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RESUMO

DISSERTACAO DE MESTRADO EM BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Natalia Lins da Silva Gomes

A doenca de Chagas € uma doenca negligenciada causada pelo protozoario
parasita Trypanosoma cruzi, o qual afeta cerca de 6-8 milhfes de pessoas em areas
endémicas da América Latina. As diferentes cepas envolvidas na infec¢do, e sua
distribuicdo regional, tem sido sugeridas como causa das diferentes manifestacoes
clinicas, resposta ao diagnostico e eficacia terapéutica. A ecto-NTPDase € uma
enzima localizada na superficie externa da membrana plasmatica do T.cruzi, que
hidrolisa nucleotideos tri e difosfatados. Estudos anteriores tém relacionado esta
enzima a infectividade e viruléncia de tripanosomatideos, além de sugerir um papel
importante na captacdo de purinas pelos parasitos. Neste trabalho avaliamos o0s
niveis de mMRNA para a TcNTPDase-1 por RT-PCR, em diferentes isolados do
parasito (Dm28c- T.cruzi I; Y- T.cruzi Il; 3663- T.cruzi Ill; 4167- T.cruzi 1V; LL0O14-
T.cruzi V; CL-14- T.cruzi VI- avirulenta), em formas nao-infectantes (epimastigotas) e
infectantes (tripomastigotas e amastigotas). Os ensaios de PCR em Tempo Real
foram realizados com oligonucleotideos desenhados para amplificar uma sequéncia
de 111pb do gene TcNTPDase-1 e, como controles enddgenos, uma sequéncia de
268pb do gene da TcCalmodulina e uma sequéncia de 100pb do gene TcGAPDH
foram utilizados. NGs observamos que epimastigotas das cepas Y, 3663, 4167 e
LLO14 apresentaram 0os mesmos niveis de expressao do gene TcNTPDase-1 que o
clone CL-14, avirulento. Por outro lado, o clone Dm28c expressou 7,2+1,5 vezes
mais 0 gene desta enzima que o clone CL-14. Além disso, observamos que as
formas infectantes tripomastigota e amastigota apresentaram, respectivamente, uma
expressao 22,545,6 e 16,3+3,8 vezes maior que a forma epimastigota. Observamos
também que durante a curva de crescimento de formas epimastigotas a 28°C e 37°C
a expressao deste gene aumenta gradativamente com o tempo de cultivo, sendo
mais pronunciado a 37°C, sugerindo que o choque-térmico e o longo periodo de
cultivo pode aumentar a expressédo do gene da TcNTPDase-1. Em conjunto, n0ossos
dados sugerem que a TcNTPDase-1 estaria envolvida nos processos de
infectividade do T.cruzi, bem como adaptacdo do parasita a temperatura do
hospedeiro vertebrado. Devido sua importancia para o T.cruzi, a TcNTPDase-1
apresenta potencial para ser avaliada como possivel alvo para quimioterapia da
Doenca de Chagas.
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ABSTRACT

MASTER DISSERTATION IN BIOLOGIA CELULAR E MOLECULAR

Natalia Lins da Silva Gomes

Chagas disease is a neglected illness caused by the parasite protozoan
Trypanosoma cruzi, which affects 6-8 million people in endemic areas of Latin
America. The distinct strains involved in infection, in conjunction with the regional
distribution, have been suggested to cause different clinical manifestations and
therapeutic efficiency in Chagas Disease. The ecto-NTPDase is an apyrase located
on the outer surface of T.cruzi plasma membrane- that hydrolyzes tri- and/or di-
phosphate nucleotides. Previous studies related this enzyme to the infectivity and
virulence of the parasite, and suggest an important role in the uptake of purines. In
this study, we evaluate the mRNA levels for the ecto-NTPDase | by RT-PCR in
distinct isolated parasites (Dm28c- T.cruzi I; Y- T.cruzi Il; 3663- T.cruzi Ill; 4167-
T.cruzi IV; LLO14- T.cruzi V; CL-14- T.cruzi VI- avirulent), in non-infective forms
(epimastigotes) and infective forms (amastigotes and trypomastigotes). The Real
Time PCR assays were performed with primers designed to amplify a 111bp
sequence in the TcNTPDase-1 gene and, as endogenous controls, a 268bp
sequence in the TcCalmoduline gene and a 100bp sequence in the TcGAPDH gene
were used. We observed that the epimastigotes of strains Y, 3663, 4167 e LLO14
expressed the same levels of the gene of TcNTPDase-1 that the CL-14 clone,
avirulent. On the other hand, the Dm28c clone expressed 7.2+1.5 times higher the
gene of this enzyme that the CL-14 clone. Surprisingly, we observed that the
trypomastigote and amastigote presented expression levels, respectively, 22.5+5.6
and 16.3+3.8 times higher than the epimastigote form. Moreover, following the
epimastigotes growth curve at 28°C e 37°C, we also observed that the expression of
TcNTPDase-1 increases with the days of growth, and this increase is more
pronounced at 37°C, suggesting that heat shock and long-term cultivation could
increase TcNTPDase-1 gene expression. In conjunction, our results suggest the role
of TcNTPDase-1 on T.cruzi infectivity and adjustment to stress conditions such as
nutrients starvation and heat shock. Due to its importance for T.cruzi, TCNTPDase-1
has the potential to be evaluated as a possible target for chemotherapy of Chagas
Disease.
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1 INTRODUCAO

1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma zoonose endémica, causada pelo protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, que acomete cerca de 6 a 8 milhfes de pessoas de
diversos paises da América Latina (OPAS/WHO, 2013). Porém, este mal ainda
representa um grande desafio para a saude publica, pois devido ao crescente
movimento migratério das populacdes, a doenca vem se espalhando para outros
continentes (RASSI JR et al., 2012) (Figura 1).

A doenca de Chagas foi primeiramente descrita em 1909, pelo médico
Brasileiro Carlos Chagas, na cidade de Lassance - MG (CHAGAS, 1909). Apesar de
bem jovem, este pesquisador descreveu, de maneira notavel, o agente etiolégico da
doenca, os vetores, principais reservatorios, mecanismos de infeccdo, bem como as
manifesta¢des clinicas agudas do primeiro caso humano. Porém, evidéncias indicam
gue a doenca de Chagas é possivelmente uma moléstia antiga pois, através de
analise molecular, foi encontrado DNA de T.cruzi em tecidos de corpos mumificados
em paises andinos pré-colombianos a partir de 9.000 anos atras (FERREIRA et al.,
2000; AUFDERHEIDE et al., 2004).

O Trypanosoma cruzi € um protozoario pertencente ao filo
Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, ordem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae, este possui um flagelo e uma Unica mitocéndria, contendo o
cinetoplasto, o qual é formado por uma rede de DNA extranuclear (DNA
mitocondrial- KDNA), correspondente ao genoma mitocondrial do parasita, que esta
localizado préoximo ao corpo basal do flagelo (MASLOV & SIMPSON, 1995). Este
parasito apresenta um ciclo biolégico complexo (do tipo heteroxénico), envolve
estagios morfologicamente e funcionalmente diferentes, que permitem que estes
parasitas se adaptem a uma variedade de condi¢des impostas por seus hospedeiros
- invertebrado e vertebrado- (TANOWITZ et al., 1992).

A transmissao desta doenca pode ocorrer de diferentes formas: 1) Vetorial:
atraves das fezes do triatomineo, contendo as formas infectantes do parasita, que
sdo deixadas proximo ao local do repasto sanguineo ou em mucosas. 2) Transfuséo
Sanguinea: sendo o risco mais elevado nas transfusdes de plaquetas do que para

0os demais componentes do sangue, pois tripomastigotas sdo predominantemente
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separadas na fracdo de plaquetas, durante a centrifugacdo. 3) Transplante de
Orgéos e Medula Ossea: a partir de um doador com infecgéo cronica. 4) Congénita:
gquando ninhos de amastigotas existentes na placenta transformam-se em
tripomastigotas e sao liberados na circulagdo fetal. 5) Acidentes Laboratoriais:
Através do contato do parasita com a pele lesada, mucosas ou auto inoculagéo. 6)
Transmisséo Oral: podendo ocorrer na amamentagdo, canibalismo entre diferentes
espécies de animais, ingestdo de alimentos contaminados por fezes e urina de
triatomineos contaminados, entre outros (RASSI JR et al., 2010).

A doenca de Chagas ocorre em duas fases: aguda e crénica. Na fase aguda
da doenca, o individuo apresenta sintomas inespecificos associados a uma
abundante parasitemia, tanto no sangue periférico, como nos tecidos, o que facilita o
seu diagnostico (FREITAS et al., 2005); a sintomatologia nesta fase da doenca se
desenvolve em torno de 8-10 dias apés a infeccao, incluindo febre prolongada, mal-
estar, aumento do figado, baco, linfonodos, e no local da penetracdo das formas
infectantes do T.cruzi na pele, produz-se um chagoma de inoculacdo, sendo este
conhecido como sinal de Romafia, quando ocorre através da membrana ocular
(classico nesta fase da doenca), que consiste em um edema indolor unilateral da
palpebra e tecidos perioculares; em alguns casos, o individuo pode apresentar
também, miocardite e encefalite (KIRCHHOFF et al., 2011). Apés a fase aguda, as
manifestacdes clinicas desaparecem, havendo um periodo de laténcia, chamado de
fase crbnica indeterminada, que tem inicio 2 a 3 meses depois da infeccao inicial.
Nesta fase, o parasitismo é escasso e o individuo pode apresentar-se na forma
assintomatica da doenca, sem qualquer manifestacdo clinica e, apdés anos de
infeccdo, pode evoluir para a fase crénica sintomatica da doenca, apresentando
disturbios no sistema digestivo, sistema nervoso e no coracdo, além de outras

alteracdes como, megaesodfago e megacolon (GARCIA et al., 2005).
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Figura 1 — Distribuicdo da Doenca de Chagas e nimero estimado de imigrantes infectados com
Trypanosoma cruzi. (LANCET et al., 2010).
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1.1.1 Epidemiologia

A doenca de Chagas € uma das treze principais doencas tropicais
negligenciadas que ainda representa uma séria ameaca a saude publica, e com
enorme impacto social e econémico em muitos paises da América Latina (RASSI JR
et al., 2010). De acordo com a Organizagdo Pan-americana de Saude/ Organizacao
Mundial de Saude (OPAS/WHO, 2013), cerca de 6 a 8 milhdes de pessoas ja estao
infectadas com esta doenca, que causa 12 mil mortes por ano, e 65 milhdes estao
em area de risco de infec¢do. No entanto, é de se notar que com os programas para
controle de vetores, triagem dos bancos de sangue e a educacéo da populacdo de
areas de risco, esses numeros estdo muito mais baixos do que a algumas décadas
atras.

Uma maior porcentagem de numero de casos desta doenca vem sendo
relatado em paises como Bolivia (6,8%), Argentina (4,1%), El Salvador (3,4%),
Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%). No entanto, em paises como Brasil e México,
0S numeros de casos diagnosticados sdo relativamente menores (apenas 1%);
porém sao nestes dois paises, juntamente com a Argentina, que sdo encontrados
quase 60% das pessoas infectadas com o T.cruzi (RASSI JR et al., 2010).

Muitas s@o as espécies vetoriais responsaveis pela transmissao natural desta
moléstia, as quais podem intervir diretamente na sua veiculacdo no ambiente
domiciliar ou participar na manutencdo da enzootia chagésica (COURA & DIAS,
2009; COURA & ALBAJAR-VINAS, 2010).

A doenca de Chagas € um exemplo tipico das alteracdes produzidas no meio
ambiente pelos seres humanos, pois este protozoario, Trypanosoma cruzi, vivia
restrito ao meio silvestre, circulando entre mamiferos do ambiente natural, através
do inseto vetor. Porém, o homem invadiu seu ecétopo e se fez incluir no ciclo
epidemioldgico da doenca (DIAS & COURA,1997). Assim, individuos que habitam
em casas de baixa qualidade, construidas principalmente em meio rural, onde o
vetor se aloja e coloniza facilmente e, devido a intensa migracao desta populacéo
rural rumo aos grandes centros, este mal rapidamente se urbanizou e os individuos
infectados se dispersaram para areas nao endémicas na América do Norte e
Europa, causando riscos de transmissao transfusional (DIAS, 2007).

A transmissao vetorial desta doenca pode ser controlada atraves do combate
quimico dos insetos vetores, como também com o melhoramento das habitacbes

dos individuos mais carentes das populacdes rurais. Alternativamente, para controlar
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a disseminacédo desta infeccdo, um controle mais rigido nos bancos de coleta de

sangue vem sendo realizados. (DIAS, 2007).

1.1.2 Trypanosoma cruzi e sua Heterogeneidade

Apesar do Trypanosoma cruzi, agente causal da doenca de Chagas, fazer
parte de um grupo monofilético, este parasito apresenta uma ampla diversidade
morfoldgica, fisiolégica e ecoldgica, além das diversidades quanto a seu nivel de
infectividade e viruléncia, patogenicidade e resisténcia a drogas (REY, 2002); ao
longo de muitos anos, varias abordagens tém sido utilizadas para caracterizar a
estrutura populacional do T.cruzi, com o objetivo de definir o nimero de subgrupos
relevantes. Estes subgrupos receberam diferentes designacdes ao longo dos anos,
como zimodema, schizodemas, biodemas, clones, linhagens, clados e, mais
recentemente, em DTUs (Unidades Discretas de Tipagem) (ZINGALES et al., 2009).

Uma provavel explicagdo para esta enorme variabilidade genética entre as
cepas do T.cruzi pode residir no fato deste ser um organismo diploide, que se
multiplica predominantemente por divisdo binaria. Sendo assim, devido a evolucao
clonal e os raros eventos de troca genética, a estrutura populacional do parasito tem
sido definida, fazendo com que genoma de cada isolado evolua de maneira
independente, levando a individualizacdo de véarias DTUs (TIBAYRENC et al., 1986;
TIBAYRENC & AYALA, 1988; ZINGALES et al., 2012).

