em DaRocha e col., 2004. Este vetor possui um promotor ribosomal que
aumenta a expressao heterdloga. HX1 corresponde a regido intergénica da proteina
ribosomal TcP2f e que permite a processamento do mRNA de GFP/RFP pela adi¢do
da seqiiéncia SL. Regido intergénica gGAPDH I/Il e 3’ UTR gGAPDH II que sdo
eficientes sitios aceptores para trans-splicing e poliadenilagdo dos genes exdgenos.
Estes plasmideos também contém o gene que confere resisténcia a neomicina para a

selecdo dos transfectantes.
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Figura 10A-H: Expressdo de GFP e RFP nas formas epimastigotas de 7. cruzi. A

expressdo das proteinas verde e vermelha fluorescentes ¢ observada,
respectivamente, nas imagens A ¢ B para CL Brener, C ¢ D para Coll.7G2, E ¢ F
para a cepa JG e G e H para a cepa Tulahuén. Imagens obtidas em microscopio de
fluorescéncia (Zeiss), utilizando objetiva de 100X, filtros para FITC (parte superior)

e rodamina (parte inferior).
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9%, 30% e na segunda transfec¢do e 22%, 12% e 20% na terceira transfecg@o. Para o
clone CL Brener as porcentagens de parasitos GFP e RFP foram 29% e 24%
respectivamente. (Figura 11A-B). Estes valores foram obtidos através da contagem
manual aleatéria de 500 parasitos sob microscopia de fluorescéncia ou apds analise

automatica no FACScan.

4.4. CLONAGEM DOS PARASITOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

Com o objetivo de obter culturas homogéneas dos parasitos fluorescentes foi
realizada inicialmente a clonagem dos parasitos geneticamente modificados em placas
de 96 pogos, por dilui¢do limitante.

Foram obtidos 4 clones das cepas JGRFP (com 63%, 65%, 66% e 88% de
parasitos fluorescentes) e TulaRFP (60%, 65%, 70% e 78%), 2 clones da cepa TulaGFP
(ambos apresentando 40% de parasitos fluorescentes) e 3 clones para ColGFP (com
32%, 33% e 35% de parasitos fluorescentes). Nao foram obtidos clones transfectados da
cepa JG expressando GFP, do clone ColRFP e do clone CLBrenerRFP. Apods o
plaqueamento de CL Brener expressando GFP em placas de agar-sangue foi selecionado
um clone com 100% dos parasitos expressando GFP. No entanto, este ndo foi capaz de
manter as porcentagens, retornando a 30% dos parasitos fluorescentes, em
aproximadamente 3 meses.

Com a expectativa de que o processo de clonagens sucessivas pudesse
gerar culturas com 100% dos parasitos expressando as proteinas fluorescentes, foi
realizado um passo adicional de subclonagem dos clones obtidos previamente em placas
de 4gar-sangue. Para tanto os clones TulaGFP2 e TulaRFP1 obtidos por diluigdo
limitante, com 40% e 70%, respectivamente, de parasitos expressando as proteinas
fluorescentes foram plaqueados em placas de dgar-sangue. Apos crescimento, foram
selecionadas duas colOnias contendo 95% e 84% de parasitos expressando GFP e RFP,
respectivamente. Estes clones foram novamente submetidos a um terceiro procedimento
de clonagem por plaqueamento gerando colénias com 84% e 96% de parasitos GFP ¢

RFP, respectivamente.
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4.5. COMPARACAO DA ESTABILIDADE DA EXPRESSAO DE GFP E RFP

ENTRE OS CLONES E A POPULACAO TRANSFECTADA

As populagdes de Tulahuén expressando GFP e RFP e os clones TulaGFP1 e 2,
TulaRFP 1 e 2 foram cultivadas por 1 e 2 meses, na auséncia e na presenga de 200 e 400
pg/mL de G418, a fim de comparar a estabilidade da expressdo das proteinas
fluorescentes entre as populacdes transfectadas e os clones obtidos por diluicdo
limitante (Figura 12A-F). Foram utilizadas neste estudo as populagdes de parasitos
fluorescentes expressando GFP (Figura 12A) e RFP (Figura 12D) e os clones RFP1
(Figura 12B), RFP2 (Figura 12C), GFP1 (Figural2E) e GFP2 (Figural2F), derivados da
cepa Tulahuén através de dilui¢@o limitante.

