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RESUMO
O Trypanosoma cruzi, agente causador da doenga de Chagas, ativa receptores presentes
em células da imunidade inata, tais como receptores do tipo Toll. A sinalizacéo
disparada em células, como macréfagos e cardiomidcitos, leva a ativacdo de genes e a
producdo de importantes mediadores inflamatdrios. Além de fatores secretados, tais
como citocinas e quimiocinas, as proteinas intracelulares podem ter um papel critico
durante o controle da infeccdo por T. cruzi. RasGEF1lb é um fator de troca de
nucleotideos guanina cuja expressdo é induzida em macrofagos tratados com tGPI-
mucina e in vivo, em tecidos como o corac¢do e figado de camundongos infectados com
T. cruzi. No entanto, o papel do RasGEF1b durante a infec¢do por este parasito ainda
néo foi investigado. Neste trabalho foram utilizados camundongos nocautes completos
(RasGEF1b-KO) ou com delecdo condicional de Rasgeflb em células hematopoiéticas
[RasGEF1b(Hc)-KO] para investigar o papel desta molécula na resposta imune inata ao
T. cruzi. Andlises in vitro foram realizadas em macrofagos derivados de medula 6ssea
provenientes de camundongos selvagens e nocautes. Nas células infectadas ndo foram
observadas diferencas nos eventos de internalizacdo, multiplicacdo intracelular e de
liberacdo do parasito. Em modelo de infecgdo in vivo, a deficiéncia de RasGEF1b nédo
impactou no controle de parasitos no sangue e na sobrevida dos animais. No entanto,
em animais RasGEF1b(Hc)-KO a concentracdo sérica de Ifn-y e 11-6 foi
significativamente mais elevada no 15° dia pds-infeccdo. Interessantemente, a producéo
de Ifn-y por esplenocitos ou por células ndo-parenquimais do figado tambem foi
elevada. Andlises histopatoldgicas revelaram que a inflamacdo no figado e no coracédo
de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO é maior quando comparado com WT. Esta maior
inflamacdo, no entanto, ndo impactou significativamente na carga parasitaria destes
animais. Apesar da resposta induzida por Ifn-y aumentada, ndo foi detectado dano
hepético nos animais RasGEF1b(Hc)-KO. Em conjunto, esses resultados revelaram que
0 RasGEF1b ndo é essencial para o controle sistémico do parasito durante a fase aguda
da infeccdo pelo T. cruzi, mas pode atuar como um regulador negativo de Ifn-y e 11-6 de
uma maneira célula-especifica. Considerando que a miocardite € uma das principais
causas de morbidade entre pacientes chagasicos, nds geramos camundongos nocautes
condicionais de RasGEF1b em cardiomidcitos [RasGEF1b(Cm)-KQO]. Demonstramos
que RasGEF1lb ¢ o membro mais expresso da familia RasGEF1 no coragdo e em
cardiomiocitos. Durante a fase aguda da infeccdo por T. cruzi, os animias

RasGEF1b(Cm)-KO sobrevivem, porém apresentam um atraso no pico de parasitemia.



Nossos dados forneceram evidéncias para o papel de RasGEF1b durante a fase aguda da

doenca de Chagas.



ABSTRACT
Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas disease, activates receptors present
on cells of innate immunity, such as Toll-like receptors. Intracellular signaling triggered
in cells such as macrophages and cardiomyocytes leads to the activation of genes and
consequent production of critical inflammatory mediators during infection. In addition
to these secreted factors, such cytokines and chemokines, intracellular signaling proteins
may play a role during the host control of T. cruzi infection. RasGEF1b is a guanine
nucleotide exchange factor whose expression is induced in macrophages treated with
tGPI-mucin and in vivo in tissues as the heart and liver of mice infected with T. cruzi.
However, the role of RasGEF1b during the infection by this parasite still unknown. In
this work, complete knockout mice (RasGEF1b-KO) or with conditional deletion of
Rasgeflb in hematopoietic cells [RasGEF1b(Hc)-KO] were used to investigate the role
of this molecule in the innate immune response to T. cruzi. In vitro analyzes were
performed on bone marrow derived macrophages from wild type and and knockout
mice. In infected cells no differences were observed in the events of internalization,
intracellular multiplication and parasite release. In an in vivo infection model,
RasGEF1b deficiency did not affect the control of parasites in the blood and survival of
the animals. However, in RasGEF1b(Hc)-KO mice the serum concentration of Ifn-y and
11-6 was significantly higher at 15th day post-infection. Interestingly, the production of
Ifn-y by splenocytes or liver non-parenchymal cells was also elevated in the RasGEF1b
(Hc)-KO mice. Histopathological analyzes revealed that inflammation in the liver and
heart of RasGEF1b(Hc)-KO mice is higher when compared to WT. However, this
enhanced inflammatory infiltrate did not implicate an improvement in the control of
tissue parasite load. Despite the increased concentration of Ifn-y, no hepatic damage was
detected in infected RasGEF1b(Hc)-KO mice. Taken together, these results revealed
that RasGEF1b is not essential for systemic parasite control during the acute phase of T.
cruzi infection, but may act as a negative regulator of I1fn-y and 11-6 production in a cell-
specific manner. Considering that myocarditis is a major cause of morbidity among
chagasic patients, we generated conditional knockout mice from RasGEFlb on
cardiomyocytes [RasGEF1b(Cm)-KO]. We have shown that RasGEF1b is the most
abundant member of the RasGEF1 family in the heart and in cardiomyocytes. During
the acute phase of T. cruzi infection, RasGEF1b(Cm)-KO mice survive but show a

delay in the peak of parasitemia. Our data suggest an in vivo role of RasGEF1b in cells



of hematopoietic origin and in cardiomyocytes during the acute phase of Chagas

disease.



1 Fundamentacéo tedrica

1.1 Doenca de Chagas: distribuicéo, etiologia e tratamento

O protozoario parasito Trypanosoma cruzi € o agente causador da doenca de
Chagas. O levantamento mais recente da Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2017)
estima que ha entre 6 e 7 milhdes de pessoas infectadas pelo parasito em todo o mundo,
a maioria ocorrendo na América Latina. Nesta regido do globo terrestre € onde ocorre a
transmissdo por meio do vetor triatomineo (Figura 1), que pode conter em suas fezes as
formas tripomastigotas infectivas do T. cruzi. Por esta via de contaminacao, o parasito
entra no organismo do hospedeiro por meio do local da picada do triatomineo
hematofago (Brener, 1973). A infeccdo também pode ocorrer por via oral, atraves de
alimentos contaminados, transfusdo de sangue; transplante de 6rgaos; via congénita ou
ainda por acidentes laboratoriais. No entanto, a transmissdo na natureza ainda é a mais
expressiva (Organization, 2014).

No ciclo de transmissdo na natureza, apds a entrada dos tripomastigotas
metaciclicos (forma alongada dotada de um flagelo) pelo local da picada do triatomineo,
0 parasito entra nas células do hospedeiro, ficando inicialmente no vacuolo parasitéforo
(Teixeira et al., 2006). Apd6s o rompimento do vacuolo, o parasito se diferencia na
forma replicativa (amastigota desprovida de flagelo), que se multiplica no citoplasma da
célula por fissdo binaria e finalmente diferenciam-se em tripomastigotas. Seguido ao
rompimento da célula parasitoda, principalmente devido a intensa movimentacdo dos
parasitos, as formas tripomastigotas sanguineas sdo liberadas, podendo invadir outras
células (revisto por Andrade e Andrews, 2005; Teixeira et al., 2006). No vetor
triatomineo, ao alimentar-se do sangue contendo as formas sanguineas do T. cruzi,
ocorrera a diferenciacdo dos tripomastigotas em epimastigotas, que se multiplicam no
intestino médio do inseto. A passagem do parasito pelo reto do triatominio permite a sua
transformacédo em tripomastigotas metaciclicas, que estardo contidas nas fezes do vetor,

que poderdo infectar novos hospedeiros vertebrados e reiniciar o ciclo (Brener, 1973).
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Figura 1. Distribuicao global dos individuos infectados por Trypanosoma cruzi. (Adaptado
de Ribeiro et al., 2012). Inicialmente restrita & regido da América Latina, os individuos
infectados por T. cruzi atualmente podem ser encontrados em outras partes do globo, como
América do Norte, Australia e Europa.

A doenca de Chagas consiste de duas fases. No periodo inicial da infeccdo €
possivel detectar tripomastigotas do T. cruzi no sangue (Brener, 1961) e os individuos
podem desenvolver sintomas comuns a outros quadros infecciosos como febre, dores de
cabeca, nos musculos ou no abdémen (Organization, 2014). Outros acometimentos
como conjuntivite, hepatoesplenomegalia e irritacio nas meninges sdo também
observados, além de ser possivel detectar o parasito em varios érgdos e tecidos como
figado, baco, tecido adiposo e coracdo (revisto por Machado et al., 2012). Apds a
resolucéo da resposta inflamatoria inicial, o paciente entra na fase crénica. Esta, por sua
vez, pode ocorrer sem 0 aparecimento de sinais clinicos por toda a vida do paciente
(fase indeterminada) ou se manifestar nas formas cardiaca, digestiva ou neuroldgica
(Tanowitz et al., 1992; revisado por Machado et al., 2012)

Atualmente, duas abordagens sdo exploradas no contexto do combate a doenca
de Chagas. A primeira seria a medida profilatica por meio de vacina, que ainda néo foi
desenvolvida (Sales Junior et al., 2017). J& no contexto de tratamento com drogas
tripanocidas, até o momento apenas duas tem seu uso aprovado (Benzonidazol e
Nifurtimox). Estes medicamentos tem uma maior eficacia (cerca de 50 a 80%) na cura

da infeccdo quando adequadamente utilizados na fase aguda, tendo menor percentual de



eficacia em individuos na fase crénica (de 8 a 20%) (Rodriques Coura e De Castro,
2002; Rocha et al., 2007). Em 2017 foi publicada uma revisdao que reine 0s varios
trabalhos e iniciativas para o desenvolvimento de medicamentos e descoberta de novos
farmacos para o tratamento da doenca de Chagas (Sales Junior et al., 2017), mostrando
0 extenso esfor¢co da comunidade cientifica em trazer melhores solu¢des para uma das

maiores doencas tropicais negligenciadas do mundo (Organization, 2014).

1.2 Aspectos gerais da resposta imune na Doenca de Chagas

Na fase aguda da infeccdo pelo T. cruzi ha a ativacdo da resposta imune,
inicialmente com eventos relacionados a imunidade inata (Golgher e Gazzinelli, 2004).
Tais eventos incluem: 1) reconhecimento do parasito por células como macrofagos e
células dendriticas (DCs, do inglés dendritic cells); 2) ativacdo de vias de sinalizacdo
inflamatoria; 3) produgdo de mediadores inflamatdrios, como citocinas e quimiocinas;
4) efeitos sistémico e tecidual desencadeado pela acdo dos mediadores (Tarleton, 2007;
Junqueira et al., 2010; Kayama e Takeda, 2010).

O reconhecimento de microorganismos patogénicos pelas células da imunidade
inata ocorre por meio de um numero limitado de receptores de reconhecimento de
padrdo (PRRs, do inglés pattern recognition receptor) capazes de reconhecer padrdes
moleculares associados a patogenos (PAMPs, pathogen associated molecular patterns).
Na resposta ao T. cruzi, o reconhecimento de PAMPs do parasito por células do
hospedeiro ocorre por meio de duas classes de PRRs: os receptores do tipo Toll (TLRs,
do inglés Toll-like receptors) e receptores do tipo NOD (NLRs, Nod-like receptors)
(Figura 1) (Cardoso et al., 2015). Estudos feitos em modelo animal murino ja
identificaram pelo menos quatro PAMPs derivados de T. cruzi e seus respectivos TLRs:
ancoras de glicosilfosfatidilinositol (tGPI-mucinas) reconhecidas por TLR2 ((Ropert e
Gazzinelli, 2000; Campos et al., 2001); fragmentos de DNA ricos em ilhas CpG, para
TLR9 (Bafica et al., 2006; Bartholomeu et al., 2008); RNA reconhecido por TLR7
(Caetano et al.,, 2011) e glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) reconhecido por TLR4
(Oliveira et al., 2004; Medeiros et al., 2007). Além desses receptores, foi demonstrada a
importancia de NOD1 na resisténcia do hospedeiro ao T. cruzi (Silva et al., 2010),

porém nenhum agonista do parasito para aquele receptor foi descrito.
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Figura 2. Principais receptores da resposta imune inata reconhecedores de PAMPs do T.
cruzi (Modificado de Cardoso et al., 2015). O reconhecimento do T. cruzi pelo sistema imune
inato do hospedeiro ocorre por meio dos receptores do tipo Toll (TLRs) e receptor NLR
(NOD1), sendo a sinalizagdo mediada por este Ultimo ainda pouco caracterizado no contexto da
infeccdo. Pelo menos quatro moléculas conservadas do T. cruzi ativam diferentes receptores

TLRs e disparam varios mecanismos da resposta imune.

De modo geral, a ligagdo dos PAMPs aos seus respectivos TLRs leva a ativacdo
de fatores de transcricdo relacionados a resposta imune. A cascata de sinalizacdo
iniciada ao nivel dos receptores é bastante complexa e envolve uma série de proteinas
adaptadoras (proteinas que se ligam ao dominio intracelular dos TLRs) que podem
variar dependendo do ligante e do TLR associado. H& quatro moléculas adaptadoras
descritas para a sinalizagéo via TLR, a saber: MyD88 (do inglés myeloid differentiation
primary response gene 88); a proteina associada ao TIR (TIRAP, do inglés
Toll/interleukin-1 receptor adapter protein) também chamada de proteina adaptadora
tipo MyD88 (MAL, do inglés MyD88-adaptor-like protein); proteina adaptadora que
induz IFN-B que contém dominio TIR (TRIF do inglés TIR-domain-containing adaptor
protein inducing IFN-5) e a molécula adaptadora relacionada ao TRIF (TRAM, do
inglés TRIF-related adaptor molecule). MyD88 é uma molécula fundamental para a
sinalizacdo de todos os TLRs exceto para 0 TLR3, que nesse caso sinaliza através do
recrutamento de TRIF (Akira e Takeda, 2004). Apds a ativacdo do receptor iniciada



pelo reconhecimento de seu PAMP cognato, MyD88 se associa a porcao citoplasmatica
do TLR (dominio TIR) e recruta diversas proteinas e cinases que disparam a ativacao de
fatores de transcricdo como NF-kB e AP1, assim como das proteinas cinases ativadas
por mitdgenos (MAPKSs, do inglés mitogen-activated protein kinases), resultando na
regulacdo da expressdo de genes envolvidos na resposta inflamatoria (Akira e Takeda,
2004).

Seguida da ativacdo génica pelos fatores de transcri¢do, haverd a producao de
diferentes citocinas pré-inflamatorias por células da imundidade inata (Junqueira et al.,
2010). Na fase inicial da infeccdo, macrdéfagos e DCs irdo produzir altos niveis de 11-12,
que por sua vez ira ativar a sintese de Ifn-y por diferentes populagdes celulares: células
natural killer (NK), linfécitos T CD4" e CD8" (Rottenberg et al., 1988; Silva et al.,
1995). Ifn-y desempenha um papel central no controle do parasito (Rottenberg et al.,
1993). A geracdo de um mecanismo efetor mais eficiente para o controle das formas
intracelulares e circulantes do T. cruzi é dependente de Ifn-y, como a ativag¢ao da enzima
oxido nitrico sintase induzivel (iNOS) que € produzida em macréfagos ativados por esta
citocina e é responsavel pela conversdo enzimatica de L-arginina em 0xido nitrico
(NO), que € citotoxico ou citostatico para microrganismos intracelulares (Langermans et
al., 1992; Vespa et al., 1994). A producdo de 1l-12 e Ifn- vy, juntamente com células
apresentadoras de antigeno (DCs) irdo fazer a ponte entre imunidade inata e adquirida,
levando a expansdo de células T CD4" e CD8". Essas células T também sdo capazes de
produzirem Ifn-y o que amplifica a expansdo de mais células T (Torrico et al., 1991;
Silva et al., 1992; Silva et al., 1995; Aliberti et al., 1996).

Durante a infeccdo pelo T. cruzi, macréfagos e mondcitos sdo a principal fonte
de Tnf (Nathan, 1987), citocina esta que amplifica a producéo in vivo de Ifn-y, gerando
um mecanismo de retroalimentacdo positiva em macrofagos. Além disso, Tnf contribui
indiretamente para a inducédo da sintese de NO, sendo também importante para ativacao
de macréfagos que irdo controlar o parasito (Silva et al., 1995).

A IL-6 também é um importante fator de protecdo durante a infeccdo pelo T.
cruzi, participando do controle do parasito (Gao e Pereira, 2002). Esta citocina pode
tambeém estar envolvida na regulacdo da migracdo linfocitaria pelos vasos sanguineos
por ser capaz de induzir moléculas de adesdo em células endoteliais (Erdmann et al.,
2016).

Em individuos infectados pelo T. cruzi, observa-se intenso infiltrado

mononuclear no local da infeccéo e nos tecidos parasitodos. Esse fendmeno se relaciona



intrinsecamente com a producéo de quimiocinas, moléculas reconhecidas por receptores
de superficie de leucdcitos que irdo mediar o recrutamento destas células para o tecido
infectado (Teixeira et al., 2002). Dentre as varias quimiocinas produzidas em resposta
ao T. cruzi, a Ccl2 é uma molécula critica para o recrutamento de mondcitos, podendo
também recrutar linfocitos T (Loetscher et al., 1994; Kuziel et al., 1997; Paiva et al.,
2009). Ccl2 ¢ essencial para sobrevivéncia e controle do parasitismo tecidual acarretado
pela infeccdo pelo T. cruzi (Serbina et al., 2008); Paiva et al., 2009). Macrofagos
residentes sdo importantes produtores de quimiocinas, incluindo a Ccl2 (Almeida e
Gazzinelli, 2001).

A intensa inflamacdo induzida pelos mecanismos supracitados é modulada pela
producdo de citocinas regulatorias tais como 11-10 e Tgf-B, irdo inibir: a ativacdo de
macrofagos mediada por Ifn-y e, consequentemente, a inibicdo da producdo de NO;
producdo de quimiocinas e diferenciacdo de células produtoras de Ifn-y (Silva et al.,
1992). Além disso, II-10 é um importante fator na prote¢do contra miocardite induzida
pela infecgdo por T. cruzi (Roffé et al., 2010). O Tgf-p também est4 associado a outros
importantes eventos na doenca de Chagas, tais como na formacdo de fibrose (Araujo-
Jorge et al., 2002; Waghabi et al., 2002) e no processo de invasdo celular (Ming et al.,
1995). Deste modo, o equilibrio entre a produgdo de Ifn-y e I1-10 resulta em uma
resisténcia a infec¢do (Cardillo et al., 1996; Machado et al., 2012).