J& no contexto da vasta heterogeneidade do T.cruzi, também h& uma grande
variedade entre as cepas quanto a sua viruléncia, infectividade e patogenicidade, o
que implica em diferentes apresentacdes clinicas da doenca. Estudos realizados por
ANDRADE e cols. em 1974 definiram trés principais fenotipos de cepas: 1) Biodema
tipo I: correspondendo a cepas do zimodema Z2b (variante do Z2), sendo as cepas
com maior taxa de replicacdo, maxima parasitemia e mortalidade- 7-11 dias apos a
infeccéo-, as alteracbes neuronais sdo as mais frequentes e intensas neste tipo de
infeccdo. 2) Biodema tipo Il: corresponde as cepas do zimodema Z2 (T.cruzi Il), séo
as cepas com taxa de multiplicacdo lenta e picos de parasitemia irregulares- 12-20
dias apos infeccdo-, quando a taxa de mortalidade chega ao maximo, neste tipo de
infeccdo as alteracbes miocardicas sdo mais predominantes. 3) Biodemas tipo llI:
correspondendo as cepas do zimodema Z1 (T.cruzi I), apresentam multiplicacido
lenta, com picos de parasitemia tardios porém bastante altos- 20-30 dias apés

infecc@o- e mortalidade tardia, apresentando alteragcdes miocéardicas cronicas e nos
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musculos esqueléticos. (ZINGALES et al., 2012). Todas estas diferencas podem ser
explicadas pela selecdo natural das subpopulagdes mais adaptadas ao crescimento
in vitro, e pelo papel do sistema imune dos hospedeiros vertebrados (CHIARI et al.,
1973; ALVES et al., 1993; DE LANA et al., 1996). Além disso, a susceptibilidade das
diferentes cepas do T.cruzi aos quimioterapicos antiparasitarios nifurtimox e
benznidazol também variam entres as diferentes DTUs.

Foi em 23 de agosto de 2009, em uma reunido (Satellite Meeting) feita no
Brasil, que um sistema de unificacdo da nomenclatura do agente causador da
doenca de Chagas foi estabelecido. Neste consenso, as cepas do T.cruzi foram
agrupadas em seis DTUs, denominadas de T.cruzi | a VI, que compreendiam
isolados semelhantes geneticamente, que compartilhassem marcadores moleculares
ou imunolégicos (ZINGALES et al., 2009; 2012). E, através das analises com 0s
diferentes marcadores, foi realizada a caracterizacdo de cepas e isolados deste
parasita, tais como os genes que codificam para RNA ribossomal, genes de mini-
éxon e regides de mini-satélite (FERNANDES et al., 1998; MACEDO et al., 1992;
SOUTO & ZINGALES, 1993). A Tabela 1 mostra os isolados representativos de
T.cruzi, segundo o consenso internacional (ZINGALES et al., 2009) e a Figura 2
ilustra a distribuicdo geografica das diferentes DTUs (ZINGALES et al., 2012) .
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Strain® DTUs Couniry Host'vector
125F T oruziII Bahia, Brazil Homo sapiens
21 5F T oruzi II Bahia Brazil Homo sapiens
3663 T eruzilll Amazonas, Brazl Panstrongyius geniculaius
3860 T eruzi I Amazonas, Brazil Homa sapiens
4167 I eruzi IV Amazonas, Brazil Rhodnius brethest
4182 T cruzi I Amazonas, Brazil Rhodnius brethesi
928012 TLeruziV Santa Cruz, Bolivia Homo sapiens
GI00601P 1l T ocruzi 1 Georgia, 1T54 Didelphiz marsupialis
Q21221028 I eruzi IV {Feorgia, US4 Procyon lotor
Buz214% 1 Teruzi V Bio Grande do 5ul, Brazil Trigtoma iqfestans
Bug 2149 110 Teruzi VW Rio Grande de 5Sul, Brazil Triatoma infestans
CA-1 Teruzml Argenfina Homeo sapiens
CanllI <11 T eorumi IV Para, Brazil Homeo sapiens
CL T eruzi VI Flio Grande do Sul, Brazl Trgtoma infestans
CL Erener® T cruzi VI Fio Grande do Sul, Brazl Trigroma infestans
CM1T T cruzi OI Meta, Colombia Dasypus zp.
Colombiana T erumil Colombia Homo sapiens
Cuica cll T erumi 1 530 Paulo, Brazil Fhilander opossum
Cutia 11 T erumi 1 Espirito Santo, Brazil Dazyprocta gguii
Diavis 9.00 Teruzmil Tegzucigalpa, Honduras Trigioma dimidiata
Dm28c Teruzmil Carabobo, Venezusla Didelphis marsupializ
Dm7 Teruzmil Casanare, Colombia Didelphis marsupializ
Diog Theis? T eorumi IV Oklahoma, TTSA Canis familiaris
Esmeraldo cl3 T eruzill Bahia, Brazil Homo apiens

) T erum I Amazonas, Brazil Crpossum
Gamba cll T cruzi] 530 Paulo, Brazil Didelphis azarae
ved T oruzill Cuncumen, Chile Homo sapiens
JEM C T erumil Boyvaca, Colombia Homo sapiens
Jose T cruzil Paraiba, Brazil Home sapiens
F-08 Teruzmil Arzenfina Homeo sapiens
M5431 cl5 T cruzi I Para, Brazil Dasypus novemcincius
MMa241 16 T cruzi I Para, Brazil Homeo sapiens
MAS ] T eruzi Il Minas Gerais, Brazil Homeo sapiens
MN cl2 T eruzi V Eegion IV, Chils Homeo sapiens
MR cl3 T eruzi V Salvador, Chils Homo sapiens
a3 cll T cruzi VI Mk thlawaiya, Paragnay Trigroma infestans
PALC T erum I Caszanare, Colombia Rhodnius profoxus
Pemivian T oruzill Parn Homo sapiens
BA Teruzi VI Argenfina Homeo sapiens
5cd3 cll T erumi V Santa Craz, Bolivia Trigroma infestans
503 3 T eoruzi V Potosi, Bolivia Trigroma infestans
Syhvie” X10 11 Teruzmil Para, Brazil Homeo sapiens
Tdl1C Teruzmil Boyaca Colombia Trigtoma dimidiata
Talg cll T eruzi Il Tuapiza, Bolivia Trigrama infestans
Tulahuan T cruzi VI Tulzbmen Chils Homo apiens
Talahuen 12 Teruzni VI Tulzbmen, Chils Homo sapiens
X10/1e T cruzi] Para, Brazil Homeo sapiens
1002 T cruzi OI Makthlawaiya, Paragnay Camiz familiariz
T T oruzill 530 Paulo, Brazil Homo sapiens
Tutn T erumi 1 Minas Garais, Brazil Trigroma infestans

Tabela 1 — Cepas Representativas e suas correspondentes Unidades Discretas de Tipagem
(DTUs). (ZINGALES et al., 2009)
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Figura 2 — Distribuicdo Geografica aproximada das DTUs de T.cruzi em ciclos de transmisséo
silvestre e doméstico. (ZINGALES et al., 2012).
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1.1.3 Ciclo Evolutivo do Trypanosoma cruzi

Este protozoario apresenta ciclo evolutivo do tipo heteroxénico, ou seja,
obrigatoriamente necessita passar por um hospedeiro invertebrado, o triatomineo -
inseto Hemiptero da familia Reduviidae e um hospedeiro vertebrado, o homem ou
outras espécies de mamiferos, como gambas, cées, tatus, ratos, entre outros, para
completar o seu ciclo evolutivo e assim se tornar infectante.

Diante das grandes diferencas fisico-quimicas encontradas nos ambientes
apresentados ao T.cruzi, este desenvolveu estratégias, como modificacdes
morfogénicas, que decorreram de alteracfes fisioldgicas (ciclo metabdlicos,
expressdo diferenciada de moléculas internas e de superficie, capacidade de
infeccdo e multiplicacéo, entre outras), para resistir a estas diferencas e se adequar
a cada novo ambiente (PREVIATO et al., 1995; DE SOUZA et al., 2002). A estas
alteracdes fisiolégicas da-se o nome de metaciclogénese, modificando formas
epimastigotas em formas tripomastigotas metaciclicas.

O T.cruzi apresenta trés diferentes estagios que se diferenciam
morfoestruturalmente da seguinte maneira: Epimastigota, medindo entre 20 e 40um,
possui a maior parte do flagelo desprendida do corpo celular e o cinetoplasto é
posicionado anteriormente em relagdo ao nucleo; Tripomastigota, medindo
aproximadamente 25um de comprimento, possui o0 cinetoplasto posterior ao nucleo e
a maior parte do flagelo concorrendo ao corpo celular; Amastigota, possui forma
arredondada, medindo entre 5 e 10um de comprimento, com flagelo muito curto,
quase imperceptivel. (DE SOUZA et al., 2002; TYLER & ENGMAN, 2001).

No hospedeiro invertebrado, o ciclo do T.cruzi é iniciado quando o inseto
vetor (triatomineo), ao fazer repasto sanguineo, em animais ou seres humanos
infectados, ingere as formas tripomastigotas sanguineas (forma infectante nao-
replicativa). Na porcéo anterior do intestino do inseto, 0s tripomastigotas sanguineos
se diferenciam em formas proliferativas, epimastigotas. Quando chegam a porcao
posterior do intestino, estes epimastigotas comecam a se multiplicar, através de
divisdo binaria, mantendo a infec¢do no triatomineo (DA ROCHA et al., 2002). Na
ampola retal, os epimastigotas aderem-se a cuticula cerosa que recobre a parede
desta regido e se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos (forma infectante ao
hospedeiro vertebrado) (BONALDO et al., 1988; KLEFFMANN et al., 1998). Uma vez
completa a diferenciacéo, estes tripomastigotas metaciclicos se soltam da cuticula, e
sdo eliminados nas excretas (urina e fezes) do inseto em seu proximo repasto

sanguineo. Ao mesmo tempo em que o inseto se alimenta do sangue do hospedeiro
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vertebrado, ele libera em sua saliva uma substancia urticante que faz com que o
local da picada coce, sendo assim, 0 parasito presente nas excretas entra em
contato com a ferida e consequentemente com a corrente sanguinea do hospedeiro
vertebrado; os tripomastigotas metaciclicos interagem com as células do SFM
(Sistema Fagocitico Mononuclear- geralmente com o macréfago) e, ao entrar no
macréfago, os tripomastigotas metaciclicos perdem o flagelo e se diferenciam em
amastigotas, e comecam a se proliferar por divisdo binaria; estas amastigotas,
dentro do macrofago, se diferenciam em tripomastigotas sanguineas e, devido ao
batimento flagelar destes, o macréfago se rompe, liberando as mesmas na corrente
sanguinea; estas tripomastigotas sanguineas podem entdo interagir com novas
células do SFM ou podem ser ingeridas por triatomineos e assim reiniciar o ciclo
(ANDRADE et al., 2011; NEVES, 2007) (Figura 3).
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CICLO DO Trypanosoma cruzi
EM TRIATOMINEOS

Diferenciacao para formas

tripomastigotas metaciclicas Liberacao das farmas

tripomastigotas metaciclicas

junto com as fezes e a urina
do triatomineo durante o

repasto sanguinec

Conversao para forma
epimastigota e multiplicagao
na por¢ao média do intestino

Ingestao de formas . . ; " y
tripomastigotas sanguineas Triatomineo se alimenta de
pelo vetor sangue do homem e de
outros mamiferos

CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

Formas tripomastigotas
metaciclicas invadem células
hospedeiras no sitio de
inoculacao

Tripomastigotas sanguineos
se difundem, através das
correntes sanguinea e
linfatica, infectando outras
células e novamente se
transformendo em
amastigotas intracelulares

Apos penetrarem nas células,
os tripomastigotas se
transformam em amastigotas
e se multiplicam

Amastigotas intracelulares se
transformam em
tripomastigotas e, com o

rompimento das células,
entram nas correntes
sanguinea e linfatica

Figura 3 — Ciclo de transmissdo do Trypanosoma cruzi (simplificado). Infogréfico: Venicio

Ribeiro, ICICT/Fiocruz (http://www.icict.fiocruz.br/).
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1.1.4 Tratamento

Um seéculo apdés a descricdo da doenca de Chagas, diversos aspectos
relacionados ao tratamento desta moléstia ainda sdo considerados complexos,
devido a baixa eficacia e elevada toxicidade dos agentes quimioterapicos indicados
ao tratamento da doenca (RAETHER & HANEL, 2003).

Ainda ndo existe uma quimioterapia segura para o tratamento da doenca de
Chagas. Os tradicionais antiparasitarios, nifurtimox e benznidazol, além de
causarem muitos efeitos colaterais, possuem apenas sua efichcia comprovada na
fase aguda da infeccdo (CANCADO et al., 1985) e o potencial de cura parasitologica
depende do tipo de cepa albergada no hospedeiro (ANDRADE et al., 1985).

O tratamento com benznidazol tem sido mais extensivamente investigado nos
estudos clinicos e tem se demonstrado com um melhor perfil de seguranca e
eficacia. Portanto, € utilizado para o tratamento dos casos agudos desta doenca,
pois esta droga produz remissao rapida da febre (em 24 a 48 horas) e dos demais
sintomas, a0 mesmo tempo que diminui a parasitemia. (REY, 2002). A dose a ser
usada em criancas deve ser de 5 a 10mg/kg, dividida de 2 a 3 vezes ao dia, durante
60 dias; para os adultos sdo recomendadas doses de 5mg/kg por dia, durante 60
dias (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

O tratamento com tripanomicidas, durante a fase aguda da doenca, diminui a
parasitemia, podendo haver negativacao sorolégica e parasitologica, em mais de
81% dos casos (RASSI et al., 2000), reduzindo a duracao e gravidade dos sintomas,
e diminuindo a mortalidade. Porém, o tratamento da fase crénica da doenca ainda é
bastante limitado, principalmente com relagdo aos sintomas. Para 0s pacientes
acometidos da forma cardiaca da doenca, o transplante de coracdo ndo garante
cura do individuo, pois os parasitas escondidos em outros 6rgdos eventualmente
reinvadiriam o novo 6rgéo transplantado (LESLIE et al., 2011).

Muitos esforcos tem sido realizados para o desenvolvimento de novas drogas,
mais especificas, para o tratamento da doenca de Chagas, visto que as atualmente
utilizadas apresentam baixos indices de cura na fase crbnica, alta toxicidade e
muitos efeitos colaterais; assim, estudos visando um maior conhecimento da biologia
e bioquimica dos tripanossomatideos nos permite a identificagéo de diferentes vias e
alvos bioquimicos essenciais a sobrevivéncia destes parasitos, 0os quais podem ser
considerados alvos promissores para o0 tratamento desta moléstia, como:
metabolismo de ergosterol, as cisteino-proteinases, as tripanotiona redutases, as

pirofosfatases e a via de salvamento de purinas, onde se postula a participacao das
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ecto-nucleotidases como fator de viruléncia, dentre outros (COURA & CASTRO,
2002; URBINA et al., 2003; GUEDES et al., 2006).

1.1.5 Ecto-Nucleotidases em Tripanosomatideos

As ecto-nucleotidases sdo enzimas, que correspondem a uma ampla e
diversa classe de proteinas cataliticas, podendo ser ligadas a membrana ou
secretadas (proteina soluvel), apresentando o0 seu sitio ativo voltado para o meio
extracelular. Estas podem incluir membros da familia das Ecto-nucleosideo
Trifosfato Difosfohidrolase (E-NTPDases), Ecto-nucleotideo
fosfatase/fosfodiesterase (E-NPPases), fosfatases alcalinas, 5’-nucleotidases, entre
outras (ZIMMERMANN et al., 1996; 1998; 2000) (Figura 4).

