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RESUMO

Receptores do tipo Toll (TLR) séo importantes componentes do sistema imune
inato, responsaveis pelo reconhecimento de Padrbes Moleculares Associados
a Patdégenos (PAMPs). TLR9 foi inicialmente identificado como responséavel
pelo reconhecimento de motivos CpG n&do metilados derivados do DNA
gendmico de bactéria e virus. Mais recentemente, também foi demonstrado
gue o DNA genbmico de alguns tripanosomatideos, como Trypanosoma cruzi,
apresenta atividade imunoestimulatoria TLR9 dependente, e que este receptor
€ essencial no reconhecimento dos parasitos e na resisténcia do hospedeiro
em infeccbes experimentais. Estudos prévios realizados pelo nosso grupo
permitiram a identificacdo de sequéncias imunoestimulatorias contendo motivos
CpG no genoma da cepa CL Brener de T. cruzi. Estas sequéncias ndo estéo
distribuidas aleatoriamente no genoma, mas enriquecidas em regides contendo
clusters génicos codificadores de proteinas de superficie e outras sequéncias
T. cruzi especificas. Estas regides sao altamente polimérficas nos dois
haplétipos da cepa hibrida CL Brener, o que nos levou a especular que a
abundancia destes motivos CpG poderia variar no genoma das diferentes
cepas de T. cruzi, podendo assim contribuir para uma ativacao diferencial de
TLR9 e, por consequéncia, um padrdo diferencial de resposta imune,
importantes no controle de parasitemia. A fim de testar esta hipotese, no
presente trabalho, estudamos a importancia de TLR9 na infec¢cdo causada por
cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes linhagens evolutivas: Colombiana
(Tcl), Y (Tcll) e CL Brener (TcVI). Estas cepas foram selecionadas para este
estudo por apresentarem padrao de parasitemia e viruléncia bastante distintos
na infeccdo experimental. Nossos resultados indicam uma menor importancia
de TLR9 no controle da infeccdo com a cepa Colombiana, quando comparado
com as infeccbes com CL Brener e Y, visto que camundongos TLR9-/-
infectados com as duas ultimas, apresentaram aumento da parasitemia e maior
mortalidade quando comparados aos animais selvagens, o que nao foi visto
nas infeccdbes com a cepa Colombiana. Ensaios imunoestimulatérios usando
macrofagos e células dendriticas de camundongos C57BL/6 e TLR9-/- com

guantidades iguais de DNA gendmico das diferentes cepas nao revelaram



diferencas na producéo de 6xido nitrico e IL-12 entre as cepas. Entretanto,
ensaios de estimulacdo com células dendriticas incubadas com o mesmo
namero de formas tripomastigotas vivas das trés cepas de T. cruzi mostraram
que a diferenca da producdo de TNF-a e IL-12 entre células provenientes de
camundongos selvagens e células de TLR9-/- foi menor para a cepa
Colombiana do que para outras cepas. Estes resultados corroboram a hipétese
de que a cepa Colombiana possui menores quantidades de motivos CpG
imunoestimulatorios em seu genoma, quando comparadas as cepas CL Brener
e Y e sugerem possiveis diferencas no tamanho dos genomas das trés cepas.
Esta hipétese foi confirmada através do sequenciamento do genoma das cepas
Y e Colombiana e analises comparativas com o genoma da cepa CL Brener. As
cepas CL Brener e Y apresentam uma maior abundancia de motivos CpG que
apresentam alta capacidade imunoestimulatéria, enquanto que o genoma de
Colombiana € enriquecido com motivos CpG com menor capacidade
imunoestimulatéria. Andlises comparativas incluindo os genomas das cepas
Sylvio (Tcl), Arequipa (Tcl), Esmeraldo (Tcll) e Tulahuén (TcVI) revelam que o
padrdo de abundancia deste motivos CpG imunoestimulatérios € conservado
dentro das diferentes linhagens evolutivas do parasito. Em conjunto estes
resultados revelam que a infeccdo causada por diferentes cepas de T. cruzi
promove uma ativacao diferencial do receptor TLR9, gerando uma producéo
variavel de citocinas pro-inflamatérias que sdo necessérias para a diminuicao
de parasitemia. O contetdo de motivos CpG imunoestimulatérios nos genomas
das diferentes cepas de T. cruzi €, portanto, um importante fator que afeta a

viruléncia, patogénese, e adaptacédo do parasito ao hospedeiro vertebrado.
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ABSTRACT

Toll-like receptors (TLR) are important components of the innate immune
system, responsible for the recognition of Pathogen Associated Molecular
Patterns (PAMPs). TLR9 was initially identified as responsible for the
recognition of unmethylated CpG motifs derived from genomic DNA of bacteria
and viruses. More recently, it was demonstrated that the genomic DNA of
trypanosomatids, such as Trypanosoma cruzi, exhibits a TLR9-dependent
immunostimulatory activity and that this receptor is essential in the recognition
of the parasite and host resistance in experimental infections. Previous studies
by our group have identified immunostimulatory CpG motifs in the genome of T.
cruzi CL Brener strain. These sequences are not randomly distributed in the
genome, but instead are enriched in regions containing gene clusters encoding
surface proteins and other T. cruzi specific sequences. These regions are highly
polymorphic in the two haplotypes of the hybrid CL Brener strain, which led us
to speculate that the abundance of these CpG motifs could vary in the genome
of different T. cruzi lineages, and if so, contribute to a differential activation of
TLR9. To test this hypothesis, in this work, we studied the role of TLR9 in
infections caused by T. cruzi strains that belong to different evolutionary
lineages: Colombiana (Tcl), Y (Tcll) and CL Brener (TcVI). These strains were
selected for this study because they display a distinct pattern of parasitaemia
and virulence in experimental infections. Experimental infections of wild type
and TLR9-/- mice with Colombiana, Y and CL Brener strains revealed a lower
importance of TLR9 in controlling parasitemia and mortality in infections with
Colombiana, when compared with infections with CL Brener and Y strains.
Immunostimulatory assays using dendritic cells and macrophages from
C57BL/6 and TLR9 -/- incubated with equal amounts of genomic DNA of
different strains revealed no difference in the production of nitric oxide and IL-12
among the strains. However, assays using dendritic cells incubated with the
same number of live trypomastigotes of the three strains of T. cruzi revealed a
lower ratio of the TNF-a and IL-12 production by dendritic cells from C57BL/6
and TLR9-/- mice for Colombiana compared with those values for the other

strains. These results support the hypothesis that Colombiana strain has lower
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abundance of CpG motifs in its genome compared with CL Brener and Y
strains, and suggest possible differences in the size of the genomes of these
strains. This hypothesis was confirmed by sequencing the genomes of Y and
Colombiana strains and by performing comparative analysis with the genome of
CL Brener. CL Brener and Y strains have a higher abundance of CpG motifs
that have high immunostimulatory activity, whereas the genome of Colombiana
is enriched with CpG motifs with lower immunostimulatory properties.
Comparative analyzes including the genomes of Sylvio (Tcl), Arequipa (Tcl),
Esmeraldo (Tcll) and Tulahuén (TcVI) revealed that this profile is conserved
within T. cruzi phylogenetic lineages. Our results reveal that infection caused by
distinct T. cruzi strains promotes a differential activation of the TLR9 receptor,
leading to variable production of proinflammatory cytokines that are necessary
for parasite clearance. The content of CpG motifs in the genome of different T.
cruzi strains is therefore an important factor affecting virulence, pathogenesis

and parasite adaptation to the vertebrate host.
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1 INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi e aspectos historicos da doenca de Chagas

A doenca de Chagas, também chamada de Tripanossomiase
Americana, foi descoberta por um brasileiro chamado Dr. Carlos Ribeiro
Justiniano das Chagas (1879-1934) no Brasil em 1909 (CHAGAS, 1909).
Carlos Chagas identificou o agente transmissor da doenc¢a, o Trypanosoma
cruzi, o ciclo de vida do parasito, mamiferos reservatérios da doenca, além de
descrever varios aspectos da doenca humana, com detalhes da forma aguda,
assim como a morfologia e o desenvolvimento do parasito em seus
hospedeiros, e 0 curso da infeccdo em animais de laboratério (CHAGAS, 1909;
revisado por LEWINSOHN, 1981). Na época esse pesquisador investigava
casos de malaria que ocorriam no estado de Minas Gerais, onde estava sendo
construida uma importante ferrovia. Chagas notou alta ocorréncia de
triatomineos nesta area. Estes insetos eram conhecidos como barbeiros, pelo
habito de picarem faces humanas (CHAGAS, 1909). Sabendo do papel de
insetos vetores na transmissdo de doencas parasitarias, Chagas examinou o
intestino desses insetos e encontrou formas flageladas de um parasito ainda
nao identificado (revisado por PERLETH, 1997). Semanas depois desta
descoberta, ele examinou uma menina, a qual apresentava um inchaco na
palpebra, febre e mal-estar. Um exame de uma amostra do sangue desta
menina revelou o0 mesmo parasito encontrado nos insetos (revisado por
PUNUKOLLU et al., 2004).

Em 1911, Chagas publicou a descricdo de varios aspectos clinicos,
etiolégicos, patolégicos e epidemioldgicos da doenca (CHAGAS, 1911;
revisado por LEWINSOHN, 1981). Com todas estas descobertas, Chagas foi

duas vezes indicado para o Prémio Nobel em 1913 e 1921.



1.2 Ciclo de vida e transmissao do parasito Trypanosoma cruzi

O parasito T. cruzi alterna o seu ciclo de vida entre um hospedeiro
invertebrado (membros da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae) e um
hospedeiro vertebrado, que incluem diversos mamiferos, dentre eles o homem
(revisado por ZELEDON e RABINOVICH, 1981). Durante o ciclo biolégico, o T.
cruzi passa por diferentes estagios de desenvolvimento em cada um dos
hospedeiros. Esta grande gama de hospedeiros permite ao parasito se
desenvolver em ambientes silvestre, peridoméstico e doméstico, sendo o ultimo
possivel pela instalacdo de triatomineos hemat6fagos em moradias humanas
simples, como casas de pau a pique (COURA et al., 2007).

A transmissdao se inicia quando o triatomineo infectado, apds o
repasto sanguineo, defeca ou urina, liberando nestas excre¢fes formas
tripomastigotas metaciclicas infectantes do parasito sob a pele ou pelo do
homem ou animal. Este, geralmente por acdo mecéanica, ao cogar, causa uma
ferida ou carreiam o parasito para regides de mucosa por onde as formas
tripomastigotas penetram (DIAS e SCHOFIELD, 1999). As formas
tripomastigotas ndo possuem capacidade de divisdo celular, mas séo
altamente infectantes, podendo invadir aparentemente qualquer célula
nucleada. O mecanismo de invasdo celular pelo T. cruzi em células néo
fagociticas profissionais envolve o recrutamento de lisossomos para a regido
da membrana plasmatica da célula hospedeira onde o parasito esta aderido e
posterior formacdo de um vacuolo parasitoforo contendo constituintes
lisossomais (ANDRADE e ANDREWS, 2004). Acredita-se que o pH &cido do
vacuolo parasitoforo induza a expressao de uma proteina formadora de poro, a
TcTOX, que ao se inserir na membrana do vacuolo termina por destrui-lo e
assim o parasito escapa para 0 citoplasma da célula hospedeira. No
citoplasma, as formas tripomastigotas diferenciam-se em formas replicativas
com o flagelo interiorizado, denominadas amastigotas (ANDREWS et al., 1990;
revisado por COURA et al., 2007). As amastigotas se dividem por varios ciclos
de divisdo binaria no citoplasma da célula hospedeira, e posteriormente se
diferenciam novamente nas formas tripomastigotas. Apds ruptura da célula

parasitada, as formas tripomastigotas sanguineas e, eventualmente, as formas
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amastigotas séo liberadas no intersticio, podendo invadir novas células e
tecidos (APT et al., 2008; TEIXEIRA et al., 2006). Ao picar o hospedeiro
infectado, o inseto vetor ingere o sangue contaminado com as formas
tripomastigotas, as quais se diferenciam nas formas epimastigotas no trato
digestivo do triatomineo. Essas formas, nado infectantes, séo capazes de
multiplicar rapidamente e, uma vez que atingem as por¢des terminais do
intestino do vetor, se diferenciam novamente nas formas tripomastigotas
metaciclicas, fechando o ciclo (FIG. 1) (revisado por MACEDO et al., 2002).
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Schematic representation of the life cycle of the flagellate protozooan
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FIGURA 1 - Ciclo de vida do T. cruzi (descrigdo no texto).

Fonte: MACEDO et al., 2002.

Os principais mecanismos de transmissdo da doenca de Chagas
sdo: vetorial (triatomineos); transfusdo sanguinea; oral (alimentos
contaminados); transmissdo congénita. Existem outros mecanismos de menor
importancia epidemioldgica, como: acidentes em laboratorios; transplante de

orgaos; sexualmente (feridas, esperma e fluidos menstruais).



Surtos de transmissao oral do parasito pela ingestdo de alimentos
contaminados com triatomineos infectados ou seus dejetos, foram ja
notificados no Brasil, México, Bolivia e Coldmbia (COURA et al., 2002; COURA
et al., 2007; SHIKANAI-YASUDA et al., 1991; DA SILVA et al., 1968). Com a
erradicagdo da transmisséo vetorial pelo Triatoma infestans no Brasil, 0 modo
transfusional tornou-se uma das mais importantes formas de transmisséo da
doenca de Chagas até a implantacdo de triagem em bancos de sangue (DIAS
et al.,, 2002), sendo ainda a principal forma de transmissdo em paises nao
endémicos como Canadéa e Estados Unidos, pelo fato da constante imigracédo
de pessoas infectadas provenientes de regiées endémicas e da auséncia até
pouco tempo atras da triagem nos bancos de sangue desses paises (CHENG
et al., 2007; YOUNG et al., 2007).

A distribuicdo geografica da doenca de Chagas coincide com a
ocorréncia de insetos vetores e reservatorios, que vai do sul do Chile e
Argentina, até o sul dos Estados Unidos. Acredita-se que aproximadamente 90
milhdes de pessoas estdo expostas ao parasito, uma vez que vivem nessas
areas de risco (PORTELA-LINDOSO et al., 2003), com cerca de 9 milhdes de
pessoas infectadas, na América Latina, com casos esporadicos relatados nos
Estados Unidos (COURA e DIAS, 2009; DIAS et al., 1999; ROGGERO, 2002).

A evolucdo da doenca de Chagas depende de uma série de
determinantes, tais como: o numero de formas infectantes tripomastigotas no
inéculo inicial; a linhagem de T. cruzi inoculado; e resposta imune inicial e
tardia do paciente (ANDRADE et al. 2006; COURA, 1988; MACEDO e PENA,
1998; TEIXEIRA et al. 2006).

As fases clinicas da doenca de Chagas podem ser resumidas de
acordo com COURA (2007), e estao representadas na Figura 2. A fase aguda
pode ser assintomatica, moderada ou severa; enquanto que a fase crénica
pode ser classificada como forma indeterminada, cardiaca, digestiva ou mista
(cardiaca e digestiva), e nervosa.

A doenca de Chagas humana é uma moléstia que se caracteriza por
uma fase aguda que geralmente é assintomatica, porém também pode haver
sintomatologia e nesses casos existem sinais ou sintomas caracteristicos e/ou
sugestivos como: chagoma de inoculacdo ou sinal de Romafa, febre,

adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia, miocardite e
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meningoencefalite nos casos severos (COURA, 2007; JUNQUEIRA et al.,
2010; TEIXEIRA et al., 2006). Este periodo se estende por 6 a 8 semanas
(MONCAYO, 2003). Esta fase também representa um periodo de parasitemia
patente, onde o parasito pode ser encontrado com facilidade no sangue
periférico e nos tecidos. Na grande maioria dos casos, a sintomatologia
desaparece espontaneamente, ocorrendo total melhora dos sinais (APT et al.,
2008; MONCAYO, 2003).

A maioria dos individuos em fase aguda sobrevive e evolui para uma
fase cronica e permanecerédo infectados durante o transcorrer de suas vidas.
Nesta fase, o individuo pode se apresentar assintomatico ou apresentar
disturbios e manifestacbes cardiacas, digestivas ou neuroldgicas. Essa
variedade de formas se deve, entre outros fatores, ao local onde o parasito se
encontra e a intensidade do processo inflamatoério por ele causado (COURA et
al., 1983; CUNHA-NETO et al., 1995).

A forma crénica indeterminada € a forma mais frequente encontrada
nos pacientes chagasicos e caracteriza-se por auséncia de sintomas cardiacos,
digestivos e cardiodigestivos (COURA, 2007). Caracteriza-se pela baixa
parasitemia e sorologia positiva, mas outros exames laboratoriais estdo dentro
da normalidade, tais como: eletrocardiograma e radiografias. O
xenodiagnostico e a Reacdo em Cadeia da Polimerase (Polymerase chain
reaction - PCR) podem permanecer positivos por varios anos (COURA et al.,
1999). A forma indeterminada representa 60-70% dos casos de pacientes
chagéasicos, com os mesmos permanecendo assintomaticos durante toda a
vida (APT et al., 2008; MONCAYO, 2003).
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FIGURA 2: Curso da infecgdo pelo T. cruzi e o desenvolvimento da doenca de chagas em humanos.
A fase aguda é normalmente sintomatica e associada a uma alta parasitemia, parasitismo tecidual e grande
ativacdo do sistema imune. As imagens mostram uma crianga com sinal de Romafia, uma forma
tripomastigota no sangue circulante e um ninho de amastigota no tecido cardiaco. Durante a fase cronica,
a parasitemia e o parasitismo tecidual sdo baixos, com muitos pacientes assintomaticos. No entanto, 20-
30% dos pacientes chagasicos cronicos podem apresentar sintomatologia, que sdo associadas com intensa
inflamac&o local e escasso parasitismo nos tecidos afetados. As imagens mostram uma cardiomegalia e
um megacolon em pacientes cardiacos crénicos. A linha roxa indica a mudanga na parasitemia e
parasitismo tecidual durante a infec¢do pelo T. cruzi.

Fonte: JUNQUEIRA et al., 2010.



1.3 Variabilidade genética do T. cruzi

Um grande numero de estudos biolégicos, bioquimicos e
moleculares tem demonstrado que o téxon T. cruzi é extremamente
heterogéneo. Estas diferencas se manifestam de diversas maneiras, tais como:
morfologia das formas sanguineas, curvas de parasitemia, patogenicidade,
sensibilidade a drogas, taxa de crescimento, metaciclogénese, tropismo
tecidual, variabilidade antigénica (revisado por DI NOIA et al. 2002; MACEDO
et al., 2004). E bem estabelecido que a evolucdo predominantemente clonal e
raros eventos de troca genética tém definido a estrutura populacional do
parasito, levando a individualizacdo de vérias subdivisdes genéticas discretas
ou DTUs (do inglés, discrete typing units) (BRISSE et al., 2000; TIBAYRENC,
1998; TIBAYRENC, 2003). Atualmente, o taxon de T. cruzi é classificado em
seis subgrupos denominados T. cruzi I-VI (Tc I-VI) (ZINGALES et al., 2009,
ZINGALES et al., 2012). Esta classificacado foi proposta com a finalidade de
uniformizacao das diferentes classificacoes anteriores propostas e € necessaria
pela grande variabilidade genética do T. cruzi, o que lhe confere um fendtipo
particular em cada grupo (ANDRADE et al., 2010; STURM et al., 2003;
ZINGALES et al., 2012).

As cepas hibridas de T. cruzi estdo agrupadas nos grupos TcV e
TcVI. O clone CL Brener, cujo genoma foi recentemente sequenciado (EL-
SAYED et al., 2005), pertence ao grupo TcVI, sendo, portanto, um hibrido.

O subgrupo T. cruzi | (Tcl) é altamente predominante entre 0s
pacientes chagasicos na regido da bacia Amazoénica, sendo a principal causa
da doenca em areas endémicas da Venezuela, Coldmbia e Peru (MILES et al.,
1981; ANEZ et al., 2004; MILES et al., 2009). No Brasil, Tcl relaciona-se com o
ciclo silvestre, enquanto nos outros paises, 0s ciclos silvestres e domeésticos
tendem a se sobrepor (MILES et al., 2003; MILES et al., 2009; ZINGALES et
al.,, 2012). Ja parasitos pertencentes ao grupo T. cruzi Il (Tcll) sdo mais
predominantes entre pacientes do cone sul da América do Sul, onde a doenca
de Chagas é considerada mais grave (MILES et al., 1981; ANEZ et al., 2004;
MILES et al., 2009).



Patologias digestivas associadas a infec¢do pelo parasito sdo mais
frequentes no centro do Brasil e sul da América do Sul, sendo raras no norte da
América do Sul e América Central (revisado por BUSCAGLIA e DI NOIA et al.,
2003). As bases moleculares das diferentes manifestacdes clinicas da doenca
de Chagas nao sdo bem compreendidas. De qualquer forma, tropismo tecidual
diferencial tem sido demonstrado para as linhagens T. cruzi | e Il. Além disso,
padrdes diferenciais de parasitemia tém sido reportados. Por exemplo, a cepa
CL (T. cruzi Il) isolado no sul do Brasil é altamente infectante em camundongo,
enquanto que a cepa G, isolada da Amazonia (T. cruzi 1), ndo produz
parasitemia (YOSHIDA, 1983). Diferentes cepas de T. cruzi também podem
apresentar capacidades de infeccao e de proliferacéao celular distintas, exemplo
a cepa Colombiana (Tcl) apresenta uma maior capacidade de infectar
cardiomiocitos do que parasitos da cepa JG (ANDRADE et al., 2010).

1.4 Aspectos gerais da resposta imune na doenca de Chagas

Protozoarios intracelulares, como o T. cruzi, ao infectar hospedeiros
vertebrados, geralmente levam ao estabelecimento de uma infeccéo cronica. A
cura espontanea nunca foi reportada, sugerindo que potentes mecanismos de
evasdo do sistema imune foram desenvolvidos pelo parasito (LEIRIAO et al.
2004; DENKERS E BUTCHER, 2005). O hospedeiro vertebrado, por sua vez,
desenvolve uma resposta imune bastante robusta no transcorrer da fase aguda
da doenca de Chagas o que leva a diminuicdo de parasitemia e parasitismo
tecidual, os quais se mantém baixos durante a fase crénica da infeccdo. Esse
controle da infeccdo pelo T. cruzi requer a ativacdo adequada de diversos
mecanismos imunes efetores tanto da resposta imune inata, quanto adaptativa.
A imunidade adquirida na infeccéo contra o T. cruzi tem sido mais amplamente
estudada, enquanto que apenas recentemente aspectos relacionados a
ativacdo da imunidade inata tém sido mais bem compreendidos. Sabe-se,
entretanto, que antes do estabelecimento da imunidade adquirida, o sistema
imune inato parece ter um papel fundamental em pelo menos dois aspectos

importantes da doenca de Chagas aguda: o controle da replicagcdo do parasito
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e propagacédo da infecgdo para tecidos do hospedeiro; e processo inflamatério
nos locais de infecgéo, que é a principal causa de dano nos tecidos e perda de
funcional de orgdos (BRENER e GAZZINELLI, 1997; GOLGHER e
GAZZINELLI, 2004, JUNQUEIRA et al., 2010). Em relacdo a resposta imune
adaptativa, a ativacao de células B levando a producdo de niveis substanciais
de anticorpos e ativacdo adequada de linfocitos T CD4" e CD8" s&o essenciais
para a diminuicdo de parasitemia na fase aguda e controle da infec¢éo da fase
cronica (ROTTENBERG et al., 1993, GAZZINELLI e DENKERS, 2006).