Além do controle do parasito circulante mediado pelos macrofagos, ha também
uma resposta tecidual intensa, uma vez que o T. cruzi apresenta mecanismos de evasdo
da resposta imune e consegue chegar aos tecidos (Cardoso et al., 2015). O parasito pode
ser encontrado nos mais diferentes locais como no fluido cérebro-espinhal
(Diazgranados et al., 2009), no tecido adiposo (Andrade e Silva, 1995), figado (Cencig
et al., 2011) e coracdo (Veloso et al., 2008). Especificamente no figado, ocorre uma
resposta imune local desempenhada pelas células de Kupffer e diferentes tipos de
células NK e linfocitos T (Sardinha et al., 2006). Sabe-se que uma exacerbada producéao
de Ifn-y neste tecido pode acarretar dano hepatico e desencadear mecanismos de morte

nas células parenquimais (Knight et al., 2007; Horras et al., 2011).

1.3 Miocardite na doenga de Chagas e o envolvimento dos cardiomiocitos

Dentre as manifestagdes cronicas, a cardiomiopatia é a principal forma

desenvolvida nos portadores da doenca de Chagas, acometendo cerca de 30 a 40% dos



individuos (Rassi e Marin-Neto, 2010). Diferentes disfun¢des podem acometer o tecido
cardiaco tais como arritmias, aneurisma ventricular, tromboembolismo e faléncia
cardiaca, podendo em alguns casos levar & morte subita. Ainda ndo ha um completo
entendimento de como essa miopatia cronica se desenvolve, havendo na literatura a
descricdo de potenciais mecanismos patofisioldgicos (Dias et al., 1956; Marin-Neto et
al., 2007).

O T. cruzi, apesar de ter capacidade de infectar praticamente qualquer tipo
celular, possui um tropismo pelo tecido muscular cardiaco (Brener, 1973;Hall et al.,
2000). No coracao, alem de parasitor células como macrdfagos residentes e células
endoteliais, o parasito invade cardiomiécitos (Meirelles et al., 1999; Calvet et al.,
2016). De fato, ha uma expressiva alteracdo no perfil de expressdo génica e proteica em
cardiomidcitos quando infectados pelo T. cruzi (Mukherjee et al., 2003; Goldenberg et
al., 2009). Citocinas inflamatorias tais como Tnf, 1l-13 e Tgf-B, além de quimiocinas
Ccl2, Ccl3, Ccl5 e Cxcl2 sdo produzidas por cardiomidcitos infectados com T. cruzi
(Machado et al., 2008).

1.4 Proteinas Ras no contexto da resposta imune

As proteinas Ras, inicialmente estudadas no campo de pesquisas do cancer
(Chien et al., 1979), emergiram posteriormente para outras diversas areas da biologia
(Takai et al., 2001). Atualmente, estas moléculas sdo bem caracterizadas quanto a sua

estrutura, classificacdo e funcdo celular (Hancock, 2003).

Proteinas Ras sdo pequenas GTPases monoméricas que atuam como
interruptores moleculares capazes de responder a diversos estimulos extracelulares tais
como fatores de crescimento, citocinas e hormdnios (Vojtek e Der, 1998). E uma
extensa superfamilia composta por mais de 150 proteinas, subdivididas em cinco
familias: Ras, Rho, Rab, Ran e Arf (Wennerberg et al., 2005). Estas proteinas estdo
envolvidas em processos celulares tais como progressdo do ciclo celular, polaridade e
movimento celular, proliferagdo e diferenciacdo, transporte vesicular e apoptose (Vigil
et al., 2010). Ainda, algumas proteinas dessa superfamilia participam da sinalizacdo na

imunidade e inflamacao (Johnson e Chen, 2012).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC14764/#B6

A ativacdo ou regulacdo dessas proteinas ocorre com o auxilio de dois tipos de
moléculas: os fatores de troca de nucleotideos guanina (GEF, do inglés guanine
exchange factor) e as proteinas ativadoras de GTPase (GAP, do inglés GTPase-
activating proteins). De modo geral, uma Ras se encontra em estado inativo quando
ligada a GDP e para que seja ativada e desempenhe seu papel, é necessario que um GEF
catalise a remo¢do do GDP, tornando possivel dessa maneira a ligacdo espontanea de
um GTP (Figura 3). O controle dessa ativacdo € desempenhado pelas proteinas GAP,
que acelforam a reacao de hidrolise do GTP pela Ras. Assim, GTP é convertido a GDP
e 0 estado inativo da proteina é entdo restabelecido. E importante ressaltar que a
afinidade de Ras por ambos os nucleotideos guanina (GTP ou GDP) é similar e a
ligacdo espontadnea com GTP ocorre pelo fato de sua concentragdo citoplasmatica ser

aproximadamente dez vezes maior do que a de GDP (Bos et al., 2007).
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Figura 3. Esquema geral de regulacdo de uma Ras-GTPase. (Adaptado de Alberts et al,
2010). Estimulos extracelulares podem ativar fatores de troca de nucleotideos guanina (GEFs),
que por sua vez ativam uma RasGTPase ligada a GDP. A ativagdo ocorre devido a remogédo do
GDP, permitindo assim a ligacdo de um GTP. A regulacdo desta ativagdo e feita por uma
proteina ativadora de GTPase (GAP), que potencializa a atividade de GTPase de Ras. Apds a

hidrolise do GTP, Ras retorna ao estado inativo ligado a GDP.

Os GEFs apresentam uma seletividade para cada familia de Ras GTPases. Por
exemplo, os fatores de troca de guanina da familia Ras (RasGEFs, Ras associated
GEFs) compartilham em sua estrutura protéica um dominio catalitico carboxi-terminal

denominado CDC25 (cell division cycle 25 homology domain) ou dominio RasGEF; e



uma porcdo N-terminal, RasGEF-N (Quilliam et al., 2002). De maneira similar,
proteinas GAP também apresentam especificidade por uma determinada familia de Ras-
GTPase (Bos et al., 2007).

A ativacdo dos diferentes RasGEFs pode ser dada por estimulos, tais como a
fosforilacdo de proteinas e lipidios, o fluxo de calcio e a geracdo de segundos
mensageiros, como diacilglicerol (DAG) (Bos et al., 2007). Este ultimo mecanismo
pode ser observado em fatores de troca de guanina da familia RasGRP, que estdo
envolvidos na sinalizagdo em células imunes (Ebinu et al., 1998)

A sinalizacdo mediada por proteinas Ras em células imunes pode regular a
expressao de moléculas de MHC (major histocompatibility complex), citocinas e fatores
de crescimento importantes para desenvolvimento, crescimento e funcdo de células
hematopoiéticas (Weijzen et al., 1999). Nestas células, Vavl é uma RhoGEF que esta
relacionada a regulacdo do citoesqueleto de actina durante a fagocitose (Hall et al.,
2006). Ainda, o envolvimento de outros GEFs em células imunes foi demonstrado. Por
exemplo, RasGRP sdo GEFs expressos em diferentes tipos de leucécitos e estdo
envolvidos na ativacdo dessas células. RasGRP1 é predominantemente expresso em
linfécitos T e parece regular a diferenciacdo de células do timo (timécitos) por meio de
sinalizacdo mediada por receptores de células T (TCR, do inglés T cell receptor)
(Dower et al., 2000; Ebinu et al., 2000). Outros RasGRPs sdo ainda implicados em vias
de MAPKSs (Dower et al., 2000; Tang et al., 2014).

1.5 O fator de troca de guanina RasGEF1b

O RasGEF1b, um fator de troca de nucleotideos guanina ativado em vias de
TLRs (Ferreira et al., 2002; Silva et al., em preparacao), € a molécula alvo deste estudo.
A familia RasGEF1 é composta por trés membros, a saber RasGEFla, RasGEF1b e
RasGEF1c. Evolutivamente, RasGEF1b é uma proteina altamente conservada em
diferentes espécies como o nematddeo Caenorhabditis elegans, zebrafish, camundongos
e humanos (Epting et al., 2007). Em células de mamiferos € encontrada principalmente
em endossomos primarios, podendo transitar entre esses e endossomos tardios (Andrade
et al.,, 2010). O gene Rasgeflb localiza-se no cromossomo 5 do genoma de
camundongos (Andrade et al., 2010) e no cromossomo 4 em humanos (Bonnet et al.,
2010).
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RasGEF1b parece ter uma implicagdo no sistema nervoso central. Analises da
expressdo de Rasgeflb durante o desenvolvimento de Danio rerio (zebrafish)
mostraram que este gene é expresso de forma variavel em estruturas do sistema nervoso

do embrido de acordo com o tempo/estagio de desenvolvimento (Epting et al., 2007).

Inicialmente o Rasgeflb foi identificado como um gene cuja expressao €
induzida no coracdo de camundongos infectados pelo T. cruzi, assim como em
macréfagos murinos ou humanos estimulados com tGPI-mucina derivadas deste
parasito (Ferreira et al., 2002). Mais tarde, 0 mesmo grupo em colaboragédo com 0 nosso
observou que o Rasgeflb tinha sua expressdo induzida no bago de animais infectados
com T. cruzi e por outro protozoario parasito, o Plasmodium chabaudi. Ademais, foi
ainda sugerido que sua expressao in vivo durante a infecgcdo por esses parasitos ocorria
de modo dependente de MyD88, TRIF e Ifn-y (Andrade et al., 2010).

A caracterizacdo funcional da regido promotora do gene Rasgeflb vem sendo
estudada em nosso laboratorio. Evidéncias tém apontado que a regido minima ativada
por TLRs através de MyD88 e Mal/TIRAP abriga elementos regulatérios de fatores de
transcrigdo criticos associados a resposta imune, tais como 0 NF-kB ¢ o Sp-1 (Ledo et
al., manuscrito em preparacdo). Estudos realizados nos ultimos dois anos revelaram a
existéncia de um microRNA circular de RasGEFlb que pode ser induzido em
macrofagos murinos imortalizados (células RAW264.7) estimulados com LPS (Ng et
al., 2016). Os dados mais recentes gerados por nosso grupo sugerem ainda que o
RasGEF1b € uma molécula que medeia a expressdo de genes inflamatérios, incluindo a
Kc/Cxcll, que é uma quimiocina responsavel pelo recrutamento de neutréfilos (Silva et

al., manuscrito em preparacao).

1.6 Camundongos nocautes e o sistema Cre/loxP

O uso de animais mutantes para estudos de perda de funcdo sucedeu duas
descobertas importantes na biologia: a recombinacdo homdloga e o isolamento de
células tronco embrionarias murinas (Hall et al., 2009). Assim, para a geracdo de
animais cujas células sejam alteradas quanto a um determinado gene alvo, € nescessaria
a construcdo de um vetor para a regido génica de interesse e a inser¢do deste em células
tronco embrionarias. Dentro das células, a construgcdo plasmidianasera alinhada a regido

de interesse atraves de mecanismos de reparo do DNA, possibilitando a recombinagéo
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homologa e consequente insercdo da sequéncia mutante no genoma (Capecchi, 1989a;
b)

O uso de camundongos como modelos para estudar os mais variados fendmenos
bioldgicos é amplamente aceito na comunidade cientifica, uma vez que esses animais
compartilham cerca de 99% dos genes de humanos, além de serem mais faceis de
manipular e gerarem menores custos a pesquisa, comparados a outros modelos
(Capecchi, 1994; Vogel, 2007).

Desde os primeiros registros de manipulacdo do genoma de camundongos para o
desenvolvimento do método para obtencdo de um camundongo nocaute (Capecchi,
1989), até os dias atuais, cerca de metade dos genes do genoma de camundongos foi
mutado para geracdo de animais nocautes (Hall et al., 2009). Estes modelos, sem
duvidas, sdo ferramentas essenciais para pesquisa em todas as areas das ciéncias
bioldgicas (Vogel, 2007). No entanto, dependendo da funcdo desempenhada pela
molécula mutada, algumas complica¢gdes podem surgir em modelos convencionais de
recombinacdo homologa. De acordo com informac6es do NIH (2015), cerca de 15% dos
mutantes deficientes em todas as células gerados apresentam letalidade embrionaria.

Uma ferramenta que surgiu para contornar esse problema foi o sistema de
recombinacdo “Cre/loxP”, que permite a geracdo de animais com delecdo génica
condiciona tecido-especifica (Sauer e Henderson, 1990). Esta estratégia é baseada
nosistema de recombinacao sitio especifica da recombinase Cre, uma enzima derivada
de bacteriofagos que reconhece regides flanqueadas por sitios “loxP” (Floxed, do inglés,
sequence flanked by loxP). Uma vez que a sequencia de interesse esteja flanqueada por
dois sitios “loxP” (flox, do inglés flanked by loxP), posicionados no mesmo sentido, a
recombinase Cre ira catalizar a clivagem do fragmento de DNA situado entre os sitios
loxP (Sauer e Henderson, 1988). O local ou momento em que a Cre serd expressa é
controlado devido a diferentes formas de regulacdo de promotores, tais como aqueles
que sdo ativados em tecido especificos (Hall et al., 2009).

Assim, a geragdo de camundongos nocautes condicionais baseados no sistema
Cre/loxP pode ocorrer a partir de duas linhagens transgénicas parentais: uma cuja o
gene alvo tem uma sequencia flanqueada por loxP em todo genoma (genericamente
denominado de “flox”); e outra linhagem contendo uma construcdo onde a recombinase
Cre tem expressdo controlada por um promotor génico de expressao tecido especifica.
De um modo geral, a partir da geracdo “F2” do cruzamento dessas duas linhagens ¢

possivel obter camundongos que expressardo a Cre em células especificas que,



12

consequentemente, terdo a recombinacdo do gene alvo no tecido desejado (Friedel et al.,
2011).

Ha& na literatura vérios trabalhos que utilizam modelos de delegdo condicional
para investigar o papel de moléculas em tecidos ou células especificas (revisado por
(Kwan, 2002). Mais especificamente, em 2005 foi realizado um estudo de infeccdo
experimental com T. cruzi utilizando camundongos com delecdo condicional de
endotelina 1 (ET-1) em cardiomidcitos e em células endoteliais (Tanowitz et al., 2005).
Esta molécula € um peptideo vasoativo sintetizado por varias células, como
cardiomidcitos e celulas endoteliais (Goto, 2001) e ja foi demonstrado que a ET-1
participa de diversas vias de sinalizacdo relacionadas a disfuncdo cardiovascular,
inclusive aquelas relacionadas a doenca de Chagas (Salomone et al., 2001; Mukherjee et
al., 2003). Neste modelo os pesquisadores pudforam inferir que a endotelina
proveniente de cardiomiocitos, mas ndo a sintetizada por células endoteliais, foi
importante para que houvesse um melhor remodelamento no tecido cardiaco dos
animais infectados com T. cruzi (Tanowitz et al., 2005).

Camundongos com delecdo de RasGEF1b foram gerados utilizando a estratégia
de recombinacdo Cre-loxP, sendo a recombinacdo direcionada para todos os tecidos
(nocaute total ou RasGEF1b-KO) ou para as células do sistema hematopoiético (nocaute
condicional hematopoiético ou RasGEF1b(Hc)-KO). Ambas as linhagem sdo férteis e
ndo apresentam anormalidades anatdmicas aparentes. Os camundongos RasGEF1b-KO
apresentam ninhadas muito reduzidas e comportamento aparentemente mais agitado,
enquanto que os animais RasGEF1b(Hc)-KO possuem ninhadas semelhantes as de
animais C57BL/6 e ndo aparentam ter alteragbes comportamentais (Silva et al.,

manuscrito em preparacao).
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2. Justificativa e hipotese

H& muito vem sendo estudado sobre as caracteristicas da resposta imune a
infeccdo pelo Tripanosoma cruzi (Vespa et al., 1994; Silva et al., 1995; Aliberti et al.,
1996; Talvani et al., 2000; Machado et al., 2012; Dutra et al., 2014). Sucedendo a
infecgdo do hospedeiro mamifero ha o reconhecimento do parasito por células imunes,
tais como macréfagos, através da interacdo de moléculas de superficie de ambas as
células. Receptores de reconhecimento de padrées moleculares associados a patdgenos,
tais como os TLRs, sdo ativados por diferentes PAMPs deste parasito e deflagram vias
de sinalizacéo intracelular, com consequiente ativacdo transcricional de diferentes genes,
formando um complexa rede de ativacdo de moléculas implicadas na resposta
inflamatdria (Watanabe Costa et al., 2016).

Rasgeflb é um gene cuja expressdo foi observada em macrofagos estimulados
por ancoras de glicosilfosfatidilinositol de Trypanosoma cruzi (tGPI) assim como em
tecidos de camundongos infectados com esse parasito (Ferreira et al, 2002; Andrade et
al., 2010). Estudos desenvolvidos em nosso laboratério tem demonstrado que Rasgeflb
também é induzido por outros agonistas TLRs, como Pam3CSK4, LPS e CpG-ODN
(respectivamente, TLR2, TLR4 e TLR9).

Contudo, a fungdo de RasGEF1b na resposta imune inata, sobretudo durante a
infeccdo por T. cruzi, ainda ndo foi investigada. Além disso, a expressdo induzida de
RasGEF1b no coracdo de camundongos infectados por T. cruzi suscita também a
questdo se RasGEF1b exerce fungdes no tecido cardiaco, um importante tecido alvo no
qual o parasito se aloja, prolifera e causa uma resposta inflamatoria.

Dadas essas evidéncias, nds hipotetizamos que RasGEF1lb desempenha um
papel na resposta imune inata ao T. cruzi.

Desse modo, investigar a fungdo do RasGEF1b em modelos experimentais in
vitro e in vivo pode contribuir para fornecer evidéncias da funcdo desse GEF na resposta

imune durante a infeccdo disparada pelo T. cruzi.
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3. Objetivos

O objetivo principal deste estudo foi investigar o papel de RasGEF1b na

resposta imune durante a fase aguda da infeccdo por Trypanosoma cruzi.

3.1 Objetivos especificos

Determinar a taxa de infeccdo, multiplicacdo intracelular e sobrevivéncia de
tripomastigotas em macréfagos selvagens e deficientes de RasGEF1b apds infecgédo
comacepaY deT. cruzi;

Verificar a produgdo de oOxido nitrico e 1I-6 em culturas de macrofagos selvagens e
deficientes de RasGEF1b apoés infeccdo com a cepa Y de T. cruzi;

Avaliar a os niveis do mRNA de RasGEF1b no coracao, baco e figado de camundongos
C57BL/6 (WT) infectados ou ndo com a cepa Y de T. cruzi;

Determinar a mortalidade e parasitemia em camundongos C57BL/6 (WT) e com
delecdo ubiqua (RasGEF1b-KO) ou hematopoiético-especifica [RasGEF1b(Hc)-KO]
infectados com a cepa Y de T. cruzi;

Quantificarcitocinas no soro de camundongos WT e com delecdo ubiqua (RasGEF1b-
KO) ou hematopoiético-especifica [RasGEF1b(Hc)-KQO] infectados com a cepa Y de T.
cruzi;

Quantificarcitocinas ex vivo em camundongos C57BL/6 (WT) e com delecdo ubiqua
(RasGEF1b-KO) ou hematopoiético-especifica [RasGEF1b(Hc)-KO] infectados com a
cepa Y de T. cruzi;

Analisar a patologia cardiaca e hepatica deflagrada por T. cruzi em camundongos WT e
RasGEF1b(Hc)-KO

Gerar e caracterizar camundongos com delecdo condicional de Rasgeflb em
cardiomidcitos, i.e, camundongos RasGEF1b(Cm)-KO.