A classe das E-NTPDase também €& conhecida como apirase ou familia
CD39, consistindo em dois tipos principais de enzimas: ATP difosfohidrolase
(enzimas que hidrolisam nucleotideos tri e difosfatados- ATP e ADP- em
monofosfatados- AMP-, conhecidas como ATPDase ou apirases), e as ecto-
ATPases (PLESNER et al., 1995); as quais compartiham 5 dominios altamente
conservados, denominados de ACRs (Apyrase Conserved Regions), que
provavelmente estdo relacionadas a suas propriedades cataliticas e, apresentam
uma atividade dependente de céations divalentes, como Magnésio e Calcio (Mg?* e
Ca?*, respectivamente) (HANDA & GUIDOTTI, 1996; VASCONCELOS et al., 1996).
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Essas enzimas existem tanto em organismos procariotos quanto em
eucariotos (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996) e ja foram descritas em diversos
protozoarios parasitas, dentre eles, Trypanosoma rangeli (FONSECA et al., 2006),
Trypanosoma brucei (LEITE et al., 2007); Trypanosoma cruzi (BISAGGIO et al.,
2003; FIETTO et al., 2004), Leishmania tropica (MEYER-FERNANDES et al., 1997);
Leishmania amazonensis (BERREDO-PINHO et al.,, 2001), Acanthamoeba sp.
(SISSONS et al.,, 2004), Tritrichomonas foetus (DE JESUS et al.,, 2002),
Trichomonas vaginalis (MATOS et al.,, 2001), Balamuthia madrillaris (MATIN &
KHAN, 2008), Entamoeba histolytica (BARROS et al., 2000) e Schistosoma mansoni
(VASCONCELOS et al., 1996).

Ainda existem muitas lacunas com relagdo ao papel destas enzimas, porém
algumas funcbes ja vém sendo atribuidas a elas, como: salvamento de purinas
(BOITZ et al., 2012), participagdo na imunorregulacdo, através da regulacdo da
concentracdo de nucleotideos extracelulares (MIZUMOTO et al., 2002; LANGSTON
et al., 2003; BOURS et al., 2006), participacdo na adesao celular, infectividade,
viruléncia e sobrevivéncia dos parasitos (NAKKAR et al., 1998; BERREDO-PINHO et
al., 2001; FIETTO et al., 2004).

1.2 Sinalizac&o Purinérgica

Os nucleosideos e nucleotideos (Adenosina, ADP, ATP, UDP e UTP) sao
componentes encontrados no meio extracelular em pequenas concentracdes, porém
estes ndo conseguem atravessar a membrana plasmatica das células, sendo
necessaria sua ligacdo em moléculas especificas, chamadas de receptores
purinérgicos, 0os quais sdo encontrados na superficie de inimeras células do corpo,
incluindo as células do sistema imune e ndo-imune (BURNSTOCK et al., 2007;
BOURS et al., 2006).

Os receptores purinérgicos podem ser divididos em duas principais classes:
Receptores do tipo P1, os quais se ligam especificamente a adenosina (Ado), e 0s
Receptores do tipo P2, que se ligam aos nucleotideos (ATP, ADP, UDP). (DI
VIRGILIO et al., 2001; RAVELIC et al., 1998). Os receptores P1 séo classificados em
guatro subclasses de receptores ligados a proteina G, nomeados de A1, Aza, Az €
As, 0s quais se ligam a adenosina (Ado) com diferentes afinidades. Ja os receptores
P2 s&o subdivididos em receptores P2Y e P2X. Os receptores P2Y consistem em
receptores metabotrépicos acoplados a uma proteina G, e sdo compostos por oito

membros funcionalmente descritos (P2Y1, 2, 4, e, 11, 12, 13, 14), estes sao
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caracterizados por apresentarem uma regiao N-terminal extracelular e uma regiao C-
terminal intracelular (sendo esta ultima a que influencia no grau de acoplamento com
a proteina G) e 7 regibes transmembranares; jA os receptores P2X consistem de
receptores ionotropicos, ligados a canais ibnicos, que quando ativados ocasionam a
abertura de um poro na membrana celular. Estes sdo compostos por sete membros
(P2X17), 0s quais sao caracterizados por possuir as porcdes N e C-terminal
intracelulares e por apresentarem duas regides transmembrana (TM1 e TM2)
(GOUNARIS et al., 2002; BURNSTOCK et al., 2007). (Figura 5).

Diversos estudos ja demonstraram a importancia dos nucleotideos
extracelulares e sua participacdo na inflamacdo, agregacdo plaquetaria, resposta
imune, entre outros (ROBSON et al., 2006; ATKISON et al., 2006).

O ATP e outros nucleotideos, quando acumulados no meio extracelular,
devido a estresse ou por lesdo celular, indicam “sinal de perigo” para o sistema
imune, e provocam uma resposta inflamatdria do hospedeiro. (SANSOM et al.,
2008). O ATP em particular, quando se liga aos receptores do tipo P2, induz a
liberacdo de citocinas pro-inflamatérias como IL-1B, IL-12 e a producdo de TNF-a
(BOURS et al., 2006; LA SALA et al., 2003). Por outro lado, adenosina, nucleosideo
gerado pelo catabolismo enzimético do ATP, quando se liga aos receptores do tipo
P1, é reconhecida como uma molécula imuno-modulatéria e, inibe a liberacdo de
citocinas pro-inflamatérias, induzindo a liberacédo de IL-10 (DEAGLIO et al., 2007).

Sendo assim, a agdo combinada da enzima E-NTPDase (CD39), hidrolisando
ATP-> ADP - AMP e da enzima 5"- nucleotidase (CD73), hidrolisando AMP-> Ado
€ de grande importancia para o controle do nivel de ATP extracelular (BOURS et al.,
2006).

Como ja é sabido, as E-NTPDases ja foram descritas em organismos
eucariotos (KOMOSZYNSKI & WOJTCZAK, 1996) e em diversos protozoarios
parasitas, inclusive nos tripanossomatideos, tendo como uma de suas principais
funcbes a hidrélise de nucleotideos tri e difosfatados a monofosfatados (PLESNER
et al.,, 1995). Neste sentido, estas enzimas sdo de grande importancia para 0s
parasitas durante este balanco ATP e Ado (pré-inflamatério e anti-inflamatorio,
respectivamente), uma vez que estas podem ajuda-lo na fuga do sistema imune do
hospedeiro vertebrado, através de sua atividade ecto-NTPDaésica, desativando as
respostas de defesa de seu hospedeiro que envolvam ATP e ADP extracelular,
como a ativacao plaquetaria e a reativacao citolitica de linfécitos T (FIETTO et al.,
2004).
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Figura 5 — Diagrama topolégico de Purinoreceptores. Nucleotideos medeiam efeitos biologicos
através de uma serie de receptores, 0s quais sdo classificados por sua afinidade por ATP, ADP e
outros nucleotideos. A adenosina gerada age via quatro grupos de receptores seletivos acoplados a

proteina G (modificado de YEGUTIKIN et al., 2008).
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1.2.1 Purinas e Tripanosomatideos

As purinas sdo extremamente importantes em uma variedade de processos
celulares e metabdlicos vitais para os organismos, sendo essenciais para a sintese
dos &cidos nucléicos (DNA e RNA), producdo de energia, entre outros. Ao contrario
dos hospedeiros vertebrado e invertebrado, os tripanossomatideos séo incapazes de
sintetizar o anel de purina, ou seja, ndo realizam sintese de novo de purinas, sendo
absolutamente dependentes de seus hospedeiros para aquisicdo destas, que séo
essenciais a sua sobrevivéncia. (BOITZ et al., 2012; EL KOUNI et al., 2003).

Os tripanossomatideos expressam uma variedade de enzimas que realizam a
hidrolise dos nucleosideos, nucleotideos e acidos nucléicos de seus hospedeiros.
Dentre elas, podemos citar, Ecto-nucleosideo Trifosfato Difosfohidrolase (E-
NTPDases), Ecto-nucleotideo fosfatase/fosfodiesterase (E-NPPases), fosfatases
alcalinas, 5’-nucleotidases, entre outras (ZIMMERMANN et al., 1996; 1998; 2000).

Alguns trabalhos ja vém sendo publicados, mostrando uma associacéo destas
enzimas com parasitas apicomplexos e evidenciando um papel potencial destas no
salvamento das purinas, além de outras potenciais funcées (SANSOM et al., 2008).
Em 1985, GOTTLIEB e cols. observou que os niveis das atividades 3'- e 5'-
nucleotidases de Crithidia fasciculata eram regulados pela disponibilidade de Ado no
meio de cultura onde, especificamente, 0s organismos cultivados em meio contendo
concentracdes reduzidas de purina eram 0s que apresentavam maiores niveis da
atividade desta enzima, quando comparadas com 0s organismos controle, cultivados
em meio completo.

BERREDO-PINHO e cols. (2001) e DE SOUZA e cols. (2010) mostraram que
parasitas cultivados na presenca de Ado apresentavam uma diminuicao da atividade
ATPasica, visto que uma das fun¢cbes propostas para as ecto-nucleotidases seria a
obtencdo de bases de purina, neste sentido, uma maior disponibilidade desta no
meio de cultura, contribuiria para a diminui¢do da atividade da enzima.

Em 2012, FRASSON e cols. mostraram que parasitas (Trichomonas vaginalis)
cultivados em condi¢cbes onde a suplementacdo com soro era limitada (apenas 1%
de soro), particularmente um isolado clinico, apresentavam um significante aumento
da hidrélise de ATP, ADP e AMP extracelular e dos niveis de expressdo do gene da
enzima NTPDase.

Esses estudos corroboram entre si e sugerem fortemente um papel
fundamental destas enzimas na geracdo de adenosina, a qual € essencial para o

crescimento e metabolismo dos parasitas (MUNAGALA & WANG, 2003).
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Diversos trabalhos cientificos tém sido realizados buscando uma melhor
compreensao do papel das E-NTPDases nos processos de infectividade e viruléncia
de parasitos. Em 1998, NAKKAR e cols. observaram a presenca de diferentes
isoformas da NTPDase em diferentes cepas de Toxoplasma gondii, correlacionando
a presenca das isoformas da NTPDase | e Il com as cepas virulentas e a presenca
apenas da isoforma da NTPDase | nas cepas avirulentas.

Estudos realizados por FIETTO e cols. em 2004, mostraram a localizacao da
TcNTPDase na superficie externa de todas as formas evolutivas do T.cruzi; neste
mesmo ano MEYER-FERNANDES e cols. (2004) realizaram experimentos com as
diferentes formas evolutivas deste parasito (tripomastigotas, amastigota e
epimastigota) e observaram uma atividade E-ATP4sica dependente de Mg?*, cerca
de 20 vezes maior nas formas infectantes (tripomastigotas e amastigota) quando
comparada a forma néo infectante (epimastigota).

DE SOUZA e cols., em 2010, avaliaram as atividades ecto-NTPDasicas em
cepas virulentas (< 15 passagens) e avirulentas (> 100 passagens) de L.
amazonensis, a fim de correlacionar o papel desta enzima com a viruléncia do
parasito. Eles observaram que parasitas com mais de 100 passagens em cultura
apresentavam reducao na atividade de hidrélise do ATP e do ADP, enquanto que 0s
parasitos com menos de 15 passagens apresentavam o resultado oposto a este.
Neste mesmo trabalho, foi observado que os parasitas (> 100 passagens) eram
menos virulentos in vivo, produziam uma menor lesdo e menor resposta imune do
hospedeiro vertebrado.

Ainda sao necesséarios muitos esforcos para se compreender melhor o papel
das ecto-NTPDases em parasitos. No entanto, fortes evidéncias sugerem que estas
enzimas estdo relacionadas aos processos de infectividade e viruléncia dos
tripanosomatideos, porém, até o presente momento, a maioria dos estudos
publicados nesta area estdo voltados para a atividade enzimética das ecto-
NTPDases em parasitas intactos ou fracbes de membrana plasmatica; no entanto,
na parte externa da membrana celular existem diversas outras enzimas, que
compartilham atividades ecto-nucleotidasicas distintas. Sendo assim, ha uma falta
de informacé&o sobre a contribuicdo especifica de cada uma destas enzimas durante
este processo. Esta especificidade necessaria para ampliar o conhecimento pode
ser adquirida através das ferramentas da Biologia Molecular, utilizando-se as
analises de expressdo génica, onde se encontra a vantagem de avaliar

especificamente o alvo de interesse.
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1.2.2 Expressao Génica em Tripanossomatideos

Os tripanossomatideos ndo apresentam condensacédo cromossémica em seu
ciclo celular e por isso, diferentes abordagens tém sido necessarias a fim de se
analisar sua diversidade genética, como: a busca por novos marcadores
enzimaticos, polimorfismos em seus fragmentos de restricAo do KDNA, cariétipos
moleculares, fingerprints de DNA, dentre outros; o que evidencia a enorme
plasticidade de seu genoma. (GIBSON & MILES,1986; AYMERICH et al., 1989;
MOREL et al., 1980; MACEDO et al., 1992).

Os tripanossomatideos apresentam, além de seu DNA nuclear, um DNA
mitocondrial (ou kDNA), o qual é formado por uma rede de cadeias circulares
concatenadas e compactadas de DNA mitocondrial, denominada cinetoplasto, que é
composto por dois tipos de estruturas: os maxicirculos e os minicirculos. Os
maxicirculos sdo compostos pelos genes que mantém as funcbes mitocondriais
(WESTEMBERG et al., 2006) e muitos deles sofrem regulacdo pdés-transcricional
num processo conhecido como edicdo de RNA, no qual a molécula de mRNA sofre
adicdo ou dele¢do de uma ou mais moléculas de uridina (SIMPSON et al., 1987).

Ja os minicirculos, sdo moléculas de DNA que codificam sequéncias, que
quando transcritas, ddo origem a pequenas moléculas de RNA, conhecidas como
RNAs guias, determinando o local e o nimero de inser¢cdes ou delecdes a serem
feitas; uma outra caracteristica destes é agir como um fator mutagénico, se
integrando ao genoma do hospedeiro (TEIXEIRA et al., 1991; SIMOES-BARBOSA et
al., 1999).

O genoma do tripanossomatideos é composto por varias sequéncias de DNA
em tandem, estas sequéncias sdo compostas por genes codificadores de proteinas,
como as que formam o glicocélice do parasita, genes codificadores dos diferentes
tipos de RNA e proteinas constitutivas (housekeeping) como histonas, tubulina,
actina, dentre outras; além disso, existem as sequéncias que atuam como
espacadores ou conectores, podendo estas estarem situadas entre genes
codificadores de proteinas ou de RNA.