ApoOs intensa replicacdo nos tecidos do hospedeiro vertebrado na
fase aguda, diversas moléculas expressas pelas formas tripomastigotas e
amastigotas induzem a producdo de citocinas pro-inflamatérias como
interferon-y (IFN-y), Interleucina 12 (IL-12) e o fator de necrose tumoral-a (TNF-
a) que, quando produzidas em niveis adequados, estdo associadas a um
fendtipo de resisténcia. A participacdo de IL-12 € extremamente importante,
principalmente no controle inicial da infeccao, levando a protecdo (ANTUNES e
CARDONI, 2000). Esta citocina produzida pelas células dendriticas induz a
sintese de IFN-y por diversas populacdes celulares, tais como células Natural
Killer (NK), linfécitos T CD4" e CD8". IFN-y é uma das citocinas mais
importantes na inducdo desse fendtipo resistente. Esta citocina ativa células
fagocitarias que destroem o0s parasitos internalizados pelo aumento da
producdo de reativos de nitrogénio e oxigénio (NOGUEIRA et al., 1981;
GAZZINELLI et al.,, 1992). O oxido nitrico (NO) pode, diretamente ou
indiretamente, modular a efeito da maquinaria leucocitaria através de diversos
mecanismos. Esse processo envolve efeitos microbicidas, pela producédo de
radicais livres toxicos, gerados pela producéo de NO, assim como regulacéo e
aumento da resposta inflamatoria durante este tipo de infeccdo. NO mata
diretamente os parasitos in vitro (VESPA et al. 1994, JUNQUEIRA et al., 2010).
O IFN-y também induz a atividade citotoxica de linfocitos T CD8" que termina
por destruir células infectadas (SILVA et al., 1995).

Por outro lado, a citocina IL-10 e o fator de transformacdo do
crescimento (TGF-B), possuem papel modulador da ativacdo da resposta
imune (GAZZINELLI et al., 1992) e sdo necessarias para prevenir 0 aumento
do processo inflamatério e dano tecidual, associados a uma producao
exacerbada de IFN-y e IL-12 (HUNTER et al., 1997).



Tanto linfocitos T CD4" e CD8" estdo envolvidos na protegdo do
hospedeiro a infecgdo pelo T. cruzi (ROTTENBERG et al., 1993). As células
Natural killer (NK), células dendriticas (DC) e macrofagos também
desempenham um papel crucial na resisténcia na fase aguda da infeccdo
(FIGURA 3) (ROTTENBERG et al., 1988; TAKEUCHI e AKIRA, 2010),
principalmente devido a producéo de IFN-y (CARDILLO et al., 1996).
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FIGURA 3. Imunidade inata e adquirida durante a infec¢do pelo T. cruzi. Em um primeiro
momento da invasdo do T. cruzi, imunidade inata desempenha um papel crucial na resisténcia
do hospedeiro a infeccdo: atuando como primeira barreira, as células do sistema imune inato
(macrofagos, células NK e DC) produzem citocinas (IL-12, TNF-o ¢ IFN-y) e moléculas
efetoras (reativos intermediérios de nitrogénio e oxigénio), que controlam a replicacdo
parasitaria. Ao mesmo tempo, células do sistema imune inato, particularmente, DCs, fazem
uma ponte entre a imunidade inata e adquirida, produzindo citocinas (IL-12) necessarias para a
diferenciacio e expanséo clonal de células T auxiliar 1 (T helper 1 — Th1) CD4", assim como
células T CD8" e B. IFN-y produzido por células Thl CD4" ou células T CD8", ativam
mecanismos efetores em macréfagos, que destroem formas amastigotas e tripomastigotas
fagocitadas, enquanto a atividade citotoxica realizada pelas células T CD8" destroem células
com amastigotas internalizadas.

Fonte: JUNQUEIRA et al., 2010.
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1.5 Imunidade inata mediada por receptores do tipo Toll e suaimportancia
contra os patégenos

Uma proteina Toll foi inicialmente identificada em Drosophila
melanogaster como tendo fungbes na embriogénese e estabelecimento do eixo
dorso-ventral (TANJI e IP, 2005). Posteriormente, foi demonstrado que moscas
mutantes para o gene Toll eram altamente susceptiveis a infec¢des fungicas e
bacterianas (LEMAITRE et al., 1996; WILLIAMS et al., 1997; POLTORAK et al.,
1998; TANJI e IP, 2005). Vale destacar aqui, o Prémio Nobel de Medicina do
ano de 2011 recebido por Bruce A. Beutler e Jules A. Hoffmann pelas suas
descobertas sobre a ativagdo da imunidade inata, onde evidenciaram que Toll
estava envolvido na deteccdo de microorganismos patogénicos em Drosophila
e que a ativacdo de Toll era necessaria para a resisténcia. Os achados desses
pesquisadores indicaram também que os mamiferos e as moscas de fruta
utiizam moléculas similares para ativar a imunidade inata contra
microorganismos patogénicos. Enfim, finalmente os sensores da imunidade
inata haviam sido descobertos, abrindo assim novos caminhos para o
desenvolvimento da prevencéo e terapia contra infeccfes, cancer e doencas
inflamatorias (NOBEL PRIZE, 2011).

Os mamiferos expressam uma variedade de receptores
estruturalmente semelhantes a Toll. O primeiro destes a ser reconhecido foi o
receptor de IL-1 (GAY e KEITH, 1991; HEGUY et al., 1992). Posteriormente,
foram identificados receptores do tipo Toll nos mamiferos (Toll Like Receptors
— TLR) (MEDZHITOV et al., 1997; ROCK et al., 1998; TAKEUCHI et al., 1999).
MEDZHITOV e JANEWAY (1997) descreveram uma proteina homéloga ao Toll
de Drosophila, posteriormente designada de Toll Like Receptor 4 (TLR4). Este
trabalho demonstrou que a alta expressdo da proteina TLR4 resultava na
ativacdo do fator de transcricdo nuclear kappa B (NF-kB) e produgao de
citocinas (IL-1, IL-6, e IL-8) em monécitos (MEDZHITOV et al., 1997).

Das varias familias de receptores da imunidade inata, 0s quais estao
incluidos helicases, inflamasomas e receptores do tipo Nod (Nod like receptor —
NLR), os TLRs tém sido o foco de varios estudos de infeccdo de T. cruzi.

Durante as fases iniciais da infeccdo por diversos patdégenos, as vias de
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sinalizagdo dos TLR, bem como outros sensores celulares integrantes do
sistema imune inato do hospedeiro, sdo responsaveis pelo reconhecimento e
resposta rapida a microorganismos (MEDZHITOV e JANEWAY, 1998;
IWASAKI e MEDZHITOV, 2004; GAZZINELLI e DENKERS, 2006). TLRs sao
cruciais para diversos aspectos da eliminagdo microbiana, incluindo
recrutamento de fagdcitos para os tecidos infectados e subsequente morte
microbiana. TLRs expressos por macrofagos e DCs também sdo importantes
para orquestrar a resposta imune adaptativa. No entanto, quando ativados em
excesso, TLRs podem gerar patologias, como no caso do choque séptico
induzido pela infeccdo com bactérias Gram-negativas e LPS
(DOBROVOLSKAIA e VOGEL, 2002; LIEN e INGALLS, 2002).

Os TLRs sao glicoproteinas transmembrana com um dominio
extracelular com numerosas repeticbes ricas em leucina e uma regido
intracelular que contém um dominio denominado receptor Toll IL-1 (TIR). O
dominio extracelular apresenta uma plasticidade notavel em termos de
reconhecimento de ligantes, pois os TLRs podem reconhecer estruturalmente
diferentes ligantes de diferentes organismos (DUNNE et al., 2003).

A familia dos TLRs € composta de 10 e 13 membros em humanos e
em camundongos, respectivamente (MEDZHITOV et al., 1997; ROCK et al.,
1998; DU et al.,, 2000; TAKEUCHI e AKIRA, 2010; GRAVINA et al., 2013).
TLR10 € um membro oOrfao entre o TLRs humanos, e um dos grandes
obstaculos para o seu estudo é a auséncia de homoélogo em camundongo
(CHUANG e ULEVITCH, 2001; HASAN et al., 2005). Por outro lado,
camundongos expressam TLR11, TLR12 e TLR13, que ndo sdo encontrados
em humanos (JANSSENS e BEYAERT, 2003; JUNQUEIRA et al., 2010;
TAKEUCHI e AKIRA, 2010; JUNQUEIRA et al., 2010).

TLRs estdo localizados na membrana plasméatica ou membranas
internas de células do sistema imune tais como macrofagos, DCs e células B.
TLR3, TLR7, TLR8 e TLR9 localizam-se em membranas internas (CHUANG e
ULEVITCH, 2000; MATSUMOTO et al.,, 2003), enquanto que TLR1, TLR2,
TLR4, TLR5 e TLR6 estéo localizados na membrana plasmatica (OKUSAWA et
al., 2004). Trabalhos recentes tém mostrado que os TLRs podem cooperar

entre si, para o desempenho de suas funcbes (TAKEUCHI et al.,, 1999;
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OZINSKY et al., 2000; THEINER et al., 2008; BAFICA et al., 2006; GRAVINA et
al., 2013).

1.6 Ativacdo de TLRs por PAMPs de protozoarios

O termo padrdo de molécula associado a patégeno (PAMP, do
inglés Pathogen Associated Molecular Pattern) é utilizado para designar um
alvo ndo proprio ao sistema imune inato. Os PAMPs possuem trés
caracteristicas principais: sdo geralmente expressos pelos microorganismos,
mas ausentes no hospedeiro, sdo conservados entre 0s microorganismos de
uma determinada classe e sua expressdo € essencial para a sobrevivéncia
microbiana (JANEWAY, 2001). Os TLRs reconhecem PAMPs presentes em
bactérias, virus e fungos (HOSHINO et al., 1999, BEUTLER, 2004) e muitos
agonistas de TLR derivados de protozoarios foram identificados recentemente
(GAZZINELLI et al., 2004) (TABELA 1).

Dentre os PAMPs identificados em protozoarios estdo as moléculas
de glicosilfosfatidilinositol (GPI) lipides altamente abundantes em protozoarios
usadas para ancorar proteinas na superficie dos parasitos que sao agonistas
de TLR2 (CAMPOS et al., 2001, DE VEER et al. 2003; DEBIERRE-
GROCKIEGO et al. 2003; KRISHNEGOWDA et al. 2005). Além disto,
glicoinositolfosfolipedes (GIPL), um subtipo de GPI livres de T. cruzi, P.
falciparum e T. gondii induzem a producdo de citocinas pro-inflamatorias
mediadas por TLR4 (DEBIERRE-GROCKIEGO et al. 2003; OLIVEIRA et al.,
2004; KRISHNEGOWDA et al. 2005). Mais recentemente, demonstrou-se que
o DNA genbmico de T. cruzi e P. falciparum contém motivos CpG néo
metilados que séo ativadores de TLR9 (BAFICA et al., 2006; PARROCHE et
al.,, 2007; BARTHOLOMEU et al., 2008). CAETANO e colaboradores (2011)
também ja demonstraram a importancia de TLR7 na infeccdo pelo T. cruzi,
principalmente com a producao de IL-12p40 em DCs e IFN-y em linfécitos T em
resposta ao reconhecimento do RNA do parasito. O genoma de P. falciparum
possui alto conteddo AT, sendo que um grande numero de motivos AT que

possuem capacidade de ativar o sistema imune inato, de uma maneira
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independente de TLR9, foram identificados neste parasito (SHARMA et al.,
2011).

Uma vez ativado por PAMPs, os TLRs interagem com moléculas
adaptadoras. A molécula adaptadora mais bem estudada é o MyD88, que é
responsavel pela transducdo do sinal de todos os TLRs, exceto TLR3, assim
como o sinal dos receptores de IL-1 e IL-18 (ADACHI et al., 1998; TAKEUCHI e
AKIRA, 2002; O'NEILL et al, 2003). Alguns trabalhos recentes ja
demonstraram a importancia dessa via de sinalizacdo por moléculas
adaptadoras na resisténcia do hospedeiro e patogénese durante as infecgdes
por parasitos, utilizando camundongos deficientes de MyD88 infectados com
protozoarios. Os animais deficientes de MyD88 s&do altamente susceptiveis a
infeccdo por T. cruzi, Toxoplasma gondii, Trypanosoma brucei e Leishmania
major (CAMPOS et al., 2004; MURAILLE et al., 2003; DRENNAN et al., 2005).

TABELA 1 | Padrées de moléculas associadas a protozoarios (PAMPs)

PAMPs Parasitos Estagio que expressa Estrutura TLR

GPI L. major Promastigotas LPG TLR2
L. donovani
T. cruzi Tripomastigotas Alquilacilglicerol ndo saturado  TLR2

Epimastigotas GIPLs contendo ceramida TLR4

T. brucei Tripomastigotas GPIl em VSGs ND
P falciparum  Merozoitos GIPLs e GPI de MSP TLR2
T. gondii Taquizoitos GIPL e GPI TLR4

DNA gendmico T brucei Todos os estagios CpG ndo metilado TLR9
. cruzi Todoso os estagios CpG ndo metilado TLR9

Hemozoina P falciparum  Merozoitos Cristal p-Hematina de hemina  TLR9

PFTG T. gondii Taquizoitos Profilina TLR11

TABELA 1: Padrfes de moléculas associadas a patégenos (PAMPS) identificados em protozoarios
parasitos.

Fonte: GAZZINELLI e DENKERS, 2006.

Referéncias: MAGEZ et al. 1998; McCONVILLE et al., 1995; CAMPOS et al., 2001;
SHODA et al., 2001; DEBIERRE-GROCKIEGO et al., 2003; DE VEER et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2004; COBAN et al., 2005; KRISHNEGOWDA et al., 2005;
YAROVINSKY et al., 2005.
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Essa ativacdo de TLRs por moléculas de T. cruzi ativa NF-kB e
quinases ativadas por mitdbgenos (MAPK — mitogen-activated protein kinase),
gue induzem a expressao de genes de citocinas pro-inflamatoérias, ao mesmo
tempo em que citocinas anti-inflamatérias sao também induzidas (GAZZINELLI
e DENKERS, 2006). Ocorre a producao principalmente de IL-12 e TNF-a. Estas
citocinas induzirdo a sintese de IFN-y e consequente producdao de
intermediarios reativos de oxigénio e nitrogénio (RNIS) que apresentam
propriedades microbicidas. A inducdo da producao de IL-12 por DCs também
levara ao desenvolvimento de uma resposta de perfil Thl e producéo de IFN-y,
propiciando o estabelecimento da imunidade mediada por células, bem como a
producdo de anticorpos, eventos geralmente necessarios para O
estabelecimento de uma imunidade protetora de grande porte e duravel contra
protozoarios (revisado por JUNQUEIRA et al., 2010).

1.6.1 Ativacéo de TLR9 na infecc¢ao pelo T. cruzi

O DNA de bactéria tem um grande efeito imunoestimulatério em
células imunes de mamiferos, o que depende da presenca do dinucleotideo
CpG néao metilado, no DNA bacteriano (KRIEG, 1996; YAMAMOTO et al.,
2000). Em contraste a isso, o DNA gendémico de mamiferos tem um baixa
frequéncia de dinucleotideos CpG, e este € muito metilado, e por isso, ndo
apresenta atividade imunoestimulatoria.

HEMMI e colaboradores (2000) mostraram que o0 camundongo
deficiente de TLR9 (TLR9-/-) ndo apresentava nenhuma resposta contra o CpG
DNA, incluindo proliferacdo de esplendcitos, producdo de citocinas
inflamatorias de macrofagos e maturacéo de DCs.

Como ja dito, o DNA genbmico de parasitos também desempenha
um importante papel na resposta inflamatéria durante as infeccbes com
protozodrios. Similar aos motivos do DNA bacteriano, o DNA de T. cruzi, T.
brucei, L. major e Babesia bovis podem estimular macréfagos e DC e o

tratamento com DNase ou metilase aboli a atividade pré-inflamatéria do DNA
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em macréfagos e DCs (AHMAD-NEJAD et al.,, 2002; SHODA et al.,, 2001;
BROWN et al., 2002; HARRIS et al., 2006; BARTHOLOMEU et al., 2008).

Varios trabalhos ja& demonstraram a importancia de TLR9 no
reconhecimento do parasito e na resisténcia do hospedeiro em infecgcbes
experimentais com T. cruzi (AHMAD-NEJAD et al., 2002; BAFICA et al., 2006;
BARTHOLOMEU et al., 2008). Esses trabalhos principalmente utilizam animais
deficientes em alguns dos componentes da via dos TLRs. Os camundongos
TLR9-/- apresentam diminuicdo da producgéo de IL-12 e IFN-y, aumento da
parasitemia e aceleracdo da mortalidade (BAFICA et al., 2006;
BARTHOLOMEU et al., 2008), porém € mais resistente quando comparado
com o camundongo Myd88-/- que apresenta producdo de citocinas pro-
inflamat6rias mais comprometida e um grande aumento da susceptibilidade a
infeccdo pelo T. cruzi (CAMPOS et al., 2004). Outros trabalhos demonstraram
também que camundongos TLR2-/- infectados com T. cruzi, apresentaram
maior producédo de IL-12 e IFN-y em comparacao aos animais WT, mostrando
um importante papel imunoregulatério desse TLR, prevenindo uma ativagéo
excessiva e producéo descontrolada de citocinas pro-inflamatérias (ROPERT e
GAZZINELLI, 2004). Camundongos TLR6-/- e TLR4-/- apresentam producéo
normal de citocinas, parasitemia e sobrevivéncia (CAMPOS et al., 2004;
GAZZINELLI e DENKERS, 2006; BAFICA et al., 2006). CAETANO e
colaboradores (2011) revelaram que TLR7 € também importante na imunidade
inata, envolvido no reconhecimento do RNA do parasito, induzindo a producao
de IL-12p40 em DCs e consequentemente, IFN-y em linfocitos. Neste trabalho
também foi mostrado que o animal 3d (triplo deficiente para TLR3, TLR7 e
TLR9) infectado com T. cruzi apresenta alta susceptibilidade comparado ao
animal WT (CAETANO, et al., 2011).

O TLR9 esté localizado no endossomo e no reticulo endoplasmatico
(HEMMI et al., 2000; AHMAD-NEJAD et al., 2002; BARTHOLOMEU et al.,
2008), portanto, ndo esta presente na superficie das células. BARTHOLOMEU
e colaboradores (2008) demonstraram que a infeccdo pelo T. cruzi promove a
translocacdo de TLR9 do reticulo endoplasmatico para o compartimento
lisossomal, onde provavelmente reconhece o DNA do parasito destruido neste
compartimento. Neste trabalho foi mostrado também que a atividade

imunoestimulatéria aumenta quando o DNA do T. cruzi é entregue no
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compartimento endolisossomal da célula hospedeira que expressa TLR9
usando o reagente DOTAP. A internalizacdo e maturacdo endossomal s&o
condicdes para CpG DNA possa ativar TLR9 (AHMAD-NEJAD et al., 2002).

Analises in silico do genoma da cepa CL Brener de T. cruzi (EL-
SAYED et al., 2005) mostraram um alto niumero de motivos CpG (FIGURA 4)
gue sédo similares, mas nao idénticos ao CpG DNA bacteriano (KRIEG et al.,
2002). Estes motivos ndo estdo distribuidos ao longo de todo o genoma de T.
cruzi, mas preferencialmente associados com regidées do genoma que contém
genes especificos do parasito, incluindo genes que codificam proteinas de
superficie, tais como mucinas glicoproteinas (TcMUC) e o retroelemento VIPER
(BARTHOLOMEU et al., 2008).
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FIGURA 4 - Representacéo das regides genémicas de T. cruzi que contém os motivos CpG. Esta

figura esquemética mostra a concentracdo das classes A, B e C de motivos CpG nas regides
especificas de T. cruzi, que contém o retrotransposon VIPER e genes codificadores de proteinas de
superficie (retdngulos coloridos); estes motivos sdo menos frequentes nas areas conservadas dos
genomas de T. cruzi, T. brucei, e L. major (retangulos cinzas).

Fonte: BARTHOLOMEU et al., 2008.
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Estas regibes, que contétm os motivos CpG, sao altamente
polimérficas nos dois haplétipos da cepa CL Brener, um hibrido recente na
histéria evolutiva do parasito (FIGURA 5). Este udltimo fato nos levou a
especular que a abundancia destas sequéncias imunoestimulatorias poderiam
variar no genoma das diferentes linhagens evolutivas de T. cruzi, podendo
assim contribuir para uma ativacéo diferencial do TLR9 e por consequéncia
producao diferencial de citocinas do tipo Thl, sabidamente envolvidas no

controle da parasitemia na infecgéo por T. cruzi.
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FIGURA 5: Polimorfismo das regides T. cruzi especificas codificadoras de proteinas de superficie
nos dois haplétipos da cepa CL Brener. Retangulos vermelhos, roxos de azuis representam genes de L.
major, T. brucei e T. cruzi, respectivamente; linhas cinza conectam genes ortélogos; linhas azuis
conectam pares de alelos nos dois hapl6tipos de CL Brener; tridngulos laranja representam
retroelementos; tridngulo preto representa uma regido telomérica; caixas vermelhas destacam clusters
génicos codificadores de proteinas de proteinas de superficie em T. cruzi.
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2 JUSTIFICATIVA

Doencas causadas por alguns protozodrios foram classificadas pela
Organizacao Mundial da Saude como negligenciadas, visto que as industrias
farmacéuticas ndo tém voltado os seus esforcos para um investimento
adequado no desenvolvimento de novas drogas e vacinas contra estas
doencas, por ndo ser economicamente atrativo. Nao existem vacinas contra
estes parasitos no mercado e as drogas disponiveis apresentam eficacia
limitada, fortes efeitos colaterais, problemas com resisténcia e alto custo.
Assim, novos tratamentos quimioterapéuticos e profildticos devem ser
desenvolvidos, para um combate efetivo a estas doencas. O entendimento dos
aspectos imunologicos envolvidos na resisténcia a infec¢ado por protozoarios €
vital para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas mais eficientes
(GAZZINELLI e DENKERS, 2006).

Um dos importantes componentes do sistema imune envolvido na
resisténcia dos hospedeiros a esses protozoarios nos primeiros estagios da
infeccdo séo os TLRs (ROPERT et al. 2002). A ativacao destes receptores leva
a producéo de citocinas proé-inflamatorias, importantes no controle da infeccéo,
porém essa resposta ndo pode ser excessiva e descontrolada, o que poderia
levar a um quadro inflamatério danoso ao hospedeiro. Dentre os diferentes
TLRs, TLR9, que é responsavel pelo reconhecimento de motivos CpG nao
metilados, tem apresentado papel primordial no desenvolvimento de um
fendtipo mais resistente por parte dos hospedeiros em infecgdes por T. cruzi.
Apesar de grandes avancos recentes, varias questdes importantes ainda
precisam ser respondidas a respeito de componentes da resposta inata
envolvendo a resisténcia do hospedeiro e patogénese da doenca de Chagas.
Em especial, as implicacdes da grande variabilidade genética de cepas de T.
cruzi no reconhecimento do parasito pelo sistema imune inato e
estabelecimento da imunidade adquirida tem sido pouco estudadas. O melhor
entendimento dos padrdes imunoldgicos de resposta a infeccdo causada por
diferentes isolados do parasito podera proporcionar novas perspectivas de

intervencdes imunoldgicas para prevencao e tratamento da doenca de Chagas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Neste trabalho, temos por objetivo, avaliar a importancia de TLR9 na
infeccdo causada por diferentes cepas do T. cruzi. Mais especificamente,
nosso objetivo é buscar correlacionar o perfil de parasitemia e mortalidade de
camundongos selvagens (WT) e TLR9-/- infectados com as diferentes cepas do
parasito com a abundéancia de motivos CpG nestes genomas e o0s padrdes de
resposta imune TLR9 dependente gerados por cada uma dessas cepas de T.

cruzi in vivo e in vitro.