Avaliar a mortalidade e parasitemia em camundongos RasGEF1b(Cm)-KO infectados

comacepaY deT .cruzi,
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4. Material e Métodos

4.1 Animais

Camundongos C57BL/6 (WT, wild type) foram obtidos do Centro de Bioterismo
da Universidade Federal de Minas Gerais (CEBIO, UFMG). Camundongos Rasgef1b™,
e camundongos com delecdo de RasGEF1b em todos os tecidos (Rasgeflb™1/CMV-
Cre+; abreviado RasGEF1b-KO) ou com delecdo condicional em células
hematopoiéticas [Rasgeflb™:Vav-iCre+; abreviado RasGEF1b(Hc)-KO], ambos em
background C57BL/6, foram gerados pelo cruzamento de camundongos Rasgeflb/™
com camundongos transgénicos CMV-Cre ou Vav-i-Cre, respectivamente (Silva et al.,
manuscrito em submissao). Foram utilizados animais com idade de 8 a 12 semanas,
machos ou fémeas. Os procedimentos experimentais foram aprovados pela Comissao de
Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Minas Gerais (Protocolo CEUA,
UFMG N° 69/2014).

4.2 Genotipagem dos camundongos

4.2.1 Obtengéo de DNA gendmico

Para monitoramento do gendtipo dos animais utilizados nos experimentos, foram
realizadas PCRs a partir de DNA gendmico obtido da cauda dos animais. Brevemente,
um pequeno fragmento da cauda (2-5 mm) foi incubado em tampéo de digestdo (5 mM
EDTA, pH 8,0; 200 mM NaCl; 100mM Tris, pH 8,0; 0,2% SDS; 0,4 mg/mL de
proteinase K, LGC Biotecnologia). Apds incubacdo overnight a 55°C, a proteinase K foi
inativada a 85°C por 15 min, seguido de centrifugacdo (16.000 x g, 15 min). A fase
aquosa foi entdo submetida & precipitagdo com isopropanol (Sigma-Aldrich) e
centrifugacgéo (16.000 x g, 10 min) para obtencdo do sedimento de DNA. Em seguida, o
sedimento foilavado em etanol 70% (Sigma-Aldrich), centrifugado a 16.000 xg por 5
min e por fim solubilizado em &gua livre de DNAse a 55°C por 2h. O DNA foi entdo

armazenado a -20°C até o uso.
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4.2.2 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

O gendtipo dos camundongos foi verificado por meio de PCR do DNA
genémico do tecido obtido da cauda utilizando oligonucleotideos para regido génica de
Rasgeflb alvo da recombinacdo (Tabela 1). Na reacdo de PCR foram utilizados 2 pmol
de cada oligonucleotideo (foward e reverse)em reacdo contendo solugdo tampdo (PCR
Buffer 10, Phoneutria), 1,5 mM de MgCl> (Phoneutria), 0,2 mM de dNTPs (dATP;
dCTP; dGTP; dTTP) (Invitrogen) e 1U de Taq DNA polimerase (Phoneutria). As
reacOes foram incubadas no termociclador MyCycler™ (Bio-Rad) e os fragmentos
amplificados foram fracionados em gel de agarose 1,5%, contendo 0,2 pg/mL de
brometo de etideo (Sigma-Aldrich). Para inferéncia do tamanho relativo das bandas de
DNA foi utilizado o 1Kb plus DNA ladder (Invitrogen). Os géis foram visualizados em
transluminador de luz UV (MultiDoc-It Digital Imaging System, UVP) e as imagens
capturadas através do software do mesmo (UVP).

4.3 Teste de contaminacao por Mycoplasma sp.

Todo material de cultura de células e parasitos utilizado neste trabalho (células
L929 e LLC-MKZ2; cultura de tripomastigotas de T. cruzi) foi monitorado quanto a
contaminacdo por bactérias do género Mycoplasma por meio de PCR (Timenetsky et
al., 2006). Apos fervura da suspensao de células por 10 min, 2 pL do lisado foi utilizado
em reacdo de PCR contendo tampéo (PCR Buffer 10, Phoneutria), 1,5 mM de MgCl;
(Phoneutria); 0,2 mM de dNTPs; 0,625 U de Tag DNA polimerase (Phoneutria) e 5
pmol dos oligonucleotideos MGSO e GPO3 (Tabela 1), em um volume final de 25 pL.

As reacdes foram incubadas e processadas como descrito no item 4.2.2.

4.4 Obtencao de macrofagos derivados da medula éssea

Macrofagos derivados de medula 6ssea (BMDMSs) de camundongos WT ou
RasGEF1b-KO foram obtidos como descrito (Marim et al., 2010). Os animais foram
previamente anestesiados com uma solucdo de quetamina (80 mg/Kg) e xilazina (15
mg/Kg), administrada via intraperitoneal e em seguida eutanasiados por deslocamento
cervical. Os fémures e tibias foram cuidadosamente extraidos e transferidos para um

tubo de polipropileno contendo etanol 70%, sendo mantidos no maximo um minuto, e
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entdo transportados para capela de fluxo laminar em ambiente estéril. Os ossos foram
transferidos e mantidos em PBS estéril enquanto a remocdo do excesso de tecido
muscular foi feita com auxilio de gaze estéril, embebida em alcool 70%. Com o auxilio
de uma seringa com agulha foi feito o flush das células precursoras da medula 6ssea
diretamente para um tubo de polipropileno estéril e centrifugadas a 200 x g por 10
minutos 4°C. As células foram ressuspendidas em meio R20/30, i.e., meio RPMI 1640
contendo 20% SFB, 30% de sobrenadante de células L929 (fonte de M-CSF), 2 mM de
glutamina, 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina e 50uM de 2-
mercaptoetanol. Apos a contagem das células por meio do método de exclusdo de azul
de tripan, 10 mL de uma suspenséo de 7 x 106 células foram transferidos para placas de
Petri de poliestireno (JProlab). O tempo de diferenciacdo das células a macréfagos foi
de 7 dias, a 37°C, em incubadora com atmosfera a 5% de CO2, sendo 0 meio substituido
a cada dois dias. Ao final, o sobrenadante foi aspirado e a cultura de células lavada com
5 mL de PBS estéril aquecido (37°C) para eliminar as células ndo aderentes.
Posteriormente, foram adicionados cerca de 3 mL de PBS/EDTA 10 mM gelado a
cultura, seguido de incubacdo no gelo por 5 minutos. As células aderidas na placa, ja
diferenciadas amacrdfagos, foramremovidas por ressuspensdo e transferidas para um
tubo de polipropileno estéril. Os BMDMs foram centrifugados a 200 x g por 5 minutos,
a 4 °C e ressuspensos em meio R5/10 (RPMI 1640 com10% SBF, 5% de sobrenadante
de células L929, 2 mM de glutamina, 100 U/mL de penicllina, 100 pg/mL de
estreptomicina e 50uM de 2-mercaptoetanol. Para os experimentos de infeccdo, as
células foram contadas e plaqueadas em placas de 24 pocos (5 x 10° células/ 500
pL/poco), sendo mantidas por aomenos dezoito horas de incubagdo em estufa a 37°C,

atmosfera a 5% COz antes do inicio dos experimentos.

4.4.1 Citometria de fluxo

Para monitoramento da diferenciacdo a macréfagos, BMDMs WT e RasGEF1b-
KO foram dissociados por ressuspensdo em PBS/EDTA (10 mM) gelado e 1,5 x 10°
células foram transferidas para tubos de poliestireno transparente para citometria de
fluxo para ensaio de deteccdo dos marcadores desuperficie F4/80 e CD11b. A cada tubo
foram adicionados anticorpo monoclonal anti-receptor de Fc (FCRINI/II mAb; 2-4G.1) e
a suspensao incubada a 25°C por 15 minutos. Apos este tempo as células foram lavadas

com PBS e entdo adicionados anticorpos especificos para as moléculas de superficie
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diluidos em PBS. Para observar a expressdo de moléculas de superficie em BMDMs, as
células foram marcadas com BB515 anti-mouse CD11b (BD Pharmingen, clone M1/70)
OUuPE anti-mouse F4/80 (eBioscience, clone BMS8). Os isotipos controles para o0s
respectivos anticorpos utilizados foram: 1gG2b de rato e 1gG2a de rato - BD
Pharmingen. A suspenséo celular foi incubada por 30 minutos a 4°C. Posteriormente, as
células foram lavadas novamente com PBS e centrifugadas a 300 x g/10 minutos. Apos
a centrifugacdo as células a aquisicdo das células marcadas foi feita no citbmetro de
fluxo FACSCantoll (Becton Dickinson), e as analises feitas no programa “FlowJo”

(Tree Star).

4.5 Manutencéo in vitro de T. cruzi

Nos experimentos in vitro foram utilizadas formas tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi, cepa Y. Os parasitos foram mantidos em cultura de células
epiteliais de rim de macaco Rhesus (LLC-MK?2), sendo feitas infeccbes semanais em
garrafas de cultura de 75 cm®. As culturas foram mantidas a 37 °C e 5% de CO2, em 10
mL meio Dulbecco’s Modified Eagle Mediumm (DMEM) (Gibco), suplementado com
2% de SFB e 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina, sendo trocado
diariamente. Ao 7° dia de infeccdo, o sobrenadante da cultura foi coletado e
centrifugado por 10 minutos, 800 x g, para sedimentacao das células, que foi mantida a
37°C e 5% de CO2 por 4 horas. Posteriormente, 0 sobrenadante desta centrifugagéo foi
novamente coletado e centrifugado a 1.400 x g por 10 minutos para sedimentagdo dos
tripomastigotas. O numero de parasitos foi contado em cdmara de Neubauer para
infeccdo de BMDMs.

4.6 Infeccdo de BMDMs com T. cruzi

Os BMDMs foram infectados com a cepa Y de T. cruzi com uma multiplicidade
de infeccdo de 5:1 (MOI 5:1). Apo6s incubagdo a 37°C por 2 horas, 0s parasitos nao
internalizados foram excluidos apds lavagem das culturas de macréfagos com PBS.
Para algumas analises, os BMDMs foram primados por 3 horas com 50 U ou 100
ng/mL de Ifn-y recombinante murino (Invitrogen). O nimero de células infectadas e de
amastigotas intracelulares foi determinado em macréfagos fixados e corados com

Pandtico Réapido (LB Laborclin) apds 4 e 48 horas, respectivamente. O crescimento e
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sobrevivéncia do parasito foram determinados pela contagem do numero de

tripomastigotas no sobrenadante do 4° ao 7° dpi.

4.7 Dosagem de oxido nitrico

O ensaio de Griess (Green et al., 1982) foi conduzido para determinar as
concentragdes de nitrito no sobrenadante da cultura de BMDMs infectados com T. cruzi
e no sobrenadante de células ndo-parenquimais hepaticas, obtidas como descrito no item
4.13. As amostras foram incubadas com o reagente de Griess (1:1) por 10 minutos a
temperatura ambiente, seguida de deteccdo a 540 nm em leitor de placas (Multiskan,
Thermo). Os resultados foram expressos em pM, determinados pela curva padrdo de

nitrito.

4.8 Infeccéo in vivo com T. cruzi

Os camundongos foram administrados intraperitonealmente (i.p.) com PBS ou
infectados com 100 formas tripomastigotas sanguineas da cepa Y de T. cruzi. Os

parasitos foram mantidos por passagens seriadas em camundongos Swiss.

4.8.1 Parasitemia e mortalidade

A parasitemia foi determinada diariamente a partir do 7° dia até o 13° dia pds-
infeccéo (dpi). Para tanto, 5 pL de sangue foram colhidos de um pequeno corte na cauda
e colocado sobre uma lamina, coberta com uma laminula de 22 x 22 mm. A preparacgéo
foi levada ao microscopio optico (campo claro) onde a contagem foi feita em 50
campos, na objetiva de 40 vezes, como descrito (Brener, 1961). A mortalidade foi
avaliada diariamente até o 40° dpi.

4.8.2 Obtencéo de soro e tecidos

Camundongos WT, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T.
cruzi (5, 10 e 15 dpi) ou tratados com PBS foram anestesiados com solucdo de
guetamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg). Os animais foram entdo fixados e a veia

porta hepatica exposta para coleta do sangue com o auxilio de uma pipeta Pasteur. O



20

sangue foi transferido para microtubos e mantidos a temperatura ambiente. Apos 30
minutos, o sangue foi centrifugado por 15 min, 2.350 x g, para separagéo do soro, que
foi armazenado a -80°C até o momento do uso.

Dos mesmos animais controle (PBS) ou infectados (10 e 15 dias p6s-infecgéo)
foram coletados coracdo, baco e figado, que foram imediatamente congelados em

nitrogénio liquido e armazenados a -80°C.

4.9 Extracdo de RNA total

As extragdes de RNA total foram feitas utilizando o reagente Trizol (Invitrogen),
seguindo as recomendacdes do fabricante. Pequenas modificagcbes nos procedimentos
para obtencdo de RNA de células ou tecidos sdo descritas a seguir. Para extracdo de
RNA de BMDMs, o meio de cultura foi aspirado por succdo, seguido da adicdo
imediata de 500 pL de Trizol a monocamada de células em placa de 24 pocos. As placas
foram mantidas sob agitagdo durante 15 minutos em shaker orbital e armazenadas a -
20°C, até o momento da extracdo. Para obtencdo de RNA de o6rgao (coracdo, baco ou
figado), os tecidos previamente congelados em nitrogénio liquido foram macerados em
1 mL de Trizol com o auxilio de homogenizador de tecidos (Omni Tissue Master
Omnilnternational). As etapas seguintes foram realizadas como descrito no protocolo do
Trizol.

Ao final da extracdo, o RNA foi solubilizado em a4gua DEPC (Invitrogen) (20
pL para BMDM e 150 pL para tecido), incubado a 60°C durante 10 minutos seguido de
ressuspensdo. Uma aliquota de 1-2 uL foi usada para quantificagio em
espectrofotdbmetro NanoDrop ou NanoDrop lite (Thermo Scientific, EUA), os quais
determinam a concentragdo de RNA total em ng/uL e a razdo acido nucléico: proteina,
calculada com base nas absorbancias de 260 nm e 280 nm medidas. Todos os
procedimentos foram realizados com material autoclavado, plasticos e reagentes livres
de RNAse.

4.10 Sintese da 12 fita de cDNA
A sintese da primeira fita de cDNA foi realizada a partir de ummicrograma de

RNA total, que foi adicionado a uma mistura contendo 0,5ug de oligo-dTis, NTPS a

10mM (Invitrogen) e agua DEPC para completar um volume total de 13 pL. ApOS
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homogeneizacdo, as amostras foram incubadas a 65°C durante 5 minutos, e em seguida
colocadas no gelo por 1 minuto. Foram entdo adicionados 7 pul de uma mistura
contendo 4 pL de solugdo tampao MMLYV first-strand buffer (Invitrogen), 2 uLL de DTT
0,1 M (Invitrogen) e 1 pL de enzima MMLV-RT (Invitrogen), obtendo-se o volume
final de 20 pL. Esta solugdo foi incubada a 37°C por 50 minutos. Para inativacdo da
enzima transcriptase reversa, a mistura foi incubada a 70°C por 15 minutos. As
amostras foram armazenadas a -20°C ou imediatamente utilizadas para anélise de

expressao génica por meio de PCR quantitativa em tempo real (RT-qPCR).

4.11 Analises de expressao génica por RT-gPCR

Os critérios utilizados nos estudos de RT-gPCR foram baseados no guia de
MIQE, do inglés minimum information for publication of quantitative real-time PCR
experiments (Bustin et al., 2009). As RT-gPCRs foram conduzidas utilizando-se 0s
cDNAs diluidos em agua milli-Q na propor¢do de 1:10. Dois microlitros da amostra
diluida foram adicionados a uma mistura contendo 5 pL de iTag SYBR Green Supermix
(iTaq™ Universal SYBR® Green Supermix, Bio-Rad), 2 pL de d4gua milli-Q e 0,5 pL de
cada iniciador a 10 mM (Tabela 2). Os procedimentos foram realizados em placas de 96
ou 48 pocos (Axygen), que foram seladas, vortexadas e centrifugadas a 400 x g por 5
minutos antes de serem transferidas para termociclador de tempo real (CFX96 Touch,
Bio-Rad). Os dados foram analisados no CFX Manager Software (Bio-Rad) e salvos em
formato Microsoft Excel para realizacdo dos célculos. Andlises de abundancia relativa
de mRNA foram feitas conforme o método comparativo do ciclo limiar (Ct, do inglés
cycle threshold), de acordo com a equagdo 2, onde ACt = Ct(gene alvo) — Ctrpizz). O
calculo de fold change foi feito de acordo com o método de Livak 222, sendo AACt =
AClttratado) - ACt(controle) (Livak e Schmittgen, 2001).

4.12 Cultura de esplendcitos

Esplendcitos foram obtidos a partir do baco de camundongos tratados com PBS
ou infectados (15 dpi), de acordo com metodologia descrita (Campos et al., 2004).
Resumidamente, o bago inteiro foi passado em cell strainer (poro de 100 pm) para
separagdo das células, que foram mantidas em meio RPMI 1640. Apos centrifugacdo a

400 x g, por 10 minutos, o sedimento foi gentilmente suspendido em 5 mL de tampéo
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ACK gelado (155 mM de cloreto de aménio, 1 mM de carbonato de potassio e 0,1 mM
de EDTA), para lise de hemécias, e incubado em gelo por 5 minutos. Em seguida, 20
mL de PBS gelado foram adicionados e o tubo centrifugado por 5 minutos, 400 x g. O
sobrenadante foi descartado e os esplendcitos suspensos em meio RPMI 1640 com 10%
de SFB, 2 mM de L-glutamina, 100 U/mL de penicilina e 100 pg/mL de estreptomicina.
As células foram cultivadas em placas de 48 pogos, contendo 2,5 x 10° células/pogo, em
placas de. Apos 48h, os sobrenadantes de cultura foram coletados para quantificacdo de
11-6 e Ifn-y por CBA e por ELISA.

4.13 Obtencdo e cultivo de células ndo-parenquimais do figado

Células ndo-parenquimais do figado (LNPCs, do inglés liver non-parenquimal
cells) foram isoladas do érgdo de camundongos tratados com PBS ou infectados com T.
cruzi (15 dpi), como descrito por (Crispe, 2001), porém com algumas adaptagdes. Em
capela de fluxo laminar, cada figado foi cortado com tesoura em pequenos fragmentos e
incubado a 37°C por uma hora, sob agitacdo, em 5 mL de meio RMPI contendo 10% de
SFB (Gibco) e 5 mg de colagenase (Sigma-Aldrich). Apds incubagdo, o homogenato foi
transferido para um tubo de polipropileno estéril e acrescentada uma solugdo de PBS,
0,5% de BSA (Sigma-Aldrich) e 2 mM de EDTA (Sigma), levando ao volume final de
30 mL. O homogenato foi centrifugado por 5 minutos, a 300 x g, 4°C, e o0 sedimento
ressuspenso em 25 mL de meio RPMI. Trés ciclos de centrifugacdo a 60 x g por 3
minutos, 4°C, foram realizados para separacdo das células ndo-parenquimais dos
hepatdcitos. Ao final, o sobrenadante recuperado foi passado por cell strainer (poro 100
um), centrifugado a 300 x g por 5 minutos e o sedimentosuspenso em 5 mL de tampao
ACK gelado para lise de hemacias. Ap6s 5 minutos de incubacdo no gelo, foi
adicionado 20 mL de PBS e centrifugado a 400 x g por 5 minutos. Finalmente, o
sedimento contendo as células ndo-parenquimais do figado foram cultivadas em placas
de 48 pogos (2,5 x 10° por pogo/400 pL) em meio RPMI contendo 10% de SFB,100
U/mL de penicllina e 100 pg/mL de estreptomicina, incubadas em estufa de CO; (5%,
37°C) por 48 horas e o sobrenadante foi utilizado para dosagem de Ifn-y (ELISA) e de

oxido nitrico (Ensaio de Griess).
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4.14 Dosagem de citocinas

O kit CBA Mouse Inflammation (BD) foi utilizado para quantificagéo de 1I-6, II-
10, Mcp-1/Ccl2, Ifn-y, Tnf e I1-12p70 no soro ou sobrenadante de cultura dos
esplendcitos. A aquisicdo dos eventos foi realizada em citémetro de fluxo (FACSCanto,
BD), no Centro de Pesquisa René Rachou (FIOCRUZ-MG). Os resultados foram
expressos em pg/mL. As concentracdes de citocinas no soro ou no sobrenadante de
cultura de esplendcitos (I1fn-y e 11-6), LNPCs (Ifn-y) ou de BMDMs (11-6) foram também
avaliados por ELISA, utilizando kits da R&D Systems. Todos os procedimentos foram

realizados de acordo com o protocolo descrito pelo fabricante.