Apbés o cultivo, os parasitos foram fixados e analisados no FACS. A
porcentagem de parasitos fluorescentes foi determinada em um total de 10° células. Foi
observado que nos clones expressando tanto RFP (Figuras 12B e 12C) quanto GFP
(Figuras 12E e F), a porcentagem de parasitos fluorescentes se manteve estavel ao longo
do tempo mesmo na auséncia de G418. Enquanto nas populagdes, a propor¢do de
fluorescentes diminuiu quando cultivadas na auséncia do antibiotico, sugerindo que a
etapa de clonagem ¢ fundamental para a manuten¢do da propor¢do de parasitos
fluorescentes na auséncia da droga.

Foi também possivel observar para os clones expressando GFP ¢ RFP que a
porcentagem de parasitos fluorescentes nado se alterou com o aumento da concentragao
de G418 para 400ug/mL, demonstrando que o nivel de expressdo das proteinas

fluorescentes ndo pode ser aumentado pelo incremento da concentrag@o de antibidtico.

4.6. AVALIACAO DA INTEGRACAO DOS VETORES DE EXPRESSAO

PERMANENTE NO GENOMA DO PARASITO.

Para avaliar a integracdo dos vetores de expressdo permanente no genoma dos
parasitos foram realizados experimentos de PFGE. Apds separagdo das bandas
cromossOmicas dos parasitos transfectantes e selvagens, as mesmas foram transferidas
para membranas de nylon e em seguida hibridadas com as sondas de GFP, RFP ou f3-
tubulina. A Figura 13 mostra os resultados encontrados para cada populacdo ou clones
transfectados das cepas JG, Coll.7G2 e Tulahuén. Para a cepa JG foi observada a

presenga de 2 bandas cromossomicas reveladas com a sonda de GFP na



Resultados 49

80 - A 60 4 D

60

Parasitos fluorescentes (%)
Parasitos fluorescentes (%)

[400] [200] [400] [0]
[G-418] pg/mL [G-418] pg/mL

80 1 B 60 - E

60 |
40 -

20 -

Parasitos fluorescentes (%)
Parasitos Fluorescentes (%)

[400] [400]
[G-418] pg/mL [G-418] ug/mL

60 - F

40 -

20 -

Parasitos fluorescente (%)
Parasitos fluorescentes (%)

[400] [400]

[G-418] pg/mL [G-418] pg/mL

Figura 12A-F: Freqiiéncia de epimastigotas da cepa Tulahuén expressando GFP ou
RFP. Os parasitos foram transfectados com pROCKRFPNeo (A, B ¢ C) ou
pROCKGFPNeo (D, E e F) e selecionados em meio contendo G418. A populagdo
transfectada (A e D), bem como, os clones obtidos por dilui¢do seriada (B, C, E ¢ F)
foram cultivadas com a droga nas concentragdes de 0, 200 ou 400 pug/mL por 1 ou 2

meses, barras escuras e claras, respectivamente.
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Figura 13A-E: Chromoblot mostrando a integracdo
dos vetores pROCKGFPNeo ¢ pROCKRFPNeo no
genoma de diferentes cepas de 7. cruzi. As bandas
cromossOmicas das formas epimastigotas de parasitos
transformados e selvagens (Wt) foram separadas por
PFGE. TulaRFP1, TulaRFP2, Tulahuén selvagem
(TulaWt), clone JGRFP1, JGRFP2 and JG selvagem
(JGWt), ColGFP, Coll.7G2 selvagem (ColWt). O
DNA foi corado pelo brometo de etideo (EtBr),
transferido para membrana de nylon e hibridado com

sondas de GFP, RFP ou B-tubulina marcadas com P*2.