3.2 Especificos

" Obtencéo da curva de parasitemia em camundongos

WT e TLR9 -/- infectados com as cepas CL Brener, Y e Colombiana.

" Realizar ensaios imunoestimulatorios de macrofagos
DC com preparactes de DNA gendmico das diferentes cepas de T.

cruzi.

. Avaliacdo da producdo de citocinas por DC
derivadas de camundongos WT e TLR9-/- expostas a tripomastigotas

vivas de cada uma das cepas estudadas.
. Avaliacdo da producdo de citocinas no soro, dos

camundongos WT e TLR9-/- infectados com as diferentes cepas de T.

cruzi.
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. Avaliacdo do processo inflamatério no miocérdio

atrial de camundongos WT e TLR9-/- infectados com as trés cepas.
" Quantificagdo dos motivos imunoestimulatérios no

genoma das cepas de T. cruzi pertencentes a diferentes linhagens

evolutivas do parasito.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Animais

Para os experimentos foram utilizados camundongos entre 6 a 10
semanas de idade, da linhagem C57BL/6. Os animais foram produzidos no
Centro de Pesquisa René Rachou (CPgRR) e mantidos no biotério do préprio
CPgRR (Biotex). Os animais deficientes dos TLR9-/- e TLR4-/- foram também
obtidos do CPgRR, através da colaboracdo estabelecida com o Prof. Dr.
Ricardo Gazzinelli, CPgRR, Fiocruz. Os animais foram sempre acondicionados
em salas proprias para acondicionamento de animais knockout, com agua e

racao ad libitum.

4.2 Parasitos

As cepas de Trypanosoma cruzi utilizadas neste trabalho foram: Y
(T. cruzi Il), Colombiana (T. cruzi I) e o clone CL Brener (T. cruzi VI). As formas
epimastigotas das cepas mencionadas foram gentilmente cedidas pelo Prof.
Egler Chiari.

Os meétodos de cultivo de formas epimastigotas e tripomastigotas
das diferentes cepas de T. cruzi foram empregados de acordo com protocolos
previamente descritos (TEIXEIRA et al., 1994). As formas epimastigotas em
fase exponencial de crescimento foram cultivas em garrafas proprias para
cultivo, sendo mantidas a 28°C em incubadora (Eletrolab® EL 101/2), em meio
Liver Infusion Tryptose medium (LIT) — completo (10g/L de infuso de figado; 4
g/L NaCl; 0,4 g/L KCI; 8 g/L Na2HPO4; 1 g/L glicose; 5 g/L triptose; 10 mL de
hemina 2% em NaOH (p/v)) acrescido de 10% de soro fetal bovino (SFB),
estreptomicina (100 pg/ml) e penicilina (100 U/ml).

As formas tripomastigotas derivadas de cultura foram obtidas
através de infeccdo de monocamadas de células L6 (mioblasto de

camundongo) com formas tripomastigotas de cada uma das cepas de T. cruzi.
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Essas células foram cultivadas em meio RPMI (SIGMA) acrescido de 5% de
SFB e 1% dos antibidticos penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1
pg/mL, GIBCO) a 37°C, com 5% de CO, em estufa (SANYO CO;
INCUBATOR). Para obtencédo de tripomastigotas, as células L6 infectadas
foram cultivadas em meio RPMI acrescido de 1% de SFB a 37°C e 1% dos
antibiéticos penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO)
com 5% de CO, em incubadora. Cerca de 5 dias apés a infeccdo, as formas
tripomastigotas foram recolhidas do sobrenadante.

Cada uma das cepas utilizadas nos experimentos foram
devidamente genotipados por PCR utilizando trés marcadores moleculares, de
acordo com MACEDO e SEGATTO (2011).

4.2.1 Monitoramento da contaminacdo das culturas celulares por

Mycoplasma spp.

O monitoramento da contaminacdo de Mycoplasma spp. nas
culturas de epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi foi realizado por PCR.
Foram utilizados os iniciadores especificos descritos por TIMENETSKY e
colaboradores (2006), para amplificar parte do gene da subunidade 16s do
rRNA de qualquer espécie do género Mycoplasma. Para a reacdo de PCR foi
utilizado 100-300 ng da preparacdo de DNA das amostras, 200 uM de cada
dNTP (dTTP, dATP, dCTP e dGTP), 10 pmol dos iniciadores MGSO
5TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC3’ e GPO3
5GGGAGCAAACAGGATAGATACCCT3’ em solugao contendo Tris-HCI 10mM
pH 8,0, KCI 50mM e MgCI2 1,5mM para um volume final de 10 pL. As
condicBes de reacdo foram: desnaturacado inicial a 94°C por 5 minutos, 35
ciclos de 94°C por 1 minuto, anelamento dos iniciadores a 55°C por 1 minuto e
extensdo a 72°C por 1 minuto, e o Ultimo passo a 72°C por 2 minutos para
extensao final. O produto da reacéo foi fracionado por eletroforese em gel de
agarose 1%, corado por brometo de etideo e visualizado em transiluminador.

Como controle positivo, utilizamos amostras de célula Vero (célula epitelial de
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rim) ja sabidamente infectadas com Mycoplasma spp. Como controle negativo,
foi incluido um sistema de PCR sem a presenca de DNA.

Em caso de contaminagédo da cultura, a mesma foi submetida ao
tratamento com ciprofloxacina (cloridrato de ciprofloxacino; Ciprobiot; Hexal) na
concentragdo de 10 pg/mL adicionada ao meio LIT ou RPMI. A
descontaminacéo foi feita por no minimo de 10 dias (UPHOFF et al., 2002).

4.3 Extracdo do DNA gendmico de T. cruzi

A extracéo do DNA de cada uma das cepas de T. cruzi foi realizada
a partir das formas epimastigotas, devido a sua facilidade de cultivo. O DNA foi
extraido usando a coluna lllustra™ (GE Healthcare), seguindo-se as instrucdes
do fabricante. As formas epimastigotas (aproximadamente 1x10® formas em
cada extracao), ao atingirem a fase exponencial no cultivo, foram submetidas a
centrifugacdo a 3.000 rpm (Sorvall® 6000) por 15 minutos, a temperatura
ambiente (TA). Apés essa centrifugacdo, o sobrenadante foi descartado e o
sedimento lavado com 10 mL de tampéao fosfato-salino (Phosphate Buffered
Saline - PBS) com centrifugacdo a 3.000 rpm, por 15 minutos, a TA.
Novamente o sobrenadante foi descartado, sendo nova lavagem com PBS
realizada, como descrito acima. O DNA extraido de cada cepa foi
ressuspendido em agua MilliQ autoclavada e quantificado no espectrofotémetro
NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000 e armazenado a -20°C até o momento

do seu uso.
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4.3.1 Digestdo do DNA gendmico com enzimas de restricao

Com a finalidade de aumentar a capacidade de ativacao das células
da imunidade inata pelo DNA das diferentes cepas de T. cruzi, realizamos uma
busca no genoma do parasito por sequéncias reconhecidas por enzimas de
restricdo de corte frequente, mas que mantivesse os motivos CpG intactos. O
objetivo seria fragmentar o DNA em sequéncias muito pequenas e assim
facilitar o acesso dos mesmos até o TLR9 intracelular. Assim, selecionamos a
enzima de restricdo Bsp12861 (Fermentas — Life Sciences). Para digestao, de
um total de 30 pg de DNA gendmico das cepas de T. cruzi, foram utilizadas 40
unidades de enzima de restricdo, por cerca de 12 horas de incubacgéo, a 37°C e
posterior inativacdo da enzima a 65°C for 20 min.

4.4 Obtencao de populacdes celulares derivadas de camundongos

4.4.1 Macrofagos peritoneais

Para a obtencdo de macrofagos peritoneais de camundongos WT,
TLR9-/- e TLR4-/-, inoculamos, por via intraperitoneal, 2 mL de tioglicolato 3%
(ROPERT et al., 2001) nos camundongos. Os animais foram mantidos por 72
horas em suas gaiolas com agua e alimento ad libitum, sendo posteriormente
sacrificados por deslocamento cervical. Cada animal foi sacrificado
separadamente, no momento da retirada das macrofagos peritoneais. Para a
retirada das células, procedeu-se com grande assepsia, limpando-se a regido
abdominal do animal com alcool 70%. Retirou-se toda a pele do animal e
injetou-se 5 mL de meio de cultura RPMI (SIGMA) gelado na cavidade
peritoneal, massageando-se o local. O meio de cultura que fora injetado foi
recolhido logo em seguida. Foi feito um pool com células de todos os
camundongos de cada linhagem e o mesmo foi centrifugado a 1.200 rpm por
10 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804 R). O sedimento foi ressuspendido em 5
mL RPMI suplementado com 10% SBF e 1% dos antibiéticos penicilina (100
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U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO). As células foram
quantificadas em camara hemocitométrica de Neubauer, sendo o total 2 x 10°
células adicionadas nos pocos em placas de 96 pocos de poliestireno
(NUNCLON™ Surface). As células foram incubadas a 37°C em incubadora
(SANYO Incubator CO,), com atmosfera de 5% CO, por 3 horas para adesao
celular a placa. ApGs essa incubacao, as placas foram lavadas com meio de
cultura e neste momento se encontravam prontas para utilizagdo nos ensaios

de imunoestimulatoérios.

4.4.2 Células dendriticas (DC) derivadas de medula 6ssea

Para obtencéao e diferenciacdo de DC derivadas de medula 6ssea de
camundongos, utilizados protocolos previamente ja descritos (MACEDO et al.,
2008). A medula 0ssea foi extraida de fémures e tibias de animais WT, TLR9-/-
e TLR4-/-. Cada animal foi sacrificado separadamente, no momento em que ia
ser feita a retirada dos ossos. Procedeu-se em todo este experimento com
grande higienizacéo e assepsia. Os 0ssos extraidos foram colocados em meio
de cultura DMEM (SIGMA), e a extremidade de cada osso foi cortada com
auxilio de uma tesoura, sendo as células do interior retirada, por passagem de
meio de cultura, com auxilio de uma seringa. As células foram colocadas em
placas de Petri na concentracdo de 1x10’ células/placa e mantidas em 7 mL de
DMEM suplementado com 10% de SFB (GIBCO), 1% dos antibidticos
penicilina (100 U/mL, GIBCO) e estreptomicina (1 pg/mL, GIBCO) e 30% de
GM-CSF (linhagem celular - J558 GM-CSF) (fator estimulante de macrofagos e
granulécitos). As placas entédo foram incubadas a 37 °C, sob atmosfera de 5%
de CO; em incubadora (SANYO Incubator CO;). No terceiro dia apos o inicio
da cultura, foram adicionados 5 mL/placa de DMEM suplementado, como
descrito acima. Para renovac¢do do meio de cultura, nos dias 5 e 7, foram
retirados 4 mL do meio e adicionados 5 mL/placa de DMEM suplementado. No
décimo dia de cultura as células ndo aderentes foram coletadas, centrifugadas
a 1200 g por 10 minutos, a 4°C (Eppendorf 5804 R), e ressuspendidas em 1

mL de DMEM suplementado. Em seguida, as células foram contadas em uma
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camara de Neubauer. As BMDCs (células dendriticas derivadas de medula
0ssea) foram plaqueadas em placas de 96 pocos de fundo em U (NUNC) na

concentracdo de 3x10° células/poco.

4.4.3 Ensaio de ativacdo de macréfagos e células dendriticas

Macrofagos primados com IFN-y (120 U/mL) ou DC derivados de
camundongos WT e TLR9-/- foram incubados com o DNA gendmico extraido
das diferentes cepas de T. cruzi, em diferentes concentracdes em presenca do
reagente DOTAP 1,2-dioleoyloxy-3-(trimethylammonium)propane (Roche
Diagnostics), um reagente de transfeccao lipossomal. Nesses ensaios foram
utilizados 5 pL de DOTAP para cada 1 pug de DNA. Essas duas populacdes
celulares também foram incubadas com os seguintes sistemas: DNA em
maiores concentra¢gdes (100 pg/mL, 50 pg/mL, 25 ug/mL e 12,5 yg/mL) sem a
presenca de DOTAP; com DNAs digeridos com enzima de restricdo Bsp1286l
(descrito no item 4.4.1); tripomastigotas vivas de cada uma das cepas de T.
cruzi (relacédo de 10 e 20 tripomastigotas para cada célula).

Foram utilizados como controle positivo, LPS ultra puro na
concentracdo de 10 ng/mL (Escherichia coli 0111:B4 - Sigma-Aldrich) e um
oligonucleotideo (ODN) CpG 1826 (Alpha DNA) (BARTHOLOMEU et al., 2008).
Como controle negativo, os macrofagos ou DC foram cultivados em meio de
cultura na auséncia de estimulo, com IFN-y (macrofagos), DOTAP e também
GpC 1826 ODN (com a inversao do dinucleotideo CpG). Apos 48 horas de
incubacdo com os estimulos, para macrofagos, e 24 horas para DC, o
sobrenadante foi coletado para a dosagem das citocinas e dosagem de Oxido
nitrico (ROPERT et al., 2001).
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4.4.3.1 Dosagem de 6xido nitrico

A dosagem de Oxido nitrico, no sobrenadante das culturas de células
dos experimentos de macrofagos, foi realizada pela Reagéo de Griess, onde é
feita a dosagem de nitrito (NO) (HIBBS et al.,, 1988; ROPERT et al., 2001).
ApOs incubacdo dos macréfagos com os estimulos especificados no item
4.4.3., foram retirados 50 pL do sobrenadante e transferidos para outra placa
de 96 pocos, onde foi acrescentado 50 pyL do reagente de Griess. Apos 10
minutos de reacao, a TA, a leitura foi realizada em espectrofotbmetro (leitor de
ELISA) com comprimento de onda de 540 nm.

O Reagente de Griess foi preparado no momento da adicdo aos
pocos das seguintes solucdes: solucdo 1: 1% de sulfanilamida em 2,5% H3POy;
solugdo 2: 0,1% Nedd (Dihidrocloreto de N-(1-naftil)-etilenodiamina) em 2,5%
de H3PO,. Essas solugbes foram preparadas previamente e mantidas a 4° C
em frascos protegidos da luz. A concentrag&o de nitrito foi calculada utilizando-
se uma curva padrdo com uma concentracdo conhecida de nitrito de sodio

(NaNO,) em diferentes concentracdes.

4.4.3.2 Dosagem de citocinas por ELISA

A dosagem de citocinas no sobrenadante de cultura de macréfagos e
DC foi realizado por ELISA. Foram realizadas dosagens de IL-12p40 e TNF-a
utilizando-se kit comercial, conforme instrucées do fabricante (R&D Systems).
O anticorpo de captura proveniente do kit, foi diluido para a concentracdo de
trabalho de 4 pg/mL em PBS e 50 pL do mesmo foi distribuido nos pocos de
uma placa de 96 pocos (FALCON), para que o anticorpo se fixasse. A placa
contendo o anticorpo de captura foi incubada a TA, por cerca de 16 horas.
Ap6s essa incubacdo, a placa foi lavada 6 vezes com 0,05% Tween® 20 em
PBS em lavadora de placas (Aquamax 2000 — Molecular Devices) e procedeu-
se ao bloqueio com 300 pL de PBS 1% BSA, com incubacédo por 2 horas, a TA.

Apds bloqueio, as placas foram lavadas mais uma vez como descrito
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anteriormente. Pipetou-se nos poc¢os, 50 uL do sobrenadante das culturas, do
padrdo e do branco, e as placas foram incubadas por 1 hora & TA. As placas
foram lavadas novamente e adicionou-se 100 pL do anticorpo de deteccao, na
concentracdo de 400 ng/mL, incubando-as por 2 horas. Apés este periodo, as
placas foram lavadas novamente, e colocou-se 100 pL de streptavidina
(diluicdo 1:200), com incubacdo a TA, por 30 minutos, com protecdo da luz.
Apés, os pocos foram lavados e adicionou-se 100 pL da solucdo do substrato
(10 mL de tampdao citrato fosfato + 15 mg de OPD + 4 ul de perdxido de
hidrogénio (H20>)). Incubou-se por 20 minutos, ao abrigo da luz e adicionou-se
30uL da solucdo de parada (acido sulfurico 4N). Foi feita a leitura das
absorbancias imediatamente em espectrofotdmetro, a um comprimento de

onda de 495nm.

4.5 Infecgcdo experimental com T. cruzi e curva de parasitemia

Foram utilizados camundongos WT e TLR9-/-, com cada grupo
contendo de 8 a 10 individuos, com 6 a 10 semanas de vida, os quais foram
infectados com formas tripomastigotas sanguineos das diferentes cepas de T.
cruzi por via intraperitoneal. Foram infectados grupos de animais com a cepa
CL Brener (500 formas tripomastigotas), Y (100 formas tripomastigotas) e
Colombiana (50 formas tripomastigotas) (TALVANI et al., 2000;
BARTHOLOMEU et al., 2008). Apds essa infeccdo, os animais ficaram em
suas gaiolas recebendo agua e alimentos ad libitum.

A curva de parasitemia teve inicio antes da paténcia da infeccéo. Os
animais foram acompanhados durante toda essa fase parasitémica, com
contagem do numero de parasitos no sangue e avaliacdo da mortalidade
diariamente. Cada animal foi marcado com um tipo de sinal, de modo a
diferencia-los entre si, para identificacdo da variacdo da parasitemia individual.

Para realizacdo da parasitemia, os animais foram retirados de suas
gaiolas e colocados em um suporte proprio, para que ficassem presos, de
modo que somente a cauda ficasse exposta. Com extremo cuidado, auxiliado

por uma tesoura, cortou-se a ponta da cauda de cada um dos camundongos.
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Pipetamos 5 pL de sangue diretamente da cauda e o colocamos em lamina sob
laminula. A cauda dos camundongos foi cauterizada, a fim de evitar que o
mesmo sujasse a gaiola com sangue e assim evitar a possibilidade de
contaminacdo para o manuseador. Levou-se a lamina ao microscépio Optico e
0s parasitos foram contados em 50 campos, no aumento de 40 vezes. A
mortalidade dos animais foi avaliada diariamente.

4.6 Infeccao experimental com T. cruzi e coleta de sangue para obtencao
do soro

Camundongos WT e TLR9-/-, machos, com 6 a 8 semanas de vida,
foram separados em 8 a 10 animais em cada grupo, os quais foram infectados
com formas tripomastigotas sanguineos da mesma forma e com as mesmas
cargas parasitarias do item anterior 4.5, para cada uma das cepas de T. cruzi.
Esses animais foram acompanhados quanto a parasitemia, sendo realizadas
varias coletas de sangue ao longo do tempo, em dias antes, durante e depois
do pico de parasitemia (de acordo com as curvas obtidas). Apés 30 minutos a
TA, o sangue foi centrifugado a 5.000 rpm por 15 minutos e o soro obtido foi
mantido a -80° C.

As citocinas seéricas no soro foram detectadas utilizando-se o kit
CBA (Inflammation kit Cytometric Bead Array — CBA, BD), seguindo-se
protocolo do fabricante. A escolha do CBA para a quantificacdo de citocinas
séricas nesse experimento foi feita, porque permite uma quantificacdo de 6

citocinas em um pequeno volume de amostra (25 pL de soro).
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4.6.1 Determinagao dos niveis de citocinas por “Cytometric Bead Array”
(CBA)

AplGs a coleta de sangue dos animais infectados com T. cruzi, foi
feita a quantificagcdo de citocinas no soro. Os soros foram coletados para
determinacao da producao das seguintes citocinas, por CBA: IL-6, MCP-1, IFN-
y € TNF-a, (Inflammation kit Cytometric Bead Array — CBA, BD), de acordo com
o protocolo sugerido pelo fabricante. O principio da técnica de CBA baseia-se
no uso de seis populagbes de microesferas com diferentes intensidades de
fluorescéncia; cada populacdo de microesferas foi sensibilizada com anticorpos
de captura especificos para IL-6, MCP-1, IFN-y, TNF-q, IL-10 e [I-12.

Essas microesferas especificas para cada uma das citocinas foram
detectadas em citometro de fluxo e a quantidade de citocinas presentes nos
soros dos camundongos determinadas pela intensidade de fluorescéncia.
Resumidamente, uma aliquota (25 pL) de soro foi incubada com 15 pL da
mistura de microesferas especificas anticitocinas por 3 horas a TA, ao abrigo
da luz, seguida por uma lavagem com tampao contendo 1% BSA em PBS e
centrifugagcdo a 600 g por 7 minutos a 18°C. Ap0s o descarte dos
sobrenadantes, as microesferas foram incubadas com 18 pL da mistura de
anticorpos anticitocinas conjugados com PE (ficoeritrina), por 30 minutos a TA,
protegidas da luz. Finalmente, as microesferas foram lavadas novamente e
ressuspendidas em 100 puL do tampédo de lavagem, e entdo analisadas no
citbmetro de fluxo (FACScan®, BD Biosciences, EUA). Para quantificacdo da
citocinas, padrdes contendo concentracdes conhecidas foram processados em
paralelo.

A analise dos dados foi realizada utilizando-se o software FCAP
array (BD Biosciences). Resultados foram obtidos em pg/mL, e os limites de

deteccédo foram de 20 pg/mL a 5.000 pg/mL.
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4.7 Infeccdo experimental com T. cruzi e andlises histopatoldgicas

Para realizamos andlises histopatoldgicas, os camundongos WT e
TLR9-/- foram infectados com 5000 formas tripomastigotas sanguineas das
cepas CL Brener, Y e Colombiana. Apés as infec¢des, os animais foram
sacrificados e os coracdes coletados 15 ap6s a infeccdo. Cada 6rgdo foi
submetido a dois cortes, de modo que fosse separada, a parte atrial da parte
ventricular. Os fragmentos teciduais foram fixados em solugdo de formol
tamponado 10% e processados de acordo com trabalhos prévios da literatura
(MALTOS et al., 2004; GUEDES et al., 2009).