4.15 Dosagem de transaminases hepéticas (TGO e TGP)

As enzimas transaminases glutamica oxalacética (TGO) e piravica (TGP) foram
dosadas no soro de camundongos controle ou infectados com T. cruzi, ao 15° dia de
infeccdo, utilizando-se kit comercial (Bioclin). Os procedimentos foram realizados de
acordo com o protocolo do fabricante, brevemente descrito a seguir. As amostras foram
incubadas com o substrato a 37°C por 30 minutos. Em seguida, foi adicionado o
“reagente de cor” e a mistura deixada em repouso por 20 minutos a temperatura
ambiente. Por fim, foi acrescentado hidroxido de sodio 0,4N e pipetado 200 pL desta
mistura em placas de 96 pocos para leitura a 540 nm em leitor de placas (Multiskan,
Thermo). Uma curva de calibracdo para cada transaminase foi gerada e lida juntamente
com as amostras para o célculo da concentracdo, fornecida em Unidades por mililitro
(U/mL).

4.16 Histopatologia

As andlises histopatoldgicas foram realizadas no coracdo e o figado obtidos no
15° dpi. Cada 6rgdo (coracdo inteiro e lobo esquerdo do figado) foi fixado em
paraformaldeido 4% tamponado e processado, como previamente descrito (Arantes e
Nogueira, 1997). Cortes semiconsecutivos de 5um de espessura foram coradas com
H&E. Anélises qualitativas foram realizadas no tecido cardiaco. No figado, foi feita
quantificacdo do infiltrado inflamatério em fotomicrografias registradas em objetiva de

10x, analisando-se 20 campos escolhidos aleatoriamente em um corte, com uma area de



24

316,629 pm? analisada por campo. As imagens foram capturadas com o auxilio da
microcamera CoolSNAP-Pro (Media Cybernetics, Bethesda, MD) e analisadas no
software KS300 (Carl Zeiss, Jena, Germany). Um modelador automético de macros (um
algoritmo do software KS300) foi elaborado para processamento de imagens e definigcdo
de condi¢bes morfométricas para determinacéo da celularidade hepatica, expresso como

area de nucleos por area de tecido.

4.17 Parasitismo tecidual

A carga parasitaria tecidual no coracdo e no figado foi quantificada por meio de
PCR em tempo real, como descrito por(Cummings e Tarleton, 2003). O coragéo inteiro
ou 100 mg do figado provenientes de animais infectados foram macerados em 1 mL de
PBS utilizando um homogeneizador de tecidos (OmniTissue Master,
Omnilnternational). Apds dois ciclos de congelamento instantdneo e descongelamento,
0 homogenato foi centrifugado a 850 x g durante 5 minutos e 500 pL do sobrenadante
utilizado para extracdo de DNA pelo método de fenol-cloroférmio-alcool isoamilico
(PCI). Ao final da extracdo o DNA foi solubilizado em agua milli-Q e quantificado em
espectrofotometro NanoDrop lite (Thermo Scientific, EUA).

Utilizando 50 ng de DNA total, a PCR em tempo real foi realizada no sistema de
deteccdo em tempo real CFX96 Touch™ (BioRad) usando o iTaq Universal SYBR
Green Supermix (BioRad) de acordo com as recomendacbes do fabricante. A
equivaléncia do DNA do hospedeiro nas amostras foi confirmada pela medi¢cdo dos
niveis do produto de 1110 genémico nas mesmas amostras. O DNA de T. cruzi, obtido
pelo método de PCI (fenol:cloroférmio:alcool isoamilico, 25:24:1), foi utilizado para
construir uma curva de calibracdo com concentracGes de DNA que variaram de 100 a
0,001 ng diluidos em solucdo aquosa para geracdo de curva e contendo quantidades
equivalentes de DNA de tecido de camundongo ndo infectado. Os iniciadores utilizados,

bem como as condi¢des termociclicas encontram-se na tabela 1.
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4.18 Geracdo de camundongos com delecdo génica condicional de Rasgeflb em

cardiomiocitos

Camundongos com delecdo condicional cardiaca de Rasgeflb foram gerados
pelo sistema Cre-loxP (Hall et al., 2009). Para isso, camundongos Rasgeflb™" fémeas
foram cruzadas com camundongos B6.FVB-Tg (Myh6-Cre) 2182Mds/J machos
(background C57BL/6) (Agah et al., 1997). As ninhadas obtidas foram genotipadas por
meio de PCR de DNA genémico de cauda para selecdo dos animais nocautes
condicionais cardiacos, Rasgeflb™!:Myh6Cre*~ [abreviados RasGEF1b(Cm)-KO]

(iniciadores descritos na Tabela 1).

MyH6-Cre*-

Rasgefl b Flox-Myh6 Cre'-
(delegido do gene em cardiomiécitos)

Figura 4. Esquema de cruzamentos para geracdo de camundongos nocautes condicionais
de RasGEF1b em cardiomidcitos. Os cruzamentos foram feitos preferencialmente utilizando

camundongos fémeas Rasgef1b™ e machos Myh6-Cre*",

4.19 Isolamento de cardiomidcitos murinos e RT-gPCR

Midcitos cardiacos de camundongos adultos foram isolados de acordo com
metodologia previamente descrita (Guatimosim et al., 2001). Brevemente, animais
C57BL/6 (WT) e RasGEF1b(Cm)-KO foram administrados com 100 U de heparina
(Cristalina, Brasil) 15 minutos antes da eutandsia induzida altas doses de solucdo de

quetamina (80 mg/Kg) e xilazina (15 mg/Kg). Apds a perfusdo, os coracdes foram
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triturados em pedacos de 1 mm e agitado em solucdo contendo 50 mM de CaCly, 0,7
mg/mL de colagenase e 0,02 mg/mL de protease. As células foram filtradas em uma tela
de 200 um para remover os fragmentos remanescentes, tendo a concentragdo de Ca**
extracelular aumentada gradualmente para 0,5 mM.

Ao final, a suspensdo de células foi centrifugada por 1 minuto, 30 X g, € 0
sedimento suspenso em 1 mL de Trizol para obtengdo de RNA e sintese de cDNA,
como anteriormente descrito. As amostras foram submetidas a analises por QPCR para
0s seguintes alvos: Rasgefla, Rasgeflb, Rasgeflc, Ccl2, 116, Nos2 e Tnf, utilizando o
Rpl32 como gene referéncia. As sequéncias dos iniciadores e condi¢bes termociclicas

encontram-se na tabela 2.



4.20 Oligonucleotideos
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Nas tabelas abaixo estdo descritos todos os oligonucleotideos utilizados neste

trabalho.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados para genotipagem, teste de Mycoplasma e

RT-gPCR para parasitismo tecidual.

Gene alvo . . . i
Iniciadores Sequéncia5=> 3 Condicoes termociclicas
Tipo de PCR
P1 CCAAGAGCAGAG TGAAACATGC
FWD
Rasgeftb P3 GTATITGGGCAGCATGTATGTC o1 Cf2 mi
min.
PCR - genotipagem 94°C/30's.
P4REV AGGTGTGTAAATGGCCACTGAG 55°C/30s. 30 ciclos
Cre 1 FWD GTCCAATITACTGACCGTACACC 72°C/2m.15s
MyHo-Cre 72°C/3 min.
PCR-genotipagem . 5 ppy GTTATTICGGATCATCAGCTACACC
MGSO TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC 94°C/5 min.
| 94°C/30s.
Mycoplasma
55°C/30s. 35 ciclos
PCR
72°C/30s.
GPO4 GGGAGCAAACAGGATTAGATACCCT
72°C/5 min.
#0 QRT-mil10 FWD GTAGAGGTGGACTGGACTCC
DNA gendmico 95°C/10 min.
Parasitismo qRT-mIl10REV CAGATGTGAGTGGCTCAGAG 95°C/15 seg.
60°C/30seg. L A0cicl
T crusi TCZ FWD GCTCTTGCCCACACGGGTGC 4 clclos
) 72°C{30seg.
DNA gendmico 72°C/3
TCZ REV CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG &

Parasitismo
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d Alelo Rasgefib IE' IE' —_ P1xP4:1.455pb
- - < P3xP4:320pb
P1 P3 P4
b Alelo Rasgefib  [6] D D [9] P1x P4:1.523 pb
> - < P3 x P4: 454 pb
4] P3 P4
C Alelo Rasgefib® |E| D El > P1xP4:317pb
EL> E P3 x P4: ndo amplifica

Figura 5. Esquema da localizacdo dos primers utilizados na genotipagem dos
camundongos RasGEF1b-KO’s. (Adaptado de Silva et al., manuscrito em preparagéo). a)
Representacdo da regido do DNA correspondente ao alelo selvagem de Rasgeflb, mostrando
apenas os exons 6, 7, 8 e 9 e as regides intronicas (-). b) A regido que compreende 0s exons 7 e
8 foi o alvo selecionado para o flanqueamento pelos sitios loxP (triangulo azul). O alelo no qual
houve o flanqueamento é denominado Rasgeflb™. ¢) A recombinacio pela recombinase Cre
gerou a remocéo da regido de Rasgeflb flanquada, restando na sequéncia apenas um sitio loxP.

O alelo gerado apos a recombinacdo é denominado Rasgeflb®.



Tabela 2. Oligonucleotideos utilizados nas analises de RT-qPCR.
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Gene alvo Iniciadores Sequéncia5—> 3’ Condigdes termociclicas
qRT-mCcl2 FWD TTAAAAACCTGGATCGGAACCAA
Ccl2
qRT-mCcl2 REV GCATTAGCTTCAGATTTACGGGT
qRT-mOXcl10 FWD CCAAGTGCTGCCGTCATTTIC
Cxcl10
qRT-mOxcl10 REV GGCTCGCAGGGATGATTTCAA
qRT-mifng FWD TCTGGAGGAACTGGCAAAAG
ifng
qRT-mifng REV TICAAGACTTCAAAGAGTCTGAGG
qRT-mll6 FWD TAGTCCTTCCTACCCCAATTTCC
16
9RT-mil6 REV ACGACCAAATCCGTTGACTC
qRT-mirfl FWD CCGAAGACCTTATGAAGCICTITG
Ifi
qRT-mirf1 REV GCAAGTATCCCTTGCCATCG 95°C/30sce.
qRT-mNos2FWD GCITGCCCCAACAGGAGAAG 9CL3seg.
60°C/30seg.
Nos2 o A0 ciclos
GRT-mNos2 REV GCTGCCCGGAAGGTTTGTAC orca1scg. ;
65°C/5seg.
qRT-mRasgefia FWD GTCACCCGTTGTGGACAAAG opg .
+0,5°C/ciclo | 60 ciclos
Rasgefia +0,5°Cf1seg. |
qRT-mRasgefia REV TTGACCCGTTCCAGTTCAATG
qRT-mRasgefib_ex7-8 FWD3 GCTACAGCGAACGGAAGAA
Rasgefib
RT-miasgefib_ex7-8 REV3 TTGACCCGTTCCAGTTCAATG
qRT-mRasgefic FWD GCTGGAGCGACTAAGGCAC
Rasgefic
qRT-mRasgefic REV CTGTTGAACCACTTCACGTAGG
qRT-mRpI32 FWD GCTGCCATCTGTTITACGG
Rpi32
qRT-mirf1 REV TGACTGGTGCCTGATGAACT
qRT-mirfl FWD ACAGAAAGCATGATCCGCG
inf
qRT-mirf1 REV

GCCCCCCATICTTTIGGE
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4.21 Andlises estatisticas

Os dados foram expressos como média = desvio padrdo da média. O teste t-
student foi aplicado para determinar significancia estatistica entre dois grupos. Analise
de varidncia Two-way ANOVA, poés teste Bonferroni foi aplicada em analises
agrupadas com mais de dois grupos. One-way ANOVA, pds teste Dunns foi aplicado
para analises comparativas de mais de trés grupos. As curvas de sobrevivéncia foram
geradas pelo método de Kaplan-Meyer, sendo que a significancia das diferencas
calculada pelo teste de Log-Rank. Resultados com p < 0,05 foram considerados

significativos. Todos os graficos foram plotados no software GraphPrism5.0.
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5. Resultados

5.1 RasGEF1b é dispensavel para a internalizacdo, multiplicacéo e liberagédo de

T. cruzi em macrofagos

A fim de investigar se RasGEF1b desempenha papel em macrofagos infectados
pelo T. cruzi, n6s utilizamos inicialmente o modelo de infec¢do in vitro com macréfagos
derivados de medula éssea (BMDMs). Primeiramente foram analisados por qPCR o0s
niveis de MRNA de Rasgeflb nas culturas de BMDMs obtidos de camundongos WT e
RasGEF1b-KO ou RasGEF1b(Hc)-KO, a fim de determinar os niveis reduzidos do
mRNA. Como observado na figura 6, os niveis de mRNA de Rasgeflb nas células
selvagens sdo de 0,033, enquanto que nos BMDMSs nocautes, esses niveis estdo

reduzidos em quase 5 vezes (0,007).
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Figura 6. Analise dos niveis de mMRNA de Rasgeflb em BMDMs selvagens e nocautes de
RasGEF1b. Macréfagos derivados de medula 6ssea provenientes de camundongos WT ou
RasGEF1b-KO foram diferenciados por 7 dias. Ap6s a diferenciacdo foi obtido o RNA total,
sintetizado o cDNA para analise dos niveis de mRNA de RasGEF1b por QPCR. A abundancia
relativa de mRNA foi calculada pelo método de Livak: (24Y). Os valores foram dados como

média de duplicata técnica.

Para verificar a eficicia do protocolo de diferenciacdo das células de medula
0ssea em macrofagos, as células foram analisadas por citometria de fluxo onde os
marcadores de superficie celular de macrofagos F4/80 e CD11b foram utilizados. As
figuras 7a e 7b mostram os resultados das analises feitas em células WT. A partir do

grafico de tamanho e granulosidade (figura 7a) foi selecionada uma populacdo
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correspondente a 59,8% dos eventos capturados para analise da expressdao dos
marcadores de superficie. Das células selecionadas (Fig. 7b) 99,2% foram
F4/80"CD11b*. Em uma analise semelhante, células provenientes de animais deficientes
de RasGEF1b apresentaram uma populacdo de tamanho e granulosidade similar (Fig.
7c¢). A populacdo selecionada (Fig. 7d) apresentou 98,4% de células duplo positivas
para os marcadores F4/80" e CD11b*. Deste modo, esta analise demonstra que BMDMs
RasGEF1b-KO ndo apresentam alteragdes quanto a expressdo dos marcadores de

superficie F4/80 e CD11b quando comparados com os macréfagos WT.
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Figura 7. Expressdo de moléculas de superficie F4/80 e CD11b em macrdfagos derivados
de medula 6ssea. Populacéo de células provenientes da medula éssea de camundongos WT (a)
ou RasGEF1b-KO (c) mostradas em uma representacdo biparamétrica com base no tamanho
(eixo x: FSC, foward scattered light) e na granulosidade (eixo y: SSC, side scattered light). Os
marcadores de superficie F4/80 (conjugado a FITC) e CD11b (conjugado a PE) foram

analisados a partir do gate feito na regido onde se observou maior concentracdo de células. Em
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b e d estdo representadas as populacdo de células duplo positivas F4/80*CD11b* de BMDMs
WT e RasGEF1b-KO, respectivamente.

Nos estudos de infeccdo in vitro foram utilizadas formas tripomastigotas de T.
cruzi, cepa Y, que foram mantidas em cultura de células LLC-MK2. Além disso, o
sobrenadante de cultura de células L929 foi utilizada no meio de diferenciacdo de
BMDMs. A contaminacdo de cultura de células por bactérias intracelulares do género
Mycoplasma é bastante comum (Drexler e Uphoff, 2002). Tendo em vista que
moléculas derivadas deste microorganismo sdo capazes de ativar receptores da resposta
imune, tais como TLR2 e TLR 4 (He et al., 2009; Zuo et al., 2009), ambos também
ativados pelo T. cruzi, as culturas de LLC-MK2 e de parasitos foram periodicamente
monitorados, para garantir a utilizacdo de celulas livres de contaminacdo e evitar
interpretacdes erréneas. Na figura 8 esté representado o produto gerado ap6s PCR com
iniciadores especificos para Mycoplasma, apds fracionamento em gel de agarose.

300pb-

Figura 8. Deteccdo de Mycoplasma sp. por PCR. Suspensdo de células ou parasitos em
cultura foram lisados por fervura (100°C, 10 minutos) e utilizadas como molde para PCR
convencional utilizando os iniciadores MGSO e GPO3. Os produtos da amplificagdo foram
fracionados em gel de agarose (1,5%) contendo brometo de etideo. Ap6s fracionamento, o gel
foi fotodocumentado em transluminador de luz ultravioleta para visualizagdo das bandas.
Ladder: 1Kb plusladder (Invitrogen); 1 — lisado de células LLC-MKZ2; 2 — lisado de formas
tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) de cultura; 3 — controle positivo obtido de células

sabidamente contaminadas por Mycoplasma sp, com amplificacdo de uma banda de 270 pb.
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Um dos principais mecanismos do hospedeiro para o controle da infeccdo pelo
T. cruzi é a ativacdo de macrdfagos, dada a sua capacidade em restringir a multiplicacdo
e liberagdo de parasitos (Vespa et al., 1994; Bafica et al., 2006). Assim, experimentos de
infeccdo em BMDMs derivados de camundongos WT e RasGEF1b-KO foram
conduzidos para avaliar a internalizacdo e multiplicacao intracelular de amastigotas. Na
figura 9a observa-se que o percentual de macr6fagos WT infectados é igual a 28,6% (+
EPM). Percentual semelhante (26.5% + EPM) foi observado nos macrofagos
RasGEF1b-KO infectados com T. cruzi. Ademais, ao se avaliar o numero de
amastigotas nos macréfagos WT e KO infectados (figura 9b), observa-se que o nimero
de parasitos intracelulares é similar nos dois gendtipos (WT: 6 + EPM; KO: 6 £ EPM).