Resultados 51

canaleta contendo DNA da populagdo transfectada (JGGFP) e nenhuma banda na
populacdo ndo transfectada (JGWt) (Figura 13A). Com a sonda de [B-tubulina foi
detectada a presenca desse gene em 2 bandas cromossdmicas no parasito selvagem
(JGWt) e em 3 bandas na cepa transfectada (JGGFP). Pode-se observar a
correspondéncia da banda revelada pela sonda de GFP proxima a altura de 1,66 Mb no
parasito JGGFP, com a banda cromossomica reconhecida pela sonda de P-tubulina,
indicando a integracdo do vetor pPROCKGFPNeo neste loco. A terceira banda revelada
pela hibridagdo com B-tubulina na canaleta contendo DNA de JGGFP entre os padrdes
de 1,05 e 1,32 Mb, também apresenta correspondéncia com uma banda cromossdmica
contendo GFP, porém o parasito selvagem (JGWt) ndo mostrou a presenga dessa
terceira banda cromossdmica contendo o gene de P-tubulina. Nos clones JGRFPI1 e
JGRFP2 foi identificada a presenca de uma banda reconhecida pela sonda de RFP,
sendo as mesmas correspondentes aquelas reconhecidas pela sonda de [-tubulina
(Figura 13B).

Para a cepa Tulahuén, foi detectada a hibridagdo da sonda de GFP, nos dois clones
analisados, porém com duas bandas cromossomicas diferentes (Figura 13C). Para o
clone TulaGFP1 observou-se a hibridacdo da sonda de B-tubulina correspondente a uma
unica banda cromossomal também revelada pela sonda de GFP. Todavia, no clone
TulaGFP2 foi detectada a presenca de duas bandas hibridadas com a sonda de [3-
tubulina, indicando que os genes de a e B-tubulina possam estar arranjados em mais de
um cromossomo no genoma deste parasito ou em cromossomos homoélogos com
tamanhos diferentes. Alternativamente, ndo € possivel descartar a hipotese de que o
cassete contendo GFP e copia do gene de B-tubulina tenham sido integrados em um
outro cromossomo, como por exemplo, no loco de GAPDH ou de rDNA, uma vez que
partes destes genes também estdo presentes nos vetores pPROCKGFP/RFPNeo. Esta
ultima possibilidade ¢é reforcada pelo fato de terem sido encontradas 3 bandas
cromossomicas de tamanhos distintos hibridando com a sonda de B-tubulina na cepa
JGGFP, mas apenas 2 delas na cepa JGWt (Figura 13A). Neste caso a banda adicional
conteria a copia do gene de B-tubulina presente no vetor e integrada juntamente com
GFP. Resultados similares foram observados para Tulahuén transfectada com RFP
(Figura 13D). Utilizando-se a sonda de [-tubulina, observa-se na canaleta
correspondente ao parasito selvagem (TulaWt), além das duas bandas ja observadas

para TulaWt na Figura 13C, uma banda adicional de menor intensidade na altura do
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padro de 1,66 Mb. Esse achado pode ser devido ao fato de que o chromoblot da figura
13D apresentou uma maior quantidade de DNA para TulaWt do que no experimento da
Figura 13C. Utilizando a sonda de RFP foi possivel identificar em cada um dos clones
TulaRFP1 e TulaRFP2 a presenga de uma unica banda reconhecida por essa sonda em
diferentes posi¢des. Observa-se também que as bandas reconhecidas por RFP estdo em
posicdes correspondentes aquelas reconhecidas por B-tubulina. Também nota-se que nos
dois clones analisados a banda intermediaria de B-tubulina apresentou sinal mais forte
que no parasito selvagem (TulaWt), reforcando a hipotese de policlonalidade para a
cepa Tulahuén.