Diferente da maioria dos eucariotos, 0s tripanossomatideos apresentam um
mecanismo de controle da expressdo génica diferenciado, sendo este do tipo
policistrénico, ou seja, 0S cromossomos sao transcritos em longos MRNAs
policistronicos, (os quais geralmente n&o codificam funcionalmente para proteinas
gue estejam relacionadas), que devem ser processados em mRNAS monocistronicos

antes se serem traduzidos (CAMPBELL et al., 2003). Os mRNAs monocistronicos
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(maduros) sdo gerados a partir de transcritos primarios por trans-splicing e
poliadenilacdo (CLAYTON et al., 2002). O trans-splicing consiste no processo de
adicdo de uma sequéncia de 39 nucleotideos (mini-éxon ou splice leader- SL-) na
extremidade 5 de cada mRNA (PARSONS et al., 1984). Adicionalmente, a
poliadenilacédo (adicdo da cauda poli(A)), é feita na porcdo 3’ do mRNA. Ambos os
eventos sao dependentes de regides ricas em polipirimidina, localizadas nas regides
intergénicas (HUMMEL et al., 2000; BENZ et al., 2005; SIEGEL et al., 2005). Os
MRNA policistronicos sdo transcritos na mesma taxa, enquanto que os mMRNAs
monocistronicos apresentam diferentes niveis em sua expressdo (HAILE &
PAPADOPOULOU, 2007).

Outra diferenca encontrada nos tripanossomatideos € que estes ndo
apresentam promotores para a RNA polimerase Il (responsavel por transcrever os
MRNAs em geral, os genes da sequéncia lider e os genes de pequenos RNAs
presentes no nucléolo). Sendo assim, estes organismos promovem a regulacédo da
expressdo génica a nivel pods-transcricional, durante o processamento dos
transcritos primarios (trans-splicing e poliadenilacdo), da estabilidade do mRNA ou
da estabilidade dos produtos da traducio (VANHAME & PAYS, 1995; AVILA et al.,
2001; BRINGAUD et al., 2007). Ja é sabido que os mRNAs do T.cruzi podem ser
armazenados no citoplasma, reprimindo a transcricdo (GOLDENBERG et al., 1985)
e sugerindo assim que a mobilizacdo do mMRNA pelos polissomas possa ser um
mecanismo de regulacdo pds-transcricional da expressdo de alguns genes em
tripanosomatideos (AVILA et al., 2001).

Essa expressdo diferencial dos genes nos tripanossomatideos €
indispensavel para sua sobrevivéncia, visto que estes precisam se adaptar aos
diversificados ambientes encontrados em seus hospedeiros, ocasionando intensas
mudancas morfolégicas e metabdlicas durante seu ciclo evolutivo. (CLAYTON &
SHAPIRA, 2007). Sendo assim, a sintese constitutiva dos transcritos e a selecédo
das mensagens certas apenas na etapa de maturacdo do mRNA permite ao parasito
uma mudanca na expressdo dos genes mais rapida para se adaptar ao novo
ambiente e sobreviver. (GOMEZ et al., 2010).

Os eventos regulatérios que controlam a abundancia de mRNA na célula tem
recebido consideravel atencdo nos ultimos anos, sendo a degradacdo diferencial
destas moléculas, as diferencas de estrutura e sua estabilidade na célula os
principais mecanismos que vem sendo estudados. TEIXEIRA e cols., em 1999,

mostraram em T.cruzi que pequenas variagdes (insercdes ou delecdes) nas regides
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UTRs de alguns genes podem funcionar como marcadores moleculares para
estabelecer relagdes entre expressdo de genes e estrutura de populagdes. Existem
evidéncias de que o SL confere estabilidade ao mRNA , o que garante uma maior
resisténcia a degradacéo por RNAses dentro da célula. Transcritos desprovidos do
SL perdem sua estabilidade e n&o sao traduzidos (ULLU et al., 1996).

Seja por estes mecanismos ou por outros que ainda n&o séo conhecidos, um
grande numero de genes é diferencialmente expresso durante o ciclo celular dos
tripanossomatideos, sendo assim € de extrema importancia compreender estes
complexos mecanismos de iniciacdo e terminacdo da transcricdo neste grupo de
eucariotos (ARCHER et al., 2009; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2004).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

O objetivo geral deste trabalho é avaliar a modulagcédo da expressdo do gene
correspondente a ecto-NTPDase | (TcNTPDase-1) entre diferentes subpopulacdes
do Trypanosoma cruzi (DTUs I-VI), diferentes etapas do seu ciclo evolutivo, e

durante o choque térmico.

2.2 Objetivos Especificos

1) Padronizar uma reacdo de PCR em Tempo Real para a quantificacéo relativa da

expressdo génica da TcNTPDase-1 de T.cruzi pelo método do AACt.

2) Avaliar os niveis de expressdo da TcNTPDase-1, através da quantificacdo de seu
RNA mensageiro por RT-PCR em Tempo Real, em condi¢gdes padrbes de cultivo de
epimastigotas de T.cruzi de diferentes subpopulacdes, pertencentes aos grupos | a

VI, em cepas virulentas e avirulentas.

3) Avaliar a expressao da TcNTPDase-1 durante a curva de crescimento de formas
epimastigotas, a 28°C e 37°C, buscando observar a regulacdo da expressdo do
gene em condicbes de caréncia nutricional e em funcdo da mudanca de

temperatura.

4) Avaliar os niveis de expressdo da TcNTPDase-1, através da quantificacdo de seu
RNA mensageiro por RT-PCR em Tempo Real, em diferentes estagios do ciclo
evolutivo do parasito (epimastigota, amastigota e tripomastigota), obtidos através da

infeccéo in vitro de células Vero.
5) Avaliar as atividades ecto-ATPasica e ecto-ADPasica (ecto-NTPDasica) nas

diferentes subpopula¢des e formas evolutivas de T.cruzi, comparando os resultados

com as analises de expressao génica da TcNTPDase-1.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de Trypanosoma cruzi

As formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, Dm28c (T.cruzi I), Y (T.cruzi
1), INPA 3663 (T.cruzi Ill), INPA 4167 (T.cruzi IV), LLO14 (T.cruzi V) e CL-14 (T.cruzi
VI), foram cultivadas em meio BHI (Brain Heart Infusion — BD®, USA) suplementado
com 10% de Soro Fetal Bovino termodesativado, durante 5 ou 7 dias a 28°C ou
37°C. Apos este periodo, as células foram recolhidas por centrifugacédo, lavadas trés
vezes com tampdo de lavagem (NaCl 116mM, KCI 5,4mM, Hepes-KOH pH 7,2
50mM, D-glicose 5,5mM), e ressuspendidas na mesma solucdo. O crescimento

celular foi estimado por contagem das células na Camara de Neubauer.

3.2 Cultivo de Célula VERO

A linhagem de células VERO (1x10° células) foi cultivada em garrafas de
75cm?3, contendo meio RPMI 1640 (Gibco BRL) suplementado com 5% de Soro Fetal
Bovino; a cultura foi mantida a 37°C em uma atmosfera de 5% de CO2. Apés cultivo
de 48h, as células foram infectadas (proporcdo 1:10) com tripomastigotas
sanguineos, coletados de camundongos suicos, infectados com a cepa Y de T.cruzi,
no dia do pico de parasitemia. Apos 5-6 dias de infec¢cdo, o sobrenadante foi
coletado, centrifugado a 500Xg por 5 min, e deixado em repouso a 37°C durante 30
min, para a migragcao das formas tripomastigotas para o sobrenadante, enquanto as
formas amastigotas permaneceram no pellet. Apds este procedimento, o
sobrenadante foi coletado e centrifugado, a 3.000Xg por 10 min para coleta das
formas tripomastigotas.

3.3 Medida da atividade ecto-ATPasica e ecto-ADPasica

Epimastigotas, tripomastigotas ou amastigotas intactos de T.cruzi (0,5x108
células) foram incubados durante 1h a 28°C (epimastigota) ou 37°C (tripomastigota e
amastigota) em meio de reagcédo contendo 116mM NaCl, 5,4mM KCI, 5,5mM D-
glicose, 5mM MgCl. e 50mM Hepes-Tris, na presenca de 5mM de ATP ou ADP
(Sigma-Aldrich), em um volume final de 0,5mL. A reacéo foi disparada pela adicéo
dos parasitas intactos vivos e, interrompida pela adicdo de 1mL de 0,2M HCI gelado.

A suspensao de células foi centrifugada a 15.000Xg por 5 min e, foi retirada uma
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aliquota do sobrenadante para quantificacdo do fosfato inorganico (Pi), através do
meétodo colorimétrico Fiske & Subbarow (TAUSSKY et al., 1953).

3.4 Extracédo de RNA

A extracdo de RNA total foi realizada utilizando o reagente TRIzol®
(Invitrogen), seguindo o protocolo do fabricante. Para a extracdo de RNA das
diferentes cepas (cultivadas como descrito anteriormente) foram adicionados 250uL
de pool (aproximadamente 1x102 parasitos) para 1mL de Trizol. A seguir, as
amostras foram incubadas a temperatura ambiente por 5 min., para haver completa
dissociacdo do complexo nucleoprotéico. Apds este intervalo, foram adicionados
200uL de cloroférmio e os eppendorfs foram agitados vigorosamente e incubados a
temperatura ambiente por 2 a 3 min. As amostras foram centrifugadas a 12.000Xg
durante 15 min a 4°C.

A fase aquosa foi entdo transferida para um eppendorf de 1,5mL e foram
adicionados 500uL de isopropanol. A mistura foi homogeneizada, incubada a
temperatura ambiente por 10 min. e, centrifugada a 12.000Xg por 10 min. a 4°C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado com etanol 75%, a amostra
foi centrifugada a 7.500Xg por 5 min a 4°C; o sobrenadante novamente foi
descartado.

Posteriormente, o precipitado de RNA foi ressuspenso em agua DEPC;
aliquotas de 5L foram utilizadas para quantificacdo do RNA por espectrofotometria
a 260/280/230nm. A integridade do RNA foi verificada através de eletroforese em gel

de agarose 1,5%, na presenca de formaldeido.

3.5 Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA utilizamos o kit Superscript 11l (Invitrogen); Em tubos
de 0,2mL, foram preparados os mix RNAs/Iniciadores adicionando-se 3ug RNA
(respectivas cepas), os Oligo (dT)z0 50uM, a mistura de dNTP 10mM e a agua DEPC
gsp 10pL.

As amostras foram incubadas no termociclador a 65°C por 5 min., e depois
misturadas com 10ul de mix de sintese de cDNA (RT buffer 10X, MgCl2 25mM, DTT
0,1M, RNaseOUT 40U/uL e Superscript Il RT 200U/uL) ou com 10ul de mix de
sintese de cDNA controle (RT buffer 10X, MgCl2 25mM, DTT 0,1M, RNaseOUT

40U/uL e H20 — sem a adicdo da enzima Superscript Ill). Apdés a incubacéo, as
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amostras foram colocadas no gelo por pelo menos 1 min. Apds este tempo, elas
foram homogeneizadas cuidadosamente com a méo e foram centrifugadas
rapidamente (spin), sendo incubadas no termociclador por 50 min a 50°C; depois,
para terminar a reacdo, foram incubadas a 85°C por 5 min e colocadas
imediatamente no gelo. Apds terem sido rapidamente centrifugadas, foi adicionado
1pL de RNase H a cada tubo e, incubado novamente no termociclador a 37°C por 20
min. Apods, o cDNA foi armazenado a -20°C.

3.6 PCR com gradiente de temperatura

Para o teste dos iniciadores (TcNTPDase-1) e para verificar a temperatura de
hibridagéo ideal na PCR, foram realizados ensaios de PCR convencional e PCR com
gradiente de temperatura de hibridacdo, respectivamente, utilizando amostras de
DNA concentradas e/ou diluidas (1:1000) do clone CL Brener (extraidas com DNA
mini kit- QIAGEN, segundo o protocolo do fabricante). Estes produtos foram

aplicados em um gel de agarose 1,5%, corado com brometo de etideo.

3.7 Quantificacdo da expressdo do gene da TcNTPDase-1 por RT-PCR em

Tempo Real

As reacdes de PCR em tempo real foram realizadas em um sistema ABI
Prism 7500 Fast (Applied Biosystems), através do método da quantificacdo relativa
(AACY), utilizando-se o sistema que emprega o corante fluorescente SYBR Green
(SYBR Green PCR Master Mix ® - Applied Biosystems). Os iniciadores e as
concentracdes utilizadas para esses ensaios foram: TcNTPDase-1 Fw (600nmol/L):
5-GCGGAACCGCAACACCCTCA-3/  TcNTPDase-1 Rv  (600nmol/L):  5-
CGGTCGAGCTGAAGCGCCAA-3’, que amplificam uma regidao de 111 pares de
base, pertencente ao terco inicial da sequéncia do RNA mensageiro (Niumero de
acesso ao GeneBank: AY540630). Como normalizadores da quantificagéo relativa
por RT-PCR em tempo real, foram utilizados os iniciadores TcCalmodulina Fw
(600nmol/L): 5’-CCCGACGGAGGCGGAGCTGC-3’' / TcCalmodulina Rv (600nmol/L)
: 5-GTCCACGTCGGCCTCGCGGA-3’, que amplificam uma regido de 268 pares de
base, que foram previamente desenhados para o gene da calmodulina, a partir da
CL-Brener (Numero de acesso ao GeneBank: X52096.1); e os iniciadores TcGAPDH
Fw (300nmol/L): 5’-GTGCGGCTGCTGTCAACAT-3' / TcGAPDH Rv (300nmol/L): 5’-
AAAGACATGCCCGTCAGCTT-3’, que amplificam uma regiao de 100 pares de base,
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desenhados previamente para o gene GAPDH de T.cruzi (NUmero de acesso ao
GeneBank: XM_807044.1).

As condi¢des para reagao da RT-PCR foram: 95°C por 10 minutos, seguido
por 40 ciclos a 95°C por 15 segundos e 62°C por 1 minuto. Para monitorar a
especificidade dos oligonucleotideos, curvas de dissociacdo foram realizadas apos
cada experimento, resultando em um Unico pico. As reacBes foram realizadas em
duplicatas usando 2uL de amostra de cDNA, em um volume total de 20uL. O calculo
da expressdo génica foi realizado pelo software ExpressionSuite v.1.0.3 para
Windows® (Applied Biosystem), o qual calcula o Fold Change de acordo com o
proposto por LIVAK & SCHMITTGEN em 2001 e, normalizagdo dos resultados foi
feita através da média geométrica dos valores de Ct dos enddgenos (Calmodulina e
GAPDH), conforme proposto por VANDESOMPELE e cols., 2002.