Tendo em vista que a ativacdo de macrofagos por IFN-y é importante para
geracdo de agentes tripanocidas intracelulares, tais como o éxido nitrico (NO) BMDMs
selvagens e nocautes foram primados por 3 horas com rlfn-y e em seguida infectados
com T. cruzi. Apés 48 horas de infecgdo, 0o nimero de parasitos intracelulares assim
como a concentragdo de nitrito foram determinados. O resultado (Fig 9c) indica que
macrofagos deficientes de RasGEF1b que foram primados com o rlfn-y apresentaram
moderado aumento na eficacia em restringir a multiplicacdo intracelular do T. cruzi (4,
+ EPM), quando comparado com as células WT (7 £ EPM), porém sem significancia
estatistica. No entanto, a concentracdo de nitrito no sobrenadante de cultura de
macrofagos RasGEF1b-KO infectados estava reduzida quando comparada com os WT
(Fig. 9d), sugerindo que a relativa reducdo de parasitos intracelulares observada nos
BMDMs KO'’s ¢ independente da produgdo de NO.

Em seguida, analisamos a liberacdo de tripomastigotas no sobrenadante de
cultura dos macréfagos infectados. Para isso, 0 nimero de tripomastigotas liberados no
sobrenadante foi determinado no intervalo de quatro a sete dias apds a infeccdo em
macréfagos WT e RasGEF1b-KO. Paralelamente, também avaliamos a capacidade
tripanocida dos macrofagos que foram ativados por Ifn-y apds a infeccdo. O resultado
mostra que tanto na auséncia quanto na presenca de Ifn-y, os macrofagos desprovidos de
RasGEF1b liberaram quantidades semelhantes de tripomastigotas comparados aos

macrofagos WT (Fig. 9e)
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Em conjunto, esses resultados sugerem que RasGEF1b é dispensavel para os
processos de internalizagdo de tripomastigotas, multiplicacdo intracelular de
amastigotas assim como na liberacdo de parasitos durante a infeccdo em BMDMs.
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Figura 9. Taxa de infeccdo, multiplicagdo intracelular, liberacdo de tripomastigotas e
producdo de NO por BMDMs WT e RasGEF1b-KO durante a infeccdo por T. cruzi.
BMDMs de animais WT e RasGEF1b-KO foram infectados com formas tripomatigotas de T.
cruzi (MOI 5:1). Para avaliar o percentual de infeccdo (a), os BMDMs foram plaqueados sobre
laminulas, infectados e ap6s 4h foram fixados e corados por Panotico Répido. A contagem do
nimero de amastigotas por célula infectada foi feita 48h apo6s a infeccdo em BMDMs néo
tratados (b) ou tratados com Ifn-y (c). Nas contagens, foram analisadas 300 células em campos
aleatdrios e em triplicata. (d) BMDMs foram primados com rlfn-y (50U/mL) por 3h, infectados
e apds 48h o sobrenadante foi coletado para dosagem de NO pelo método Griess. (e) O nimero
de tripomastigotas no sobrenadante de BMDMs infectados, tratados ou nd&o com IFN-y (100
ng/mL), foi determinado do 4° ao 7° dpi. Os valores sdo dados como média + erro padrdo da

média de dois experimentos independentes, feitos em triplicata técnica.
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5.2 BMBMs deficientes de RasGEF1b infectados com T. cruzi produzem mais Il-
6

Durante infeccdo por T. cruzi macrofagos sdo ativados e produzem diversas
citocinas pro-inflamatdrias, tais como 11-6 (Nathan, 1987). Para verificar se RasGEF1b
estd envolvido na producdo desta citocina, BMDMSs derivados de camundongos WT e
RasGEF1b-KO foram infectados com T. cruzi ou ndo (controle) e o sobrenadante da
cultura obtido apo6s 24h para quantificacdo de 1l1-6. Como esperado, os BMDMs néo
infectados ndo produziram 11-6 (Fig. 10). Apds 24 horas foi observado um aumento na
concentracdo de 1l1-6 no sobrenadante de células WT e RasGEF1b-KO. No entanto,
BMDMs deficientes de RasGEF1b produziram quantidades maiores de 11-6 (746 pg/mL

+ DP), quando comparados com células selvagens (402 + DP).
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Figura 10. Analise da concentracdo de 1l1-6 no sobrenadante de cultura de BMDMs
infactados com T. cruzi. BMDMSs provenientes de animais WT e RasGEF1b-KO foram
infectados com formas tripomatigotas de T. cruzi (MOI 5:1) e o sobrenadante de cultura obtido
apos 24h para quantificacdo de 11-6 por ELISA. Sobrenadante de células ndo infectadas foi
usado com controle (Oh). Os valores sdo dados como média + desvio padrdo de triplicata

técnica. Resultado representativo de um experimento.
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5.3 A expressao de RasGEF1b ¢ induzida no coracéo e figado, mas ndo no baco

de camundongos C57BL/6 infectados com T. cruzi

A expressdo de RasGEF1b em tecidos de camundongos infectados com T. cruzi
ja havia sido demonstrado anteriormente por meio de analises de northernblot (Ferreira
et al., 2002) e RT-PCR (Andrade et al., 2010). Ambas as técnicas utilizadas sdo capazes
de revelar a presenga do transcrito sem, no entanto, fornecer evidéncias dos niveis do
MRNA. Além disso, nesses estudos foram utilizadas as linhagens CL Brener e
Colombiana de T. cruzi, respectivamente.

Inicialmente, determinamos por RT-qPCR o0s niveis basais do mRNA de
Rasgeflb no baco, coracédo e figado de camundongos C57BL/6 (selvagem ou wild type,
WT) ndo infectados. No resultado obtido (Figura 11a) observa-se a abundancia relativa
do mRNA de Rasgeflb em relacdo ao gene referéncia Rpl32. Os niveis basais do
transcrito sdo semelhantes no baco e no coragdo, enquanto que no figado os niveis do
MRNA s&o cerca de 2 vezes menores do que nos outros dois tecidos.

Para investigar os niveis de mMRNA de Rasgeflb no baco, coracdo e figado apos
infeccdo por T. cruzi, camundongos selvagens foram infectados com a cepa Y e, ap0s
sacrificio dos animais, os 6rgdos foram coletados ap6s 15 dias de infeccdo. A expressdo
de Rasgeflb foi induzida no coracdo e no figado dos animais infectados 15 dpi,
chegando a um fold de inducéo de aproximadamente 3 vezes e 4 vezes, respectivamente
(Fig. 11b). Por outro lado, ndo foram observados niveis aumentados do mRNA de
Rasgeflb no baco dos animais infectados. Embora haja uma reducdo dos niveis do

mMRNA neste 6rgdo, a diferenca nédo é significativa estatisticamente em relagéo ao basal.
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Figura 11. Analise dos niveis do mMRNA de RasGEF1b no baco, coracdo e figado de
camundongos C57BL/6 ap6s infeccdo com T. cruzi. Camundongos C57BL/6 (WT) foram
infectados (i.p.) com 100 formas tripomastigotas de T. cruzi (cepa Y) ou administrados i.p. com
100 uL de PBS. Nos dias 10 e 15 pés-infeccdo os animais foram eutanasiados e 0s 6rgdos
retirados para extragdo de RNA total, sintese de cDNA e andlise de niveis de mRNA de
RasGEF1b, em relagdo ao gene referéncia Rpl32. (a) A abundéncia relativa de mRNA foi
calculada pelo método de Livak: (24"). (b) Fold change foi calculado para cada 6rgédo
separadamente, com base nos valores de abundancia relativa de mMRNA de RasGEF1b de
animais tratados com PBS (calibrador). Valores obtidos pelo método de Livak (244¢). Os
valores foram dados como média + desvio padrdo (n = 4). Valores significativamente diferentes

comparados com o basal (*p<0,05), teste t.

5.4 Sobrevida e parasitemia em camundongos deficientes de RasGEF1b

Uma vez determinada que a expressao de RasGEF1b é aumentada durante a fase
aguda da infeccdo in vivo pela cepa Y de T. cruzi, fomos entdo investigar se RasGEF1b
desempenha fungdo in vivo na resposta imune inata ao protozoario. Para tanto,
utilizamos camundongos com delecdo ubiqua, Rasgeflb™™:CMV-Cre (a partir de agora
denominado RasGEF1b-KO), ou com delecdo génica condicional de RasGEF1b no
sistema hematopoiético, Rasgeflb™:\Vav-iCre (de agora em diante referido como
RasGEF1b(Hc)-KO).

Em todos os experimentos foram monitorados os gendétipos dos animais por

meio da analise do DNA genémico de cauda por PCR. Para isto, foi utilizado o par de
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iniciadores P1xP4, que pareiam respectivamente a montante e a jusante da regido alvo
da recombinagdo (mais detalhes no esquema da figura 5). Na figura 12a observam-se
fragmentos amplificados a partir do DNA de animais WT (1.466 pb) e de animais
RasGEF1b-KO (317 pb). Na figura 12b, observam-se os fragmentos amplificados a

partir do DNA de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO. Nestes animais, uma vez que a

recombinacdo ndo ocorre em todos os tecidos, podem ser observados fragmentos de
1.534 pb e/ou fragmentos de 317 pb.
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Figura 12. Genotipagem dos camundongos RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO por PCR
e anélise dos niveis de mMRNA no bag¢o. O DNA gendmico da cauda de camundongos WT,
RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO foi extraido, amplificado por PCR e os produtos de
amplificacdo fracionados em gel de agarose (1,5%) contendo brometo de etideo. Apds
fracionamento, o gel foi fotodocumentado em transluminador de luz ultravioleta. As bandas
observadas no gel sdo correspondentes aos fragmentos amplificados pelos iniciadores P1 e P4.
(a) Ladder: 1Kb plus ladder (Invitrogen); WT: fragmento de 1.466 pb (alelo Rasgeflb); KO:
fragmento de 317 pb (alelo Rasgeflb). (b) Ladder; Hc-KO: fragmentos de 1.523 pb (alelo

Rasgef1b™ nas duas canaletas) e 317 pb (Rasgeflb®, na primeira canaleta). (c) Bagos obtidos
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das trés linhagens (WT, RasGEF1b(Hc)-KO e RasGEF1b-KO) foram coletados. Extracdo de
RNA total e sintese de cDNA foi conduzida para anélise dos niveis de mRNA de RasGEF1b,
em relacdo ao gene referéncia Rpl32. A abundancia relativa de mRNA foi calculada pelo
método de Livak: (2"2). Os valores foram dados como média + desvio padrdo (n =5). Valores
significativamente diferentes comparados com WT (**p < 0,005; ***p < 0,001), teste t.

Sendo que o bago é um orgdo linféide constituido predominantemente por
células de origem hematopoiéticas (Mebius e Kraal, 2005), resolvemos analisar os
niveis de mMRNA de RasGEF1b nesse tecido, como uma forma de inferir o percentual de
delecdo obtido nos diferentes nocautes para este alvo. Para tanto, os niveis basais de
MRNA no baco de camundongos WT, RasGEF1b(Hc)-KO e RasGEF1b-KO foram
quantificados por QPCR. Os niveis basais do mRNA de RasGEF1b (Fig. 12c) foram
semelhantes aos ja anteriormente analisados (Fig. 11a), com valor médio de 0,0028 (x
DP). Nos camundongos nocautes os valores foram significativamente reduzidos, como
mostrado no grafico da figura 12c. Em relagdo ao percentual de dele¢cdo comparados aos
niveis basais de WT, nos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO houve uma reducdo de 73%
nos niveis de mRNA de RasGEF1b no baco (Fig. 12c), enquanto que animais
RasGEF1b-KO apresentaram 99,9%, como esperado.

Iniciando os estudos de infeccdo in vivo, animais WT, RasGEF1b-KO e
RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados com 100 formas sanguineas da cepa Y de T. cruzi
e a parasitemia monitorada do 7° ao 13° dia pds-infeccdo. Conforme pode ser observado
na figura 13, os resultados indicam que ndo ha diferencas no inicio da parasitemia entre
os camundongos KO’s quando comparados aos camundongos WT. Ainda, ¢ possivel
notar que o pico de parasitemia ocorreu no décimo dia pds-infeccdo para todos os
grupos analisados, ou seja, foi semelhante entre camundongos nocautes e WT (Fig. 13a
e b). No entanto, nos dias 11 e 12 apds a infeccdo foi observado que o nimero de
parasitos no sangue era elevado em até 3 vezes nos animais RasGEF1b-KO, porém
retornando a nimeros similares aos de camundongos WT no 13° dpi (Fig. 13a). O perfil
de parasitemia dos camundongos nocautes condicionais hematopoiéticos
RasGEF1b(Hc)-KO foi similar ao dos animais WT em todo o intervalo de 7 a 13 dias
pos-infecgédo (Fig. 13b).

Na figura 13c observa-se que a sobrevida de animais RasGEF1b-KO ¢ similar a

do grupo dos camundongos WT. J& os camundongos RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 13d), a
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sobrevida é reduzida (71,4%) em relacdo a de animais WT (85,7%), porém essa

diferenga ndo foi estatisticamente significativa.
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Figura 13. Analise da sobrevida e parasitemia em camundongos RasGEF1b-KO e
RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi. Camundongos WT, RasGEF1b-KO e
RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi e
acompanhadas a parasitemia do 7° ao 13° dpi (a e b) e a sobrevida e diariamente até 40° dpi (c e
d). Resultados representativos de dois experimentos independentes. Os valores foram dados
como média + desvio padrdo, n = 5 em a, b e ¢c; n = 7 em d. Valores significativamente

diferentes comparados com WT (*p<0,05), teste t.
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55 A concentragdo de IFN-y e IL-6 encontra-se elevada no soro de
camundongos RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi

Para investigar se RasGEF1b desempenha funcdo na producdo de citocinas e
quimiocinas criticas na fase aguda da infeccdo por T. cruzi, animais WT, RasGEF1b-
KO e RasGEF1lb(Hc)-KO foram tratados com PBS ou infectados com T.
cruzi.Inicialmente, avaliamos a producdo dos mediadores inflamatorios em diferentes
intervalos de diaspds-infeccdo, a saber 5, 10 e 15 dias. Assim, o soro foi coletado para
determinar a concentracdo das citocinas pro-inflamatérias Ifn-y, 11-12p70, 11-6 e Tnf, da
ncitocina anti-inflamatoria 11-10 e da quimiocina Ccl2, todos pelo método de CBA.

Como esperado, a concentracdo de todos os mediadores inflamatérios avaliados
estavamuito reduzida (Fig. 14b-f) ou ndo detectada (Fig. 14a) no soro dos animais
tratados com PBS. Ao 5° dpi, a concentragéo de Ifn-y, 11-12p70 e 11-6, tanto no soro dos
animais selvagens quanto no dos nocautes, encontrava-se em niveis proximos aos dos
animais tratados com PBS (Fig. 14a, b, ¢). Em relacdo aos respectivos animais controle
de cada gendtipo, no 5° dia pos-infeccdo a concentracdo de 11-10 foi aumentada nos
grupos WT e RasGEF1b-KO, enquanto que nos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO,
comegou a ser detectada concentragdes proximas aos dos outros dois grupos (Fig. 14e).
Os niveis de Tnf (Fig. 14d) e Ccl2 (Fig. 14f) também se encontravam mais elevados nos
animais WT, RasGEF1b-KO ou RasGEF1b(Hc)-KO infectados apos 5 dias, em relacédo
aos respectivos grupos PBS.

No 10° dpi, momento no qual é observado o pico da parasitemia (Fig. 14a, b), a
concentracdo de Ifn-y (Fig. 14a), 11-12p70 (Fig. 14b), 11-6 (Fig. 14c) e Tnf (Fig. 14d) no
soro dos camundongos WT, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO era aumentada em
relacdo aos respectivos grupos PBS. Ainda, a concentracdo dessas citocinas estava mais
elevada do que no 5° dpi, sem, no entanto, haver diferenca estatistica entre os grupos. A
quantidade da citocina I1-10 detectada no soro apds 10 dias de infec¢do se encontrava
em niveis semelhantes ao do 5° dpi (Fig. 14e). Interessantemente, a concentragdo da
quimiocina Ccl2 foi encontrada mais elevada no soro de animais RasGEF1b(Hc)-KO
quando comparado ao grupo RasGEF1b-KO, que apresentaram niveis semelhantes aos
animais selvagens (Fig. 14f).

Quando foi analisada a produgdo dos mediadores inflamatérios no soro dos

camundongos aos quinze dias ap6s a infec¢do, foi observado que a concentracéo de 1l-
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12p70 era similar entre os grupos WT, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 14b),
sem diferencas estatisticamente significativas. Analogia semelhante pode ser feita para
as citocinas 11-10 e Tnf (Fig. 14e, d). Entretanto, diferencas significativas foram
encontradas na producao de Ifn-y e I1-6 entre os grupos de camundongos selvagens e 0s

nocautes condicionais.
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Figura 14. Producédo de citocinas no soro de camundongos C57BL/6, RasGEF1b-KO e

RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi. Camundongos WT, RasGEF1b-KO e
RasGEF1b(Hc)-KO foram administrados i.p. com 100uL de PBS ou 100 formas sanguineas de

T. cruzi, cepa Y (Tc). O soro foi coletado apds 5, 10 e 15 dias de infeccdo para dosagem de Ifn-



45

vy (a), 11-12p70 (b), 1I-10 (c), lI-6 (d), Tnf (e) e Ccl2 (f) por citometria de fluxo (Mouse
Inflammation kit, CBA, BD). Resultados representativos de dois experimentos independentes,
exceto para Ccl2. Os valores foram dados como média + desvio padrdo, n=4. Valores
significativamente diferentes comparados com WT (*p < 0,05; ***p < 0,001) ou comparados
com RasGEF1b(Hc)-KO (#p < 0,05; ###p < 0,001). Two-way ANOVA, Bonferroni post-test.

Enquanto que a concentragdo no soro dos camundongos WT era de 129,4 pg/mL
(média £ DP) para I1-6 e 441,4 ng/mL (média = DP) para Ifn-y, valores proximos ou
sem uma significancia estatistica aos dos camundongos RasGEF1b-KO, ou seja, 145,3
ng/mL para 11-6 (média + DP) e 780,1 ng/mL (média = DP) de Ifn-y, os camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO produziram niveis muito elevados dessas citocinas: 4.307,3 ng/mL
de Ifn-y e 1.228,5 ng/mL de IL-6 (Fig. 14a, c). Ademais, a concentracdo de Ccl2 estava
elevada no soro de camundongos RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO quando
comparados com WT. No entanto, ao se comparar os KO’s com o WT, diferenca
estatistica foi encontrada apenas para o grupo dos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO
(Fig. 14f).