Todos os cortes histoldgicos foram visualizados pela objetiva de 40X
para digitalizacdo de imagens através da microcamera JVC TK-1270/RGB
(Tokyo, Japan), perfazendo uma area total de 4x10° mm? de miocéardio atrial
analisado em cada animal. Uma sequéncia de algoritmos do programa KS300
software foi elaborada para o0 processamento das imagens, segmentacao,
definicdo das condicbes de morfometria e contagem dos nucleos (CALIARI,
1997). As técnicas de processamento de imagens foram aplicadas para
evidenciar 0os nucleos das células. Através da segmentacdo, foram
selecionados os pixels dos nucleos de todos os tipos celulares presentes no
miocéardio atrial e excluidos aqueles do citoplasma celular e de outras
estruturas do corte histolégico. Mediante este processo, foi criada uma imagem
binaria e contados os nucleos de todos os tipos celulares presentes no
miocérdio atrial. A contagem obtida nos animais controles foi considerada como
o padrao normal de celularidade do miocérdio atrial, sem infiltrado inflamatorio.
Ja nos animais infectados, foram contados os nucleos dos tipos celulares
normalmente presentes no miocardio atrial e os nucleos dos leucocitos
recrutados no processo inflamatério, permitindo a avaliacdo quantitativa da
inflamac&o como previamente descrito (MALTOS et al., 2004; PACHECO et al.,
2008; GUEDES et al., 2009; BORGES et al., 2009; MENDES et al., 2010).
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4.8 Quantificacado dos motivos CpG no genoma das cepas de T. cruzi

4.8.1 Hibridagdo dos DNAs gendmicos de cada uma das cepas de T. cruzi
com sequéncias génicas localizadas em regibes enriqguecidas com

motivos CpG

Foi feita a quantificacdo relativa de genes que se co-localizam com
sequéncias imunoestimulatérias no genoma das cepas CL Brener, Y e
Colombiana, por dot blot. Diferentes quantidades de DNA gendmico de cada
cepa foram aplicadas em membrana Hybond-N+ (GE Healthcare) usando um
aparato do tipo slot-plot (Hibrid-dot Manifold - LifeTechnologies, Inc., USA). O
DNA foi desnaturado em solugcédo 1,5 M NaCl/0,5M NaOH por 10 minutos e
procedeu-se a neutralizagcdo em solucédo 1 M NaCl/0,5 M TrisCl, pH 7.0 por 5
minutos. O DNA foi entédo fixado a membrana irradiando-a com luz ultravioleta
no aparelho UV STRATALINKER® (STRATAGENE) de acordo com as
instrucdes do fabricante e a membrana foi estocada a -20°C até o momento do
uso. Procedeu-se a marcacao radioativa das sequéncias usadas como sonda
(regido codificadora do gene DGF-1 (dispersed gene Family -1) e regido 3'UTR
da familia multigénica MASP) conforme se segue. Os fragmentos foram
radioativamente  marcados com [a-*’P]dCTP (3.000 Ci/mmol, da
Amersham/Pharmacia) pela técnica de random primming utilizando-se os kits
de marcacdo Megaprime DNA labelling system (GE Healthcare), conforme
recomendado pelos fornecedores. Apds a marcacdo, as reacdes foram
bloqueadas com 2 ul de EDTA 0,2 mol/l pH 8,0 e o DNA foi separado dos
nucleotideos nédo incorporados por fracionamento em coluna Sephadex G-50,
previamente empacotada em seringa de 1 ml e equilibrada com 2 vezes o
volume com tampé&o TE ou em colunas Sephadex G-50 pré-empacotadas (Nick
Columns -Pharmacia/Amersham). As membranas foram entdo pré-hibridizadas,
por 2 h a 42°C sob agitacdo moderada, em solugcédo contendo formamida a 50%
(v/v); SSC 6X; Denhardt’'s 10X; SDS a 0,2% e DNA de esperma de salmao a
100 pg/ml. O volume da solug&o de pré-hibridizacdo foi de 0,2 ml de solucéo
por cm’ de membrana. Apés a pré-hibridizacdo, a sonda purificada,

previamente desnaturada a 100°C durante 5 minutos, foi adicionada a solucéo
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de hibridizagdo (mesma composicdo da solucdo de pré-hibridizacdo). As
membranas foram incubadas a 42°C por 12 a 14 h e lavadas rapidamente em
solucdo de SSC 2X e SDS 0,2% a TA e duas vezes durante 30 minutos a 60°C.
Procedeu-se entdo, a exposicdo da membrana no aparelho Typhoon 9.400 (GE
Healthcare).

4.8.2 Perfil de motivos CpG em diferentes cepas de T. cruzi

4.8.2.1 Sequenciamento dos genomas das cepas Y e Colombiana

O sequenciamento das cepas Y e Colombiana foram realizados no
LNCC (Laboratorio Nacional de Ciéncia da Computacéo) em colaboracdo com
o grupo da Dra. Ana Tereza Vasconcelos. O genoma de outras duas cepas
(Arequipa e CL-14) também foram sequenciados. Bibliotecas “shotgun” foram
construidas a partir do DNA gendémico conforme descrito no protocolo da 454
ROCHE. Resumidamente o material foi fragmentado e ligado a adaptadores
especificos, os quais foram utilizados nas etapas posteriores. Em seguida,
foram feitas as reacdes de amplificacdo das bibliotecas em microesferas
(emPCR), com subsequente preparacdo das microesferas contendo o material
amplificado para o sequenciamento na plataforma 454. Os genomas das
demais cepas (CL Brener, Tulahuén, Esmeraldo e Sylvio) foram obtidos no
banco de dados Read Achieve do NCBI (National Center for Biotechnoloy

Information).

4.8.2.2 Quantificacdo dos motivos CpG DNA no genoma de cada uma das

cepas.

Motivos CpG classe B de camundongo previamente identificados na
cepa CL Brener como imunoestimulatérios (BARTHOLOMEU et al., 2008)
foram pesquisados em ambas as fitas das reads ndo montadas de cada

genoma usando o algoritmo fuzznuc (Emboss package). Para estimar o

34



namero de cada motivo por genoma hapléide, o numero total dos motivos
foram normalizados pela cobertura de cada genoma. Para estimar a cobertura
de cada genoma, calculou-se a cobertura média de cada nucleotideo derivados
de genes copias simples de CL Brener identificados usando o programa
OrthoMCL (LI et al., 2003).

4.8.2.3 Agrupamento das cepas de T. cruzi com padr&o similar de motivos
CpG

Para identificar grupos de cepas com padrao similar de motivos CpG
foi utilizado o método de agrupamento hierarquico utilizando a biblioteca
Pvclust (SUZUKI e SHIMODAIRA, 2006) implementada na plataforma R (R
Development Core Team, 2011). Inicialmente foi gerada uma matriz de
distancia estimada pela distancia euclidiana entre cada par de cepas de T.
cruzi baseada na quantidade de diferentes motivos CpG. O dendograma foi
gerado utilizado o método de “complete linkage”. A contagem de diferentes
motivos CpGs também foi comparada entre os DTUs de T. cruzi utilizando o
teste one-way implementados no software GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Inc.).

4.9 Andlises estatisticas

O teste t Student e o ANOVA foram utilizados para analisar a
significancia das diferencas das médias entre 0s grupos experimentais. As
curvas de sobrevivéncia foram geradas utilizando o método de KaplanMeier e a
significancia das diferencas foi calculada pelo teste log-rank. Significancia
estatistica foi definida pelo p < 0,05. Os outliers foram detectados utilizando-se
o Teste de Grubbs.
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4.10 Comité de Etica em Experimentacdo Animal

Este projeto foi aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacéo
Animal (CETEA). Todos os procedimentos com animais foram aprovados pelo
Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA) da Universidade Federal
de Minas Gerais (Protocolo # 92/2009), conforme certificado apresentado no
ANEXO 1, e foram realizados seguindo as normas do Colégio Brasileiro em
Experimentagcdo animal (COBEA), de acordo com a lei 11.794/2008 que

estabelece procedimentos para o uso cientifico de animais.
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5 RESULTADOS

5.1 TLR9 desempenha papel mais importante na resisténcia a infeccao
pelas cepas Y e CL Brener de T. cruzi quando comparado com a infecg¢ao
causada pela cepa Colombiana.

Para determinar a possibilidade de haver diferengas na importancia
e influéncia de TLR9 no controle de parasitemia em cepas de T. cruzi
pertencentes a diferentes linhagens evolutivas, nés infectamos camundongos
selvagens (WT) e TLR9-/-, com formas tripomastigotas sanguineas das cepas
Colombiana (T. cruzi I), Y (T. cruzi Il) e CL Brener (cepa hibrida, T. cruzi VI).
Vale ressaltar que estas cepas apresentam padrdes de parasitemia bastante
distintos em animais experimentalmente infectados, mas ndo se sabe se sao
capazes de ativar diferencialmente o sistema imune inato do hospedeiro via
TLR9. Uma vez que estas cepas apresentam em camundongos niveis de
parasitemia e viruléncia distintos e o objetivo era avaliar a diferenca de
susceptibilidade dos animais WT e TLR9 para cada cepa, os animais foram
infectados com diferentes inéculos: 50, 100 e 500 formas tripomastigotas
sanguineas, para Colombiana, Y e CL Brener, respectivamente. Os animais
foram em seguida monitorados quanto a parasitemia e sobrevivéncia. Como
mostrado na FIGURA 6, o padrdo de parasitemia apresentado por animais
infectados com essa a cepa Y € rapido e curto, com o pico ocorrendo no 10°
dia apos a infeccdo, onde foram verificadas diferencas estatisticamente
significativas entre as parasitemias dos animais WT e TLR9-/-. Encontramos
também diferencas na taxa de sobrevivéncia, sendo que todos o0s
camundongos TLR9-/- morreram até o 20° dia apdés infec¢do, enquanto que
70% dos animais WT infectados sobreviveram até o final do experimento (40
dias apods a infeccao). Diferencas mais pronunciadas em relacdo a parasitemia
foram verificadas nos camundongos infectados com a cepa CL Brener
(FIGURA 7), tendo sido encontradas diferencas estatisticamente significativas
ao longo da curva de parasitemia, enquanto que a taxa de sobrevivéncia dos
camundongos WT e TLR9 -/- apresentou um perfil muito parecido daquele

obtido na infeccdo com a cepa Y. Em contrapartida, 0 mesmo padrao néo foi
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observado para os camundongos infectados com a cepa Colombiana. O pico
no numero de parasitos no sangue dos animais infectados com essa cepa
ocorreu no 43° dia ap06s a infeccdo, onde ndo verificamos diferencas
estatisticamente significativas. As curvas de parasitemia nos animais WT e
TLR9 -/- foram muito parecidas tendo sido observadas diferencas
estatisticamente significativas apenas no 51° dia apos infeccdo. Além disso,
ndo houve diferengca estatisticamente significativa entre as curvas de
sobrevivéncia entre os dois grupos de animais infectados com esta cepa
(FIGURA 8).
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FIGURA 6 - Curva de parasitemia e sobrevivéncia de camundongos WT e TLR-
/-9 infectados com 100 formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi. A, mostra
a curva de parasitemia Andlises estatisticas mostraram diferencas significativas
no 10° dia pos-infeccdo (**, p<0,01), entre os camundongos WT e TLR9-/-. B,
curva de sobrevivéncia, mostrando claramente a influéncia de TLR9 para a
sobrevivéncia dos animais (p=0,0015).
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FIGURA 7 - Curva de parasitemia e sobrevivéncia de camundongos WT e
TLR-/-9 infectados com 500 formas tripomastigotas da cepa CL Brener de T.
cruzi. A, mostra a curva de parasitemia avaliada em intervalos de 2 em 2 dias.
Andlises estatisticas mostraram diferencas estatisticas significativas nos dias
12, 14, 16, 18 e 20, na parasitemia entre os grupos (***, p<0,01). B, mostra
curva de sobrevivéncia, onde andlises estatisticas mostraram que o0s
camundongos TLR9-/- apresentam maior susceptibilidade quando
comparados aos camundongos WT, mostrando aceleracdo da mortalidade
(p=0,0005).
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FIGURA 8 - Curva de parasitemia e sobrevivéncia de camundongos WT e
TLR-/-9 infectados com 50 formas tripomastigotas da cepa Colombiana de T.
cruzi, A, mostra a curva de parasitemia avaliada em intervalos de 4 e 4 dias.
Foram observadas diferencas estatisticamente significativas apenas no 51° dia
apos infecgédo (*, p<0.05) entre os camundongos WT e TLR9-/- na infec¢éo por
essa cepa. B, representa a curva de sobrevivéncia, onde os animais foram
acompanhados a cada dois dias. Nao foi observada diferenca estatistica entre
as curvas de mortalidade dos camundongos WT e TLR9-/- infectados com esta
cepa.
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5.2 Ativacdo de células da imunidade inata pelo DNA gendmico das
diferentes cepas de T. cruzi

Uma vez que observamos diferencas marcantes na parasitemia e
mortalidade em animais WT e TLR9 -/- infectados com as diferentes cepas,
avaliamos entdo a capacidade imunoestimulatéria do DNA gendmico destas
cepas. Formas epimastigotas mantidas em cultura foram utilizadas para extrair
0 DNA genbmico de cada uma das cepas de T. cruzi. Estas culturas foram
monitoradas quanto a contaminacao por Mycoplasma spp., (TIMENETSKY et
al., 2006) por PCR, sendo verificadas sempre antes da extracdo de DNA ser
feita, a fim de detectar qualquer possibilidade de contaminacé&o, evitando assim
utilizar amostras de DNA contendo sequéncias de bactéria que séo
sabidamente imunoestimulatérias. Apos a realizacdo da PCR com iniciadores
especificos do género Mycoplasma, o produto foi fracionado em gel de
agarose, por eletroforese e um gel representativo esta exemplificado na
FIGURA 9.

O DNA extraido de cada uma das cepas foi quantificado em
espectrofotbmetro como descrito anteriormente, sendo essas quantidades
certificadas também por eletroforese em gel de agarose (FIGURA 10) para
maior confiabilidade nas quantidades de DNAs a serem utilizadas nos ensaios
imunoestimulatérios. Esse foi considerado um ponto critico, pois, a utilizacdo
das mesmas quantidades de cada uma das preparacdes de DNA nos ensaios

imunoestimulatorios, nesse ponto do trabalho, era totalmente necesséria.
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FIGURA 9 - Andlise de PCR negativa para Mycoplasma
spp.. Eletroforese em gel de agarose 1%, de produto de
PCR utilizando iniciadores que amplificam uma regido da
subunidade 16S do rRNA de Mycoplasma spp.. Coluna
1, marcador de peso molecular 1 kb (Fermentas); coluna
2, controle positivo (células Vero, sabidamente
infectadas com Mycoplasma spp.); coluna 3, controle
negativo (sem dna); colunas 4, 5 e 6, PCR das culturas
de epimastigotas das cepas Y, Colombiana e CL Brener
de T. cruzi, respectivamente, usadas na extracdo de
DNA gendmico.

1 2 3 4 5 6 /7 8

FIGURA 10 - Eletroforese em gel de agarose 0,8% para quantificacdo do DNA das
diferentes cepas. Canaletas 1, 3 e 5 representam 50 ng de DNA gendmico das cepas Y,
Colombiana e CL Brener, respectivamente. Canaletas 2, 4 e 6 representam 100 ng de DNA
gendmico das cepas Y, Colombiana e CL Brener, respectivamente. Como controle das
guantidades foram utilizados 50 ng e 100 ng do vetor pUC linearizado com a enzima EcoRI
(canaletas 7 e 8, respectivamente).

Apoés a obtencdo de preparac6es de DNA gendmico de cada uma
das cepas, os mesmos foram utilizados em ensaios de ativacdo com
macrofagos e DC provenientes de camundongos WT e TLR9-/-. Essas células
da imunidade inata foram incubadas com diferentes quantidades de DNA

gendmico intacto, sonicado e digerido com a enzima de restricdo Bspl1286l,
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gue apresenta sitios de restricdo frequentes no genoma de T. cruzi, mas nao
corta em sequéncias CpG. Nesses ensaios foram utilizados como controles
positivos LPS (10 ng/mL) e ODN CpG 1826 de bactéria (10 e 5 pg/mL) e,
como controles negativos, somente células com meio de cultura, células
primadas com IFN-y (100 U/mL - macréfagos), DOTAP (25 uL/mL), ODN GpC,
cuja sequéncia € idéntica ao oligonucleotideo CpG 1826, mas com o
dinucleotideo CG invertido.

Primeiramente foram realizados ensaios utilizando preparagfes de
DNA gendmico nas concentracdes de 10 pg/mL e 5 pg/mL na presenca do
reagente lipossomal DOTAP, com macréfagos e DC provenientes de
camundongos WT, TLR9-/- e TLR4-/-. Utilizou-se o reagente DOTAP para
otimizar a internalizacdo e disponibilizacdo do DNA gendémico ao TLR9
(BARTHOLOMEU et al., 2008). As FIGURAS 11, 12 e 13 mostram 0S
resultados da dosagem de nitrito e IL-12p40 nos sobrenadantes das culturas,
onde é mostrado a capacidade imunoestimulatéria do DNA de cada uma das
trés cepas, CL Brener, Colombiana e Y. Porém, ndo encontramos diferencas
estatisticamente significativas na capacidade de ativacdo das células usando
DNA genbmico das diferentes cepas. Como ja esperado, os efeitos
imunoestimulatorios foram totalmente abolidos nas células provenientes de
camundongos TLR9-/-, mostrando que o reconhecimento do DNA de T. cruzi é
TLR9 dependente. Nesses ensaios também foram incluidas células
provenientes de camundongos TLR4-/- e neste caso, a ativacdo das células
pelo DNA das cepas de T. cruzi, apresentou um padrdao semelhante ao
encontrado nas células derivadas de camundongos WT, mostrando que essas

preparacdes dos DNAs ndo apresentavam contaminac¢des com LPS.
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FIGURA 11 - Avaliacdo da producdo de oOxido nitrico por
macrofagos estimulados com DNA gendmico das diferentes
cepas de T.cruzi (CLB, CL Brener; Col, Colombiana; e Y). DNA
extraido de cada uma das cepas foi incubado com macréfagos
provenientes de camundongos WT (A), TLR9-/- (B) e TLR4-/-
(C). Os DNAs foram testados em duas concentragfes (10 e 5
pg/mL) em conjunto com o reagente DOTAP (5 pL / 1 pg de
DNA). LPS e CpG 1826 ODN foram utilizados como controle
positivo para ativacdo de TLR4 e TLR9, respectivamente, e
GpC ODN como controle negativo de TLR9. Nitrito foi medido
no sobrenadante apds 48 horas de estimulacéo.
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FIGURA 12 - Avaliagdo da producdo de IL-12p40 por macréfagos
estimulados com DNA genbémico das diferentes cepas de T.cruzi
(CLB, CL Brener; Col, Colombiana; e Y). DNA extraido de cada uma
das cepas foi incubado com macréfagos provenientes de WT (A),
TLR9-/- (B) e TLR4-/- (C). Os DNAs foram testados em duas
concentragdes (10 e 5 pg/mL) em conjunto com o reagente DOTAP
(5 uL /1 pg de DNA). LPS e CpG 1826 ODN foram utilizados como
controle positivo para ativacdo de TLR4 e TLR9, respectivamente, e
GpC ODN como controle negativo de TLR9. IL-12p40 foi medido no
sobrenadante apds 48 horas de estimulagéo.
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FIGURA 13 - Ativacéo de células dendriticas com DNA gendmico (10
e 5 ug/mL) das trés cepas de T. cruzi. DNA extraido de cada uma das
cepas foi incubado com DC provenientes de camundongos WT (A),
TLR9-/- (B) e TLR4-/- (C). Os DNAs foram testados em duas
concentragdes (10 e 5 pg/mL) em conjunto com DOTAP (5 pL /1 pg
de DNA). Foi utilizado também DNA sonicado (10 pg/mL). LPS e CpG
1826 ODN foram utilizados como controle positivo para ativagédo de
TLR4 e TLRY, respectivamente, e GpC ODN como controle negativo
de TLR9. IL-12p40 foi medido no sobrenadante ap6s 48 horas de

estimulagéo.
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Realizamos também ensaios de macréfagos e DCs incubados com
DNA genomico digerido por enzima de restricdo. Recentemente, YASUDA e
colaboradores (2009) demonstraram que DNA livre de CpG pode ativar TLR9
se os fragmentos de DNA forem internalizados por transfec¢éo de lipossomas
com DOTAP. Isso possivelmente ocorre devido a alta concentracdo de
fragmentos de DNA que sdo entregues ao TLR9 intracelular, numa
internalizacdo mediada por DOTAP. Como este reagente foi utilizado nos
Nnossos experimentos, levantou-se a hipdétese de que talvez por isso nao
tenhamos detectado diferencas na ativacdo das células do sistema imune
inato, com preparagbes de DNA gendomico das diferentes cepas. Como
alternativa ao uso do DOTAP, optou-se por fragmentar enzimaticamente as
amostras de DNA genbmico a fim de obtermos moléculas de pequenos
tamanhos para favorecer a internalizagéo por macrofagos e células dendriticas.
Em uma pesquisa in silico, rastreou-se todo o genoma montado da cepa CL
Brener a procura de uma enzima que tivesse uma maior frequéncia de corte no
genoma, mas que nao fizesse cortes dentro dos motivos CpG DNA
imunoestimulatorios. Selecionou-se a enzima de restricdo Bsp1286I1 purificada
de Bacillus spaericus que reconhece a sequéncia G(AGT)GC(ACT)|C, estando
entre parénteses 0s nucleotideos alternativos para a posicdo. Esta enzima
apresentou maior numero de sitios de restricdo (~150 mil) no genoma, gerando
sequéncias de tamanho médio de 450 pb. Essa fragmentacdo do DNA facilita a
entrada do DNA dentro da célula e consequentemente a oferta de agonistas de
TLRO.

Apés a digestdo (FIGURA 14), incubamos os DNAs digeridos, em
trés concentracbes (10, 20 e 30ug/mL), em ensaios imunoestimulatorios com
macrofagos. Os resultados das dosagens de nitrito e [L-12p40 estéo
representados na FIGURA 15. Novamente, mesmo com a digestdo, nédo
encontramos diferencas estatisticamente significativas na capacidade

imunoestimulatdria entre as preparacdes de DNA das cepas de T. cruzi.
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FIGURA 14 - Eletroforese em gel de agarose
1,2% para verificacdo da digestdo dos DNAs
genbmicos das cepas de T. cruz, utilizando a
enzima Bspl1286l. Coluna 1, 2 e 3 representam
DNAs digeridos das cepas CL Brener, Colombiana
e Y, respectivamente.
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FIGURA 15 - Avaliacdo da producédo de NO e IL-12p40 por macrofagos estimulados com DNA genémico das
diferentes cepas de T. cruzi (CLB, CL Brener; Col, Colombiana e Y). DNA genémico de cada uma das cepas
digerido com a enzima de restricdo Bsp1286I foi incubado com macréfagos provenientes de camundongos WT
(A, C) e TLR9-/- (B, D). Os DNAs foram testados nas concentrac¢des de 30, 20 e 10 pg/mL), e LPS e CpG 1826
ODN foram utilizados como controle positivo para ativacdo de TLR4 e TLR9, respectivamente, e GpC ODN
como controle negativo de TLR9. Nitrito e IL-12p40 foram medidos no sobrenadante apds 48 horas de

estimulagéo.
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5.3 Tripomastigotas vivas das cepas Y e CL Brener apresentam uma
maior ativacdo TLR9-dependente de DC com quando comparado com a

cepa Colombiana.