Para Col.1.7G2 (Figura 13E) foi observada a presenga de GFP em apenas uma
banda cromossomica, nos parasitos transfectados (ColGFP), sendo a mesma ausente no
parasito selvagem (ColWt). Com a sonda de B-tubulina, identificou-se também uma
banda tanto na canaleta referente ao parasito selvagem (ColWt) quanto no transfectado
(ColGFP). Foi observado ainda, que as bandas hibridadas com GFP e B-tubulina estdo
em posicoes correspondentes. Esses dados sdo indicativos de que houve integracdo do

plasmideo no genoma desse parasito no loco de B-tubulina.

4.7. PRODUCAO DE mRNA DIRIGIDA PELOS VETORES DE EXPRESSAO

PERMANENTE.

Para avaliar se os mRNAs de GFP, RFP e Neomicina fosfotransferase nos
parasitos transfectados apresentam correta transcrigao ¢ processamento foram realizados
experimentos de Northern blot. ApoOs separacdo do RNA total dos parasitos
transfectantes e selvagens, os mesmos foram transferidas para membranas de nylon e
em seguida hibridadas com as sondas de GFP, RFP ou Neomicina. Através da andlise
de Northern blot dos parasitos transfectados foi possivel observar o correto
processamento dos genes exogenos dirigida pelos vetores pROCKGFPNeo e
pROCKRFPNeo. Nos parasitos expressando GFP (TulaGFP2) foi possivel observar o
reconhecimento da sonda deste gene pelo transcrito de aproximadamente 1,4 Kb
referente a0 mRNA de GFP (Figura 14A). Nos parasitos expressando RFP foi
identificada a hibridagdo da sonda desse gene por um transcrito esperado de
aproximadamente 1,3 Kb (Figura 14B). Em ambos os transformantes, utilizando a
sonda de neomicina (neo), observa-se a presenca de um transcrito de cerca de 1,5 Kb,

referente a0 mRNA desse gene (Figura 14 A-B). Em nenhum dos casos foi identificado
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Figura 14A-B: Northern Blot mostrando a presenca de mRNA dos gene de GFP,
RFP e Neomicina nos parasitos transfectados com os vetores pPROCKGFPNeo e
pROCKRFPNeo. Os RNAs extraidos das formas epimastigotas de parasitos
transformados e selvagens (Wt) foram separadas em gel agarose desnaturante. Em A,
Tulahuén selvagem (TulaWt), TulaGFP2clone. Em B, TulaWt e TulaRFP1. O RNA
foi corado pelo brometo de etideo (EtBr), transferido para membrana de nylon e

hibridado com sondas de GFP, RFP ou neomicina marcadas com P*.
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mRNA de GFP, RFP e Neo nos parasitos selvagens (TulaWt).

4.8. EXPRESSAO DAS PROTEINAS FLUORESCENTES NAS OUTRAS FORMAS

DO CICLO DE VIDA DO PARASITO.

Para a avaliagdo da expressdo das proteinas fluorescentes nas formas
amastigotas e tripomastigotas, foram utilizadas placas de seis pogos contendo laminula
estéril. Cerca de 1 x 10° células Vero foram infectadas com aproximadamente 1 x 10°
tripomastigotas de parasitos transfectados. Seis dias apds a infecg¢do, os nucleos das
células Vero e dos parasitos foram coradas pelo DAPI. Estas amostras foram
examinadas em microscopio confocal e observou-se que os parasitos transfectados
foram capazes de infectar cultura de células e de manter a fluorescéncia apos este
periodo na auséncia de G418.