Considerando que os animais RasGEF1b(Hc)-KO apresentam a delecdo de
Rasgeflb apenas em células de origem hematopoiéticas e que 0 gene, nos demais
tecidos desses animais, encontra-se flanqueado por sitios loxP, nds nos perguntamos se
o efeito observado na producdo de Ifn-y e I1-6 poderia resultar da contribuicdo do
flanqguamento do gene. Assim, experimentos foram conduzidos com animais WT e
RasGEF1b(Hc)-KO ou com RasGEF1b™" e RasGEF1b-KO, que foram infectados e a
concentracdo destas citocinas analisada no soro obtido no 15° dia pés-infeccdo. Na
figura 15a é possivel observar que os niveis séricos de Ifn-y sdo semelhantes nos
animais WT (57,9 pg/mL + DP) e RasGEF1b™" (74,6 pg/mL + DP). Como esperado,
nos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO a concentracdo foi significativamente maior
(96,2 pg/mL = DP) quando comparada aos animais WT. Ainda, corroborando o com o
que foi observado na figura 14a, ndo houve diferenca significativa na producao de Ifn-y
por camundongos nocautes totais (56,8 pg/mL = DP), quando comparados ao grupo
selvagem (Fig. 15a). O mesmo pd6de ser verificado para produgdo de 1l-6 (Fig. 15b),
onde as concentragfes foram semelhantes nos grupos WT (37,3 pg/mL * DP),
RasGEF1b™" (30,6 pg/mL+ DP) e RasGEF1b-KO (46,7 pg/mL + DP). A concentracio
de II-6 no soro dos animais RasGEFlb(Hc)-KO (273,3 pg/mL + DP) foi
significativamente mais elevada quando comparada com WT ou com RasGEF1b™"
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Estes resultados sugerem que ndo ha um efeito do flanqueamento de Rasgeflb na

producdo das citocinas Ifn-y e I1-6.
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Figura 15. Andlise da concentracdo de Ifn-y e I1-6 no soro de camundongos WT,
RasGEF1bfl/fl, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi. A infeccdo
dos camundongos foi realizada como descrita na figura 7. Quinze dias p6s-infecg¢éo, o soro foi
obtido e as citocinas Ifn-y (a) e I1-6 (b) quantificadas por ELISA. Valores dados como média +
desvio padrdo; n=8 (WT); n=6 (RasGEF1b™M); n= 8 [Rasgeflb(Hc)-KO]; n=5 (RasGEF1b-KO).
Os valores foram considerados significativamente diferentes comparados com WT (*p < 0,05)
ou RasGEF1b™ (*p < 0,01), One-way ANOVA, Dunns post-test.

56 Elevada producdo de Ifn-y por esplenécitos de camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi

Uma vez que foram observadas diferencas na producgéo de Ifn-y e 11-6 no soro de
animais nocautes condicionais para RasGEF1b comparados aos WT, nosso préximo
passo foi avaliar a producdo ex vivo desses mediadores em cultura de esplendcitos. Para
isso, camundongos WT, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados com
100 formas sanguineas da cepa Y de T. cruzi, tendo os esplendcitos obtidos no 15° dpi,
cultivados por 48 horas e, finalmente, o sobrenadante coletado para quantificacdo das
citocinas por CBA.

Como esperado, os niveis de Ifn-y no sobrenadante da cultura de esplenocitos
provenientes de animais administrados com PBS néo foram detectados (Fig. 16a). Ao se
avaliar a produgdo no 15° dpi (Fig. 16a), as células derivadas de camundongos

RasGEF1b(Hc)-KO produziram quantidades significativamente maiores de 1fn-y (228,7
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ng/mL + DP), quando comparado aos animais WT (35,5 ng/mL £ DP), corroborando
com a maior producdo observada no soro (Fig. 16a). Em relacdo aos animais
RasGEF1b-KO comparados com WT, hd uma maior tendéncia na producéo de Ifn-y
pelos esplendcitos nocautes (104,7 ng/mL + DP), porém ndo foram observadas
diferencas estatisticas. Curiosamente, esplendcitos provenientes dos camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO foram mais eficientes na producdo de Ifn-y, comparados aos
derivados de animais RasGEF1b-KO, ainda que essa diferenca ndo tenha sido
estatisticamente significativa (Fig. 16a).

Ao avaliar a producdo de 1l-6 pelos esplendcitos provenientes de animais
tratados com PBS, foi detectada alguma producéo, ainda que em baixas concentragdes
(Fig. 16b). Aparentemente hd uma quantidade maior desta citocina no sobrenadante de
esplendcitos selvagens (18,3 ng/mL + DP) em relacdo a média produzida pelas células
nocautes (6,4 ng/mL e 3,8 ng/mL, nocaute total e condicional hematopoiético,
respectivamente). No entanto, ndo houve diferenca estatistica entre os grupos. No 15°
dia pos-infeccdo a mesma tendéncia foi observada entre esplendcitos provenientes de
camundongos WT (69,8 ng/mL + DP), RasGEF1lb-KO (55,0 ng/mL + DP) e
RasGEF1b(Hc)-KO (43,1 ng/mL + DP) (Fig. 14b). Este resultado indica que a maior
quantidade de 1I-6 observada no soro dos animais RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 14d) nédo é
proveniente de uma maior producdo desta citocina por esplendcitos.
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Figura 16. Analise da concentracdo de Ifn-y e II-6 no sobrenadante de cultura de
esplendcitos provenientes de camundongos WT, RasGEF1b-KO e RasGEF1b(Hc)-KO
infectados com T. cruzi. A infeccdo de camundongos WT e Rasgeflb(Hc)-KO foi realizada
como descrita na figura 7. Quinze dias pés-infeccdo, os bagos foram removidos, processados e
os esplendcitos mantidos em cultura por 48 horas. O sobrenadante foi coletado e as citocinas
Ifn-y (@) e 1I-6 (b) quantificadas por citometria de fluxo (Mouse Inflammation kit, CBA, BD).
Valores dados como média = desvio padrdo, n=8 (WT) e n=4 [Rasgeflb(Hc)-KO] e
considerados significativamente diferentes comparados com WT (**p < 0,01). Two-way
ANOVA, Bonferroni post-test.

5.7 Os niveis de mRNA de genes induzidos por Ifn-y encontram-se elevados no

figado de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO durante a infec¢do por T. cruzi

Ifn-y ¢é responsavel pela regulacdo de varios genes essenciais na resposta imune
durante a infeccdo pelo T. cruzi (Stahl et al., 2014). Uma vez que o figado tem um
importante papel protetor no contexto da infec¢do pelo T. cruzi e produz quantidades
significativas de Ifn-y (Sardinha et al., 2006), nds decidimos avaliar se a maior produgdo
desta citocina por animais RasGEF1b(Hc)-KO implicou no aumento da expressdo
génica de moléculas alvo de Ifn-y como a enzima 6xido nitrico sintase induzivel (N0s2),
a quimiocina Cxcl10 (Cxcl10) e o fator de transcricdo IRF1 (Irfl). Para tanto, figado de
animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO tratados com PBS ou infectados com T. cruzi (15
dpi) foram coletados para analises de QPCR. Os niveis basais de mMRNA de Nos2 no
figado de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO foram semelhantes (cerca de 0,0001 + DP)

(Fig. 17a). Quando analisamos o0s niveis basais dos transcritos de Cxcl10 (Fig. 17b) e
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Irfl (Fig. 17c), os valores sdo, no minimo, trinta vezes maiores do que os de Nos2. Entre
0s grupos selvagem e nocaute condicionais hematopoiéticos, ha uma tendéncia de haver
mais mRNA no figado dos nocautes, porém nédo ha significancia estatistica.

Analisando os niveis de mRNA nos tecidos infectados, observa-se
consistentemente um aumento significativo na expressdo dos trés genes analisados em
camundongos RasGEF1b(Hc)-KO comparando com o grupo WT, sendo o fold de
inducgéo de 2,2 vezes para Nos2, 1,9 vezes para Cxcl10 e 1,6 vezes para Irfl (Fig. 17a-

c).
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Figura 17. Niveis de mRNA de genes induzidos por Ifn-y no figado de camundongos WT e
RasGEF1b(Hc)-KO infectados T. cruzi. Cem miligramas de figado de animais WT e
RasGEF1b(Hc)-KO infectados ou ndo com T. cruzi (cepa Y) foram obtidos ap6s 15 dpi. A partir
desses orgdos foi realizada a extracdo do RNA total, sintese da primeira fita de cDNA e, por
fim, PCR quantitativa para os alvos: Nos2 (a), Cxcl10 (b), Irfl (c) e Rpl32 (gene normalizador).
Os valores de abundancia relativa do mRNA foram calculados com base no método
comparativo de ciclo de limiar (22), onde ACt = Ct(gene aivo) — Ctrpizz). Valores dados como
média + desvio padrdo (DP), n = 4 (WT); n=7 [RasGEF1b(Hc)-KO]. Valores significativamente
diferentes comparados com WT (*p < 0,05; **p < 0,01), Two-way ANOVA, Bonferroni post-
test.
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5.8 Elevada producéo de IFN-y e nitrito por células nao-parenquimais do figado

provenientes de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi

O figado é um tecido que participa do controle da multiplicacdo de T. cruzi
durante a fase aguda da infeccdo por meio da producédo de diversas citocinas, dentre as
quais o Ifn-y medeia mecanismos protetores, tais como a produgdo de 6xido nitrico
(Sardinha et al., 2006; Carrera-Silva et al., 2010). Nos animais RasGEF1b(Hc)-KO ja
observamos que ha uma inducao significativa na expressao génica de Nos2 (Fig. 17a).
Para verificar se ha também uma maior producdo de Ifn-y ¢ NO por células nio-
parenquimais hepaticas (LNPCs) que se encontram no figado no 15° dia apés a infeccdo
por T. cruzi, animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados,os figados removidos
e as células ndo-parenquimais obtidas e cultivadas para posterior obtencdo de
sobrenadante para quantificagdo de Ifn-y ¢ NO. Células obtidas de animais tratados com
PBS foram usadas como controle.

As concentragdes de Ifn-y e 6xido nitrico no sobrenadante de cultura das LNPCs
de animais tratados com PBS foram bastante reduzidas ou ndo detectadas (Fig. 18a, b),
como esperado. No 15° dpi, as células de WT e RasGEF1b(Hc)-KO produziram
quantidades expressivamente maiores de Ifn-y ¢ NO, quando comparados as células
tratadas com PBS apenas (Fig. 18a, b). Corroborando com os dados de expressdo
génica, concentracdes significativamente maiores de Ifn-y (657,1 ng/mL + DP; Fig. 18a)
e NO (58,8 uM = DP; Fig. 18b) foram detectadas no sobrenadante das LNPCs
provenientes de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO quando comparada com WT (Ifn-
v:186,9 ng/mL + DP; Nitrito: 27,2 uM + DP).
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Figura 18. Quantificacdo de Ifn-y e NO em sobrenadante de cultura de LNPC’s. Células
ndo-parenquimais hepaticas foram isoladas de camundongos WT e RasGEF1b(Hc)-KO tratados
com PBS ou infectados via i.p. com T. cruzi (cepa Y), no 15° dpi, como descrito na sessdo
Meterial e Métodos. As células foram plaqueadas, incubadas em estufa de CO, (5%), a 37°C e 0
sobrenadante coletado apds 48 horas. As concentracbes de Ifn-y (a) e Nitrito (b) foram
quantificadas, respectivamente, por ELISA e ensaio de Griess. Valores dados como média +
desvio padrdo; n = 9 (WT); n=7 [RasGEF1b(Hc)-KO]. Representativo de um experimento.
Valores significativamente diferentes comparados com WT (*p < 0,05), Two-way ANOVA,

Bonferroni post-test.

59 Figado de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO apresentam alteracdes

histopatoldgicas distintas dos camundongos WT durante a infeccdo com T. cruzi

Uma vez que o figado é um tecido acometido pela infeccdo por T. cruzi
(Sardinha et al., 2006; Carrera-Silva et al., 2010) e, ainda, foram observadas alterac6es
na producdo de Ifn-y ¢ NO por células ndo-parenquimais do figado de animais
RasGEF1b(Hc)-KO infectados com T. cruzi, n6s decidimos verificar se houvforam
alteracdes histopatologicas neste tecido.

Assim, camundongos WT e RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados com 100
formas da cepa Y de T.cruzi, e no 15° dpi os animais foram eutanaziados. Os figados
foram dissecados, fixados e submetidos ao processamento histoldgico. Os cortes foram
corados com HE. Na micrografia representada na figura 19a, € possivel observar que ha
uma inflamacao discreta nofigado de animais WT, com poucos focos inflamatorios (Fig
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19a, seta), enquanto que focos maiores e em maior numero sao observados no tecido de
animais RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 19b, setas). Ainda, o infiltrado em animais WT é
formado predominantemente por células mononucleares (ndo demonstrado nas
micrografias) agrupadas em focos discretos e, nos tecidos analisados, ndo foram
observados sinais de degeneracdo nos hepatocitos (Fig. 19c, e). Por outro lado, o
infiltrado inflamat6rio no figado de animais RasGEF1b(Hc)-KO encontra-se mais
concentrado nas proximidades de vasos hepéticos (Fig. 19d), sendo predominado por
células mononucleares, podendo apresentar também algum infiltrado polimorfonuclear.
Nesses tecidos foi possivel observar alteracdes celulares, com hepatdcitos apresentando
acidofilia citoplasmatica e sinais de degeneracdo necrética (Fig. 19f), indicados por
asteriscos).

Analises quantitativas de celularidade foram realizadas afim de confirmar o
maior infiltrado inflamatdério observado nos camundongos RasGEF1lb(Hc)-KO. A
celularidade foi calculada pela &rea ocupada pelos nucleos em relagdo a area total
analisada do tecido. O resultado obtido estd representado na figura 20, sendo a
celularidade no tecido hepatico de animais RasGEF1b(Hc)-KO significativamente

maior do que no figado de WT.
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Figura 19. Histopatologia do figado de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO infectados com

T. cruzi. Micrografias representativas de figado de animais WT (a, ¢, €) e RasGEF1b(Hc)-KO
(b, d, f) em aumentos de 4, 10 e 40 vezes respectivamente. Os tecidos foram obtidos de
camundongos ap6s 15 dias de infeccdo, fixados em paraformaldeido, submetidos a rotina
histoldgica e corados com HE. Em a, ¢, e observamos a presenca de infiltrado inflamatério
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(setas) constituido predominantemente por células mononucleares, distribuidas em focos
discretos e sem associacdo com alteracfes degenerativas significativas dos hepatocitos. Nota-se
em b, d, f (animais nocautes) aumento do infiltrado inflamatério, com focos maiores, periportais
e intraparenquimatosos. Os focos sdo constituidos por mono e polimorfonucleares que se
associam com fendmenos necrético-degenerativos dos hepatocitos, que se apresentam com
acidofiliacitoplasmatica (*). Barras de escala: 5 pum (aumentos de 4x e 10x); 10 um (aumento de
40x).
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Figura 20. Quantificacdo do infiltrado inflamatério no figado. A inflamacéo observada no
figado dos animais infectados com T. cruzi foi quantificada por meio da celularidade, que
corresponde & area ocupada por nucleos em relacdo a area de tecido analisada. Resultado
representativo de dois experimentos independentes. Valores dados como média + desvio padrao;
n =5 (WT); n =7 [RasGEF1b(Hc)-KQ]. Valores significativamente diferentes comparados com
WT (*p < 0,05), teste t.

5.10 Coracdo de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO tem maior inflamacao

tecidual durante a infeccdo por T. cruzi

O coracdo é um importante tecido alvo da infeccdo pelo T. cruzi ((Rassi e Marin-
Neto, 2010). Analises histopatoldgicas foram realizadas a partir de cortes histoldgicos
do musculo cardiaco de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO apds 15 dias de infeccao.
Discreta inflamacdo foi observada no coragdo de camundongos WT (Fig. 21a). Por
outro lado, focos inflamatorios predominantemente mononucleares foram localizados
nos cortes histologicos de coracdo de RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 21b). Em maior

aumento é possivel observar que ha um perfil de inflamagdo maior nos animais
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RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 21d) comparados com o tecido de animais WT (ndo
quantificado) (Fig. 21c).

Figura 21. Analises histopatoldgicas de coracdo de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO

durante fase aguda da infeccdo por T. cruzi. Coragfes de camundongos WT e
RasGEF1b(Hc)-KO foram obtidos apds 15 dias de infeccdo e submetidos a rotina histoldgica,
seguida de coloracdo por HE. Micrografias representativas de cortes histologicos de musculo
cardiaco ventricular de animais selvagens (a, ¢) e RasGEF1b(Hc)-KO (b, d). Observa-se (setas)
infiltrado inflamatorio predominantemente mononuclear no tecido cardiaco dos animais
nocautes b (4x) e d (10x). Barras de escala: 5 um. Resultado representativo de dois

experimentos independentes.
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5.11 Parasitismo tecidual no coracéo e figado de animais RasGEF1b(Hc)-KO

Para verificar se a elevada producdo de Ifn-y observada nos camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO, associada a maior inflamacéo tecidual evidenciada pelas analises
histopatoldgicas, acarretaria em alteracdo na carga parasitaria tecidual, figado e coracao
de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO infectados foram coletados para andlise de
parasitismo tecidual. No 15° dpi foi realizada a extracdo de DNA dos tecidos, obtidos
de camundongos WT e RasGEF1b(Hc)-KO. A quantificacdo da carga de parasitos
inferida pela concentracdo do DNA de T. cruzi nas amostras de tecido revelou uma sutil
reducdo na carga parasitéaria no figado de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO, comparado
com WT (Fig. 22a). A mesma tendéncia foi observada nas analises do tecido cardiaco

(Fig. 22b). No entanto, ndo houve significancia estatistica entre os valores.
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Figura 22. Parasitismo tecidual no figado e coracédo de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO
infectados com T. cruzi. Camundongos WT e RasGEF1b(Hc)-KO foram infectados via i.p.
com T. cruzi(cepa Y) e no 15° dpieutanasiados para de 6rgdos. Parasitismo tecidual no figado
(a) e coragdo (b) dos animais foi quantificado por QPCR. Resultado representativo de um
experimento. Valores dados como média + desvio padrdo; n = 4. Valores comparados pelo teste
t.
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5.12 A lesdo hepatica em camundongos RasGEF1b(Hc)-KO € similar a de

camundongos WT durante a infecgdo com T. cruzi

Os resultados até entdo demonstraram alteracdes patologicas no figado dos
animais RasGEF1b(Hc)-KO. Para quantificar se tais alteragdes foram acompanhadas de
maior dano hepético, os niveis das transaminases glutdmico-oxalacética (TGO) e
glutdmico-piravica (TGP) foram analisados no soro de camundongos WT e
RasGEF1b(Hc)-KO, tratados com PBS (grupo controle) ou infectados com T. cruzi.
Como esperado, durante a infeccdo ocorreu um aumento na concentracao plasmatica de
TGP (Fig. 23a) e TGO (Fig. 23b) tanto nos animais selvagens como nos nocautes,
comparados aos respectivos grupos controles. No entanto, ndo foram observadas
diferencas significativas nos niveis das transaminases hepaticas quando comparados 0s
grupos WT e RasGEF1b(Hc)-KO (Fig. 23a,b).
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Figura 23. Andlise de dano hepéatico em animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO infectados com
T. cruzi. Soro obtido de animais WT e RasGEF1b(Hc)-KO ap6s 15 dias de infeccdo com T.
cruziou tratados com PBS foi utilizado para quantificar as transaminases hepaticas TGP (a) e
TGO (b). Resultados representativos de dois experimentos independentes. Valores dados como
média + desvio padrdo; n = 8. Valores comparados por Two-way ANOVA, Bonferroni post-

test.
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5.13 Geracdo de camundongos com delecdo condicional de RasGEF1b em

cardiomiocitos

Como ja demonstrado na figura 11 desta tese, niveis de mMRNA de RasGEF1b
sdo detectados no coracgdo. Para verificar qual a contribuicdo dos cardiomidcitos nestes
niveis, n6és conduzimos andlises de RT-qPCR em amostras de cardiomidcitos isolados
de camundongos C57BL/6 adultos. O resultado mostra que os niveis de mRNA de
Rasgeflb em cardiomiocitos sdo comparaveis aos observados no tecido cardiaco (Fig.
24).