Uma vez que, usando as mesmas quantidades de DNA, nao foi
possivel detectar diferencas na capacidade estimulatéria do DNA genémico
das diferentes cepas do T. cruzi, nos realizamos ensaios de ativacdo de
macrofagos e DC provenientes de camundongos WT e TLR9-/- incubados com
o0 mesmo numero de formas tripomastigotas vivas das diferentes cepas de T.
cruzi. Foram utilizadas nesses experimentos formas tripomastigotas vivas
mantidas em cultura. As quantidades de tripomastigotas utilizadas foram de 20
e 10 formas do parasito para cada célula hospedeira (DC). ApGs ativagcéo por
24 horas, 0 sobrenadante foi coletado e foram feitas as dosagens de IL-12p40
e TNF-a. Os resultados dessas dosagens mostram que as tripomastigotas
induziram a producdo de ambas citocinas pro-inflamatorias (FIGURA 16, A e
C). Mais importante, a razdo entre a producdo das citocinas nas DCs
provenientes dos dois grupos de camundongos foi sempre menor para as
tripomastigotas de Colombiana do que os parasitos das outras cepas (Figura
16, B e D). Como ja mencionado, € sabido que as formas tripomastigotas de T.
cruzi possuem varios PAMPs capazes de ativar diferentes TLRs em DCs
murinas, por esse motivo, para estimarmos a ativacdo somente do TLR9, nés
analisamos a razdo da ativacdo de DC provenientes de camundongos WT e
TLR9-/-. Estes resultados corroboram a hipotese de que a cepa Colombiana
possui menores quantidades de motivos CpG em seu genoma, quando
comparadas as cepas CL Brener e Y e sugerem possiveis diferencas no

tamanho dos genomas das trés cepas.
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FIGURA 16. Avaliacéo da producdo de TNF-a e IL-12p40 por DC estimuladas com tripomastigotas vivas de cada uma
das cepas de T. cruzi. As formas tripomastigotas foram incubadas com DC provenientes de camundongos WT e TLR9-
/-. As tripomastigotas foram utilizadas em duas quantidades (relacdo célula:tripomastigota, 10:1 e 20:1). LPS e CpG
1826 ODN foram utilizados como controle positivo, e GpC ODN como controle negativo de TLR9 (dados nao
mostrados). TNF-a (A) e IL-12p40 (C) foram medidos no sobrenadante apos 24 horas de estimulacdo. Em B e D, estéo
representadas a raz&o entre a producéo das citocinas de células provenientes de camundongos WT e TLR9-/-.
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5.4 O perfil de citocinas no soro de camundongos infectados com as

cepas Y e CL Brener difere daquele obtido com a cepa Colombiana

A etapa seguinte deste trabalho foi avaliar se a infeccdo de
camundongos WT e TLR9 -/- com as diferentes cepas de T. cruzi induzem
niveis variaveis de citocinas plasmaticas. Para tanto camundongos TLR9-/-
(n=10) e WT (n=10) foram infectados com as diferentes cepas do parasito e
parasitemia desses animais foi monitorada. As coletas de sangue para
dosagem das citocinas foram realizadas em pontos especificos para cada uma
das cepas, de acordo com o padrdo de parasitemia apresentado por cada uma
delas (FIGURAS 6, 7 e 8). As citocinas IL-6, MCP-1, IFN-y e TNF foram
dosadas por CBA (FIGURA 17), e a citocina IL-12p70 foi quantificada por
ELISA (FIGURA 18).
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FIGURA 17. Perfil de citocinas no soro de camundongos infectados com as diferentes cepas de T. cruzi.
Camundongos WT e TLR9-/- foram infectados com as cepas CL Brener, Y e Colombiana com o in6culo de 500, 100
e 50 formas tripomastigotas, respectivamente. As citocinas foram dosadas no soro dos camundongos infectados
nos dias 10, 14 e 16 apés a infec¢do com a cepa CL Brener, 9, 10 e 11 para a cepa Y, e nos dias 18, 25 e 32 apés
a infeccdo com a cepa Colombiana. As citocinas dosadas foram IL-6, IFN-y, TNF e MCP-1 pelo método de CBA,
sendo as barras cinza escuras representando a produ¢do em animais WT e mais claras no soro de animais TLR9-/-.
As diferencas estatisticas entre os animais WT e TLR9-/- infectados com as mesmas cepas has determinadas
datas, estao representadas através de * (*, p<0,05; **, p<0,01; ***, p<0,001).
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FIGURA 18. Producéo da citocina IL-12p40 no soro de camundongos infectados com as diferentes cepas de T.
cruzi. Camundongos WT e TLR9-/- foram infectados com as cepas CL Brener, Y e Colombiana com o indculo
de 500, 100 e 50 formas tripomastigotas, respectivamente. As citocinas foram dosadas no soro dos
camundongos infectados nos dias 10, 14 e 16 apos a infeccdo com a cepa CL Brener, 9, 10 e 11 para a cepa
Y, e nos dias 18, 25 e 32 apds a infeccdo com a cepa Colombiana. A citocina IL-12p40 foi dosada pelo método
de ELISA, sendo as barras cinza escuras representando a producdo em animais WT e mais claras no soro de
animais TLR9-/-. As diferencas estatisticas entre os animais WT e TLR9-/- infectados com as mesmas cepas
nas determinadas datas, estdo representadas através de * (*, p<0,05; ***, p<0,001).

Nos animais infectados com a cepa CL Brener, as dosagens das
citocinas foram realizadas nos dias 10, 14 e 16 apo0s a infeccdo, que
correspondem aos pontos antes, durante e apds o primeiro pico de parasitemia
desta cepa. Além disso, nestes pontos vimos diferencas entre os niveis de
parasitemia entre os animais WT e TLR9-/-, sendo que a mortalidade dos
animais knockout comecgou a ocorrer apenas apos esta data. Na infeccdo com
esta cepa, nas quantificacbes das citocinas IL-12, TNF-a, IFN-y, e IL-6,
notamos que ocorreu um aumento da producdo em animais WT, com o
decorrer da infeccdo, sendo que a quantidade de citocinas TNF-a e IFN-y
presentes no soro dos animais WT infectados foi significativamente maior do
gue nos camundongos TLR9-/-, mostrando um decréscimo na producédo de
citocinas por parte desses animais. Na avaliacdo da producédo de IL-6 e IL-12
no soro, vimos diferencas estatisticamente significativas somente nos dias 14 e
16 apos a infeccdo, novamente com animais TLR9-/- apresentando uma menor

producéo. A quimiocina MCP-1 foi encontrada em grande quantidade no soro,
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porém a sua maior producao ocorreu no dia 10 apos a infeccdo com CL Brener,
havendo uma queda da producdo com o decorrer da infeccdo. Na dosagem
desta quimiocina também encontramos diferencas entre a producdo de
camundongos WT e TLR9-/-, com os animais deficientes apresentando
menores niveis.

Os animais infectados com a cepa Y foram avaliados quanto a
producdo de citocinas no soro nos dias 9, 10 e 11 apéds a infec¢do. Assim como
para a cepa CL Brener, selecionou-se pontos antes, durante e ap0s o pico de
parasitemia com esta cepa. No 10° dia apés a infeccdo, ou seja, no pico de
parasitemia, foram verificadas diferencas entre animais WT e TLR9-/- com
relacdo a producédo de IL-6, TNF-a, IFN-y e IL-12. A producédo de TNF-a, IFN-y
e IL-12 aumentou do 9° para o 10° dia, e diminuiu em sequéncia na dosagem
no 11° dia apods a infeccdo nos animais WT infectados com a cepa Y, padrao
este que coincide com os niveis de parasitos no sangue. O mesmo néo ocorreu
na dosagem no soro dos animais TLR9-/-, que mostrou um aumento da
producdo na decorréncia da infeccdo. Com relacédo a producdo de MCP-1, as
dosagens revelaram novamente que com o decorrer da infeccdo existe uma
gueda na producao dessa quimiocina, tanto em animais WT e TLR9-/-, sendo
encontradas diferencas estatisticamente significativas ente estes animais no 9°
dia apos a infeccao.

Por fim, foram realizadas dosagens de citocinas no soro dos
camudongos WT e TLR9-/- infectados com a cepa Colombiana. As coletas de
soro ocorreram em intervalos maiores do que para as cepas anteriores, pelo
fato dos animais infectados com a cepa Colombiana apresentarem um padrao
de parasitemia mais tardio e prolongado, demorando cerca de 2 meses para
completo declinio do niumero de parasitos circulantes. As dosagens ocorreram
no 18°, 25° e 32° apds a infeccdo. As dosagens no soro das citocinas IL-6,
TNF-a e IL-12 mostraram um aumento da producdo do 18° para o 25° dia e
uma posterior queda no 32° dia. Na dosagem de TNF-a, encontrou-se
diferencas entre os grupos WT e TLR9 -/- somente no 25° dia apds a infeccéao.
A producédo de MCP-1, como ocorreu na infec¢cdo das outras infec¢cdes com as
outras duas cepas, apresentou queda dos niveis com o passar da infeccao,
sendo encontrada diferenca estatistica entre os animais WT e TLR9-/- somente

no 32° dia apos a infecgdo. Entretanto, os niveis de IFN-y no soro, dos animais
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WT e TLR9-/- infectados com Colombiana, foram baixos quando comparados
com as outras citocinas dosadas. Interessantemente, essa citocina apresentou
reducdo dos seus niveis séricos com o decorrer da infeccdo, o que néo foi visto
para as infecgdes com as cepas CL Brener e Y. Foram encontradas diferengas
estatisticamente significativas no 18° e 25° dia apés a infeccdo na dosagem de
IFN-y.

5.5 Camundongos TLR9-/- infectados com as cepas CL BrenereY
apresentam menor inflamagéo atrial do que camundongos WT.

Para verificarmos se as cepas de T. cruzi usadas neste estudo
promovem diferentes padrdes no desenvolvimento de alteragdes cardiacas no
inicio da infecgdo aguda, analises quantitativas da inflamacéao foram realizadas
na regiao atrial de camundongos WT e TLR9-/-, infectados com 5000
tripomastigotas de cada uma das cepas CL Brener, Y e Colombiana, 15 dias
apos a infeccdo. Os camundongos WT apresentaram padrdes diferentes de
inflamacéo cardiaca para cada uma das cepas (FIGURAS 19, 20, 21, 22).
Podemos observar que os animais TLR9-/- infectados com as cepas Y e CL
Brener, apresentaram menor processo inflamatério quando comparados com
os animais WT infectados com essas mesmas cepas. Os animais WT
infectados com a cepa CL Brener apresentaram um processo inflamatério mais
extenso dentre todos os grupos de camundongos infectados. No tempo
avaliado, 15 dias apos a infeccdo, os camundongos WT e TLR9-/- infectados
com a cepa Colombiana, apresentaram um processo inflamatorio semelhante
entre si, e menor comparando-se com 0s animais infectados com as outras

cepas de T. cruzi.
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FIGURA 19. Imagens representativas do miocéardio atrial de camundongos WT (A) e
TLRY9-/- (B) infectados com 5x10° tripomastigotas sanguineas da cepa CL Brener. Os
coracdes foram coletados 15 dias apés a infeccdo e os cortes embebidos em parafina
foram corados com H&E. As setas indicam os ninhos de amastigotas. Aumento de 200x.
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FIGURA 20. Imagens representativas do miocardio atrial de camundongos WT (A) e
TLRY-/- (B) infectados com 5x10° tripomastigotas sanguineas da cepa Y. Os coracdes
foram coletados 15 dias ap0s a infeccdo e os cortes embebidos em parafina foram
corados com H&E. As setas indicam o0s ninhos de amastigotas. Aumento de 200x.
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FIGURA 21. Imagens representativas do miocardio atrial de camundongos WT (A) e
TLRY-/- (B) infectados com 5x10° tripomastigotas sanguineas da cepa Colombiana. Os
coracdes foram coletados 15 dias apés a infeccdo e os cortes embebidos em parafina
foram corados com H&E. As setas indicam 0s ninhos de amastigotas. Aumento de 200x.
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FIGURA 22. Quantificacdo do infiltrado inflamatério no miocéardio atrial de animais TLR9-/- e WT
infectados com 5x10° formas tripomastigotas das trés cepas de T. cruzi. Foi analisada uma area total de
4x10° pmm?® de miocardio atrial, com contagem dos niicleos presentes. Foram encontradas diferencas
estatisticas entre 0os grupos TLR9-/- e WT nas infec¢cBes com as cepas CL Brener (*p = 0,0159) e Y (**
p=0,0066). As andlises realizadas nas amostras de WT e TLR9-/- infectados com Colombiana nao
apresentaram diferencas estatisticas.
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5.6 Sequéncias g¢génicas que se colocalizam com motivos CpG
imunoestimulatérios sdo menos abundantes no genoma da cepa

Colombiana comparado com as cepas Y e CL Brener.

Como forma de reunirmos evidéncias sobre se ha diferencas em
relacdo a abundancia de motivos CpG imunoestimulatorios nos genomas das
diferentes cepas de T. cruzi, nés realizamos experimentos de hibridacao,
usando como sondas sequéncias génicas que localizam-se em regides
gendmicas enriquecidas para os motivos CpG. Foram utilizadas como sondas
parte da regido codificadora do gene DGF-1 (dispersed gene family-1) e a
regiao 3’'UTR dos genes de MASP. Além do critério de localizagdo gendmica,
0s outros critérios usados na selecdo das sondas foram a abundancia e o grau
de conservacdo das sequéncias. Os genes de MASP e DGF-1 apresentam
~1300 e ~600 copias, respectivamente, no genoma de CL Brener e as
sequéncias usadas como sonda sdo as mais conservadas dentro destas
familias (FREITAS et al., 2011; BARTHOLOMEU et al., 2009). Amostras de
DNA (25, 50 e 100 ng) foram imobilizadas nas membranas de nylon (Hybond-
N+ - GE Healthcare) e hibridados com as sondas marcadas radioativamente,
com **PadATP. A FIGURA 23, mostra a abundancia relativa das sequéncias
de MASP 3'UTR (A) e DGF-1 (B) no genoma de CL Brener, Colombiana, Y.
Também estdo representados os resultados da hibridagcdo com o DNA do clone

CL 14 e cepa CL (pertencentes ao grupo TcVI).
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FIGURA 23 - Abundéancia relativa de sequéncias localizadas em
regides enriquecidas com motivos CpG imunoestimulatérios no
genoma das cepas Colombiana, Y, CL Brener, CL14 e CL. Amostras
de DNA gendmico com 25, 50 e 100 ng, de cada uma das cepas de T.
cruzi foram imobilizadas em membranas de nylon (Hybond-N+ - GE
Healthcare) e hibridadas com as sequéncias MASP 3’'UTR (painel da
esquerda) e a regido codificadora do gene DGF-1 (painel da direita)
marcadas com *’PadATP.

Realizamos a analise de densitometria em cada um dos spots
(FIGURA 24), que mostrou que a cepa Colombiana possui menores
guantidades dessas regides em seu genoma do que as cepas CL Brener e Y,
para ambas as sequéncias, MASP e DGF-1. Com relacdo as cepas do grupo
Tc VI, a andlise ndo mostrou diferencas nas quantidades destas regides nos

genomas da cepa CL e dos clones CL Brener e CL 14.
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FIGURA 24. Andlise de densitometria das hibridizacbes do DNA gendmico das cepas CL Brener
(TeVI), Y (Tcll), Colombiana (Tcl), e outros isolados do grupo TcVI, CL e CL14, com sequéncias
génicas localizadas em regifes enriquecidas pelos motivos CpG. Foram utilizadas as quantidade de
25, 50 e 100 ng de DNA que foram hibridadas com a regiado MASP 3'UTR e do gene DGF-1. As
analises de densitometria foram realizadas usando o programa Image Quant TL no equipamento
Image Quant LAS 4000-GE. Os valores de nimeros de pixels foram obtidos subtraindo os valores de
pixel de cada spot pelo valor correspondente ao background da imagem.
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5.7 Motivos CpG de T. cruzi com alta capacidade imunoestimulatéria séo
mais abundantes nos genomas das cepas CL Brener e Y comparado com
Colombiana

Como mencionado anteriormente, estudos prévios realizados pelo
nosso grupo, permitram a identificacdo de motivos CpG DNA
imunoestimulatorios derivados do genoma de T. cruzi (BARTHOLOMEU et al.,
2008). Neste trabalho anterior, 0 genoma inteiro da cepa CL Brener, que ja
havia sido sequenciado (EL-SAYED et al., 2005), foi rastreado usando
ferramentas de bioinformética para a busca de motivos CpG semelhantes aos
previamente identificados em bactéria e os motivos candidatos tiveram sua
capacidade imunoestimulatoria TLR-9 dependente testada experimentalmente.
A fim de realizarmos analises semelhantes aquelas realizadas com CL Brener
e mais assertivas que aquelas inferidas com base nos experimentos de
hibridacdo, nds realizamos o0 sequenciamento dos genomas das cepas Y e
Colombiana usando a plataforma 454. Cerca de 577 e 533 milhdes de
nucleotideos foram gerados para Y e Colombiana, respectivamente. O
rastreamento dos motivos CpG foram realizados nas sequéncias ndo montadas
dos genomas (reads individuais). Optou-se por esta estratégia uma vez que,
por ser um genoma muito repetitivo, a montagem é muito dificil, gerando
sequéncias parciais. A primeira etapa da analise foi inferir os valores de
cobertura dos genomas para que se pudesse estimar o numero de motivos
CpG por genoma haploide. Esta etapa € essencial para evitar superestimar o
namero dos motivos CpG naqueles genomas para 0S quais Se gerou um
namero maior de nucleotideos. Os valores de cobertura obtidos em projetos
genomas pode ser calculado computando-se a cobertura de cada nucleotideo
derivado de genes cOpia simples, uma vez que 0S mesmos ocorrem uma unica
vez no genoma hapldide. A cobertura dos genes cépia simples de CL Brener
previamente identificados pelo nosso grupo (MENDES et al., 2013) foi estimada
usando scripts em PERL desenvolvidos pelo nosso grupo (SILVA et al., ndo
publicado). Usando-se esta abordagem, a cobertura do genoma da cepa Y e
Colombiana foi estimada em 13.8 e 13.9 vezes. Incluimos nesta mesma

analise, genomas de outras cepas de T. cruzi que estamos sequenciando em

64



outros projetos ou disponiveis no banco de dados Sequence Read Archive
(SRA) do National Center for Biotechnology Information (NCBI). Um total de 8
genomas foram rastreados e os valores de cobertura variaram de 6.8 vezes
(cepa Arequipa) a 177 vezes (cepa Tulahuén). Posteriormente, buscamos nas
reads individuais de cada genoma disponivel os cinco motivos CpG de T. cruzi
agonistas de TLR-9 murino previamente validados como sendo
imunoestimulatérios (BARTHOLOMEU et al.,, 2008). A TABELA 2, mostra a

estimativa do niumero de copias de cada um destes motivos nos 8 genomas.

TeVI Tcll Tcl

CpG Motif Mouse TLR9SI CLBrener Tulahuen CL-14 Y Esmeraldo Colombiana Arequipa
616 146 44 35 40 40 30 12 10
297 133 21 14 17 18 26 2 2
344 125 25 19 20 20 22 3 2
772 76 55 39 54 41 48 69 63
597 75 43 28 29 13 7 32 33

Sylvio
4
7
1
80
41

Tabela 2: Estimativa do nimero de motivos CpG de classe B agonista de TLR-9 murino nos genomas das diferentes
cepas de T. cruzi. CpG motif = nome do motivo CpG previamente identificado em CL Brener e SI TLR9 corresponde ao
indice estimulatério obtido para cada oligonucleotideo CpG (BARTHOLOMEU et al., 2008). Cada um dos motivos CpG
foram rastreados nas reads individuais de cada genoma usando o programa fuzznuc (pacote EMBOSS) e o numero de
motivos identificados foi normalizado pela cobertura do genoma.

Apoés a quantificacdo dos motivos CpG em cada uma das cepas de
T. cruzi, nés realizamos o agrupamento hierarquico fim de verificar se a
distribuicdo de motivos CpGs segue 0 padrdo de classificacdo de DTU de T.
cruzi. Como mostra a FIGURA 25 (A), cepas de um mesmo DTU apresentam
maior similaridade no conteddo destes motivos do que cepas de outras
linhagens. Além disso, o dendograma também mostra que cepas
representantes das DTU Il e VI apresentam maior similaridade de contetudo de
CpG doque o DTU I.

Como o dendograma mostrou que 0 agrupamento das cepas segue
a classificacdo de DTUs, foi avaliado quais tipos de motivos seriam mais
frequentes em cada DTU e quais as diferencas entre eles (FIGURA 25, B). Os
DTU Tcll e TcVI apresentam maior conteddo de motivos com maior indice de
estimulacdo do que o Tcl, que é enriquecido com motivos com baixo indice de

estimulacdo. O motivo com menor indice de estimulacdo € o Unico que
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conseguiu discriminar Tcll de TcVI. Por fim, Tcvl é o DTU com maior
guantidade de motivos CpGs.
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3 -
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o _]
o
8
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o [ |
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s 2 s 8 3 5 5
§ g E 5 g
=% [} (=
8 | | “ °
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Count

Motivos CpG : Mot.616 Mot 297  Mol.344 Mot 772 Mot 597

indice de estimulacdo :

146 133 125 76 75

FIGURA 25. Abundancia dos motivos CpG de classe B imunoestimulatérios
agonistas de TLR-9 murino nos genomas de diferentes cepas de T. cruzi. Os
genomas das cepas Colombiana, Y, Arequipa e CL-14 foram gerados na plataforma
454 Roche. Os genomas das outras cepas do parasito que foram analisados foram
obtidos do banco de dados Sequence Reads Archieve do NCBI. A, dendograma do
agrupamento hierarquico do numero de motivos CpG identificados em cada genoma
usando o programa Pvclust. B, Comparacdo da média do numero de cépias dos
motivos CpGs entre as linhagens filogenéticas de T. cruzi usando o teste one-way.
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6 DISCUSSAO

Estudos parasitoldgicos, bioquimicos e moleculares tém
demonstrado que T. cruzi € um taxon extremamente polimérfico (SOUTO et al.,
1996; BRISSE et al., 2001; DE FREITAS et al., 2006; ACKERMANN et al.,
2012) e atualmente seis linhagens filogenéticas do parasito, denominadas Tcl a
TcVI, séo reconhecidas (ZINGALES et al., 2012). A grande variabilidade
genética das diferentes linhagens do parasito confere-lhe caracteristicas
fenotipicas e de viruléncia bastante distintas, tais como morfologia das formas
sanguineas, curvas de parasitemia, patogenicidade, sensibilidade a drogas,
taxa de crescimento, metaciclogénese, tropismo tecidual e variabilidade
antigénica (revisado por DI NOIA et al. 2002; MACEDO et al., 2004).

Muito tem se especulado sobre se esta variabilidade genética do
parasito poderia estar associada a diferentes formas clinicas da doenca de
Chagas. Em modelo experimental de infeccdo, tem sido demonstrado que
diferentes isolados do parasito apresentam tropismo tecidual diferencial. Por
exemplo, foi demonstrado que na infeccdo de camundongos BALB/c, a cepa
JG (Tcll) apresenta um tropismo para o tecido cardiaco, enquanto que a cepa
Colombiana (Tcl) se aloja majoritariamente no trato digestivo (ANDRADE et al.,
1999). Em pacientes chagasicos, por outro lado, nenhum estudo conseguiu
estabelecer claramente uma associacdo entre a cepa infectante e a
manifestacao clinica da doenca de Chagas. Apesar disso, esta hipétese nao foi
descartada uma vez que correlacdes entre padrdes de distribuicdo geografica
associadas as diferentes linhagens de T. cruzi e manifestacfes clinicas da
doenca de Chagas tém sido reportados. Em paises do clone sul da América do
Sul (Argentina, Bolivia, Brasil, Chile, Paraguai, Uruguai) onde a doenca de
Chagas é considerada mais severa, Tcl esta associado com o ciclo silvestre de
transmissao infectando principalmente mamiferos arbéreos, enquanto que as
cepas Tcll, TcV e TcVI predominam no ciclo doméstico infectando homens e
outros mamiferos terrestres (FREITAS et al., 2005; YEO et al., 2005). Por outro
lado, Tcl predomina na bacia Amazbénica e em areas endémicas para doenca
de Chagas na Venezuela. Manifestacdes patoldgicas digestivas associadas a

infeccéo pelo T. cruzi s&o mais comuns nas regides do Brasil Central e sul da
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América do Sul, mas raras ou ausentes no norte da Ameérica do Sul e América
Central (revisado por BUSCAGLIA et al., 2003). Apesar destas incertezas, é
bem estabelecido que a patogénese da doenca de Chagas € extremamente
complexa e tem natureza multifatorial influenciada tanto pela variabilidade
genética do parasito quanto do hospedeiro (COURA e BORGES-PEREIRA,
2010).