3.8 Sequenciamento de DNA

Foi realizada uma PCR convencional utilizando os cDNAs das diferentes
cepas/clones do T.cruzi (DTUs | - VI) e os oligonucleotideos descritos. Uma parte do
produto da PCR foi visualizada em gel de agarose 1,5% corado com brometo de
etideo, observando-se bandas Unicas. Em seguida, estes foram purificados
utilizando o llustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kits (GE), segundo
protocolo do fabricante. As amostras entdo foram submetidas ao sequenciamento
automatico (sequenciador 48 capilar ABI-3730, Applied Biossystems) utilizando os
mesmos oligonucleotideos da PCR, na plataforma de Sequenciamento de DNA do
PDTIS/ FIOCRUZ. A qualidade das sequéncias obtidas foi verificada através do
software Sequence Scaner V 1.0 (Applied Biosystems) e as mesmas foram

alinhadas utilizando-se o software MEGA V 4.0.

3.9 Andlise Estatistica

Todos os experimentos foram realizados em duplicata experimental e triplicata
biolégica; os resultados foram analisados estatisticamente através do software
Sigmaplot v11, utilizando os testes t-student ou Rank Sum, de acordo com a

variancia entre as amostras.
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4 RESULTADOS

4.1 Desenho dos Iniciadores

Os iniciadores utilizados neste trabalho foram desenhados utilizando a
ferramenta Primer-Blast, disponivel no sitio do National Center for Biotechnology
Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-

blast/index.cgi?LINK _LOC=BlastHome). A analise da qualidade dos iniciadores, em

relagdo a formacgéo de haipins, homodimeros e heterodimeros, foi realizada através
da ferramenta Oligoanalyzer, disponivel no sitio da Integrated DNA Technologies
(IDT - http://lwww.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/).

Para o alvo TcNTPDase-1, os iniciadores amplificaram uma regido de 111
pares de base, pertencente ao terco inicial da sequéncia do RNA mensageiro
(Niomero de acesso ao GeneBank: AY540630) do gene de copia Unica
correspondente a enzima TcNTPDase-1 de Trypanosoma cruzi (FIETTO et al.,
2004).

Os iniciadores TcGAPDH, geraram um amplicon de 100 pares de base na
PCR, este alvo foi utilizado como um dos normalizadores da quantificagao relativa
por RT-PCR em Tempo Real; estes iniciadores foram desenhados previamente com
base na sequéncia do gene GAPDH (Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase)
da cepa CL Brener de Trypanosoma cruzi (NUmero de acesso ao GeneBank:
XM_807044.1).

Os iniciadores TcCalmodulina, que produziram um amplicon de 268 pares de
base na PCR, foram utilizados para amplificar o gene correspondente a calmodulina
de T.cruzi, este foi utilizado como o segundo normalizador da quantificagéo relativa
por RT-PCR em Tempo Real, estes oligonucleotideos foram previamente
desenhados com base na sequéncia do gene da Calmodulina da cepa CL Brener de
Trypanosoma cruzi (Numero de acesso ao GeneBank: X 52096.1). (Tabela 2).

A especificidade dos iniciadores foi avaliada por PCR convencional e em
Tempo Real, e estes mostraram que amplificavam especificamente sequéncias de

Trypanosoma cruzi.
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Tabela 2 — Sequéncia dos iniciadores para os alvos TcNTPDase-1, Calmodulina, GAPDH e

T.cruzi.

Alvos Sequéncia dos Iniciadores Amplicon
Alvo Principal 1 \TPpase-1  FW— 5-GCG GAA CCG CAA CAC CCT CA -3’ 110
Rv — 5’-CGG TCG AGC TGA AGC GCC AA -3’ P
Endégeno calmodulina Fw — 5’-CCC GAC GGA GGC GGA GCT GC-3'’ 268pb
Rv — 5’-GTC CAC GTC GGC CTC GCG GA- 3’
Endégeno GAPDH Fw — 5’-GTG CGG CTG CTG TCA ACA T-3’ 100pb
Rv — 5’-AAA GAC ATG CCC GTC AGC TT- 3’
Primers . Fw- 5’-AAA TAA TGT ACG GG(T/G) GAG ATG CAT GA-3'’
121/122 Cruzi Rv- 5’-GGT TCG ATT GGG GTT GGT GTA ATA TA-3’ 330pb
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4.2 Padronizacao dos ensaios de RT-PCR em Tempo Real

Para verificar a funcionalidade dos oligonucleotideos TcNTPDase-1,
desenhados pelo nosso grupo, amostras concentradas de DNA de T.cruzi, do clone
CL Brener - 107 epimastigotas/mL (extraidas com DNA mini kit — QIAGEN, segundo
protocolo do fabricante) e amostras diluida de DNA de T.cruzi (1:1000) foram
testadas em uma concentracdo de 0,2uM de iniciador. O DNA foi amplificado no
Termociclador GeneAmp 9700 (Applied Biosystems®) e, para visualizacdo do
resultado, os produtos da PCR convencional foram aplicados em um gel de agarose
a 1,5%, corado com brometo de etideo e fotodocumentado. Como controle positivo
da reacao, foram utilizados os iniciadores 121 e 122, que amplificam uma regido de
330 pares de base do DNA do cinetoplasto (KDNA) de T.cruzi. Para controle
negativo, foi utilizada H20 ultrapura, no lugar de DNA. Pela PCR convencional,
pudemos visualizar no gel de agarose uma Unica banda para TcNTPDase-1 (111pb),
tanto em amostras de DNA diluidas (1:1000) ou concentradas (figura 6).

A fim de avaliar qual seria a temperatura de anelamento ideal para nossos
ensaios de PCR em Tempo Real, amostras de DNA do clone CL Brener combinadas
com o oligonucleotideo TcNTPDase-1 foram submetidas a uma reacdo de PCR com
gradiente de temperatura de anelamento variando de 63°C a 53°C (63°C; 61,1°C;
58,4°C; 55,8°C; 53,7°C; 53°C). Para visualizacdo dos resultados, os produtos da
PCR convencional foram aplicados em um gel de agarose 1,5% e, corado com
brometo de etideo. Na Figura 7 (letra A), podemos observar que a temperatura de
anelamento ideal para o nosso alvo ficou entre 58,4°C e 55,8°C. Realizamos
também um controle negativo, sem DNA adicionado, com o objetivo de verificar se
ocorreria a dimerizacéo dos iniciadores nas temperaturas testadas. Nenhuma banda
foi observada no gel nestes controles (dados ndo mostrados).

Com o objetivo de avaliar a melhor concentracédo de iniciadores a ser utilizada
em nossos ensaios de PCR em Tempo Real, diferentes combinacdes de
concentragbes foram testadas para o0s iniciadores senso e anti-senso,
respectivamente, sendo as seguintes: 100nM/100nM; 300nM/100nM; 600nM/100nM;
100nM/300nM; 300nM/300nM; 600nM/300nM; 100nM/600nM; 300nM/600nM;
600nM/600nM. Para este ensaio, foi utilizado o fluoréforo SYBR Green para geracao

de fluorescéncia.
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Através dos valores médios de CTs obtidos, e da fluorescéncia gerada (ARnN),
observamos que a melhor combinagdo de iniciadores para TcNTPDase-1 foi de
600nM/600nM (Figura 7 — B).

A fim de padronizar a quantificacdo relativa das nossas amostras, pelo
método do Ct comparativo (AACt), foi produzida uma curva padrdo de cDNA de
T.cruzi (diluicdo seriada 1.5, de 10ng/pL a 0,0032ng/pL) para avaliar os trés
diferentes alvos testados (TcNTPDase-1, TcCalmodulina e TcGAPDH). Observamos
amplificagbes com valores de Ct adequados a quantificacdo dos alvos, em toda as
concentracfes de cDNA da curva padrao (Figura 7 — D). Observamos também que
para cada alvo analisado, foram gerados picos bem definidos na curva de
dissociacao (Figura 7 — E), comprovando a especificidade dos iniciadores utilizados.
Ao analisar as curvas padrao geradas para os trés alvos, ndo observamos
diferencas significativas entre as suas eficiéncias, o que nos possibilitou quantificar
nossas amostras pelo método do Ct comparativo ou método do AACt. Mesmo assim,
para validar a utilizacdo do método do AACt, foram graficados os valores de ACt,
calculados a partir da diferenca entre o threshold cycle (Ct) referente ao gene da
TcNTPDase-1 e o respectivo Ct dos genes normalizadores, através da férmula [ACt
= Ct (TcNTPDase-1) — Ct (TcCalmodulina)] ou [ACt = Ct (TcNTPDase-1) — Ct
(TcGAPDH)]. A figura 7 - C mostra as retas geradas para a validacdo do método,
onde podemos observar valores de slope (inclinacéo) de -0,06 para a TcCalmodulina
e de 0,1 para TcGAPDH, o que nos mantém dentro dos valores de slope desejados
para o método do AACt (-0,1 < Slope< 0,1) (LIVAK & SCHMITDEN, 2001).
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Figura 6 - Teste dos Primers para TcNTPDase-1 com cepa CL. Brener (T.cruzi VI) por PCR
Convencional. Eletroforese em gel de agarose 1,5% corado com brometo de etideo mostrando o
fragmento de 111 e 112 pb correspondente a TcNTPDase-1 e o fragmento de 330 pb
correspondente ao kDNA de T.cruzi, amplificado com o0s iniciadores 121/122 através de PCR
convencional. (PM: Padrao de Peso Molecular 100pb; Coluna 2: Controle Negativo “agua”; Coluna 3:
0,4uM dos primers TcNTPDase-1 combinado com 2uL de DNA concentrado; Coluna 4: 0,4uM dos
primers TcNTPDase-1 combinado com 2uL de DNA 1:1000; Coluna 5: 0,2uM dos primers
TcNTPDase-1 combinado com 2uL de DNA concentrado; Coluna 6: 0,2uM dos primers TcNTPDase-
1 com 2uL de DNA 1:1000; Coluna 7: 0,4uM dos primers KDNA combinado com 2uL de DNA

concentrado; Coluna 8: 0,2uM dos primers kDNA combinado com 2uL de DNA concentrado).
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Figura 7 — Padronizacdo da RT-PCR em Tempo Real para analise da expressdo da NTPDase-1
de T.cruzi. A. Gradiente de Temperatura de Anelamento. Eletroforese em gel de agarose 1,5%
corado com brometo de etideo mostrando a amplificacdo do iniciador TcNTPDase-1 nas diferentes
temperaturas de anelamento testadas (Peso Molecular (PM); 63°C; 61,1°C; 58,4°C; 55,8°C; 53,7°C;
53°C), respectivamente. B. Diferentes concentracdes dos iniciadores TcNTPDase-1 X CTs. A tabela
evidencia os valores de CT para as diferentes concentra¢des de iniciadores. Em negrito, destaca-se a
concentracdo 600nM/600nM de iniciadores selecionados. C. Validagdo dos ensaios de PCR em
Tempo Real (Quantificacdo relativa) pelo método do AACt, para os alvos TcNTPDase-1,
TcCalmodulina e TcGAPDH. D. Curva de Amplificacdo para analise da Expressdo do Gene da
TcNTPDase-1 nas diferentes cepas do T.cruzi. Curva de Amplificacdo correspondente as amostras
de cDNA sintetizadas a partir do mRNA das diferentes subpopulagfes e formas evolutivas do T.cruzi.
Teste realizado utilizando o fluoréforo SYBR Green. E. Curvas de Dissociacdo dos ensaios de PCR
em Tempo Real. 1: Alvo TcNTPDase-1. 2: Alvo TcCalmodulina. 3: Alvo TcGAPDH.
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4.3 Avaliacédo dos Genes de Expresséao Constitutiva

4.3.1 Expressao dos genes Calmodulina e GAPDH para as diferentes

Cepas/Clones e formas evolutivas do T.cruzi

No sentido de avaliar se 0os genes escolhidos, Calmodulina e GAPDH, seriam
bons alvos para normalizacdo dos nossos ensaios de RT-PCR em Tempo Real,
apresentando uma expressao constitutiva entre as diferentes cepas/clones e formas
evolutivas do T.cruzi utilizadas neste projeto, realizamos um grafico baseado nos
valores de CT obtidos por estes alvos, para cada uma das amostras testadas.

Observamos que ambos os genes testados foram bons candidatos a controle
enddgeno, pois apresentaram valores de score (0,379 e 0,549), respectivamente,
bem proximos de zero, o que indica que ndo houve mudancas significativas nos

valores de Ct entre as amostras testadas. (Grafico 1 - A e B).
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Grafico 1 — Avaliacdo dos genes normalizadores para os ensaios de RT-PCR. A. Analise dos
genes endogenos, Calmodulina e GAPDH, para as diferentes cepas do T.cruzi (Score:0,379). B.
Andlise dos genes endodgenos, Calmodulina e GAPDH, para as diferentes formas evolutivas do
T.cruzi (Score:0,549).
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4.4 Andlise da Expresséo do Gene TcNTPDase-1 por RT-PCR em Tempo Real

4.4.1 Expressao da TcNTPDase-1 nas diferentes cepas/clones de T.cruzi

Para avaliar a expressao do gene da TcNTPDase-1 entre os diferentes
isolados de T.cruzi, ndés selecionamos cepas ou clones isolados de mamiferos ou
hospedeiros invertebrados, pertencentes as DTUs de | — VI (Tabela 3). Os cDNAs
sintetizados a partir das amostras de RNA das diferentes cepas (Y, 3663 e 4167) e
clones (Dm28c, LL014 e CL-14) do T.cruzi foram amplificados por PCR em Tempo
Real. A expressdo génica da TcNTPDase-1 foi calculada em relacdo ao clone
avirulento CL-14 (TcVI), um clone isolado da cepa CL (SOARES et al.,, 2003;
ATAYDE et al., 2004), que foi utilizado como calibrador.