Nos painéis 15A-C, 15D-F e 15G-L sdo mostradas a expressao de GFP para as
populagdes JG, Coll.7G2 e Tulahuén, respectivamente. Nos paineis 15J-L observam-se
a expressdo de RFP nas formas intracelulares da cepa Tulahuén. Nota-se também nos
ninhos de amastigotas, que algumas delas ndo exibem fluorescéncia, uma vez que as
populagdes transfectadas ou até mesmo os clones obtidos, ndo apresentam 100% dos
parasitos fluorescentes. As proporcoes de tripomastigotas e amastigotas fluorescentes
foram mantidas nos clones, enquanto nas populagdes transfectadas, observou-se uma
diminuigdo no numero de parasitos fluorescentes apos infeccdo de células Vero.
Observa-se também em uma mesma cultura, a expressao variavel de GFP e RFP entre
os parasitos, alguns exibem alta fluorescéncia enquanto outros mostram uma baixa
expressdo das proteinas exdgenas. Apds um periodo de aproximadamente 6 meses de
cultivo dessas populagdes transfectantes em células Vero, na auséncia de G418,
observa-se que os parasitos continuam expressando GFP ¢ RFP de maneira estavel

(Figura 10).

4.9. AVALIACAO DA INFECTIVIDADE DOS PARASITOS TRANSFECTADOS EM

CULTURA DE CELULAS.
Para a avaliagdo da infectividade dos parasitos transfectados em relacdo aos
selvagens foram utilizadas placas de seis pogos contendo laminula estéril. Cerca de 1 x
10° células Vero foram infectadas com aproximadamente 1 x 10° tripomastigotas de

parasitos transfectados ou ndo transfectados. Seis dias ap0s a infec¢do, as células Vero
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Figura 15A-I: Avalia¢do da expressdao de GFP e RFP na forma intracelular 7. cruzi
através de microscopia confocal. Células Vero foram infectadas com tripomastigoras
das cepas JGGFP(A-C), ColGFP (D-F), TulaGFP2 (G-I) e TulaRFP1 (J-L). Em A,
D, G e J) imagens dos ninhos de amastigotas expressando as proteinas fluorescentes,
B) os nticleos da célula hospedeira e das amastigotas corados pelo iodeto de propideo
e pelo DAPI (E, H e K). Em C, F, I ¢ L a sobreposi¢dao das imagens dos parasitos
fluorescentes com a imagem em contraste de fase mostrando o ninho de amastigotas.
As imagens A-C foram obtidas com objetiva de 63x ¢ as demais imagens com

objetivas de 40x em microscopio confocal Zeiss LSM 510.
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aderidas as laminulas e infectadas com essas culturas foram coradas pelos corantes
Giemsa e May Grunwald. Foram realizadas contagens do numero de ninhos e
numero de amastigotas presentes em 100 células Vero em trés experimentos
independentes, cada um em triplicata.

Conforme ilustrado na figura 16, n3o foram encontradas diferengas
significativas na infectividade de células em cultura entre os parasitos selvagens e
transfectados das diferentes linhagens estudadas (Coll1.7G2, JG e Tulahuén). Também
nao se observou diferenca em relacdo ao nimero de células infectadas, nem em relacdo
ao numero de amastigotas por célula, indicando que o processo de transfeccdo e
recombinacdo homologa ndo comprometeram a etapa de infec¢@o do parasito em cultura

de células.

4.10. INFECCAO DE CAMUNDONGOS COM OS PARASITOS EXPRESSANDO
GFP E RFP

Para a avaliacdo da capacidade infectiva de T. cruzi expressando GFP e RFP
camundongos BALB/c jovens foram infectados com tripomastigotas modificados
geneticamente oriundos de cultura de células Vero. Aqueles animais nos quais foram
encontrados tripomastigotas fluorescentes no sangue, foram sacrificados e tiverem
coragdo, diafragma, reto, esofago e musculo esquelético coletados. Os o6rgdos foram
lavados em PBS e congelados em Tissue-Tek O.C.T (Optical Coherence Tomography -
Miles, Inc., Elkhart, Ind.) e foram feitos cortes no aparelho criostato.