Poucos sdo os estudos que investigaram as implicacbes da
variabilidade genética do parasito na resposta imune do hospedeiro. CAETANO
e colaboradores (2010) mostraram que a cepa MORC-1 gerava em
camundongos Swiss um padréo de resposta do tipo Th2, com grande producéo
de IL-4, enquanto a cepa MORC-2 desencadeava uma resposta do tipo Thl
com altos niveis de IFN-y e TNF-a, o que caracterizou a maior resisténcia dos
camundongos infectados com MORC-2.

O trabalho de RODRIGUES e colaboradores (2010) investigou
fatores do parasito e do hospedeiro na infeccdo de camundongos BALB/c com
as cepas JG elou CL Brener. Esses pesquisadores mostraram que
camundongos infectados com a cepa JG apresentaram reduzida parasitemia e
parasitismo no coracédo, ndo sucumbiram a infec¢do, produziram niveis basais
de citocinas pro-inflamatorias e nenhuma manifestacdo clinica da doenca. Em
contraste, 0s mesmos animais infectados com a cepa CL Brener apresentaram
alta parasitemia e parasitismo no cora¢do, assim como grande producdo de
citocinas pro-inflamatorias e alta mortalidade. Interessantemente, a coinfeccao
com JG e CL Brener resultou em niveis intermediarios de parasitemia,
parasitismo cardiaco e mortalidade, mostrando que a coinfeccao foi capaz de
desencadear tanto uma imunidade inflamatdria protetora, como mecanismos
imunes regulatorios capazes de atenuar os danos causados pela inflamacao e
a gravidade da doenca em camundongos.

A despeito destes estudos, ndo ha relatos na literatura investigando
as implicacbes da variabilidade genética do parasito no reconhecimento e
ativacao de receptores da resposta imune inata.

Dentre os receptores da imune inata, o TLR9 tem um papel muito
importante na geracdo de um fenoétipo resistente na infeccdo aguda pelo T.
cruzi e também em orquestrar uma resposta imune adaptativa (GAZZINELLI e
DENKERS et al., 2006). Camundongos deficientes de MyD88, uma molécula
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adaptadora necessaria para eventos de sinalizagdo para a maioria dos TLRs,
exceto TLR3, apresenta grande susceptibilidade a infeccdo pelo T. cruzi,
indicando que a ativacdo de TLRs é crucial para a resisténcia do hospedeiro
(BAFICA et al., 2006; CAETANO et al.,, 2011). O camundongo MyD88-/- é
apenas um pouco mais susceptivel a infeccao pelo T. cruzi do que animais 3d
(triplo deficiente para TLR3, TLR7 e TLR9). Foi demonstrado que os animais
TLR3-/- ndo apresentam maior susceptibilidade que os animais WT, o que
sugere entdo que TLR7 e TLR9 sdo os principais TLRs associados a
resisténcia ao parasito (CAETANO et al., 2011).

Como ja mostrado, os motivos CpG DNA agonistas de TLR9 ndo se
encontram distribuidos aleatoriamente no genoma de T. cruzi, mas
concentram-se em familias multigénicas que codificam proteinas de superficie
especificas do parasito (BARTHOLOMEU et al., 2008). O mesmo padréo de
distribuicdo dos motivos CpG foi observado no genoma de P. falciparum, onde
essas sequéncias sdo mais frequentes em regides subteloméricas associados
a familia multigénica var que codifica a proteina da membrana do eritrocito 1
(PfEMP1), especifica do parasito (PARROCHE et al., 2007). Em Leishmania
major, por outo lado, os motivos CpG estdo distribuidos ao longo de todo o
genoma (LOURDES et al., dados néo publicados). Vale ressaltar que o
genoma de L. major apresenta um reduzido numero de genes espécie-
especificos quando comparado com T. cruzi e T. brucei (EL-SAYED et al.,
2005). E possivel, portanto, que a expansdo de familias multigénicas em T.
cruzi e P. falciparum que possuem motivos CpG seja modulada tanto pelas
propriedades e funcdes das proteinas que estes genes codificam, quanto pela
capacidade imunoestimulatoria de suas sequéncias nucleotidicas. As regides
de T. cruzi que contém os motivos CpG enriquecidos sdo muito polimorficas
nos dois haplotipos da cepa hibrida CL Brener (EL-SAYED et al., 2005), tanto
em relacdo ao tamanho, quanto em relacdo ao conteudo génico. Este fato, nos
levou a especular se esses motivos CpG poderiam variar nas diferentes cepas
de T. cruzi, pertencentes a diferentes linhagens do parasito.

Levando em conta a quantidade escassa de estudos investigando a
variabilidade de resposta imune inata gerada por diferentes isolados do
parasito, n0s elegemos para este estudo trés cepas pertencentes a diferentes

linhagens filogenéticas: CL Brener (Tc VI), Y (Tc Il) e Colombiana (Tc I). Sabe-
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se que estas cepas apresentam diferencas no tropismo tecidual, capacidade
infectante e curvas de parasitemia (YOSHIDA, 1983; TALVANI et al., 2000;
BAFICA et al., 2006; BARTHOLOMEU et al., 2008; ANDRADE et al., 2010),
mas nao se sabe se a diferencas genéticas destas cepas resultam em um
reconhecimento diferencial pelo TLR9. Foram avaliados neste trabalho
aspectos parasitolégicos, imunolégicos e moleculares nas infeccbes de
camundongos WT e TLR9 -/- com as trés cepas selecionadas.

Inicialmente foram avaliados o padrao de parasitemia e mortalidade
dos animais infectados. Os dados destes parametros parasitolégicos sao
concordantes com aqueles da literatura que demonstram que Y atinge o seu
pico de parasitemia mais rapidamente do que a cepa CL Brener, sendo que a
cepa Colombiana atinge o0 seu pico de parasitos no sangue bem mais
tardiamente (TALVANI et al., 2000; BAFICA et al., 2006; BARTHOLOMEU et
al., 2008). No presente trabalho demonstramos que TLR9 tem uma grande
importancia na geragao de um fendtipo resistente em camundongos infectados
com as cepas CL Brener e Y, diferentemente do que foi visto na infec¢cdo com a
cepa Colombiana, onde camundongos TLR9-/- apresentaram um padréo
semelhante aos camundongos WT, ndo mostrando acelerada mortalidade e
tampouco maiores niveis de parasitemia. A susceptibilidade demonstrada pelos
camundongos TLR9-/- infectados com a cepa Y e CL Brener corrobora
trabalhos da literatura que demonstram que camundongos deficientes em
TLR9-/- apresentam maior susceptibilidade a infeccdo pela cepa Y comparados
aos animais WT (BAFICA et al., 2006; BARTHOLOMEU et al., 2008). A maior
resisténcia apresentada pelos camundongos TLR9-/- infectados com
Colombiana em relacdo a infeccdo pelas outras duas cepas, demonstra
claramente que o TLR9 pode responder diferencialmente a determinadas
cepas de T. cruzi, e por consequéncia apresentar uma importancia diferencial
no estabelecimento da resposta imune.

Como ja demonstrado vastamente na literatura, uma reposta imune
do tipo Thl esta relacionada com um fendtipo resistente a infeccédo pelo T.
cruzi, sendo parcialmente dependente das funcdes de MyD88 (BIRON e
GAZZINELLI, 1995; TAKEUCHI e AKIRA, 2010), principalmente com a
participacao de IL-12 e IFN-y (CARDILLO et al., 1996; ALIBERTI et al., 1986) e
certamente envolvendo o TLR9 (BARTHOLOMEU et al., 2008) e o TLR7
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(CAETANO et al.,, 2011). Com a realizacdo da dosagem de citocinas que
apresentam um perfil pré-inflamatério no soro dos camundongos infectados,
pudemos verificar a cinética de producdo nos animais em determinados pontos
de acordo com o padrao de parasitemia apresentado por cada uma das cepas.
Com o perfil de producéo das citocinas IL-6, TNF, IFN-y, IL-12, e a quimiocina
MCP-1, em animais WT e TLR9-/- infectados pelas trés cepas de T. cruzi, nos
permitiu relaciona-lo com o padrao de parasitemia apresentado por cada uma
delas. A producéo das citocinas em animais WT infectados com CL Brener
apresentou grande diferenca do perfil apresentado pelos animais TLR9-/-. Os
animais WT infectados por essa cepa apresentaram alta producdo dessas
citocinas que se caracterizam por gerar um fenétipo resistente, ao contrario dos
animais TLR9-/- que produziram menores niveis dessas citocinas o que poderia
gerar a susceptibilidade apresentada por esses animais nas curvas de
parasitemia e mortalidade.

A infeccdo pela cepa Y mostra novamente uma inabilidade dos
animais TLR9-/- em produzir citocinas pro-inflamatorias comparados aos
camundongos WT. Importante notar que a queda da resisténcia apresentada
em animais TLR9-/- infectados por essa cepa pode estar relacionada a
producdo comprometida de citocinas IL-6 e TNF, e principalmente IFN-y e IL-
12, que séo importantes na geracdo da resposta Thl (CAMPO et al., 2004;
BAFICA et al., 2006). Os camundongos TLR9-/- apresentaram um atraso na
producédo de citocinas importantes para o controle de parasitemia e inducao de
um fenotipo resistente, no pico de parasitemia, onde esses animais também
foram menos eficientes em controlar o nimero de parasitos do sangue
comparados aos camundongos WT. Com a passagem do pico de parasitemia,
ocorre uma equalizacdo dos niveis de parasitemia e também da producéo
dessas citocinas pro-inflamatorias. Contudo, apesar de os animais TLR9-/-
apresentarem deficiéncia no controle dos niveis de parasitemia e na producao
de citocinas apenas no pico de parasitemia, quando comparados aos animais
WT, verificamos que uma resposta mais eficiente nesse momento € totalmente
necessario ja que ocorre a diminuicdo da mortalidade em animais WT
infectados por essa cepa. Varios estudos jA mostraram que a deficiéncia na

producdo de IFN-y e IL-12, é geradora de aumento de parasitemia e
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aceleracdo de mortalidade (CAMPO et al., 2004; BAFICA et al., 2006;
GAZZINELLI e DENKERS, 2006).

A producao de citocinas pelos camundongos infectados com a cepa
Colombiana mostrou um perfil bem diferente do encontrado nas infecgbes com
as outras cepas. Verificamos que camundongos TLR9-/- infectados com essa
cepa apresentaram uma resposta muito semelhante a encontrada em
camundongos WT, sendo que 0s grupos de animais mostraram de maneira
geral uma diminuicédo da producéo das citocinas do 25° para o 32° dias apds a
infecgéo.

A citocina IL-6 é importante na defesa do hospedeiro contra o T.
cruzi. A infeccdo pelo parasito em animais e humanos resulta em elevada
expressdo de IL-6 em tecidos parasitados e na circulagdo (TRUYENS et al.,
1994; CHANDRASEKAR et al., 1996). GAO e PEREIRA (2002) mostraram que
camundongos IL-6-/- apresentam maior susceptibilidade a infeccdo pelo T.
cruzi, apresentando maiores niveis de parasitemia e morte acelerada,
comparados aos animais WT. Nesse trabalho, foi mostrado que os animais IL-
6-/- infectados por T. cruzi ndo apresentaram diminuicdo, no pico de
parasitemia, da secrecao de IFN-y, que € uma citocina crucial para controlar o
parasito. Nos nossos experimentos, mostramos que os animais WT infectados
com CL Brener e Y apresentam aumento da producédo de IL-6 com o passar da
infeccdo, diferentemente dos animais WT infectados com a cepa Colombiana,
que apresentaram diminuicdo da producéo de IL-6 do 25° para o 32° dias apds
a infeccao.

Nossos experimentos mostraram nas infeccdes com as trés cepas
gue a quimiocina MCP-1 apresenta queda de sua producdo com o passar da
infeccdo. MCP-1 (CCL2) é uma quimiocina secretada por uma variedade de
células em resposta a inflamacdo e representa um fator importante do
recrutamento de mondcitos para os tecidos (SERBINA et al., 2008; KUZIEL et
al.,, 1997). MCP-1 participa da captacdo e destruicio do parasito por
macrofagos, e também reduz o crescimento de T. cruzi em culturas de
macrofagos peritoneais (TALVANI et al., 2003; ALIBERTI et al., 1999).

A producdo das citocinas IL-12 e IFN-y, que s&o incriminadas como
as mais importantes para o controle de parasitemia e mortalidade de animais
infectados com T. cruzi (BARTHOLOMEU et al., 2008; GRAVINA et al., 2013),

72



apresentaram diminuicdo dos seus niveis séricos com o decorrer da infec¢éo
em animais infectados com Colombiana. Interessantemente, os niveis de IFN-
y, diferentemente do que ocorreu nas infeccbes com as outras cepas,
decresceram com o passar da infeccdo. TALVANI e colaboradores (2000)
mostraram que a citocina IL-12 aumenta a sua expressdo no 15° dia apés a
infecgdo e diminui para niveis basais no 30° dia apds a infec¢do, no tecido
cardiaco. Houve também alta producdo de IFN-y com 15 dias pés-infecgéo e
baixos niveis apds esse periodo. Essa diminuicdo das citocinas séricas, com o
passar dos dias pés-infeccdo, poderia favorecer o prolongamento dos niveis de
parasitemia, dificultando assim o seu controle mais rapidamente como ocorre
nas infeccbes com CL Brener e Y. Assim, uma resposta adaptativa poderia ser
montada mais tardiamente e explicaria o recuo dos niveis de parasitemia na
infeccdo pela cepa Colombiana.

Os achados de MICHAILOWSKY e colaboradores (1998) mostram
um padrdo bem semelhante ao que encontramos com relacdo a inducédo das
citocinas IL-12 e IFN-y nas infeccbes com as cepas CL, Y e Colombiana. Neste
estudo, foi mostrado diferencas na inducdo da producdo de IL-12 em
macrofagos pelas cepas CL, Y e Colombiana, sendo que a Ultima cepa induziu
baixa sintese de IL-12 em macréfagos, comparado com CL e Y. Também foi
mostrado que animais infectados com as cepas CL e Y que receberam
tratamento com anticorpos neutralizantes contra IL-12 e IFN-y, sofreram grande
alteracao no curso natural da infec¢cdo, mostrando alta parasitemia e acelerada
taxa de mortalidade. Em contraste, ndo foram observadas diferencas nos
animais infectados com a cepa Colombiana que receberam 0 mesmo
tratamento com anti-IL-12 e anti-IFN-y. Isso mostra que a cepa Colombiana é
péssima indutora da sintese de IL-12 in vivo e também de IFN-y. Esses
resultados evidenciam a grande diferenca na resposta imune desencadeada
por essas trés cepas, corroborando os nossos achados, mostrando que a cepa
Colombiana é capaz de estimular in vivo menores niveis de IL-12 e IFN-y
guando comparada com as outras cepas CL Brenere Y.

Nas nossas condi¢cfes experimentais, as infeccdes com as cepas CL
Brener e Y apresentaram um grande processo inflamatério no miocardio atrial
em camundongos WT e uma significativa diminuicdo da inflamac&o no tecido

de animais TLR9-/-. Como o animal TLR9-/- apresenta comprometimento da
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producdo de citocinas pro-inflamatorias, a inflamagdo no miocardio atrial
poderia refletir essa producédo deficiente. Em contraste, os animais WT e TLRO-
/- infectados com a cepa Colombiana apresentaram processo inflamatério
moderado na regido atrial. Um padr&o semelhante foi observado no trabalho de
ROFFE e colaboradores (2012), onde animais C57BL/6 infectados com
Colombiana, apresentaram uma miocardite leve, sendo que camundongos
C3H/HeSnJ (modelo susceptivel) infectados desenvolveram uma grave
miocardite. O trabalho de TALVANI e colaboradores (2000) mostrou que o
controle do parasitismo no coracdo de animais infectados com a cepa
Colombiana era acompanhado pela diminuicdo da inflamacéo e expressao de
diferentes quimiocinas e IFN-y no tecido cardiaco. No entanto nesse estudo os
autores mostraram que ocorre uma inflamacao difusa com 30 dias apds a
infeccdo, com o pico da inflamacgdo ocorrendo com 60 dias, diminuindo apos
esse periodo.

Essa indicacdo de uma importancia diferencial de TLR9 na infeccao
de animais com diferentes cepas de T. cruzi, nos direcionou para realizacao de
testes imunoestimulatérios in vitro. Uma das hipoteses iniciais por nos testadas,
era a tentativa de demonstramos que o DNA das diferentes cepas de T. cruzi é
capaz de ativar células da imunidade inata (BARTHOLOMEU et al., 2008) de
uma forma diferencial, TLR9 dependente, incriminando a diferenca de motivos
CpG no genoma de cada uma das cepas como responsavel por essa possivel
diferenca na capacidade imunoestimulatéria. Utilizamos entdo, DNA extraido
de formas epimastigotas das trés cepas em ensaios imunoestimulatorios. As
preparacdes dos DNAs das cepas CL Brener, Y e Colombiana utilizadas nos
experimentos de ativacdo de macrofagos e DCs, foram capazes de ativa-las,
porém, nas nossas condicdes experimentais, ndo conseguimos visualizar
diferencas nessa capacidade imunoestimulatoria. Nesses experimentos
inicialmente utilizamos um reagente de transfeccdo DOTAP, utilizado para
facilitar a internalizacdo do DNA pelas células e assim aumentar a capacidade
estimulatéria. Recentemente, YASUDA e colaboradores (2009) demonstraram
gue DNA livre de CpG pode ativar TLR9 se os fragmentos de DNA forem
internalizados com DOTAP. Isso possivelmente ocorre devido a alta
concentracdo de fragmentos de DNA que sao entregues ao TLR9 intracelular,

numa internalizacdo mediada por esse reagente de transfeccdo. Como
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alternativa ao uso do DOTAP, a fim de obtermos moléculas de DNA de
pequenos tamanhos para favorecer a internalizacdo por macrofagos e células
dendriticas, realizamos a fragmentacdo enzimatica do DNA. Essa
fragmentacdo facilitaria a entrada do DNA dentro da célula, o que poderia
aumentar a capacidade de ativacado do DNA, pois sabemos que a expresséao de
TLR9 aumenta quando o DNA é entregue diretamente no compartimento
endolisossomal das células e também é sabido que a capacidade
imunoestimulatoria de um ODN é maior que o DNA genémico (AHMAD-NEJAD
et al., 2002; BARTHOLOMEU et al., 2008). A enzima de restricdo Bsp1286l
apresentou maior nimero de sitios de restricdo no genoma e era capaz de
manter as sequéncia CpG DNA intactas. Como esperado, houve um aumento
da capacidade imunoestimulatéria nos DNAs que sofreram digestdo, porém,
novamente ndo encontramos diferencas na capacidade imunoestimulatéria do
DNA gendmico digerido das diferentes cepas de T. cruzi, usando as mesmas
guantidades de DNA.

Uma questdo que poderia explicar tal fato seria que o tamanho dos
genomas das diferentes cepas de T. cruzi. Estudos recentes ja demonstraram
gue existe uma grande variacdo no tamanho do genoma das diferentes cepas
de T. cruzi pertencentes as diferentes linhagens. O genoma das cepas do
grupo Tcl sdo, de maneira geral, menores do que cepas pertencentes a outros
grupos, variando principalmente no tamanho de diversas familias multigénicas
gue codificam proteinas de superficie e que se co-localizam com os motivos
CpG (FRANZEN et al., 2011; SOUZA et al., 2011). No trabalho de SOUZA e
colaboradores (2011), o tamanho dos genomas de nove cepas de T. cruzi de 4
linhagens diferentes (Tc I, Tc Il, Tc V e Tc VI) foi determinado, demonstrando
que o genoma das cepas do grupo Tc | sdo menores do que as outras
linhagens. Nas nossas condicdes experimentais, utilizamos a mesma
guantidade de DNA genbmico para cada uma das cepas, entdo poderiamos ter
para a cepa Colombiana (Tc 1), maior nimero de cépias do seu genoma, em
comparacao com CL Brener (Tc VI) e Y (Tc Il), que possuem o genoma maior,
0 que poderia ndo mostrar a real diferenca da capacidade imunoestimulatoria
dos genomas analisados.

A fim de normalizar a quantidade de DNA gendmico nos

experimentos de ativacdo de células da imunidade inata, nés utilizamos as
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mesmas quantidades de formas tripomastigotas de cultura vivas, de cada uma
das cepas de T. cruzi, nos experimentos de ativacdo de DC. Nesse tipo de
experimento, utilizando formas tripomastigotas vivas incubadas diretamente em
contato com as células, varios tipos de respostas sdo desencadeados, sendo
ativados também outros TLRs, como por exemplo, TLR2, TLR4 e TLR7, que
séo sabidamente estimulados mediante a infeccao pelo T. cruzi (CAMPO et al.,
2001; OLIVEIRA et al., 2004; BAFICA et al.,, 2006; CAETANO et al., 2011).
Sendo assim, para avaliarmos a importancia e ativacado somente do TLR9, nés
analisamos a razao dos niveis de citocinas produzidos na ativacdo de DC
provenientes de camundongos WT e TLR9-/-. Assim, verificamos que as
formas tripomastigotas foram capazes de estimular DCs provenientes de
camundongos WT e TLR9-/- e que a razdo entre os niveis de citocinas, foi
sempre menor para a cepa Colombiana quando comparados com as cepas CL
Brener e Y. Esses resultados revelam que, na infeccao por Colombiana, DCs
derivadas de camundongos TLR9 -/- respondem de forma semelhante a DCs
derivadas de camundongos WT. Estes resultados corroboram a hipotese de
gue a cepa Colombiana possui menores quantidades de motivos CpG em seu
genoma, quando comparadas as cepas CL Brener e Y, e sugerem possiveis
diferencas no tamanho dos genomas das trés cepas.

Como o sequenciamento de genomas de diversas espécies de
protozoarios tem ocorrido nos Ultimos anos, uma gama de dados
potencialmente informativos €& assim disponibilizada, o que propicia a
possibilidade de diversos novos estudos. Com relacdo ao T. cruzi, a
disponibilidade do genoma da cepa CL Brener (EL-SAYED et al., 2005) e o
estudo de BARTHOLOMEU e colaboradores (2008) nos permitiu tracar
estratégias para avaliar se ha diferencas na abundancia dos motivos CpG DNA
do genoma de cepas dos diferentes grupos filogenéticos do parasito.

Um dos primeiros indicios de que isso poderia ocorrer foram os
achados nos experimentos de hibridizacdo dos DNAs das diferentes cepas com
sequéncias que se co-localizam nas regifes enriquecidas pelos motivos CpG
DNA (BARTHOLOMEU et al., 2008). Os dados obtidos sugerem que a cepa
Colombiana teria um menor namero de cépias dos genes MASP e DGF-1 do
gue as cepas CL Brener e Y, e consequentemente poderia apresentar também

menores guantidades dos motivos CpG DNA imunoestimulatérios. Porém,
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esses achados foram considerados preliminares, pois as sondas disponiveis
para hibridizacdo provinham da cepa CL Brener, sendo que ndo tinhamos o
conhecimento na época do experimento sobre o grau de conservacao dessas
sequéncias nos genomas de Y e Colombiana.

Nosso grupo participa de um consorcio envolvido no
sequenciamento dos genomas das cepas Y, Colombiana incluidas no presente
estudo, além de CL 14 e Arequipa, que sdo objeto de outros estudos pelo
nosso grupo. A partir da disponibilidade desses dados, nés realizamos a
guantificacdo precisa dos motivos CpG sabidamente imunoestimulatérios
(BARTHOLOMEU et al.,, 2008) nos genomas dessas cepas. Também
realizamos a quantificacdo desses motivos, em todas as cepas de T. cruzi que
tinham dados de genoma disponiveis em bancos de dados, que séo: CL
Brener, Tulahuén, Esmeraldo e Sylvio (EL-SAYED et al., 2005; FRANZEN et
al., 2011). Assim sendo, cepas de trés diferentes grupos de T. cruzi foram
analisadas quanto a quantidade de motivos CpG nos seus genomas, Tc VI (CL
Brener, Tulahuén e CL 14), Tc Il (Y e Esmeraldo) e Tc | (Colombiana, Arequipa
e Sylvio) (ZINGALES et al., 2012).