De acordo com o Gréfico 2, observamos que diferengas significativas na
expressdo do gene da TcNTPDase-1 foram encontradas entre as diferentes
subpopulacdes do T.cruzi. Observamos que as cepas/clone 3663, 4167 e LL0O14
apresentavam os mesmos niveis de expressdo do gene da TcNTPDase-1 que o
clone CL-14 (TcVI). Por outro lado, o clone Dm28c (Tcl) expressou 7,2 +1,5 vezes

mais o gene desta enzima, quando comparado ao clone CL-14.
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Tabela 3 — Diferentes cepas/clones do T.cruzi e suas respectivas DTUs (Unidades Discretas de

Tipagem).
Cepas/Clones DTUs Cidade/ Pais Origem
Dm28c T.cruzi | Carabobo, Venezuela Didelphis marsupialis
Y T.cruzi 1l Sédo Paulo, Brasil Homo sapiens
3663 T.cruzi Il Amazonas, Brasil Panstrongylus geniculatus
4167 T.cruzi IV Amazonas, Brasil Rhodnius brethesi
LLO014 T.cruzi V Chaco, Argentina Triatoma infestans
CL-14 T.cruzi VI Rio Grande do Sul, Brasil Triatoma infestans
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Grafico 2 — Analise da Expressdo da TcNTPDase-1 nas formas epimastigotas dos diferentes
isolados de T.cruzi. A quantificacao relativa pelo método do AACt foi realizada utilizando o clone CL-

14, avirulento, como calibrador. *p<0,05.
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4.4.2 Sequenciamento dos produtos de PCR da TcNTPDase-1 obtido a partir
das diferentes subpopulagdes do T.cruzi

Para avaliar se uma possivel existéncia de polimorfismos entre as diferentes
cepas e clones estariam afetando a quantificacdo dos niveis de mRNA, realizamos o
sequenciamento dos produtos de PCR correspondentes ao alvo TcNTPDase-1. Para
isso, foi feita uma PCR convencional com o cDNA das diferentes subpopulacdes do
T.cruzi (Dm28c; Y; 3663; 4167; LL014; CL-14). Os produtos da PCR para
TcNTPDase-1 foram purificados e as amostras foram enviadas para a plataforma de
sequenciamento de DNA (PDTIS/Fiocruz).
De acordo com a Figura 8, podemos observar que o alinhamento do
DNA entre as diferentes cepas/clones do T.cruzi indicou uma identidade de 98,2%
entre elas — devido a presenca de 2 polimorfismos. Isto significa que a diferenca
entre 0s niveis de expressdo génica observada para as amostras indica, de fato, a
uma variacdo na quantidade de mRNA correspondente ao gene TcNTPDase-1,

entre elas.
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1 50

Dm28c GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG

Y GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG

3663 GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG

4167 GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG

LLO14 GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG

Cl 14 GCGGAACCGCAACACCCTCATGCTGCAGTCCGTCGAGGAGTGCAAGAAGG
R b b I b dh S b b Ih b 2 db Sb S b dh Sh b db db b 2 Jb db b b db I b b dh Ih b IR db b b dh Sb b b db Sb b 2 dh b 4
51 100

Dm28c AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACGTTGGCGCTT

Y AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACGTTGGCGCTT

3663 AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACTTTGGCGCTT

4167 AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACGTTGGCGCTT

LLO14 AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACGTTGGCGCTT

Cl 14 AGTTGGAGCTGCTGAAAGAAAACGGTCGTGGCGCGGTGACTTTGGCGCTT
KA A A KRR AR A AR KA AR A AR AR KA AR A AR A Ak AKX h, Ak kA hkkxk

101 111

Dm28c CAGCTCGACCG

Y CAGCTCGACCG

3663 CAGCTCGACCG

4167 CAGCTCGACCA

LLO14 CAGCTCGACCG

Cl 14 CAGCTCGACCG

Xk Kk KkKkkhkk Kk Kk*k

Figura 8 — Alinhamento das sequéncias de DNA proveniente dos produtos da PCR para
TcNTPDase-1. Os asteriscos indicam identidade entre os nucleotideos.
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4.4.3 Expressao da TcNTPDase-1 nas diferentes formas evolutivas do T.cruzi

Para avaliar a expressdo da TcNTPDase-1 em formas infectantes e n&o
infectantes do T.cruzi, foram realizadas infec¢cdes in vitro de células VERO,
utilizando tripomastigotas sanguineos (cepa Y), para obtencéo das diferentes formas
evolutivas do parasita (tripomastigota e amastigota). Os cDNAs das diferentes
formas evolutivas foram entdo amplificados por PCR em Tempo Real, como descrito
na metodologia, e os niveis de mMRNA da TcNTPDase-1 foram estimados e
comparados entre as diferentes formas evolutivas.

Observamos que as formas tripomastigota de cultura e amastigota
apresentaram, respectivamente, uma expresséao de 22,5+5.6 e 16,3+£3,8 vezes maior
do gene desta enzima quando comparada com a forma nao-infectante,
epimastigotas (Grafico 3). Assim, observamos que a expressdo génica da

TcNTPDase-1 € modulada positivamente em formas infectantes do parasito.
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Gréfico 3 — Andlise da Expressao da TcNTPDase-1 nas formas infectantes e nao-infecantes de
T.cruzi,cepaY (n=3). A. Niveis de mRNA da TcNTPDase-1 em epimastigotas, amastigotas e
tripomastigotas estimados por RT-PCR. A quantifica¢&o relativa pelo método do AACt foi realizada

utilizando a forma epimastigota como calibrador. *p<0.05
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4.4.4 Expressao da TcNTPDase-1 durante a Curva de Crescimento de

epimastigotas de T.cruzi em diferentes temperaturas

A fim de avaliar a expressdo da TcNTPDase-1 durante todas as fases do
cultivo celular das formas epimastigotas e se as diferencas de temperatura de
cultivo, que mimetizam as temperaturas encontradas nos hospedeiros invertebrado
e vertebrado, poderiam influenciar na expressao deste gene, epimastigotas da cepa
Y foram cultivadas durante 7 dias a uma temperatura de 28°C e 37°C (Gréfico 4 —
A). Os cDNAs foram amplificados por PCR em Tempo Real, como descrito na
metodologia e, os niveis de mRNA das diferentes condi¢cdes foram estimados e
comparados.

Observamos um pequeno aumento, porém significativo (p<0,05), nos niveis
de mRNA da TcNTPDase-1 no sexto e no sétimo dia de cultivo a 28°C (3,7+1,1 e
4,4+0,8 vezes maior que no primeiro dia, respectivamente). Por outro lado,
observamos que os epimastigotas cultivados a 37°C, apresentavam uma expressao
do gene desta enzima 17,7+3,1 vezes maior, no sétimo dia de cultivo, quando
comparado ao primeiro dia do inéculo (Gréfico 4 — B). No entanto, apesar do
aumento da expressdo ter sido maior a 37°C, o crescimento celular foi menor
(Gréfico 4 — A).
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Grafico 4 — Expressdo do gene TcNTPDase-1 durante o cultivo in vitro de epimastigotas e
inducdo de choque-térmico (n=3). A. Curvas de crescimento de epimastigotas de T.cruzi em
meio BHI, em diferentes temperaturas 28°C (@) e 37°C (A). B. Niveis de mRNA durante a curva
de crescimento de T.cruzi. A Quantificacdo Relativa pelo método do AACt foi realizada utilizando
epimastigotas (cepa Y) do primeiro dia de cultivo como calibrador. 28°C (@) e 37°C (O).*p<0.001
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4.5 Avaliacdo da atividades ecto-ATPéasica e ecto-ADPé&sica em T.cruzi

4.5.1 Atividade ecto-ATPasica e ecto-ADPasica nas cepas/clones de T.cruzi

A fim de avaliar se as diferencas observadas nos niveis de mRNA da
TcNTPDase-1 resultariam em um aumento das atividades ecto-nucleotidasicas
(ATPasica e ADPasica) das diferentes subpopula¢gdes de T.cruzi, foram realizados
ensaios de atividade enzimatica, utilizando formas epimastigotas das diferentes
cepas e clones. As medidas de atividade ecto-nucleotidasica foram realizadas com
células vivas, cuja viabilidade foi avaliada antes e depois dos experimentos,
utilizando o corante azul de trypan.

Observamos que similar aos niveis de mRNA, as atividades ecto-ATPasicas e
ecto-ADPasicas se mostraram, respectivamente, 2,3 e 1,8 vezes maior no clone
Dm28c, quando comparado ao clone CL-14, avirulento (Grafico 5), indicando que o
aumento da expressao génica da TcNTPDase-1 também se traduz em um aumento

da quantidade de enzima.

61



1800

= * . ATP
E 1600 ~ == ADP
© 1400 -

% 4200 -

Q

£

< 1000 -

@

&

O 800 -

=

26 600 - #

| I_‘

- IJ_‘

2

4]

S 200 -

=

<

0
Dm28c 4167  LLO14  Ck14
Cepas/Clones

Grafico 5 — Atividades ecto-ATPase e ecto-ADPase entre as diferentes cepas/clones do T.cruzi.
As atividades ecto-nucleotidases foram estimadas nas formas epimastigotas do T.cruzi, utilizando

5mM de ATP ou ADP como substrato. *, # p<0,05 (em relacdo ao clone CL-14).
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452 Atividade ecto-ATPasica e ecto-ADPasica nas diferentes formas

evolutivas de T.cruzi

Para avaliar se as diferencas no nivel de mRNA, observadas em nossos
ensaios de expressao génica, para as diferentes formas evolutivas (epimastigota,
tripomastigotas e amastigota), resultariam também em um aumento das atividades
ecto-ATPasicas e ecto-ADPasicas, foram realizados ensaios de atividade enzimatica
com as diferentes formas evolutivas de T.cruzi; tripomastigota e amastigota, obtidas
in vitro e, epimastigotas de cultura. Mais uma vez, as medidas de atividade ecto-
nucleotidasica foram realizadas com células vivas, cuja viabilidade foi avaliada antes
e depois dos experimentos, utilizando o corante azul de tripan.

Foi observado um aumento estatisticamente significativo (p<0,05) das
atividades ecto-ATPasica e ecto-ADP&sicas nas formas tripomastigotas (2,9 e 3,0) e
amastigotas (2,8 e 3,4) vezes, respectivamente, quando comparadas a forma
epimastigota, nao-infectante (Grafico 6), indicando que o aumento da expressao
génica da TcNTPDase-1 possa contribuir para um aumento da atividade da enzima

entre as formas evolutivas de T.cruzi.
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Grafico 6 — Atividades ecto-ATPase e ecto-ADPase entre as diferentes formas evolutivas de
T.cruzi. As atividades ecto-nucleotidases foram estimadas nas formas epimastigotas, tripomastigotas
e amastigotas, utilizando 5mM de ATP ou ADP como substrato. *, # p<0,05 (em relagcdo a forma
epimastigota).
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4.6 Artigo Submetido a Publicacéo

Os resultados aqui apresentados nos geraram um manuscrito, intitulado “Nucleoside
triphosphatediphosphohydrolasel (TcNTPDase-1) gene expression is increased during heat
shock and on infective forms of Trypanosoma cruzi.”, 0 qual foi submetido a revista
Parasites & Vectors e aceito com modificacbes. Estas ja foram realizadas e enviadas

novamente aos referees. No presente momento estamos aguardando resposta.
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Abstract:
Background

Ecto-Nucleoside Triphosphate Diphosphohydrolases (Ecto-NTPDases) are
enzymes that hydrolyze tri- and/or di-phosphate nucleotides. Evidences point to their
participation in Trypanosoma cruzi virulence and infectivity. In this work, we evaluate
TeNTPDase-1 gene expression in comparison with ecto-NTPDase activity. in order to
study the role of TeNTPDase-1 in parasite virulence. infectivity and adaptation to heat
shock.
Findings

Comparison between distinet T. eruzi isolates (Y. 3663 and 4167 strains. and
Dm28¢., L1014 and CL-14 clones) showed that TeNTPDase-1 expression was 7.2+1.5
times higher in the Dm28c¢ than the CL-14 avirulent clone. A remarkable expression
increase was also observed in the trypomastigote and amastigote forms (22.5+5.6 and
16.343.8 times higher. respectively). indicating that TeNTPDase-1 1s overexpressed in
T. cruzi infective forms. Moreover. heat shock and long-term cultivation also induced a
significant increment on TeNTPDase-1 expression.
Conclusions

Our results suggest that TeNTPDase-1 plays an important role on T. eruzi
infectivity and adaptation to stress conditions. such as long-term cultivation and heat
shock.

Key-words: T. cruzi, TeNTPDase-1, gene expression, infectivity. virulence
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Findings:

Background

Chagas disease 1s a neglected illness caused by the parasite protozoan
Trypanosoma cruzi, which affects 8 million people i1 endemic areas of Latin America
[1]. Tts different spectrum and the course of chronic infection may be consequences of
complex interactions between genetic variability of T. eruzi subpopulations (classified
mnto Tel to TeVI) [2]. host immunogenetics and eco-epidemiological characteristies
[2.3]. Current chemotherapy is based on the drugs nifurtimox and benzmidazole. which
present a lack of effectiveness on the chronic phase of the disease [4]. In this scenario.
the search for new drugs and targets to chemotherapy is pivotal.

Ecto-nucleoside triphosphate diphosphohydrolases (Ecto-NTPDases, EC 3.6.1.5)
are enzymes that hydrolyze tri- and/or di-phosphate nucleotides [5.6]. Since
extracellular ATP is an immune-modulatory molecule that stimulates the secretion of
IFN-y and IL-2 [7]. it 15 hypothesized that ecto-ATPase activity in parasites can be
important to the evasion mechanism from the host immune defense. although the
mechanism 1s not clearly elucidated [8]. In 2004, a 2.282 bp mRNA encoding a full-
length NTPDase was cloned. sequenced [9] and named T. eruzi NTPDase-1
(TeNTPDase-1: Genbank: AY540630.1). which presents a single copy gene at the
genome. In this work, we have developed a quantitative Real-Time RT-PCR assay to
quantify TeNTPDase-1 mRNA levels, using TeGAPDH and TeCalmoduline as
housekeeping genes (Fig. S1). aiming to contribute to the knowledge about the role of
this NTPDase to T. cruzi infectivity and virulence. In this sense. we evaluated the
TeNTPDase-1 expression in distinet evolutive forms (epimastigotes and cell culture-
derived amastigotes and trypomastigotes) and parasite isolates. as the Cl-14, which 1s
described as an avirulent T. cruzi clone. since it 15 unable to promote infection and to
induce immune response in a murine model [10, 11].

During its life cyele. T. cruzi undergoes profound adaptations triggered by a
wide range of environmental conditions between the vertebrate or invertebrate hosts,
such as wvariations in pH and temperature. The epimastigote and metacyclic
trypomastigote forms interact with the triatomine insect vector at 28°C and the
amastigote and trypomastigote forms interacts with the mammal vector at 37°C. This
heat shock may induce a response from the parasite. promoting the modulation of ecto-
ATPase activity [12]. Thus. considering the importance of the ecto-NTPDase activity on
the parasite’s purine salvage pathway [13] and heat shock adaptation, the expression of
TeNTPDase-1 was also analyzed during T. cruzi epimastigote cultivation. at different
temperatures. to investigate the expression regulation in response to long-term
cultivation or induced by heat shock.

Methods

Parasite cultivation

The T. cruzi Y. 3663. 4167 strains, and Dm28c. LL014 and CL-14 clones were
obtained from the Colegdo de Protozodrios da Fundagido Oswalde Cruz (COLPROT-
FIOCRUZ). T. cruzi laboratory-adapted epimastigotes were cultivated in BHI medium.
supplemented with 10% heat-inactivated fetal bovine serum. at 28 °C for 5 days. to
reach late-log growth phase.