0.025+

Niveis de mRNA de Rasgef1b

Figura 24. Abundancia relativa de mRNA de Rasgeflb no coracdo e em cardiomidcitos.
RNA total do coracdo ou de cardiomidcitos isolados de camundongos C57BL/6 foi obtido e a
partir deste sintetizado a primeira fita de cDNA. PCR quantitativa foi realizada para detectar os
niveis dos transcritos de Rasgeflb e Rpl32 (gene normalizador). A abundéancia relativa do
mRNA foi calculada de acordo com o método comparativo de ciclo de limiar (2-ACt). Valores

dados como média + desvio padrdo; n = 4.

Tendo demonstrado, portanto, que cardiomiocitos expressam RasGEF1b, nds
decidimos gerar uma nova linhagem de camundongos cuja delecdo de Rasgeflb fosse
restrita a essas células. Assim, com essa finalidade, camundongos Rasgef1b™" foram
cruzados com animais Myh6-Cre*". A obtencdo de animais Rasgef1b™":Myh6-Cre*’,
designados doravante RasGEF1b(Cm)-KO, era dependente de genotipagem continua

das ninhadas, pois as matrizes deveriam ser formadas sempre de um animal com o gene
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Rasgeflb flanqueado por dois sitios loxP (homozigoto) e o outro contendo no genoma a
expressdo da recombinase Cre direcionada pelo promotor da subunidade pesada da
cadeia da miosina Myh6 em apenas um alelo, ou seja, heterozigoto Myh6-Cre*". Esta
estratégia era necessaria, uma vez que animais homozigotos para a Myh6-Cre sdo
natimortos (Agah et al., 1997). A identificacdo dos animais nocautes cardiacos era feita
rotineiramente pela genotipagem por PCR de DNA gendmico obtido da cauda dos
animais, seguido de fracionamento em gel de agarose.

Na figura 25 é mostrada a genotipagem da ninhada gerada a partir do primeiro
cruzamento entre camundongos Rasgeflb™" e Myh6-Cre*”. Como esperado, todos o0s
animais foram heterozigotos Rasgeflb™*, sendo claramente observada a amplificago
de dois fragmentos de tamanhos distintos: uma de 454 pb, referente ao gene flanqueado,
e outra de 320 pb referente ao alelo selvagem (Fig 25a). Cinco animais Cre positivos
foram selecionados (Fig. 25b) e a partir destes foram formados novos cruzamentos com
camundongos Rasgeflb™ para finalmente serem gerados os nocautes condicionais
cardiacos RasGEF1b(Cm)-KO.
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Figura 25. Genotipagem por PCR de DNA gendmico do primeiro cruzamento de
camundongos Rasgef1bfl/fl e Myh6-Cre+/-. O DNA genémico da cauda dos 12 camundongos
gerados a partir cruzamento de fémeas Rasgeflb™ com machos Myh6-Cre*” foi extraido e
amplificado por PCR com os iniciadores P3 e P4 (a) ou por Crel e Cre2 (b). Os produtos de
amplificacdo foram fracionados em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo. Apds
fracionamento, o gel foi fotodocumentado em transluminador de luz ultravioleta. (a) Ladder:
1Kb plus ladder (Invitrogen); em todas as canaletas: fragmentos de 320 pb (alelo Rasgeflb) e
454 pb (alelo Rasgeflb™™). (b) Ladder; canaletas #4, #5, #7, #10 e #11: fragmento de 650 pb
(Myh6-Cre™).

Analises de PCR a partir do DNA genémico obtido das ninhadas seguintes
deviam apresentar os seguintes tamanhos de amplicons para 0s respectivos genotipos
(Fig. 26): a) flox/flox: produto de 454 pb amplificado pelo par de oligonucleotideos P3 x
P4, correspondente ao alelo Rasgeflb flanqueado por sitios loxP; b) wt/wt: produto de
320 pb amplificado pelo par de oligonucleotideos P3 x P4 correspondente ao alelo
Rasgeflb; c) flox/wt: um produto de 454 pb e outro de 320 pb, amplificados pelo mesmo
par, correspondente a um alelo Rasgef1b™ e o outro Rasgeflb. d) Myh6-Cre+: produto
de 650 pb amplificado pelo par de oligonucleotideosCrel x Cre2, correspondente a
recombinase Cre cuja expressdo esta sob o controle da regido promotora de Myheé.
Assim, animais com delecdo génica cardiaca condicional de RasGEF1b, ou seja,
RasGEF1b(Cm)-KO, foram diagnosticados apenas quando havia amplificagdo dos
fragmentos correspondentes aos alelos Rasgef1b™ (454-pb) e Myh6-Cre positivo (650-
pb) (Fig 26, canaletas Cm-KO).
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Figura 26. Genotipagem de camundongos RasGEF1b(Cm)-KO por PCR de DNA
gendmico e analise dos niveis de mRNA no coragdo. O DNA genbmico da cauda de
camundongos RasGEF1b(Cm)-KO foi extraido, amplificado por PCR e os produtos de
amplificagdo fracionados em gel de agarose 1,5% contendo brometo de etideo. Gel
fotodocumentado em transluminador UV. As bandas observadas no gel sdo correspondentes aos
fragmentos amplificados pelos iniciadores P3 e P4 ou por Crel e Cre2. (a) Ladder: 1Kb DNA
ladder (Promega); Rasgef1b™": fragmentos de 454 pb (alelo Rasgef1b™); Myh6-Cre: fragmento
de 650 pb (Myh6-Cre*); Cm-KO: fragmentos de 454 pb e 650 pb (Rasgeflb™™- Myh6-Cre*). (b)
Coracbes de camundongos WT e RasGEF1b(Cm)-KO foram coletados; procedeu-se a extracdo
de RNA total e sintese de cDNA para analise dos niveis de mRNA de RasGEF1b, em relagdo ao
gene referéncia Rpl32. A abundéancia relativa de mRNA foi calculada pelo método de Livak: (2°
ACY . Os valores foram dados como média + desvio padrdo; WT (n = 6); RasGEF1b(Cm)-KO (n

= 5). Valores significativamente diferentes comparados com WT (***p < 0,001), teste t.

De maneira semelhante ao que foi feito para os outros dois nocautes (Fig. 12c),
analisamos os niveis de mMRNA de RasGEFlb no coracdo de camundongos
rasGEF1b(Cm)-KO para inferir o percentual de deleg&o de obtido no tecido. Assim, 0s
niveis basais de mRNA no coracdo foram quantificados por RT-gPCR, utilizando
camundongos WT como controle. Nos camundongos RasGEF1b(Cm)-KO os niveis
basais de MRNA do RasGEF1bde foram significativamente reduzidos, como mostrado
no gréafico da figura 26b. O percentual de dele¢éo observado nesses animais foi cerca de

83%, considerando os valores das médias de cada grupo (Fig. 26b).
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5.14 Rasgeflb é o membro da familia RasGEF1b mais abundante no coracéo e

em cardiomiécitos

Ainda, permaneceu por ser determinada qual é a abundanicia relativa do mMRNA
de RasGEF1b em relacdo aos demais membros da familia RasGEF1, ou seja, RasGEF1la
e RasGEF1c, no tecido cardiaco. Para tanto, coracGes provenientes de animais WT
foram obtidos e analisados por RT-gPCR. Na figura 27 (barras pretas) observa-se uma
robusta e significativa expressdo relativa do mRNA de RasGEF1b, que é cerca de dez
vezes maior do que os niveis de Rasgeflc e quase oitenta vezes maior do que 0s niveis
de Rasgefla no coracdo.

Posteriormente, para verificar se a delecdo condicional do Rasgeflb em
cardiomidcitos impactaria na expressdo de Rasgefla e Rasgeflc no coracdo, analises
foram conduzidas em animais RasGEF1b(Cm)-KO. No cora¢do de camundongos
RasGEF1b(Cm)-KO, os niveis mMRNA de RasGEF1b sdo comparaveis ao de RasGEFl1c,
e significativamente maior do que RasGEF1la (Fig. 27, barras rosas).

0.020+
- WT
= RasGEF1b(Cm)-KO

0.015+

0.010+

Niveis de mRNA (relativo a Rpl32)

0.005+
*k %k THHE L
o =
0.000 T T T
Rasgefla Rasgefib Rasgefic

Figura 27. Analise dos niveis do mMRNA de membros da familia RasGEF1 no coracéo
camundongos WT e RasGEF1b(Cm)-KO. CoracGes foram obtidos de camundongos WT e
RasGEF1b(Cm)-KO para obtencdo de RNA total, sintese de cDNA e quantificacdo dos niveis
de mRNA de RasGEFla, RasGEF1b e RasGEF1c por PCR quantitativa. Valores foram dados
como média * desvio padrdo, n=5. Valores significativamente diferentes comparados aos niveis
do mRNA de Rasgeflb em WT (*** p < 0,001), teste t.
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De forma interessante, o perfil de expressdo destes genes em cardiomidcitos
obedecem ao mesmo padrdo observado no tecido cardiaco como um todo. Estes
resultados demonstraram, assim, que RasGEF1b é o membro da familia RasGEF1 mais
abundante no coragdo, o que reforca a hipotese de que esse GEF desempenha uma

funcéo no tecido cardiaco.

5.15 A deficiéncia de RasGEF1b em cardiomidcitos resulta em inicio tardio da

parasitemia sem afetar a sobrevida dos animais infectados

Decidimos entdo investigar qual o impacto da deficiéncia cardiomidcito-
especifica de RasGEF1b em resposta a infeccdo pelo T. cruzi. Para tanto, animais WT e
RasGEF1b(Cm)-KO foram infectados e monitorados quanto a parasitemia, do 7° até o
13° dia pos-infec¢do, e a mortalidade diariamente até o 40° dpi.

De modo surpreendente, o resultado mostrou que, enquanto o pico da
parasitemia é atingido no nono dia pds-infeccdo em camundongos WT, 0 mesmo nao
ocorre em camundongos RasGEF1b(Cm)-KO, quando o nimero de parasitos encontra-
se significativamente reduzido (Fig. 28a). Ademais, 0 nimero de parasitos circulantes
nos camundongos RasGEF1b(Cm)-KO atingiu seu pico no 12° dpi, momento no qual a
parasitemia ja encontra-se reduzida nos animais WT. No 13° dpi, 0 nimero de parasitos
nos animais WT encontrava-se em quantidades similares ao de camundongos
RasGEF1b(Cm)-KO. Embora tais diferencas na parasitemia foram encontradas, a
sobrevida dos animais RasGEF1b(Cm)-KO foi similar a de camundongos WT (Fig.
28b).

Esses resultados, embora ainda preliminares, sugerem que RasGEF1b
desempenha um papel em cardiomidcitos tanto em condicdes fisioldgicas quanto

patoldgicas.
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Figura 28. Andlise de sobrevida e parasitemia de camundongos RasGEF1b(Cm)-KO
infectados com T. cruzi. Animais WT e RasGEF1b(Cm)-KO foram infectados i.p. com 100
formas tripomastigotas de T. cruzi. A quantidade de parasitos sanguineos foi monitorada do 7°
ao 13° dpi (a). A sobrevida dos animais foi acompanhada diarianmente até o 40° dpi (b).
Resultados representativos de dois experimentos independentes. Os valores foram dados como
média + desvio padrdo, n=5. Valores significativamente diferentes comparados com WT
(*p<0,05), teste t.

6. Discussao

A transducdo de sinal mediada pela ativacéo de TLRs por componentes celulares
do T. cruzi € essencial na producdo de citocinas criticas no controle da infeccdo e na
sobrevivéncia do hospedeiro (Campos et al., 2004; Bafica et al., 2009). Além dos
fatores secretados produzidos pelas células do sistema imune, proteinas citoplasmaticas
também desempenham um papel importante na regulacdo da ativacdo de genes
inflamatorios (Hamano et al., 2003; Santiago et al., 2005). Neste contexto, 0 RasGEF1b
é um fator de troca de nucleotideos guanina cuja expressao é induzida em macr6fagos
estimulados com agonistas de TLRs, sendo a tGPI-mucina derivada de T. cruzi um
desses agonistas (Ferreira et al., 2002). Outros achados indicavam o envolvimento de
RasGEF1b na infec¢éo in vivo por T. cruzi (Ferreira et al., 2002; Andrade et al., 2010).
Porém, evidéncias de que esta molécula de fato esta envolvida na resposta imune a este
parasito ndo haviam sido mostradas até entéo.

O ponto de partida para os estudos funcionais de RasGEF1b na resposta imune
inata ao T. cruzi foi a infeccdo in vitro em macrofagos diferenciados das células

precursoras da medula. Sendo o macrofago uma ceélula de origem hematopoiética,
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eventualmente foram utilizadas células de medula obtidas de camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO, ou seja, animais deficientes de RasGEFlb em células
hematopoiéticas. Nestes animais a de delecdo do gene alvo pode ndo ser de 100%
(Siegemund et al.,2015), sendo no caso do RasGEF1b aproximadamente 85% (Silva et
al., manuscrito em preparacdo). Isso poderia justificar os niveis de RasGEF1b que
foram observados nos BMDMs analisados por gPCR.

Podem ser identificados trés principais eventos no processo da infeccdo de
macrofagos por T. cruzi: a) internalizacdo, que envolve diferentes mecanismos de
ambas as células (hospedeira e parasito), tais como 0 processo ativo do parasito de
recrutamento de lisossomos da célula hospedeira para o local de entrada, induzindo a
formacdo do vacuolo parasitoforo (Tardieux et al., 1992); ou por meio da via
fagocitica/endocitica, envolvendo proteinas relacionadas ao enderecamento e trafico de
vesiculas e sinalizacdo mediada por TLRs (Maganto-Garcia et al., 2008). b)
multiplicacdo, processo que sucede a transformacdo dos tripomastigotas em
amastigotas, devido ao ambiente 4cido do vaclolo (Tomlinson et al., 1995). Os
amastigotas se dividem no citoplasma da célula por divisdo binaria (revisado por
Andrade e Andrews, 2005). Concomitantemente ao processo de multiplicacdo, em
macréfagos primados com Ifn-y, a sinaliza¢do disparada pela ativagdo dos receptores
imunes pode levar a sintese de moléculas efetoras tripanocidas, como o dxido nitrico,
que irdo controlar a multiplicacdo das formas amastigotas (Vespa et al., 1994); c)
liberacdo, que ocorre apds um periodo de quiescéncia dos amastigotas, que retornam
para a forma tripomastigota e saem da célula infectada apdés o rompimento da
membrana plasmatica, estando assim livres para infectar outras células (revisado por
Andrade e Andrews, 2005).

Nos BMDMs deficientes de RasGEFlb ndo foram observadas diferencas
expressivas no percentual de infecgdo, sugerindo que RasGEF1b ndo participa de
mecanismos relacionados a invasdo do parasito nesse tipo celular. Ademais, a
semelhanga no nimero de parasitos intracelulares presentes nas células selvagens e
nocautes, bem como no numero de tripomastigotas liberados das culturas de BMDMs
infectadas com T. cruzi (Figuras x e y), sugerem que o RasGEF1b é dispensavel em
mecanismos celulares envolvidos no controle da multiplicagdo e na sobrevivéncia do
parasito em cultura.

Apesar de ndo haver significancia estatistica, vale ressaltar que houve uma

tendéncia em células nocautes para RasGEF1b, que foram primadas com Ifn-y, de
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apresentar menos amastigotas. Essa tendéncia, no entanto, ndo pdde ser relacionada a
producdo de NO pelos macrofagos deficientes de RasGEF1b, pois estas celulas
apresentaram menores niveis de dxido nitrico no sobrenadante de BMDMs primados
com Ifn-y e infectados com T. cruzi. Além da citotoxicidade provocada por NO, outros
mediadores estdo envolvidos no controle intracelular do T. cruzi em macrofagos, tais
como as espécies reativas de oxigénio (ROS, do inglés reactive oxygen species) (Gupta
et al., 2011; Barroso et al., 2016). Assim, é possivel que haja nos macrofagos
deficientes de RasGEF1b uma producdo elevada de outros agentes tripanocidas que
estejam compensando menor producédo de NO.

Além de ter a expressao induzida em macrofagos tratados com tGPI mucinas, o
Rasgeflb foi inicialmente descrito como sendo um gene cuja expressdo é induzida em
alguns tecidos, como no coracdo, baco e figado de camundongos C3H/HeJ, 20 dias apds
infeccdo com a cepa CL de Trypanosoma cruzi (Ferreira et al., 2002). Em outro estudo
realizado colaborativamente por nosso grupo foi mostrado que havia indugdo de
Rasgeflb no baco de camundongos C57BL/6 apds 18 dias de infeccdo com a cepa
Colombiana (Andrade et al., 2010). Vale ressaltar que nesses estudos os animais foram
inoculados com 5 x 10° formas tripomastigotas de cada cepa. Em nosso modelo de
infeccdo foram utilizadas 100 formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi para infectar
animais C57BL/6 e, corroborando com o observado por Ferreira e colaboradores
(2002), o Rasgeflb foi induzido no coracdo e no figado dos animais infectados. No
entanto, ndo observamos a inducdo do gene no baco, contraditoriamente ao que ja havia
sido demonstrado. E bem determinado que algumas linhagens de camundongos
apresentam susceptibilidade diferencial a infeccdo por T. cruzi (Starobinas et al., 1991;
Roggero et al., 2002; Graefe et al., 2006). Além disso, as cepas sdo altamente
heterogéneas e apresentam diferencas de viruléncia e imunogenicidade (Brener, 1965;
Miles, 1974; Pinto et al., 1999). Essas diferengas entre modelo animal e viruléncia das
cepas geram uma grande variacdo nos estudos com T. cruzi, sobretudo aqueles que
investigam perfis moleculares e de expressdo de moléculas envolvidas na resposta ao
parasito (Adesse et al., 2010).

Os estudos in vivo com camundongos RasGEF1b nocautes sugerem um fenétipo
complexo para esta molécula no contexto da infecgdo por T.cruzi. Inicialmente, os
resultados obtidos com camundongos nocautes completos (RasGEF1b-KO) parecem
nédo sustentarum envolvimento de RasGEF1b na fase aguda da infecgéo pelo T. cruzi,

uma vez que nédo foram observadas alteragfes na susceptibilidade do animal nem tanto
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na regulacdo sistémica da producdo de citocinas, onde os perfis foram essencialmente
semelhantes aos dos animais WT. A diferenca na parasitemia observada entre animais
WT e RasGEF1b-KO, expressa pelo maior nimero de parasitos no sangue dos animais
nocautes no 11° e 12° dia da infec¢do ndo foi reproduzida em outros dois experimentos
realizados (dados ndo mostrados).