Verificamos que 0s motivos que apresentam alta capacidade
imunoestimulatéria sdo muito mais abundantes nos genomas das cepas CL
Brener (Tc VI) e Y (Tc Il), enquanto que o genoma de Colombiana €
enriquecido apenas com motivos CpG que possuem menor capacidade
imunoestimulatéria. Assim, o genoma de Colombiana deve também ser
reconhecido por TLR9, mas apresentar uma capacidade de ativacdo pequena.
Além disso, o genoma de CL Brener também apresenta motivos CpG de
menores indices imunoestimulatorios em quantidades estatisticamente
similares aquelas encontradas em Colombiana. Estes dados estdo
concordantes com os achados in vivo e in vitro que sugerem uma maior
importancia de TLR9 na resisténcia a infeccdo por CL Brener, sendo de
importancia intermediaria na infec¢cdo por Y, e possuindo papel minoritario no
controle da infec¢édo por Colombiana.

Andlises comparativas incluindo os genomas das cepas Sylvio (Tcl),
Arequipa (Tcl), Esmeraldo (Tcll), Tulahuén (TcVI) e CL 14 revelam que o
padrdo de abundancia deste motivos CpG imunoestimulatérios € mantido nas

diferentes linhagens evolutivas do parasito. E importante ressaltar, entretanto,
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gue a abundancia dos motivos CpG presentes no genoma de T. cruzi € apenas
um dos diversos fatores de viruléncia do parasito, visto que a cepa CL-14
possui quantidades de motivos CpG em seu genoma semelhantes a CL Brener,
porém apresenta-se ndo infectante e nao patogénica em camundongos.

O estudo de ANDRADE e colaboradores 2010 mostra que cepas
pertencentes a diferentes grupos de T. cruzi apresentam padrfes distintos de
viruléncia e infeccdo de células. Foi mostrado neste trabalho que a cepa
Colombiana apresentou maior poder de invasdo em cardiomidcitos de cultura
do que a cepa JG (Tc II), no entanto a replicacao intracelular dos parasitos de
JG foi mais eficiente do que a cepa Colombiana. Apesar da invasao influenciar
na selecéo tecidual, esses dados sugerem que o desenvolvimento intracelular
€ muito importante para determinar o tropismo tecidual do parasito. Um aspecto
gue seria interessante investigar seria o tempo de associacdo de cada uma
destas cepas no vacuolo parasitéforo, local onde o DNA do parasito €&
reconhecido pelo TLR9.

Como existem poucos estudos na literatura em que se mostra a
variabilidade da resposta imunoldgica comparativa entre cepas de diferentes
grupos de T. cruzi, varias perguntas ainda precisam de resposta. No estudo de
MENDES e colaboradores (2013), foi feita uma busca no proteoma da cepa CL
Brener a procura de epitopos de célula B que poderiam ser utilizados na
sorotipagem da doenca de Chagas. Neste trabalho a predicdo de epitopos foi
restrita a proteinas codificadas por pares de alelos identificados no genoma de
CL Brener. Foram selecionados 150 peptideos conservados e ndo conservados
derivados do proteoma de CL Brener, que tiveram suas reatividades testadas
com o soro de camundongos C57BL/6 infectados com a cepa Colombiana, CL
Brener e Y (mesmas cepas utilizadas no presente trabalho). Como CL Brener €
uma cepa hibrida derivada de Tcll e Tclll, é possivel que o0s epitopos
polimoérficos nos pares de alelos também poderiam ser polimorficos nos
gendtipos parentais. Um total de 36 peptideos foi considerado reativo e
interessantemente, a reatividade cruzada entre as cepas foi concordante com a
origem evolucionaria dos diferentes DTUs de T. cruzi. Porém, mesmo
utilizando-se o proteoma de CL Brener na busca dos epitopos, um menor
numero de peptideos foi reconhecido por soro de animais infectados com CL

Brener em comparagdao com soro de animais infectados com as cepas Y e
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Colombiana (FIGURA 26). Nossa hipotese € que a co-expressao de alelos que
codificam epitopos polimorficos na cepa hibrida CL Brener poderia afetar os
titulos dos anticorpos e/ou sua afinidade para os epitopos variantes. De fato,
dois peptideos polimdrficos para os quais verificamos co-expressao dos pares
de alelos geram anticorpos de baixa afinidade. Um fendmeno similar,
conhecido como cortina de fumaca, foi descrito para a familia polimérfica das
trans-sialidases de T. cruzi. Foi demonstrado diferentes membros desta familia
possuem uma rede de epitopos de célula B polimérficos que retardam a
geracdo a anticorpos de alta afinidade com capacidade neutralizante
comprometendo a geracdo de uma resposta humoral efetiva contra estas
proteinas (PITCOVSKY, et al, 2002). Se esta é uma estratégia mais
generalizada de escape do sistema imune, em especial no caso das cepas
hibridas, € uma questdo a ser investigada. Assim, como demonstrado no
presente estudo, o trabalho de MENDES e colaboradores (2013) revela um dos
aspectos relacionados as implicacdes da variabilidade genética do parasito no
estabelecimento da resposta imune pelo hospedeiro.
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Figure 26 — Teste da reatividade dos peptideos com soro de camundongos infectados
com diferentes cepas de T. cruzi. (A) Soro de camundongos ndo infectados; soro de
camundongos infectados com Colombiana (Tcl) (B), Y (Tcll) (C), e CL Brener (TcVI) (D). (E)
Diagrama de Venn mostrando os epitopos especificos e compartilhados entre as cepas de T.
cruzi.
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7 CONCLUSAO

Em conjunto nossos resultados revelam que a infecgdo causada por
diferentes cepas de T. cruzi promove uma ativacao diferencial do receptor
TLR9, gerando uma producdo variavel de citocinas pro-inflamatérias que sao
necessarias para o controle de parasitemia. O conteddo de motivos CpG nos
genomas das diferentes cepas de T. cruzi é, portanto, um importante fator que
afeta a viruléncia, patogénese, e adaptacdo do parasito ao hospedeiro
vertebrado.
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Abstract

Background

The factors influencing variation in the clinical forms of Chagas disease have
not been elucidated; however, it is likely that the genetics of both the host and the
parasite are involved. Several studies have attempted to correlate the T. cruzi strains
involved in infection with the clinical forms of the disease by using hemoculture and/or
PCR-based genotyping of parasites from infected human tissues. However, both
techniques have limitations that hamper the analysis of large numbers of samples. The
goal of this work was to identify conserved and polymorphic linear B-cell epitopes of T.
cruzi that could be used for serodiagnosis and serotyping of Chagas disease using

ELISA.

Methodology

By performing B-cell epitope prediction on proteins derived from pair of alleles
of the hybrid CL Brener genome, we have identified conserved and polymorphic
epitopes in the two CL Brener haplotypes. The rationale underlying this strategy is that,
because CL Brener is a recent hybrid between the Tcll and Tclll DTUs (discrete typing
units), it is likely that polymorphic epitopes in pairs of alleles could also be
polymorphic in the parental genotypes. We excluded sequences that are also present in
the Leishmania major, L. infantum, L. braziliensis and T. brucei genomes to minimize
the chance of cross-reactivity. A peptide array containing 150 peptides was covalently
linked to a cellulose membrane, and the reactivity of the peptides was tested using sera
from C57BL/6 mice chronically infected with the Colombiana (Tcl) and CL Brener

(TcVI) clones and Y (Tcll) strain.
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Findings and Conclusions

A total of 36 peptides were considered reactive, and the cross-reactivity among
the strains is in agreement with the evolutionary origin of the different T. cruzi DTUs.
Four peptides were tested against a panel of chagasic patients using ELISA. A
conserved peptide showed 95.8% sensitivity, 88.5% specificity, and 92.7% accuracy for
the identification of T. cruzi in patients infected with different strains of the parasite.
Therefore, this peptide, in association with other T. cruzi antigens, may improve Chagas
disease serodiagnosis. Together, three polymorphic epitopes were able to discriminate
between the three parasite strains used in this study and are thus potential targets for

Chagas disease serotyping.

Author Summary

Serological tests are preferentially used for the diagnosis of Chagas disease
during the chronic phase because of the low parasitemia and high anti-T. cruzi antibody
titers. However, contradictory or inconclusive results, mainly related to the
characteristics of the antigens used, are often observed. Additionally, the factors
influencing variation in the clinical forms of Chagas disease have not been elucidated,
although it is likely that host and parasite genetics are involved. Several studies
attempting to correlate the parasite strain with the clinical forms have used hemoculture
and/or PCR-based genotyping. However, both techniques have limitations. Hemoculture
requires the isolation of parasites from patient blood and the growth of these parasites in
animals or in vitro culture, thereby possibly selecting certain subpopulations. Moreover,
the level of parasitemia in the chronic phase is very low, hindering the detection of
parasites. Additionally, direct genotyping of parasites from infected tissues is an

invasive procedure that requires medical care and hinders studies with a large number of
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samples. The goal of this work was to identify conserved and polymorphic linear B-cell
epitopes of T. cruzi on a genome-wide scale for use in the serodiagnosis and serotyping
of Chagas disease using ELISA. Development of a serotyping method based on the
detection of strain-specific antibodies may help to understand the relationship between

the infecting strain and disease evolution.

Introduction

Chagas disease, a zoonosis caused by the protozoan parasite Trypanosoma cruzi,
affects approximately 10 million people in the Americas. Approximately 14,000 deaths
occur annually, and 50,000-200,000 new cases are diagnosed each year [1]. During the
acute phase of infection, diagnosis is based on parasitological methods [2]; however, in
the chronic phase, such parasitological approaches have a low sensitivity, between 50-
65%, because of low levels of parasitemia [3,4]. The chronic phase is also characterized
by a strong and persistent humoral immune response, thus the measurement of 1gG
antibodies specific for parasite antigens should be performed for diagnosis [5].
However, serological methods from different laboratories have been observed to be
inconclusive or contradictory [6-8]. These discrepancies are mainly related to technical
errors and antigen composition because crude or semi-purified protein extracts of
epimastigotes, a parasite stage not found in the mammalian host, are generally used
[6,9]. Moreover, false-positive results are frequently observed because of the cross-
reactivity of crude preparations of T. cruzi antigens with sera from individuals infected
with Leishmania sp. and T. rangeli [10-12]. The use of recombinant antigens and
synthetic peptides as a substitute for parasite lysates has increased reproducibility and,

in addition, does not require the maintenance and processing of live parasites [13,14].
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Despite recent advances in Chagas disease diagnostics, the methods available still have
limitations related to low specificity and sensitivity [15,16]. Among the factors that
compromise the performance of diagnostic tests, the genetic variability of the parasite is
known to contribute to false-negative results in Chagas disease serodiagnosis [17].

Epidemiological, biochemical, and molecular studies have demonstrated that the
T. cruzi taxon is extremely polymorphic [18-21]. Recently, T. cruzi strains were
reclassified into six DTUs (discrete typing units) called Tcl to TcVI [22], and there is
much speculation regarding whether this parasite variability could be associated with
different disease prognoses. Although T. cruzi infection results in a broad spectrum of
clinical forms as indeterminate, cardiac, and digestive forms, the determinant factors
involved in the development of each clinical form have not been elucidated, though it is
likely that genetic factors of the host and parasite are involved [23]. However, no study
to date has found an unequivocal association between the infecting parasite DTU and
the clinical forms of the disease. Nevertheless, this hypothesis has not been discarded
because correlations between the geographic distribution profiles of different T. cruzi
DTUs and a higher frequency of specific clinical forms have been reported [21]. Indeed,
digestive manifestations are more common in the central region of Brazil and the
southern part of South America, where infection by Tcll, TcV, and TcVI predominates;
in contrast, such manifestations are rare in the northern part of South America and in
Central America, where infection caused by Tcl is more common [24].

Correlation studies between the parasite DTU and clinical forms of Chagas
disease are challenging because most of the techniques require parasite isolation from
patient blood or parasite genotyping directly from infected tissues. Because many T.
cruzi populations are polyclonal, hemoculture may select sub-populations of parasites

more adapted to in vitro growth conditions [25]. Moreover, because of different tissue
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tropisms of some T. cruzi strains [26], in infections caused by polyclonal populations
and/or co-infections, the clones circulating in the patient blood may not be the same as
those found in tissue lesions. The current methodologies to genotype the parasite from
tissue biopsies are laborious and expensive, thus limiting the number of samples that
can be analyzed. Within this context, a parasite typing method based on the detection of
strain-specific antibodies from patient sera could resolve many of these problems. Thus
far, there is only one study that proposes the use of an antigen to discriminate among T.
cruzi DTUs [17]. This study is based on an antigen named TSSA (trypomastigote small
surface antigen), belonging to the TcMUC IlI protein family, which can differentiate
between humans infected with Tcl, Tclll, and TclV and those infected with Tcll, TcV,
and TcVI.

In the present study, we performed a genomic screen to identify polymorphic
and conserved linear B-cell epitopes in the predicted proteome of the CL Brener T. cruzi
strain in an attempt to identify targets for the serotyping and serodiagnosis, respectively,
of T. cruzi-infected patients. The results were validated using sera from experimentally

infected mice and chagasic patients.

Materials and Methods

Ethics Statement

The design and methodology of all experiments involving mice were in
accordance with the guidelines of COBEA (Brazilian College of Animal
Experimentation), strictly followed the Brazilian law for ‘‘Procedures for the Scientific
Use of Animals’ (11.794/2008), and were approved by the animal-care ethics

committee of the Federal University of Minas Gerais (protocol number 143/2009).
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The study protocol involving human samples from Bolivia was approved by the
ethics committees of the study hospital, A.B. PRISMA, Johns Hopkins University and
the U.S. Centers for Disease Control and Prevention. All subjects provided written
informed consent before blood was collected. As for the Brazilian patients, written
informed consent was obtained from the participants and was approved by the Ethics
Committee of the Federal University of Minas Gerais (UFMG), under protocol number

No. 312/06.

Mouse sera

Each experimental group was composed of six 2-4-week-old C57BL/6 male mice.
The mice were infected with 50 Colombiana or 500 Y trypomastigotes. For the CL
Brener clone, we used three mouse groups infected with 50, 100, or 500
trypomastigotes. Infection was confirmed by the observation of trypomastigote forms in
blood collected from the tail at seven days after intraperitoneal inoculation. One
additional group was infected with 1 x 10° T. rangeli trypomastigotes, and the infection
was confirmed by PCR [27]. Six un-infected mice were used as the control group. The
chronic phase of infection was confirmed after approximately 3 months by negative
parasitemia and the presence of anti-parasite 1gG (as tested against T. cruzi and T.
rangeli crude antigens) by ELISA [28]. Mouse blood was then obtained by cardiac
puncture; coagulation was performed at room temperature for 30 minutes, and the

serum was obtained after centrifugation at 4000 x g for 15 minutes.

Human sera
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Blood samples from chagasic patients from Bolivia were collected in a public
hospital in Santa Cruz de la Sierra. DNA was extracted from patient blood samples and
parasite genotyping was performed as previously described [29]. Infection by Tcl
parasite lineage was confirmed for six samples (Supplementary Figure S1). Samples
from 10 chagasic patients previously characterized to be infected with Tcll [30] and 56
samples from chagasic patients infected with untyped parasites collected from Rio
Grande do Norte State, Brazil, were also used. Samples from 14 patients infected with
L. braziliensis and 14 patients with visceral Leishmaniasis both known to be un-
infected with T. cruzi and the sera from 24 un-infected humans were used as specificity

and negative controls, respectively.

Parasites

Epimastigotes of the Colombiana and CL Brener clones, and Y strain of T. cruzi
and T. rangeli SC-58 were maintained in a logarithmic growth phase at 28°C in liver
infusion tryptose (LIT) medium supplemented with 10% fetal bovine serum, 100 pug/mL
streptomycin, and 100 units/mL penicillin [31]. A total of 1 x 10° T. cruzi
epimastigotes/mL were incubated in triatomine artificial urine (TAU) medium for 2
hours at 28°C. L-proline (10 mM) was added to the medium, and the metacyclic forms
were obtained after 72 hours at 28°C [32]. Trypomastigotes and amastigotes were
obtained from rhesus-monkey epithelial LLC-MK2 cells infected with metacyclic forms
cultured in RPMI medium supplemented with 2% fetal bovine serum at 37°C and 5%
CO, [31]. Differentiation of T. rangeli epimastigotes to trypomastigotes was induced

with 10° parasites/mL in DMEM medium (pH 8) for 6 days at 28°C [33].
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In silico prediction of linear B-cell epitopes

Linear B-cell epitopes were predicted for all the proteins of the CL Brener
genome release 4.1 [34] using the Bepipred 1.0 program with a cutoff of 1.3 [35]. The
BepiPred program assigns a score to each individual amino acid in a sequence, therefore
only amino acids with prediction Bepipred score >1.3 were considered for the
downstream analysis. Proteins encoded by the pair of Esmo and Non-Esmo alleles were
aligned using the CLUSTALW program [36], and each pair of amino acids aligned
received a polymorphism score according to the following scale: 0 for identical amino
acids; 1 for different amino acids with similar physical-chemical properties; 2 for a
mismatch involving amino acids with dissimilar physical-chemical properties; and 3 for
a gap position. A perl script based on a sliding window approach that uses a fixed
window size of 15 amino acids and an increment of one amino acid identified all 15-
mer subsequences in which each individual amino acid has a bepipred score >1.3. Those
peptides with a polymorphism score above 6 (sum of the individual amino acid
polymorphism scores) and a mean BepiPred score >1.3 were classified as polymorphic
epitopes; those peptides identical between the Esmo and Non-Esmo haplotypes and with
a mean BepiPred prediction score >1.3 were classified as conserved epitopes. The
selected peptides were compared with the predicted proteins from the genomes of L.
infantum, L. major, L. braziliensis, and T. brucei (release 4.1) [37] using the BLASTp
algorithm [38]. Peptides with at least 70% similarity along 70% of the length were
discarded. After elimination of peptides with potential cross-reactivity with
Leishmania and T. brucei, 50 Esmo-like peptides, 50 Non-esmo-like peptides and 50

peptides conserved with the highest mean Bepipred score were selected.
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Spot synthesis and immunoblotting

Peptides were synthesized on pre-activated cellulose membranes according to the
SPOT synthesis technique [39]. Briefly, Fmoc-amino acids were activated with 0.05
mM HOBt and 0.1 mM DIC and automatically spotted onto pre-activated cellulose
membranes using the MultiPep SPOT synthesizer (Intavis AG). The non-binding sites
of the membrane were blocked with 10% acetic anhydride, and the Fmoc groups were
removed with 25% 4-methyl piperidine. These processes were repeated until peptide
chain formation was complete. After synthesis, side-chain deprotection was performed
by adding a 25:25:1.5:1 solution of trifluoroacetic acid, dichloromethane,
triisopropylsilane, and water. The amino acid coupling and side-chain deprotection were
monitored by staining the membrane with 2% bromophenol blue. The immunoblotting
methodologies followed a previously described protocol [39]. First, the membrane
containing peptides was blocked with 5% BSA and 4% sucrose in PBS overnight and
incubated with infected and control mouse sera diluted 1:5,000 in blocking solution for
1 hour. After washing three times with PBS-T (PBS; 0.1% Tween 20), the membrane
was incubated with the secondary HRP-conjugated anti-mouse 1gG antibody (Sigma-
Aldrich) diluted 1:10,000 in blocking solution for 1 hour. After a third wash, detection
was performed using ECL Plus Western blotting (GE Healthcare), following the
manufacturer’s instructions, with the Gel Logic 1500 Imaging System (Kodak). The
densitometry measurements and analysis of each peptide were performed using Image
Master Platinum (GE), and the relative intensity ratio (RI) cutoff for positivity was

determined at 2.0.
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Soluble peptide synthesis

The soluble peptides were synthesized in solid phase on a 30-umol scale using
N-9-fluorenylmethoxycarbonyl [40] with PSSM8 equipment (Shimadzu). Briefly,
Fmoc-amino acids were activated with a 1:2 solution of HOBt and DIC. The active
amino acids were incorporated into Rink amide resin with a substitution degree of 0.61.
Fmoc deprotection was then performed using 25% 4-methylpiperidine. These steps
were repeated until the synthesis of each peptide was complete. The peptides were
deprotected and released form the resin by treatment with a solution of 9.4%
trifluoroacetic acid, 2.4% water, and 0.1% triisopropylsilane. The peptides were
precipitated with cold diisopropyl ether and purified by high-performance liquid
chromatography (HPLC) on a C18 reverse-phase column using a gradient program of 0
to 25% acetonitrile. The peptides were obtained with 90% purity, as confirmed by mass

spectrometry using Autoflex Speed MALDI/TOF equipment.

ELISA and affinity ELISA

Each well of flexible ELISA polyvinylchloride plates (BD Falcon) was coated
with 2 ug of soluble peptide. After blocking with 5% BSA in PBS for 1 hour at 37°C,
followed by three washing steps with PBS containing 0.05% Tween 20 (PBS-T), the
plates were incubated with human or mouse serum (dilution 1:100). The plates were
washed three times with PBS-T, and secondary HRP-conjugated anti-human or anti-
mouse IgG antibody was added for 1 hour at 37°C, followed by four washes. A solution
containing 0.1 M citric acid, 0.2 M Na,PQ,, 0.05% OPD, and 0.1% H,O, at pH 5.0 was

used for detection; the reaction was stopped with 4 N H,SO,, and the absorbance was
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measured at 492 nm. The mean optical density value at 492 nm plus three times the
standard deviation of the negative serum was used as the cutoff value. For affinity
ELISA, 6 M urea was added for 5 min at 37°C after incubation with the primary
antibodies; the remainder of the protocol was the same [41]. The results are shown as an
affinity index (Al) determined as the ratio between the absorbance values of the samples
treated and not treated with urea. An Al value lower than 40% represented low-affinity
antibodies, between 41 and 70% was classified as intermediate affinity and higher than

70% as high affinity.

DNA extraction and sequencing

Genomic DNA extraction was performed using the GFX™ Genomic Blood
DNA Purification kit (GE Healthcare) following the manufacturer’s instructions. The
DNA samples were quantified using a NanoDrop® Spectrophotometer ND-1000
(Thermo Scientific). The PCR products amplified with the primers listed in
Supplementary Table S1 were subjected to sequencing at both ends using the ABI Prism

3730xI DNA Analyzer (Applied Biosystems) by Macrogen Inc (Korea).

RNA extraction and cDNA synthesis

Total RNA was isolated from 10° epimastigotes, 10° trypomastigotes, and 10°
LLC-MK2 cells infected with approximately 10° intracellular amastigotes of the
Colombiana, Y, and CL Brener strains using the NucleoSpin RNA Il RNA extraction
kit (Macherey-Nagel) following the procedures described by the manufacturer. RNA

from 10® LLC-MK2 cells was also extracted and used as a negative control. The
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concentration and purity of the RNA samples were measured with a NanoDrop®
Spectrophotometer ND-1000 (Thermo Scientific). cDNA was synthesized using 10 ng
of total RNA and the High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit (Applied
Biosystems, Foster City, CA) using random hexamer primers according to the

manufacturer's instructions.