Production of cultured derived trypomastigotes and amastigotes

67



LU= T o I B R PN R

-Fl-Fl-Fl-F-F-ﬁ-h-h-h-hwwwwWWWWWNMMMMMMMMMMHHHHHHHHHH
W0 oo = U Wb = D WD 00~ U W R DWW s U R W DD 00 s W RO

The 1solation of trypomastigote and amastigote forms was carried out using Vero
cells. as detailed elsewhere [21]. Briefly. cell cultures were infected with mice-derived
bloodstream trypomastigotes. in a 10:1 parasite’host cell ratio. Infected cells were
maintained at 37°C in a 5% CO; atmosphere. After 5—6 days, the supernatant was
collected. centrifuged at 500 =g for 5 min, and allowed to stand at 37°C for 30 min for
the migration of trypomastigotes into the supernatant. The amastigotes remained in the
pellet.

Ecto-ATPase and ecto-ADPase activity measurements

The extracellular hydrolysis of ATP or ADP by intact parasites was carried out
through the measurement of inorganic phosphate (P1) released at the supernatant. as
previously desecribed by De Souza ef al., 2010 [18]. Briefly. ecto-ATPase and ecto-
ADPase activities were estimated by the mcubation of intact cells (0.5 <10° parasites)
for 1 h at 28 °C, in a reaction medium contaming 116mM NaCl, 5.4mM KC1, 5.5mM d-
glucose, 5SmM MgCly, and 50mM Hepes—Tris buffer. in the presence of 5 mM ATP or
ADP (Sigma-Aldrich). in a final volume of 0.5 mL. The reaction was started by the
addition of living parasites and terminated by the addition of 1 mL of ice cold HCI
0.2M. The cell suspensions were pelleted and supernatant aliquots were used for
inorganic phosphate (Pi) quantification. through the Fiske & Subbarow colorimetric
method.

RNA isolation and cDNA synthesis

Total RNA from T. cruzi (1x10® cells) was extracted using TRIzol Reagent
(Invitrogen, USA) and treated with DNAse I (Sigma-Aldrich, USA). following
manufacturer’s  mstructions. RNA quantity and purity was estimated by
spectrophotometry at 260/280/230 nm. RNA integrity was verified through
electrophoresis on a 1.5% (w/v) agarose gel. All reverse transeriptase reactions were
performed from 3 pg of RNA using a Superscript III First-strand System (Invitrogen.
USA). according to the manufacturer’s instructions.

Ecto-NTPDase-1 gene expression quantification by Real-Time RT-PCR

Real-time quantitative PCR assays were performed in ABI Prism 7500 fast
sequence detection system using Power SYBR Green PCR mastermix (Applied
Biosystems, USA). The following primers and concentrations were used: TeNTPDase-1
Fw (600 nmol/L). 5’-GCGGAACCGCAACACCCTCA-3": TeNTPDase-I Rv (600
nmol/'L). 5’-CGGTCGAGCTGAAGCGCCAA-3": TeCalmoduline Fw (600 nmol/L).
5’-CCCGACGGAGGCGGAGCTGC-3": TeCalmoduline Rv (600 nmoll). 5°-
GTCCACGTCGGCCTCGCGGA-3"; TeGAPDH Fw (300 nmolL), 5°-
GTGCGGCTGCTGTCAACAT-3: and TeGAPDH Rv (300 nmell), 5°-
AAAGACATGCCCGTCAGCTT- 3°. The conditions for the RT-qPCR were as
tollows: 95°C for 10 minutes. followed by 40 cyeles at 95°C for 15 seconds and 62°C
for 1 minute. To monitor the primers specificity. melting curves were performed after
cach experiment. resulting in a single peak. Reactions were performed in duplicates
using 2 uL of ¢cDNA template. in a total volume of 20 puL. The relative quantitative
measurement of target gene levels was performed using the AACt method [14]. As
endogenous housekeeping control genes. T. cruzi Calmoduline and GAPDH genes were
used. PCR assays were tripled, and data were pooled.

Statistical analysis
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All experiments were performed at least in biological triplicates and
experimental duplicates. Data are expressed as arithmetic mean + Standard Deviation.
Student’s t test or Mann-Whitney Rank-Sum test were adopted to analyze the statistical
significance of the apparent differences. All statistical tests were performed with
SigmaPlot for Windows Version 12 (Systat Software). Differences were considered
statistically significant when p<<0.05.

Results and discussion

There are several evidences that NTPDases are related to virulence and
infectivity i protozoan parasites [15-21]. Nevertheless, most of the studies reported
ecto-NTPDase enzymatic activities in intact parasites or plasma membrane fractions.
Taking into account that plasma membranes share distinet ecto-nucleotidase activities.
there 1s a lack of information regarding the specific contribution of each enzyme on
these processes. Recently. Mariotini-Moura et al. (2013) [22] performed heterologous
expression, purification and molecular characterization of TeNTPDase-1. By using
specific polyclonal antibodies. they confirmed the presence of TeNTPDase-1 not only
on the surface of I. cruzi, but also in the kinetoplast, nucleus, intracellular vesicles.
tflagellum and flagellum insertion region. The two latter localizations suggest that the
enzyme may have a role on nutrient acquisition. It was also shown that the treatment of
the parasite with anti-TeNTPDase-1 antibody decreases adhesion of T. cruzi to Vero
cells. corroborating the importance of this enzyme to parasite-vertebrate host
interaction.

Therefore. we used a gene expression quantification approach to evaluate the
specific contribution of TeNTPDase-1 to parasite virulence. infectivity and adaptation
to heat shock. To evaluate gene expression of TeNTPDase-1 between distinet T. cruzi
isolates. we selected representative stramns or clones isolated from mammalian or
invertebrate hosts. belonging from Tel to TeVI (Table 1). The TeNTPDase-1 mRNA
levels were quantified in comparison to avirulent Cl-14 T. eruzi clone (TeVI). The
expression of TeNTPDase-1 was 7.241.5 times higher for the Dm28¢ clone (Te I). than
all other 1solates. which showed similar low expression levels, like the avirulent CI-14
clone (Fig. 1A). To mnvestigate if the increase m TeNTPDase-1 mBRNA levels would
result in higher ecto-nucleotidase activities. the ecto-ATPase and ecto-ADPase activities
were estimated in intact epimastigotes (Figure 1B). Smmilar to mRNA levels, the ecto-
ATPase and ecto-ADPase activities, respectively, were about 2.3 and 1.8 times higher
tor the Dm28c¢ clone than the avirulent Cl-14 clone. The significant increase in both
mBRNA and ecto-NTPDase activity levels suggests the positive modulation of
TeNTPDase-1 expression in epimastigotes from Dm28c¢ clone occurred both at gene
and protem levels. To exclude the possibility that the existence of polymorphisms at the
TcNTPDase-1 gene could affect the gene expression analysis between these samples.
PCR products for the TeNTPDase-1 were sequenced. The DNA alignment mdicated a
higher identity (98.2%) between them (Fig. 1C). Comparison between epimastigotes
forms of the distinct strain/clones suggested that the higher Dm28¢c TeNTPDase-1
expression could be associated to the parasite interaction with the invertebrate host. but
other experiments should be performed for better evaluation. In fact, Dm28c is a T.
cruzi clone with an elevated rate of colonization of the Rhodnius prolixus intestine.
although it presents low virulence to the vertebrate host.

To investigate TeNTPDase-1 expression in infective parasite forms, we obtained
cell-derived trypomastigotes and amastigotes, through the infection of Vero cells with
bloodstream-derived trypomastigotes (Y strain). TeNTPDase-1 mRNA levels (Fig. 2A)
and ecto-NTPDase activities (Fig. 2B) were estimated and compared between evolutive
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forms. A remarkable increase in the TeNTPDase-1 mRNA levels related to
trypomastigote and amastigote forms was observed (22.5£5.6 and 16.313.8 times higher
than epimastigotes. respectively). The ecto-ATPase and ecto-ADPase activities were
also significantly higher in trypomastigotes and amastigotes. The ectoATPase was 2.9
and 2.8 times higher and the ecto-ADPase was 3.0 and 3.4 times higher m
tripomastigotes and amastigotes, respectively. when compared to the non-infective
epimastigote form. Accordingly, we observed a sumultaneous mmcrease i mRNA and
ecto-NTPDase activities in infectant forms of 7. ecruzi. suggesting the positive
modulation of TeNTPDase-1 expression both at gene and protein levels. It corroborates
with previous data obtained by Meyer-Fernandes et al,, 2004 [20]. which described
increased Mg” -dependent ecto-ATPase activities in trypomastigote and amastigote
forms. The positive modulation of TeNTPDase-1 expression corroborates with the
hypothesis that this enzyme plays an important role on T. eruzi infectivity.

During 1its lhife eyele. T. cruzi 1s exposed to different environments and
temperatures between insect and mammalian hosts (28 and 37 °C. respectively). Parasite
exposition to 37 °C mduces an overexpression of various proteins. including heat shock
proteins, which may be important to parasite invasion and proliferation [23. 24].
Therefore. in order to evaluate the TcNTPDase-1 expression levels during cellular
growth and in response to heat shock. epimatigotes (Y strain) were cultivated for 7 days
at 28°C and 37 °C (Fig. 3A). At 28°C. we observed a slight but significant increase at
TeNTPDase-1 mRNA level by the sixth and seventh days after the inoculum (3.7+1.1
and 4.4+0.8 times higher than day 1. respectively). In contrast. at 37°C. the expression
was 17.743.1 times higher, at the seventh day after the inoculum, suggesting that heat
shock and long-term cultivation could increase TeNTPDase-1 gene expression (Fig.
3B). Similar data were observed for the protozoan parasite Trichomonas vaginalis by
Frasson er al. (2012) [25]. These authors described the higher NTPDase expression
levels in parasites cultivated i a limited serum supplementation condition. particularly
tor the clinical isolate. In conjunction. our results suggest the role of TeNTPDase-1 on
T. eruzi infectivity and adjustment to stress conditions such as nutrients starvation and
heat shock. Due to its importance for T. cruzi. TeNTPDase-1 should be mnvestigated 1n
tuture studies as a candidate target for Chagas Disease chemotherapy.
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Tables

Table 1. Identification and classification of I. cruzi strains/clones used in this work.
Strain/ Clone DTUs Origin Host

Dm28c T cruzil Carabobo, Venezuela Didelphis marsupialis

Y T cruzi O Sdo Paulo, Brazil Homo sapiens

3663 T cruzi D Amazonas, Brazil Fanstrongylus geniculatus
4167 T. cruzi IV Amazonas, Brazil Rhodnius brethesi

LLO014 Tcruzi V Chaco, Argentina Homo sapiens

CL-14 T. cruzi VI Rio Grande do Sul, Brazil ~ Triatoma infestans

DTU: Discrete Typing Unit.

Figure Legends

Figure 1. TcNTPDase-1 expression in epimastigote forms from distinet I. cruzi
isolates. A. TeNTPDase-1 mRNA levels estimated by RT-qPCR. The relative
quantification by AACt method was performed using the avirulent Cl-14 clone as
calibrator. *p<0.05. B. Ecto-ATPase and ecto-ADPase activities between distinct T.
cruzi strain/clones. The ecto-nucleotidase activities were estimated in T. ecruzi
epimastigotes, using 5 mM ATP or ADP as substrate. *, # p<0.05 (versus Cl-14 clone).
C. Alignment of DNA sequence from PCR products for the TeNTPDase-1. The
asterisks indicate identity between the nucleotides.

Figure 2, TeNTPDase-1 expression in infective and non-infective forms of T. cruzi.
A, TcNTPDase-1 mRNA levels in epimastigotes, amastigotes and trypomastigotes,
estimated by RT-qPCR. The relative quantification by AACt method was performed
using the epimastigote form as calibrator . *p<<0.05. B. Ecto-ATPase and ecto-ADPase
activities in distinct evolutive forms. The ecto-nucleotidase activities were estimated
in epimastigotes, amastigotes and trypomastigotes, using 5 mM ATP or ADP as
substrate.*, #p<0.05 (versus epimastigotes).

Figure 3. TcNTPDase-1 gene expression during epimastigote /n vifre cultivation
and induced by heat-shock. A. Growth curve of T. cruzi epimastigotes, in BHI
medium, at different temperatures. (@) 28°C. (O) 37°C. B. TeNTPDase-1 mRNA
levels during T. cruzi growth curve. The relative quantification by AACt method was

performed using epimastigotes (Y strain) from the first day of cultivation as calibrator.
(@) 28°C. (O) 37°C. *p=<0.001 (versus day 1).
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Supplementary Figure Legend

Figure S1. Standardization of Real-Time RT-qPCR for the I, cruzi ecto-NTPDase
I gene expression analysis. A. Representative amplification curves for the
TeNTPDase-1, GAPDH and Calmoduline targets. B. Representative melting curves for
the TeNTPDase-1, GAPDH and Calmoduline targets. C. Validation of the AACt method
for GAPDH and Calmoduline as housekeeping genes. Slopes: 0.1 (TeNTPDase-1-
GAPDH) and -0.06 (TeNTPDase-1-Calmoduline).
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5 DISCUSSAO

Diversos sao os trabalhos publicados evidenciando a participagcdo das
NTPDases nos processos de infectividade, viruléncia e sobrevivéncia de alguns
protozoarios parasitas (NAKKAR et al., 1998; DE JESUS et al., 2002; BERREDO-
PINHO et al., 2001; DE SOUZA et al., 2010; ENNES-VIDAL et al., 2011; MEYER-
FERNANDES et al., 2004; SANTOS et al., 2009). No entanto, até o presente
momento, a maioria destes estudos apenas apresentaram dados com relacdo a
atividades enzimaticas (ecto-ATPasicas e ecto-ADP4asicas) em parasitas intactos ou
em fracbes de membrana plasmatica; sendo assim, estudos visando uma
contribuicAo mais especifica destas enzimas nestes processos necessitam ser
realizados.

Portanto, no presente trabalho, em uma primeira abordagem, foi realizada a
padronizacdo de um ensaio de PCR em Tempo Real, utilizando-se trés diferentes
alvos: TcNTPDase-1 (Alvo principal), Calmodulina e GAPDH (Alvos enddgenos),
com a finalidade de se avaliar especificamente a expressdo do gene da enzima
TcNTPDase-1 de Trypanosoma cruzi em suas diferentes cepas/clones de diferentes
DTUs (Tcl - TcVI) - comparando isolados virulentos e avirulentos-; em seus
diferentes estagios evolutivos (epimastigotas, amastigota e tripomastigota) e; nas
diferentes etapas de seu ciclo bioldgico (temperatura de seus hospedeiros
invertebrado - 28°C- e vertebrado - 37°C-).