De modo semelhante, camundongos RasGEF1b(Hc)-KO apresentaram um perfil
de resisténcia e curva de parasitemia semelhantes ao observado nos animais WT. De
nota, a taxa de sobrevida desses camundongos foi bastante similar mesmo quando
inoculos elevados foram administrados (1.000 ou 10.000 formas — dados néao
mostrados). No entanto, as concentragdes de Ifn-y e 11-6 encontravam-se mais elevadas
no soro de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO no 15° dia p6s-infeccdo pela cepa Y de T.
cruzi. Vale ressaltar que a cinética de producéo de citocinas observada em nosso modelo
ndo corroborou com os dados da literatura, uma vez que a producdo mais elevada dessas
citocinas na fase aguda da infeccdo com a cepa Y geralmente é observada no dia do pico
de parasitemia (Campos et al., 2004; Santiago et al., 2005; Bafica et al., 2006).

Primeiramente, alguns detalhes merecem ser comentados: na genotipagem de
camundongos com a delecdo condicional em células hematopoiéticas, foram
comumente observados dois padrdes de bandas no gel de agarose: uma correspondente
ao alelo flanqueado por loxP e outra ao alelo que sofreu a recombinacdo. Este fato
ocorre devido a analise do genotipo ser realizada a partir do DNA gendmico de cauda
dos animais, que apresenta uma grande variedade de células de origem nédo-
hematopoiética, como células epiteliais, cartilagenosas e musculares (Hankenson et al.,
2008). Eventualmente, no momento da coleta da cauda era carreada para o tubo
quantidades variadas de sangue, juntamente com a cauda do animal. NoOs atribuimos,
qguando era observado o amplicon referente ao alelo p6s recombinacdo (317 pb), a
presenca de células de origem hematopoiética provenientes do sangue. Ainda, um
importante controle que utilizamos para verificar que estava havendo a recombinagéo
em células hematopoiéticas foi a quantificagdo do mRNA de RasGEF1b no bago, que é
0 maior 6rgdo linfoide secundario (Mebius e Kraal, 2005). A robusta reducdo de mRNA
de RasGEF1b no tecido de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO é uma evidéncia
contundente da recombinacdo do gene em células hematopoiéticas.

O aumento sisttmico de Ifn-y e I1I-6 contribuiu para um fenotipo mais
inflamatério em camundongos RasGEF1b(Hc)-KO, uma vez que, tanto esplendcitos

como células ndo-parenquimais do figado também produziram concentracdes elevadas
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de Ifn-y. Além disso, tecidos acometidos pela infecgdo na fase aguda, como coragédo e
figado, apresentaram maior infiltrado inflamatorio. A concentracdo mais elevada de 11-6
no sangue, juntamente com as quimiocinas que possam ser produzidas localmente, pode
contribuir positivamente para o processo de migracéo celular, uma vez que 11-6 regula a
adesdo de leucaocitos a células endoteliais (Watson et al., 1996; Erdmann et al., 2016).
Nestes tecidos, ainda que ndo tenhamos observado uma significancia estatistica, a carga
parasitaria apresentava-se de alguma maneira reduzida. Esse conjunto de resultados
podem ser associados aos mecanismos reguladores de Ifn-y, que é uma citocina chave
durante a infeccdo por T. cruzi (Cardillo et al., 1996). Além de induzir mecanismos de
controle do parasito intracelular em macrofagos, tais como sintese de NO e ROS, a
ativacdo de linfdcitos T e polarizagdo da uma resposta Th1é também dependente desta
citocina (Abrahamsohn e Coffman, 1996); (Antinez e Cardoni, 2000); Junqueira et al.,
2010).

O aumento da concentracdo de Ifn-y no soro dos animais e no sobrenadante de
esplendcitos provenientes de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO néao foi acompanhado
por um aumento de 1l-12, citocina critica na inducgdo de Ifn-y durante a infeccéo por T.
cruzi (Abrahamsohn e Coffman, 1996; Antinez e Cardoni, 2000). No entanto, ndo
foram avaliadas os niveis de IL-18, uma outra citocina também indutora de Ifn-y
(Bastos et al., 2007). Essa citocina pode ser produzida tanto por células de origem
hematopoiética, como macréfagos, células de Kupffer, linfocitos T e B, astrocitos,
micréglia e DCs; como também por osteoblastos e queratindcitos (Akira, 2000). No
figado, 11-18 contribui para injaria tecidual induzida por choque endotdxico (Tsutsui et
al., 1997). Assim como II-12, 11-18 também é fortemente induzido durante a infecgéo
por T. cruzi (Meyer Zum Buschenfelde et al.,, 1997). Entretanto, 11-18 parece
desempenhar um papel marcante na infeccdo pela cepa Colombiana do T. cruzi, mas
néo pela cepa Y (Esper et al., 2014).

No figado, a producdo de Ifn-y é atribuida a linfocitos ativados, tais como
células NK, linfocitos T e células NKT, que residem no figado ou sdo recrutadas para o
tecido durante resposta a inflamagdo(Gao et al., 2008). Mais especificamente durante a
infeccdo pelo T. cruzi, hd uma expressiva contribuicdo de diferentes populagbes de
células NK (NK T, y6 T e off T) na produgdo local de Ifn-y (Sardinha et al., 2006).
Apesar da resposta inflamatdria mais exacerbada no figado de camundongos
RasGEF1b(Hc)-KO, onde houve maior producdo de Ifn-y e NO pelas células néo-

parenquimais hepaticas e um maior infiltrado inflamatorio, os niveis de transaminases
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hepaticas foram semelhantes aos observados em camundongos WT. Esse fenotipo ndo é
surpreendente, uma vez que trabalhos onde foram observados maior dano hepéatico em
consequéncia de maiores niveis de Ifn-y havia também uma producéo desbalanceada de
outras citocinas como Tnf, 11-10, 1I-4 e 1I-5 (H6lscher et al., 2000; Hamano et al., 2003).
De fato, no soro dos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO a producdo de Tnf e II-10 foi
semelhante em todos 0s grupos.

Apesar de ndo observarmos um aumento no dano hepatico nos animas
RasGEF1b(Hc)-KO, as analises histopatoldgicas revelaram a presenca de danos
necroticos nos hepatocitos desses animais no 15° dpi, o que ndo foi observado em
animais selvagens. Além das funcdes imunes desempenhadas por Ifn-y no figado, esta
citocina pode atuar diretamente nos hepatocitos, induzindo morte celular por apoptose
ou alterando o ciclo celular destas células (Shinagawa et al., 1991; Kano et al., 1999).
Analisando a expressdo génica no figado de camundongos RasGEF1b(Hc)-KO (15°
dpi) de genes estimulados por Ifn-y, ou seja, Nos2, Irfl e Cxcl10 (Green et al., 2017),
observamos que os niveis de mMRNA desses genes estavam aumentados em relacdo ao
grupo selvagem. De fato, células ndo-parenquimais hepaticas derivadas destes animais
produziram mais eficientemente NO. Anélises semelhantes utilizando camundongos
RasGEF1b-KO sdo necessarias para que possamos melhor compreender o papel do
RasGEF1b em células do tecido hepéatico durante a fase aguda da infeccéo pelo T cruzi.

Ha ainda que se considerar o envolvimento de RasGEF1b na producéo de I1-6,
tendo em vista que essa citocina também foi diferencialmente produzida em
camundongos deficientes de RasGEF1b no sistema hematopoiético. Essa citocina
pleiotropica € produzida por diferentes tipos celulares, tais como macrofagos e
monocitos, fibroblastos, células endoteliais e linfocitos (Scheller et al., 2011). A
producdo de I1-6 nos nocautes para RasGEF1b pode ser proveniente de mondcitos
sanguineos que foram ativados por T. cruzi, uma vez que ja foi demonstrado que
mondcitos humanos sanguineos tornam-se ativados ap6s a infeccdo e acumulam, dentre
outras citocinas, mRNA de I1-6 (Van Voorhis, 1992).

Um das principais vantagens que 0s modelos trarnsgénicos nocautes
condicionais em sistema Cre-loxP apresentam em relacdo aos nocautes convencionais €
que nesses ultimos a delecdo génica ubiqua pode exercer seus efeitos em mulitplos
tecidos e tipos celulares, criando um fendtipo complexo no qual é dificil distinguir a
funcdo direta em um tecido particular dos efeitos secundarios que resultam da funcéo

génica alterada em outros tecidos (Kwan, 2002). No entanto, ha que se considerar que o
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flanqueamentodo gene alvo por sequéncias loxP podem, em algumas situacoes,
contribuir para um fenétipo hipo ou hipermorfico (Schulz et al., 2007). Considerando
essa possibilidade, nés conduzimos um experimento in vivo com camundongos WT,
RasGEF1b™" e RasGEF1b-KO, e comparamos a producdo de Ifn-y e I1-6 entre esses
animais e com camundongos RasGEF1b(Hc)-KO. O resultado deste experimento
eliminou a possibilidade de interferéncia do flanqueamento de RasGEF1b, ao menos em
relacdo a producdo de Ifn-y e I1-6 observada nos camundongos RasGEF1b(Hc)-KO.

No contexto da infeccdo por T. cruzi, RasGEF1b possivelmente atua regulando
negativamente a producéo de I1-6 em macrofagos, uma vez que nos estudos de infeccao
in vitro, BMDMs derivados de animais nocautes produziram mais II-6 do que as células
selvagens. Em estudo realizado com macrofagos peritoneais e BMDMs, foi
demonstrado que RasGRP3, um GEF ativador de Rapl, regula negativamente a
producdo de 11-6 durante a producdo desta citocina deflagrada por agonistas de TLRs,
tais como TLR3/4 e 9. Neste trabalho os autores mostram ainda que a regulacgéo de 11-6
mediada por RasGRP3 ocorre de modo mais expressivo quando utilizadas doses
menores de Poly (I:C), LPS e CpG-ODN (Tang et al., 2014). Evidéncias apontam
fortemente que RasGEF1b é um GEF ativador de Rap2a (Yaman et al., 2009), membro
da mesma familia de Rap1(Caron, 2003). Interessantemente, assim como o RasGRP3
(Tang et al., 2014), RasGEF1b é o membro de sua familia de GEFs mais abundante em
macrofagos (Andrade et al., 2010; Silva et al., em preparacdo). Tais evidéncias
reforcam nossa hipdtese de que RasGEF1b atua como regulador negativo de 11-6 em
BMDMs, no entanto evidéncias mais contundentes devem ser geradas, uma vez que 0
resultado que obtivemos foi proveniente de um experimento apenas.

Em relacdo a Ifn-y, podemos também sugerir um mecanismo de regulacéo
negativa desta citocina em células como linfocitos T e células NK, os principais tipos
celulares produtores desta citocina (Cardillo et al., 1996;(Schroder et al., 2004). N&o foi
encontra na literatura mecanismos de regulacéo de Ifn-y mediada por Ras GTPases. No
entanto, sabe-se que proteinas RasGRP sdo essenciais para diferenciacdo de células do
timo e ativacdo de ERK via sinalizacdo de receptor de célula T (TCR) (Dower et al.,
2000; Ebinu et al., 2000). Dados de expressao de RasGEF1b nestes tipos celulares ainda
ndo foram gerados e s@o necessarios para uma melhor compreenséo do papel deste GEF
na producao de Ifn-y.

Os cardiomiocitos desempenham varias fungdes durante a miopatia chagasica,

além de apresentarem mecanismos mediados por ativagdo de TLRs (Petersen e
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Burleigh, 2003; Ponce et al., 2012; Lin e Knowlton, 2014). Considerando os complexos
e ainda ndo completamente compreendidos mecanismos patofisioldgicos envolvidos na
resposta do tecido cardiaco a infecgdo pelo T. cruzi, juntamente com as evidencias
anteriormente observadas na literatura (Ferreira et al., 2002) e por n6s corroborada por
meio de PCR quantitativa, de que 0 RasGEF1b ¢ induzido no coracéo na fase aguda da
infeccdo por T. cruzi, nés gforamos camundongos deficientes desta molécula apenas
em cardiomidcitos pela estratégia de recombinagdo mediada por Cre-loxP.

Os camundongos RasGEF1b(Cm)-KO foram continuamente gerados pelo
cruzamento de animas Rasgeflb™" com camundongos Myh6-Cre*" heterozigotos, uma
vez que em homozigose para a Cre, 0S animais sdo natimortos (Agah et al. 1997).
Ainda, nos cruzamentos foram preferencialmente utilizadas fémeas Rasgeflb™, uma
vez que as fémeas Myh6-Cre*~ foram mais sensiveis a gravidez e morriam com mais
frequéncia apds gerar algumas (de 2 a 3) ninhadas. Alguns resultados obtidos pelo
grupo da Dr. Silvia Guatimosim sugerem que, em contexto de hipertrofia induzido por
farmaco (isoproterenol), pode haver uma disfuncdo cardiaca nos camundongos
RasGEF1b(Cm)-KO, representado por um aumento significativo do volume sistolico
final, quando comparados com o grupo nao hipertéfico. O volume sistdlico final é o
volume de sangue presente em cada um dos ventriculos ao final de uma sistole. Quanto
maior o seu valor, significa que mais sangue esta restando no ventriculo, o que € indicio
de disfuncdo (Patrascu, 2013).

A familia de fatores de troca de nucleotideos guanina RasGEF1 possui trés
membros: Rasgefla, Rasgeflb e Rasgeflc (Epting et al., 2007). Na literatura, poucos
sd0 os estudos que investigam a expressao génica ou funcdo dessas moléculas (YYaman
et al., 2009; Ng et al., 2016; Ng et al., 2017). Neste trabalho demonstramos que o
Rasgeflb é o GEF de expressdo dominante no tecido cardiaco e, mais especificamente,
em cardiomidcitos, sendo os niveis de mRNA basal de RasGEFlb >RasGEFlc
>RasGEF1la. De maneira interessante, grande contribuicdo dos altos niveis do transcrito
de RasGEF1b no coracdo é proveniente do cardiomiocito, evidenciado pelo valores de
abundéancia relativa de mRNA, que foram semelhantes entre coracdo e cardiomiocitos.A
predominancia de Rasgeflb sobre RasGEFla e RasGEF1c também foi observada em
diferentes macréfagos murinos derivados de medula dssea ou peritoneais (Silva et al.,
manuscrito em praparacao).

Ao analisar os niveis de mMRNA dos membros de RasGEF1 no coragdo dos

animais RasGEF1b(Cm)-KO, observamos que a estratégia de recombinagdo foi
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eficiente, com um percentual de delecdo de aproximadamente 83%. Comparando a
expressdo dos trés membros da familia RasGEF1 em animais RasGEF1b(Cm)-KO, ndo
foi observado um aumento dos niveis de mMRNA de RasGEFla ou RasGEF1c devido a
reducdo de RasGEF1b, sugerindo que ndo ha um mecanismo compensatorio entre 0s
membros da familia RasGEFL1.

Na literatura h& diversos trabalhos que demonstram o envolvimento de
cardiomidcitos na resposta inflamatoria deflagrada por T. cruzi (Machado et al., 2000;
Petersen e Burleigh, 2003; Machado et al., 2008; Mukherjee et al., 2008; Goldenberg et
al., 2009; Calvet et al., 2016). Em nosso modelo, um resultado intrigante ressaltou ainda
mais a importancia destas células na resposta imune ao T cruzi, além de, obviamente,
reforcar um potencial papel do RasGEFlb nestas células. Camundongos
RasGEF1b(Cm)-KO néo apresentaram maior susceptibilidade a infeccdo mas mostram-
se parcialmente ineficientes em controlar a multiplicacdo do parasito no sangue,
revelado por um atraso de dois dias no pico da parasitemia

O inesperado perfil parasitémico dos animais RasGEF1b(Cm)-KO suscitou
questdes importantes no contexto da participacdo destas células no controle da
replicacdo do parasito no sangue. Machado e colaboradores (2000) mostraram que 0
cardiomidcito infectado por T. cruzi é capaz de expressar citocinas como Tnf, II-1p ¢
iNos, e quimiocinas como Ccl2, Ccl5, Cxcl-1, Cxcl2, Cxcl10 . Além disso, estas células
produzem NO in vitro em resposta a Ifn-y, 1I-1B ou Tnf, o que indica um papel destas
células no controle da multiplicacdo do parasito (Machado et al. 2000). O mesmo grupo
demonstrou ainda que, em sinergismo com Ifn-y e Tnf, o T. cruzi induz expressao ainda
de Ccl3 e Ccl4 (Machado et al., 2008), mostrando que o cardiomidcito é capaz de
produzir diversos mediadores inflamatorios importantes também para o recrutamento de
leucdcitos para o tecido cardiaco. Outra citocina envolvida na resposta ao T. cruzi em
cardiomidcitos € o Tgf-B, que atua contribuindo para a multiplicagdo e diferencia¢do do
parasito no citoplasma destas células, sendo também crucial na patogénese da
cardiomiopatia chagasica (Waghabi, et al., 2005a,b). ObservacGes preliminares de
estudos com os animais RasGEF1b(Cm)-KO infectados com T. cruzi indicaram que, no
11° dpi, parece haver uma elevagdo nos niveis de Ccl2 e Tgf-f/ no coragdo destes
animais comparados com WT. No entanto, os dados sdo ainda incipientes para que seja
sugerido algum papel de RasGEF1b na producédo daquelas citocinas por cardiomiocitos.

A capacidade do cardiomidcito de responder a infeccdo por meio da producgéo de

citocinas e liberacdo de todos esses mediadores abre caminhos para uma maior
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investigacdo sobre o possivel papel do RasGEF1b em cardiomidcitos na resposta a
infeccdo pelo T. cruzi. Estas informagdes podem contribuir de maneira singular para 0s
estudos sobre cardiomiopatia chagésica.

Até o presente momento nao havia estudos que tenham investigado a funcdo do
RasGEF1b durante a infeccdo pelo T. cruzi. Utilizando animais geneticamente
modificados com deficiéncia total ou tecido-especifica para este gene, pudemos notar
que o uso de modelos nocautes condicionais abre uma interessante linha de abordagem
experimental para verificar a funcdo de moléculas em células especificas, sem que haja
a influéncia das conseqiiéncias da perda de funcdo em outros tecidos. Esse tipo de
estudo é inovador, principalmente quando a molécula em estudo ainda ndo tem uma
funcdo claramente estabelecida. Neste estudo, além de revelar a participacdo de
RasGEF1b durante a resposta imune ao T. cruzi durante a fase aguda da infecgcdo, nos
gforamos uma nova linhagem de camundongos com a delecdo cardiomidcito-especifica
de RasGEFlb, uma importante ferramenta para o estudo deste gene na fisiologia

cardiaca em condigdes normais ou patoldgicas.

7. Conclusoes

Os estudos conduzidos com camundongos nocautes completos ou condicionais
hematopoiéticos para RasGEF1b mostram que esta molécula, durante a fase aguda da
infeccdo por T. cruzi, ndo é necessaria no controle sistémico de parasitos, bem como na
sobrevivéncia dos animais. Por outro lado, RasGEF1b é importante para regulacdo da
producdo de Ifn-y e 11-6, provavelmente atuando de maneira célula-especifica.

Ainda, foram gerados camundongos nocautes condicionais cardiacos, com a
delecdo de RasGEF1b em cardiomidcitos. No tecido cardiaco, RasGEF1b é o membro
da familia RasGEF1 mais abundante. Supreendentemente, o papel potencialmente
desempenhado por RasGEF1b em cardiomidcitos impacta no controle de parasitos

circulantes.
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RasGEF 1B durante a infecc&o por Trypanosoma cruzi’, que tem como responsavel Aristobolo M. Silva, esta
de acordo com os Principios Eticos da Expenmentagao Animal, adotados pela Comisséo de Etica no Uso
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