As populagoes JGGFP, JGRFP, ColGFP, TulaGFP2, TulaRFP1 e CL
BrenerGFP e Cl BrenerRFP utilizados nos experimentos de infeccdo em camundongos
BALB/c jovens foram capazes de estabelecer infeccdo nos animais. Na Tabela 1 foram
colocadas as porcentagens de parasitos fluorescentes observados apds infecgdo de
células e animais. Foram observados tripomastigotas sanguineos fluorescentes das
populagdes ColGFP, CL BrenerGFP e CL Brener RFP, entre o 10 e 14 dias apés a
infec¢dao. Nos camundongos infectados, foi verificada a porcentagem de tripomastigotas
fluorescentes através da contagem aleatdria de 100 parasitos encontrados no sangue dos
animais (Tabela 1 - tripomastigotas sangiiineos). Para ColGFP foram observados cerca
de 8% de tripomastigotas fluorescentes, com CL Brener GFP 10% e CL Brener RFP
menos que 1%. Foram encontrados diversos ninhos de amastigotas corados pelo DAPI

nos tecidos dos animais infectados com CL Brener GFP. Porém, os ninhos ndo
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Figura 16A-F: Avaliagdo da infectividade entre parasitos selvagens e fluorescentes
das linhagens Col1.7G2, JG e Tulahuén de 7. cruzi. Aproximadamente 10° células
Vero foram infectadas com 10° tripomastigotas selvagens (WT) ou transfectados
(ColGFP, JGGFP, TulaRFP1 e TulaGFP2). Foram realizados 3 experimentos
idendependentes, no qual determinaram-se a porcentagem de células infectadas e o
numero de amastigotas por célula para Coll.7G2 (A e D), JG (B e E) e Tulahuén (C

e F), ap6s coloragao das células com Giemsa.
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apresentaram fluorescéncia. Isso pode ser devido a baixa propor¢do de parasitos
fluorescentes presentes nas amostras inoculadas. Ademais, para aqueles parasitos
transfectados, capazes de estabelecer infec¢do, uma vez que foram observados
tripomastigotas no sangue dos animais infectados, mas que, porém, ndo exibiam
fluorescéncia, foram feitas hemoculturas do sangue dos animais (Tabela 1 -
epimastigotas hemocultura). Assim, os parasitos fluorescentes resistentes ao G418
foram recuperados (Tabela 1).

Camundongos GKO — knockout para o gene de Interferon- gama, foram também
utilizados para experimentos de infec¢do por serem uma linhagem mais susceptivel a
infeccdo pelo 7. cruzi. Os animais foram inoculados com tripomastigotas do clone
TulaGFP1 ou TulaWt. Doze dias ap6s a infeccdo, foram observados parasitos
fluorescentes no sangue dos camundongos (Figura 17A-B). De fato a intensa
fluorescéncia exibida pelos parasitos facilitou sua identificacdo no sangue dos animais,
comparados com animais infectados com parasitos ndo fluorescentes (dados nao
mostrados). Foram também analisados outros tecidos corados pelo DAPI e HE.
Enquanto as amastigotas fluorescentes foram identificadas no coragéo (Figuras 17C-D)e
diafragma (dados n3o mostrados), ndo foi possivel identificar parasitos nos focos
inflamatérios dos animais infectados com parasitos selvagens (dados nio mostrados). E
sabido que a cepaTulahuén apresenta baixa parasitemia ¢ parasitismo tissular,
entretanto, o uso dos parasitos fluorescentes claramente permitiu a identificacdo direta
dos mesmos, através de analises de microscopia de fluorescéncia, sem a necessidade de

passos adicionais.

4.11. INVESTIGACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA NA FALHA DA

EXPRESSAO DAS PROTEINAS FLUORESCENTES

A fim de inve