Real-time PCR

Specific primers for each Esmo and Non-Esmo allele were designed, and the
primer specificity was verified by electronic PCR using the entire parasite genome as a
template. The primers used are listed in the Supplementary Table S2. Real-time PCR
reactions were performed in an ABI 7500 sequence detection system (Applied
Biosystems). The reactions were prepared in triplicate and contained 1 mM forward and
reverse primers, SYBR Green Master Mix (Applied Biosystems), and 20 ng of cDNA.
Standard curves were prepared for each experiment for each pair of primers using
serially diluted T. cruzi CL Brener genomic DNA to calculate the relative quantity (Rq)
values for each sample. qRT-PCRs for the constitutively expressed GAPDH gene were

performed to normalize the expression of the specific alleles.

Statistical analysis

All statistical analyses were performed using Graph Prism 5.0 software. First, the
normal distribution of data was evaluated by the Kolmogorov-Smirnov test; because all
they showed a Gaussian profile, an unpaired t test was used for the comparative analysis

between the two sets of data, and an ANOVA was used for three or more experimental
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groups. P-values lower than 0.05 were considered statistically significant. The
sensitivity, specificity, and accuracy of the peptides were also calculated for the human
samples. The sensitivity is represented by Se= TP/(TP + FN), where TP (true positive)
is the number of sera from individuals infected with T. cruzi above the cutoff value and
FN (false negative) is the number of sera from infected individuals below the cutoff for
the conserved peptide. For the polymorphic peptides, TP was defined as the number of
sera from individuals infected with a specific strain above the cutoff value, and FN is
the number of these sera below the cutoff for polymorphic peptides. The specificity is
represented by Sp= TN/(TN + FP), where TN (true negative) is the number of sera from
individuals infected with L. braziliensis or un-infected individuals below the cutoff and
FP (false positive) is the number of sera from these samples with reactivity the for
conserved peptide. For the polymorphic peptides, TN was defined as the number of sera
from individuals infected with a non-specific strain or L. braziliensis and uninfected
individuals below the cutoff, and FP is the number of sera from these samples with

reactivity. The accuracy is calculated as Ac= (TP + TN)/(TP + TN + FP + FN).

Results

Epitope prediction using the T. cruzi CL Brener proteome and immunoblotting

screening

We performed B-cell epitope prediction for 3,983 proteins derived from pair of
alleles of CL Brener genome. We decided to restrict our analysis to this dataset because
the CL Brener clone is a recent hybrid between the Tcll and Tclll DTUs and evidence

suggests that the latter is an ancient hybrid between Tcl and Tcll [42]. Therefore, it is
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likely that polymorphic epitopes in the pairs of alleles of CL Brener could also be
polymorphic for its parental genotypes and other T. cruzi strains. In the CL Brener
hybrid diploid genome, it is possible to identify two haplotypes: “Esmo”, which is more
similar to Tcll; and “Non-Esmo”, which is more similar to TclII [34]. A total of 1,488
predicted epitopes were classified as conserved between the two haplotypes, and 428
were classified as polymorphic. We next excluded epitopes also present in Leishmania
major, L. infantum, L. braziliensis and T. brucei to minimize the chance of cross-
reactivity, because these parasites share many antigens with T. cruzi [10,12,16], thus
reducing the number of conserved and polymorphic epitopes to 1,086 and 242,
respectively.

A total of 50 conserved, 50 polymorphic Esmo-specific, and 50 polymorphic Non-
Esmo-specific peptides with high epitope prediction scores were selected for the
construction of peptide arrays. The reactivity of the peptides was tested using a pool of
sera from six C57BL/6 mice chronically infected with Colombiana (Tcl), Y (Tcll), or
CL Brener (TcVI) strains and un-infected mice as the control group (Figure 1). The
quantification of the reactivity was performed by densitometric analysis (Supplementary
Table S3). A peptide was considered reactive and antigenically conserved if its intensity
signal with all T. cruzi strains was two times higher than its signal with the sera from
un-infected mice. A peptide was considered reactive and antigenically polymorphic if
its intensity signal with a specific strain was two times higher than the values with the
other two strains and the un-infected mice. A total of 36 peptides were considered
reactive with at least one strain (Figure 1E). A conserved peptide with the highest
reactivity with all T. cruzi strains (C6_30_cons) and three polymorphic peptides specific
for Colombiana (A6_30 col), Y (B2_30_y), and CL Brener (B9 30 cl) were selected

for soluble synthesis, and their reactivity was validated by ELISA.
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Epitope validation with ELISA and affinity ELISA

Because immunoblotting assays are semi-quantitative techniques, we validated the
results with quantitative ELISA and affinity ELISA assays using individual sera from
six C57BL/6 mice chronically infected with the Colombiana (Tcl), Y (Tcll), or CL
Brener (TcVI) strains and the un-infected mice as a control group. For the conserved
peptide C6_30_cons, no significant difference in the reactivity among the sera from
animals infected with different T. cruzi strains was observed (Figure 2A). The sera from
mice infected with the Colombiana strain had a higher antibody titer against the
A6_30_col peptide compared to the sera from mice infected with the Y strain. More
importantly, the affinity antibodies discriminated Colombiana infection from those
caused by the other two strains (Figure 2B). An expected recognition profile was also
observed for the peptide B2_30_y (Figure 2C): sera from mice infected with the Y
strain had a significantly higher antibody titer than those from mice infected with
Colombiana, and the highest affinity antibodies generated by the Y strain discriminated
its infection from those caused by Colombiana and CL Brener. With regard to peptide
B9 30 _cl, conventional ELISA was able to discriminate CL Brener infection from that
caused by Y and Colombiana (Figure 2D).

Because the infection caused by different T. cruzi strains has specific evolution
and mortality rates in a mouse model [43], we infected mice with a distinct parasite
inoculum for each strain to reach the chronic phase when the sera were collected. Thus,
to evaluate whether the differences in reactivity observed in the ELISA experiments
were dependent on the inoculum, we tested the reactivity of sera from mice infected

with 50, 100, or 500 CL Brener trypomastigotes (Supplementary Figure S2). There was
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no significant variation among the different CL Brener inocula, suggesting that the
antigenic variability among the parasite strains is the main factor responsible for the
distinct recognition profile of the peptides tested in the ELISA experiments. The
evaluation of cross-reactivity with sera from mice infected with T. rangeli and from
Leishmaniasis patients demonstrated that the peptides are T. cruzi specific

(Supplementary Figures S3 and S4).

Prediction of specific epitope reactivity with different T. cruzi DTUs

We next analyzed the polymorphisms of the epitopes identified in this study and
predicted their reactivity with sera from individuals infected with T. cruzi strains
representative of each DTU (Tcl to TcVI). To this end, we first subjected the peptide
sequences to an AlaScan analysis [44] to identify the amino acid residues critical to
antibody binding. We found that the pattern GXXXXMRQNE in the carboxy-terminal
region of conserved peptide C6_30 _cons is important for the interaction with the
antibodies generated in infection caused by the three T. cruzi strains (Figures 3A, B, and
C). As for the polymorphic epitopes, the patterns PPXDXSLXXP in peptide A6_30_col
(Figure 3D), QPQPXPQXXXQP in B2_30_y (Figure 3E), and DEXXXXG in B9_30 cl
(Figure 3F) are critical for binding with the antibodies generated by Colombiana, Y, and
CL Brener infections, respectively.

We then sequenced the genomic DNA encoding these four epitopes in strains
representative of the six T. cruzi DTUs to predict whether the peptides would be
recognized in infections caused by different parasite DTUs. It is expected that a peptide
would be recognized in infections caused by a specific strain if the amino acid residues

critical for antibody recognition are encoded by its genome. Based on this criterion, we
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predicted that conserved peptide C6_30 would be able to identify infection caused by
four of the six T. cruzi DTUs (Figure 4A), whereas peptides A6_30_col and B2_30_y
are expected to identify infections caused only by Tcl and TcVI (Figure 4B) and Tcll
and TcVI (Figure 4C), respectively. Interestingly, the A6_30_col and B2_30_y epitopes
are identical to the Non-Esmo- and Esmo-like CL Brener haplotypes, respectively,
reinforcing the hypothesis that the nature of the CL Brener hybrid may have
contributions of both the Tcl and Tcll genomes. B9_30_cl is predicted to identify

patients infected with Tclll or TcVI (Figure 4D).

Epitope expression at different parasite stages and strains

Although all peptides are derived from the CL Brener genome, the sera from mice
infected with this strain had lower antibody affinities for the A6_30 col and B2_30_y
peptides than did the sera from mice infected with the Colombiana or Y strain (Figure
2). Because CL Brener is a hybrid strain [34, 42, 45], the polymorphic epitopes encoded
by its pairs of alleles may have distinct expression levels that could explain the
differences in their reactivity. To investigate this further, we designed allele-specific
primers for the genes that encode the epitopes to evaluate their expression levels in the
trypomastigote and amastigote forms, the parasite stages found in mammalian hosts
(Figure 5). As expected based on the T. cruzi phylogeny [46], Y expressed only the
Esmo-like variants, and Colombiana expressed only the Non-Esmo variants, except for
the B9 30 transcript. CL Brener expressed both alleles of all genes, except for the
B9 30 transcript. The conserved peptide was expressed by both the Esmo and Non-
Esmo haplotypes of CL Brener (Figure 5A). The polymorphic Non-Esmo peptide

A6_30_col was expressed by the Colombiana and CL Brener strains (Figure 5B), and
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CL Brener also expressed the Esmo-like allele for this peptide. The opposite profile was
observed for the polymorphic Esmo B2_30_y peptide, whereby only the Y and CL
Brener strains expressed the Esmo-like allele and CL Brener also expressed the Non-
Esmo allele of this peptide (Figure 5C). CL Brener only expressed the Esmo-like
variant of the B9_30_CL epitope, and its level of expression was approximately 5 times

higher than in the Y strain (Figure 5D).

Potential use of epitopes for human serodiagnosis and serotyping

All previous results were based on a mouse model because the amount of the
inoculum, infective strain, and time of infection can be adequately controlled. To test
the potential application of these peptides for serodiagnosis and serotyping of human
infection, we performed ELISA experiments with sera from chagasic patients with
parasites genotyped as Tcl or Tcll, and healthy individuals. The conserved peptide
C6_30_cons showed 95.8% sensitivity, 88.5% specificity, and 92.7% accuracy for the
identification of chagasic patients, and no significant differences in the reactivity of sera
from patients infected with Tcl or Tcll was observed (Figure 6A). As expected, peptide
A6 _30_col showed much higher reactivity with the sera from patients infected with Tcl
(Figure 6B), with 100% sensitivity, 91.9% specificity, and 92.6% accuracy; peptide
B2 30 vy identified most of the individuals infected with Tcll (Figure 6C), with 80%
sensitivity, 94.8% specificity, and 92.6% accuracy. Additionally, none of the sera from
patients infected with Tcl recognized the B2 30 y peptide, and peptide B9 30 cl
showed a low reactivity with both Tcl and Tcll (Figure 6D). All peptides were also T.
cruzi specific because the majority of the sera from the patients infected with L.

braziliensis were non-reactive (Supplementary Figure S4).
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Discussion

Despite efforts to identify new targets for the immunodiagnosis of Chagas disease,
the impressive genetic variability of T. cruzi strains has imposed serious limitations on
the development of high-sensitivity methods [48-50]. Additionally, serological cross-
reactivity with Leishmania and T. rangeli infections [11,12,16] compromises the
specificity of Chagas disease diagnosis. Therefore, the identification of new T. cruzi-
specific antigens conserved among the parasite strains has been recognized as an
important research area for Chagas disease diagnosis and control [47]. The polymorphic
nature of T. cruzi isolates, on the other hand, opens new avenues for the development of
serotyping methodologies to identify the parasite DTU causing infection based on a
serological survey. For instance, this would allow large-scale epidemiological studies
aimed at correlating the strain causing the infection with the clinical forms of Chagas
disease, an open question that has been hampered by the limited number of samples that
can be analyzed by the current genotyping methodologies [48]. To the best of our
knowledge, only one study has identified a polymorphic epitope among the T. cruzi
DTUs [49]. This marker is an immunodominant B-cell epitope of TSSA
(trypomastigote small surface antigen), a representative of the TcMUC Il gene family.
The TSSA-I and TSSA-II isoforms serologically discriminate between animals infected
with T. cruzi | from those infected with T. cruzi Il, according to the previous DTU
classification (Tcll-VI1 in the current classification), respectively. In a serological survey
of chagasic patients from Argentina, Brazil, and Chile, anti-TSSA antibodies recognized
only the TSSA-1I isoform, suggesting that the Tcll-VI DTUs are the cause of Chagas

disease in those regions. In a more recent study, however, this same research group
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analyzed the diversity of the TSSA gene in several representatives of each of the six T.
cruzi DTUs and found a complex pattern of sequence polymorphism. Based on their
analysis, the epitope considered to be specific for Tcll-VI was shown to identify the
Tcll, V, and VI DTUs. In addition, the peptide previously described as Tcl specific
shares key features with Tclll and IV. Therefore, there is no T. cruzi DTU-specific
serological marker identified thus far.

The goal of this work was to identify conserved and polymorphic linear B-cell
epitopes of T. cruzi for Chagas disease serodiagnosis and serotyping using ELISA. This
technique was selected because it is a quantitative assay and easily automated, thus
allowing the analysis of a large number of samples. In recent years, synthetic peptides
used as antigens have shown high sensitivity and specificity in diagnostic tests [50].
Peptides have several advantages over chemically purified or recombinant antigens
because their production does not involve the manipulation of living organisms and can
be obtained with a high level of purity [51]. Recently, the use of peptide arrays has
allowed the immunoscreening of a large number of epitope candidates [39]. Thus, an
approach based on a synthetic peptide array was chosen to screen of a large number of
potential antigens by immunoblotting, followed by ELISA validation.

Initially, we screened the CL Brener genome to predict epitopes that are
polymorphic and conserved between the Esmo and Non-Esmo haplotypes. The rationale
underlying this strategy is that, because the CL Brener strain is a recent hybrid between
the Tcll and Tclll DTUs and there is evidence suggesting that the latter is an ancient
hybrid between Tcl and Tcll [46], it is likely that the polymorphic epitopes between the
CL Brener alleles would also be polymorphic among distinct T. cruzi strains. The
Colombiana (Tcl) and CL Brener (TcVI) clones and Y (Tcll) strain were selected for

this study to evaluate the degree of polymorphism of epitopes in Tcll, a direct
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representative of one CL Brener parental DTU, and Tcl, a more distant DTU of CL
Brener, along with CL Brener.

The immunoscreening of 150 high-scoring peptides resulted in the identification
of 36 novel epitopes, indicating that our computational approach for the prediction and
prioritization of epitope candidates was successful. Our rate of success (24%) was
slightly higher than previously described (19.5%) for T. cruzi using a similar validation
approach [50]. We found that only 11% (4/36) of the reactive peptides are shared
among the three parasite strains (Figure 1E), highlighting the problem with identifying
high-sensitivity antigens for the serodiagnosis of Chagas disease due to the high degree
of T. cruzi polymorphism. One of the conserved epitopes identified in this study,
peptide C6_30_cons, has proven to be a new conserved T. cruzi antigen with a potential
application in Chagas disease serodiagnosis (Figures 2A, 6A, S2, and S3).

Together, the three polymorphic epitopes were able to discriminate among
infections caused by the three different T. cruzi strains included in this study and, thus,
have the potential to be used for the serotyping of infections caused by this parasite.
ELISA experiments using human sera confirmed the predictive reactivity of A6_30_col
and B2_30_y (Figure 6). A6_30_col was able to identify 100% of the patients infected
with Tcl. As expected, the serum samples obtained from Brazilian patients known to be
infected with Tcll were reactive only with the C6_30 conserved and B2_30_y peptides.
These results confirm the potential use of this peptide set for Chagas disease serotyping.

The peptide A6_30_col and B9 30 _cl are derived from RNA binding proteins and
RNA polymerase 11, respectively (Supplementary Table S3). Both are predicted to have
an intracellular localization. Indeed, humoral response against intracellular antigens is
quite common in trypanosomatids as shown by the work described by da Rocha et al.,

2002 [52] that performed immunoscreening of an amastigote cDNA library using sera
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from chagasic patients. About 70% of the amastigote antigens identified in this study is
derived from intracellular parasite proteins. Similar to Leishmania infection, it is
postulated that during T. cruzi infection a proportion of trypomastigotes/amastigotes
cells are destroyed, thus releasing substantial amounts of multicomponent complexes
containing intracellular antigens [53]. This reactivity could be the result of high
abundance of these antigens as circulating complexes during the parasite infection due
to high and constant expression of nuclear and house-keeping genes; higher stability
due to formation of nucleoprotein particles more resistant to degradation; and their
increased capacity to be processed by antigen-presenting cells because multicomponent
particles are taken into the cell more efficiently than soluble antigens [54].

It is worth noting that the conserved and polymorphic epitopes identified in this
study encompass repetitive regions. Interestingly, two of these peptides have proline-
rich regions (Figure 4) that may be involved in protein-protein interactions in
prokaryotes [55] and eukaryotes [56]. It has been demonstrated that the overall
immunogenicity of proteins harboring tandem repeats is increased, as is the antigenicity
of epitopes contained within repetitive units [52,57]. Therefore, one expects that repeats
receive a high B-cell epitope prediction score. Furthermore, the polymorphic epitopes
containing repeats were top ranked for an additional reason: our polymorphic scale
applied to the CL Brener pair of alleles attributes the highest score to a gap position in
the alignment, a situation always present when the contraction or expansion of a
repetitive region occurs in one sequence but not in another. This criterion was used
because it is well known that repetitive sequences evolve faster than other regions of the
genome [58], hence it is expect that they display a high level of polymorphism among
distinct parasite strains. Additionally, because it is known that the number of repetitive

antigenic motifs may affect antibody binding affinity [59], we hypothesized that
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polymorphic repetitive epitopes would be differentially recognized by the sera of
animals and human infected with distinct parasite DTUs, an assumption that was
reinforced by our results.

The cross-reactivity of the epitopes among the sera from mice infected with
distinct parasite strains is in agreement with an origin hypothesis of the different T.
cruzi DTUs. In two-way comparisons, the CL Brener and Y strains, the two more
phylogenetically related strains, shared a higher number of epitopes (4) compared to Y
and Colombiana (1), whereas CL Brener and Colombiana did not share any epitope
(Figure 1E).

Interestingly, despite the fact that all of the peptides are derived from the CL
Brener genome, a smaller number of epitopes were identified in this strain compared
with Y and Colombiana (Figure 1E). We speculate that the co-expression of alleles that
encode the polymorphic epitopes in CL Brener may affect the titer of the antibody
and/or its affinity for the variant epitopes. For example, the pattern of expression and
the reactivity of the polymorphic peptides A6 30 col and B2_30_y (Figures 4B, 4C,
5B, and 5C) suggest that the co-expression of polymorphic epitopes in CL Brener could
induce low-affinity antibodies. A similar phenomenon has been described for the
polymorphic T. cruzi trans-sialidase (TS) multigene family, whereby TS displays a
network of B-cell cross-reactive and polymorphic epitopes that delays the generation of
high-affinity neutralizing antibodies and hamper an effective elicitation of a humoral
response against these proteins [60]. Whether this is a more general adaptive immune
evasion strategy that affects antibody affinity maturation, particularly in the case of
hybrid strains, remains to be investigated.

Altogether, the results demonstrated that peptide C6 30 cons is a new T. cruzi

antigen conserved in the majority of DTUs of this parasite. Using this peptide, in
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association with other T. cruzi antigens, may improve the serodiagnosis of Chagas
disease. The three polymorphic epitopes identified were able to discriminate among
infections caused by the three different T. cruzi strains included in this study and, thus,
have the potential to be used for the serotyping of infections caused by this parasite.
This is the first study on the genomic scale to identify DTU-specific antigens. The
genome sequencing of other T. cruzi strains will help identify new strain-specific and
conserved epitopes and increase the number of antigen candidates for Chagas disease
serodiagnosis and serotyping. The development of a robust panel of strain-specific
epitopes may allow large-scale epidemiological studies aimed at correlating the

infective strain with the variability in clinical outcomes observed in chagasic patients.
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Figure 1 — Immunoscreening of peptide arrays with sera from mice infected with
different T. cruzi strains. (A) Sera from un-infected mice; sera from mice infected with
Colombiana (Tcl) (B), Y (Tcll) (C), or CL Brener (TcVI) (D). (E) Venn diagram

showing the specific and shared epitopes among T. cruzi strains.
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Figure 2 — Reactivity and affinity of sera from T. cruzi-infected mice against
conserved and polymorphic epitopes. (A) Peptide C6 30 cons. (B) Peptide
A6_30 _col. (C) Peptide B2_30_y. (D) Peptide B9_30 cl. The dotted line represents the
cutoff value. The solid gray line represents the mean values. C-, un-infected mice.
Colombiana (Tcl), mice infected with the Colombiana strain. Y (Tcll), mice infected
with the Y strain. CL Brener (TcVI), mice infected with the CL Brener strain. *p < 0.05

and **p < 0.005.
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Figure 3 — Mapping of antibody binding sites on the conserved and polymorphic
epitopes by Ala-Scan. Reactivity of peptide C6_30_cons against the sera from mice
infected with Colombiana (A), Y (B), and CL Brener (C). Reactivity of peptide
A6 30 col against the sera from mice infected with the Colombiana clone (D).
Reactivity of peptide B2_30_y against the sera from mice infected with the Y strain (E).
Reactivity of peptide B9 30 _cl against the sera from mice infected with the CL Brener
clone (F). 1, original peptide. RI, relative intensity calculated by the ratio between the
reactivity of the peptide with a specific amino acid substitution and the original peptide.
The dotted line indicates half of the intensity value obtained with the original peptide.
The red letters represent amino acid substitutions that reduce the reactivity to at least
half of the value obtained with the original peptide. The blue squares show the
conserved amino acids critical for antibody binding with the sera from mice infected

with different T. cruzi strains.
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Figure 4 — Reactivity prediction of epitopes based on the sequences encoding the
identified peptides in different T. cruzi strains. (A) Peptide C6_30_cons. (B) Peptide
A6_30 col. (C) Peptide B2_30_y. (D) Peptide B9 30 _cl. The bold sequences represent
the synthetic peptide tested. The red letters represent key amino acids for antibody

binding.
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Figure 5 — Expression levels of allele-specific genes encoding the identified

conserved and polymorphic peptides.

(A) Peptide C6_30 cons. (B) Peptide

A6_30_col. (C) Peptide B2_30_y. (D) Peptide B9_30_cl. INDEX was calculated by the

copy number from the mRNA level of each gene normalized by the GAPDH mRNA

level. C-, negative control. T, trypomastigote. A, amastigote. E, epimastigote. The

alleles were classified based on the annotation of the hybrid CL Brener genome.
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Figure 6 — Reactivity of sera from humans infected with T. cruzi against the
conserved peptide C6_30_cons. The dotted line represents the cutoff value. The solid
gray line represents the mean values. C-, uninfected human. Tcl, Chagasic patients
infected with Tcl DTU. Tcll, Chagasic patients infected with the Tcll DTU. Untyped,

Chagasic patients infected with untyped parasites.
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Figure 7 — ELISA with sera from humans infected with Tcl and Tcll T. cruzi
DTUs against the polymorphic peptides. (A) Peptide A6 30 col. (B) Peptide
B2 30_y. (C) Peptide B9 30 _cl. The dotted line represents the cutoff value. The solid
gray line represents the mean values. C-, uninfected human. Tcl, Chagasic patients
infected with Tcl DTU. Tcll, Chagasic patients infected with the Tcll DTU. ***p <

0.001.

139