Uma vez alcancadas as condi¢des ideais para a RT-PCR em Tempo Real,
melhor combinacdo de concentracdo para cada um dos oligonucleotideos utilizados
e a temperatura de anelamento ideal para os nossos experimentos, foram iniciados
0s procedimentos para obtencdo de nossas amostras de interesse, as quais foram
guantificadas e avaliadas por espectrofotometria e convertidas a cDNA, por reacao
de transcriptase reversa. Estes cDNAs foram entdo submetidos a RT-PCR em
Tempo Real, para andlise da expressdo génica. Como ndo foram observadas
diferencas significativas entre as eficiéncias dos diferentes alvos estudados,
guantificamos nossas amostras pelo método do Ct comparativo (AACt).

A fim de avaliar se os alvos selecionados para normalizagdo dos nossos
ensaios de RT-PCR apresentariam expressao constitutiva entre as diferentes cepas
e formas evolutivas de T.cruzi testadas, avaliamos os valores de CTs obtidos para
as diferentes amostras, para cada um dos alvos citados. Nao foram observadas
grandes diferencas nos valores de Ct para os alvos Calmodulina e GAPDH entre as
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diferentes amostras testadas (cepas/clones e formas evolutivas), mostrando que
estes alvos seriam bons candidatos para normalizagcdo dos nossos ensaios de RT-
PCR, pois apresentavam valores de score (0,379 e 0,549, respectivamente,
analisados pelo software ExpressionSuite — Applied Biosystems) bem proximos de
zero, 0 que significa que as variacbes de Ct entre as amostras e entre os alvos
candidatos & genes constitutivos foram minimas.

Apls a padronizacdo dos nossos ensaios de RT-PCR e definicdo dos
normalizadores a serem utilizados neste projeto, iniciamos Nossos experimentos de
expressdo génica entre as distintas cepas/clones do T.cruzi e observamos
diferencas significativas na expressdo do gene TcNTPDase-1 entre as diferentes
subpopulacdes estudadas, onde epimastigotas da cepa Y (T.cruzi Il), 3663 (T.cruzi
), 4167 (T.cruzi IV) e LLO14 (T.cruzi V) apresentaram niveis de expressédo do gene
da TcNTPDase-1 muito similares a do clone CL-14 (T.cruzi VI), avirulento, o qual foi
utilizado como calibrador. Por outro lado, o clone Dm28c (T.cruzi 1) expressou
7,2+1,5 vezes mais 0 gene desta enzima quando comparado ao clone CL-14
(Grafico 1). Este resultado nos motiva a investigar comparativamente a interacao
entre 0s epimastigotas destes diferentes isolados com o hospedeiro invertebrado,
uma vez que a o clone Dm28c, justamente o0 que apresenta uma maior expressao da
TcNTPDase-1, € um dos melhores modelos descritos de interagdo com 0s insetos
triatomineos. Talvez a TcNTPDase-1 possa ter um papel muito importante nesta
interacdo. Porém, outros experimentos necessitam ser realizados para uma melhor
avaliacdo. De fato, trabalhos realizados (MELLO et al., 1996) mostraram que o clone
Dm28c de T.cruzi apresenta uma elevada taxa de colonizacdo no intestino de
Rhodnius prolixus, apesar de possuir uma baixa viruléncia no hospedeiro
vertebrado.

A fim de identificar se 0 aumento nos niveis de mRNA resultaria em um
aumento da atividade ecto-nucleotidasica, as atividades ecto-ATPasica e ecto-
ADPasica foram avaliadas nas formas epimastigotas de T.cruzi (Grafico 4). Similar
aos niveis de mRNA observados, as atividades ecto-ATPasica e ecto-ADPasica,
respectivamente, foram 2,3 e 1,8 vezes maiores no clone Dm28c, quando
comparado ao clone CL-14 (avirulento). Este aumento significativo tanto no mRNA
quanto na atividade da enzima ecto-NTPDase, sugere que ha uma modulacdo
positiva na expressdo da TcNTPDase-1, nos epimastigotas do clone Dm28c, tanto
no gene como em nivel de proteina. Além disso, os dados aqui obtidos estdo de

acordo com estudos ja publicados na literatura, que mostraram que cepas de T.cruzi
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pertencentes a diferentes subpopulacdes exibem variacées em suas atividades ecto-
nucleotidasicas, podendo estar relacionadas a viruléncia destes parasitos (GIAROLA
et al., 2013).

Buscando excluir a possibilidade de que a existéncia de polimorfismos entre
as diferentes cepas/clones poderiam estar afetando nossas analises de expressao
génica, os produtos da PCR para o alvo TcNTPDase-1 foram sequenciados. O
alinhamento do DNA indicou uma identidade de 98,2% entre as diferentes
subpopulacdes estudadas (Figura 5). Esta porcentagem se deve a presenca apenas
de 2 polimorfismos encontrados, o primeiro ocorrendo em uma posicdo de 1
nucleotideo anterior ao sitio de ligacdo do iniciador anti-senso (na cepa 3663 e no
clone CL-14) e o segundo ocorrendo no final da sequéncia alvo (apenas na cepa
4167). Comparando os niveis de expressdo da TcNTPDase-1 entre as diferentes
cepas/clones e a existéncia dos polimorfismos, observamos que eles nao
influenciaram na ligacéo dos oligonucleotideos, de modo a confirmar as diferengas
observadas na expressdo do gene da TcNTPDase-1 entre as diferentes cepas/
clones.

Para investigar a expressdo da TcNTPDase-1 nas diferentes formas
evolutivas do parasita, foram realizados ensaios de infeccao in vitro (cepa Y), para
obtencado das formas tripomastigotas e amastigotas. Os niveis de mMRNA (Grafico 2)
e de atividade enzimatica (Grafico 5) foram estimados e comparados entre as
diferentes formas evolutivas. Observamos um elevado aumento da expressédo da
TcNTPDase-1 nas formas tripomastigotas e amastigotas (22,5+5,6 e 16,3+3,8 vezes
maior que a forma epimastigotas, respectivamente). As atividades ecto-ATPasicas e
ecto-ADPasicas foram também, significativamente maiores nas formas amastigotas
e tripomastigotas. A ecto-ATPasica foi 2,9 e 2,8 enquanto que a ecto-ADPasica foi
3,0, e 34 vezes maiores nas formas tripomastigotas e amastigotas,
respectivamente, quando comparadas com a forma né&o infectante, epimastigota.
Observamos um simultdaneo aumento do mRNA e da atividade ecto-NTPDase nas
diferentes formas evolutivas do T.cruzi, sugerindo novamente uma modulacdo
positiva da expressdo da TcNTPDase-1 tanto no gene como a nivel de proteina.
Esses nossos resultados corroboram com dados prévios obtidos por MEYER-
FERNANDES e cols., 2004, onde foi observado um aumento da atividade ecto-
ATPéasica, dependente de Mg?*, nas formas tripomastigotas e amastigotas. Essa
modulagdo positiva da expressao da TcNTPDase-1 corrobora com a hipotese de

gue esta enzima apresente um importante papel na infectividade do T.cruzi. Estudos
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feitos por BISAGGIO e cols. em 2003 mostraram que parasitas tratados com
inibidores da atividade ecto-ATPase (Suramina e DIDS) apresentavam uma
diminuicdo da atividade ATPase, adesdo e internalizacdo de macréfagos nas
infec¢des in vitro. Outro estudo de acordo com esta hip6tese foi realizado pelo grupo
de SANTOS e cols. em 2009, mostrando que a alta taxa de hidrélise de ecto-
ATP/ADP é importante para manter a capacidade dos parasitas em infectar células
VERO e que a inibicdo da ecto-NTPDase modula a infectividade e viruléncia em
camundongos, sugerindo mais uma vez que a NTPDase € um facilitador da infeccéao
para o T.cruzi.

Durante o ciclo de vida, T.cruzi € exposto a diferentes ambientes e
temperaturas que sao encontrados em seus hospedeiros invertebrados e
vertebrados (28°C e 37°C, respectivamente). Alguns estudos publicados ja
descreveram que parasitas, quando expostos a temperatura de 37°C
superexpressam varias proteinas, incluindo as proteinas de choque térmico, as
quais podem ser importantes para o processo de proliferagéo e invasao do parasita
(LAWRENCE & ROBERT-GERO, 1985; ALCINA et al., 1988; ALCINA & FRESNO,
1988; RODRIGUES et al.,, 2010). Sendo assim, a fim de avaliar os niveis de
expressdo da TcNTPDase-1 durante o cultivo celular e em resposta ao choque
térmico, epimastigotas da cepa Y foram cultivadas durante 7 dias a 28°C e 37°C
(Gréafico 3 — Letra A). Observamos um pequeno, porém significante, aumento dos
niveis de MRNA da TcNTPDase-1 a 28°C, no sexto e sétimo dia de cultivo ap6s o
in6culo (3,7t1,1 e 4,4+0,8 vezes maior que no primeiro dia de cultivo,
respectivamente). Por outro lado, quando a 37°C, a expressédo da TcNTPDase-1 foi
17,7+3,1 vezes maior, no sétimo dia apds o indculo, sugerindo que o choque-térmico
e o longo periodo de cultivo pode aumentar a expressdo do gene da TcNTPDase-1
(Gréafico 3 — B). Estes resultados aqui apresentados sugerem que a temperatura a
37°C pode apresentar um efeito modulador positivo para a atividade ecto-
NTPDA&sica, ou seja, a temperatura de 37°C (temperatura do hospedeiro mamifero)
pode funcionar como um indicativo para o parasita, de que este estd dentro do
hospedeiro vertebrado e precisa invadir suas ceélulas para escapar assim da
resposta imunolégica deste e consequentemente se manter vivo. Uma outra
hipétese que este resultado nos sugere esta ligada ao fato desta enzima possuir um
papel importante na aquisicdo de purinas, visto que os tripanossomatideos néo
apresentam via de sintese de novo de purinas (COHN & GOTTLIEB, 1997); como

durante o longo periodo de cultivo, 0os nutrientes vao se tornando escassos no meio
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de cultura, ocasionando um estresse nutricional para os parasitos, sugerimos entao
gue estes possam aumentar a expressdao do gene desta enzima para captar 0s
resquicios de nutrientes ainda existentes no meio de cultura, para poder assim se
manter e multiplicar. Dados similares foram observados para o0 protozoario parasita
Trichomonas vaginalis por FRASSON e cols. 2012, onde os autores descreveram
um aumento no nivel da expressao da NTPDase em parasitas cultivados em uma
condi¢do de suplementacao de soro limitado. Por outro lado, foi observado por DE
SOUZA e cols., 2010 que quando promastigotas metaciclicos de L.amazonensis,
eram cultivados na presenca de adenosina, estes apresentavam uma diminuicdo na
atividade da TcNTPDase-1 e, consequentemente uma diminuicdo na hidrélise de
nucleotideos extracelulares. Estes resultados também foram previamente
observados por BERREDO-PINHO e cols., 2001, onde parasitos cultivados na
presenca de adenosina apresentavam uma diminui¢do de sua atividade ATPasica.

Um dado recente observado por MARIOTINI-MOURA e cols. em 2013, onde
através de expressdo heter6loga, purificacdo e caracterizacdo molecular da
TcNTPDase-1, utilizando anticorpos policlonais especificos, foi confirmada a
presenca da enzima TcNTPDase-1 na superficie do T.cruzi, na regido do
cinetoplasto, nucleo, vesiculas intracelulares, no flagelo e na regidao de insercéo
flagelar. As duas Ultimas localizagbes sugerem mais uma vez que esta enzima
possa ter um papel importante na aquisicdo de nutrientes. Sendo assim, sugerimos
gue o aumento da disponibilidade de adenosina no meio de cultura possa contribuir
para uma diminuicdo da atividade enzimatica, por outro lado, a escassez dos
nutrientes ocasiona um efeito reverso porém, mais estudos necessitam ser
realizados para confirmacéo destes dados.

A compreensdao do papel das ecto-NTPDases em parasitos ainda possui
muitas lacunas. No entanto, existem fortes evidéncias de que elas estejam
relacionadas aos processos de infectividade e viruléncia dos tripanossomatideos,
sugerindo que estas enzimas possam ser bons alvos para o desenvolvimento de
novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas, uma vez que estas
enzimas sdo encontradas na superficie externa das células dos parasitas (néo
sendo necessario que o farmaco transpasse muitas barreiras para chegar no seu
alvo), estas se mostram implicadas na sobrevivéncia dos parasitos, e sao
amplamente distribuidas entre os diferentes patdgenos eucariotos de humanos, o

gue torna estas enzimas alvos bastante interessantes (SANSOM et al., 2008).
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Neste sentido, com o objetivo de avaliar a identidade e similaridade entra as
NTPDases de humano e de T.cruzi, realizamos um alinhamento comparando a
sequéncia de aminoacidos da CD39 humana (GenBank: NP_001767) com a
TcNTPDase-1 (GenBank: AY540630.1), utilizando 0 BLAST2SEQ

(http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi). Observamos apenas uma identidade de 25%

e similaridades de 41% (positives) entre elas (Figura 9). Sugerindo mais uma vez
que estas enzimas possam ser alvos bastante promissores para a quimioterapia
desta moléstia. Porém, muitos estudos ainda precisam ser realizados buscando a
caracterizacdo de diferencas cruciais entre as NTPDases destes parasitos e as
NTPDase dos mamiferos, com o sentido de que possam ser desenhados farmacos
especificos contra estes parasitos, sem causar grandes efeitos colaterais ao homem,
uma vez que estudos jA vém sendo publicados mostrando diferencas entre o sitio
ativo das NTPDases de mamiferos e dos patdgenos eucariotos de humanos
(IVANENKOQV et al., 2003; MURPHY-PIEDMONTE et al., 2005).
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http://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi

TcNTPDasel MKQSMARSRR LKRPCISLTEF ALLCLFLVTV VYITAYTVGK FSMDARGREK 50
CD39 = —mmmmmmmmm oo oo s o m—m e — 50
TcNTPDasel LDLTDRIIHS MTKREFQECQA QKQLLKNGHT TARMALEIAQ ETKKKLEMEL 100
CD39 mmmmmmmmmm oo oo s o oo 100
TcNTPDasel GLMRNRNTLM LQSVEECKKE LELLKENGRG AVTLALQLDR LTKERQFYMD 150
CD39 —--MRNRNTLM LQSVEECKKE LELLKENGRG AVTLALQLDR LTKERQFYMD 150
KAk A KK A Kh Kk hAkAhkkhkhkhkhk *hkhkhkkhkhArkhkh AhkkAkkdkhkhk kx *hkkkrkkkxk*k
TcNTPDasel AIAVVNGSSD VGRRQTADVE AATIAKEFDEW EDAAQNKTEL LTNCNNAMRR 200
CD39 ATAVVNGSSD VGRRQTADVF AAIAKEFDEW EDAAQNKTEL LTNCNNAMRR 200
KAAhkkhkkhkkhkkhkkhkhkkhkh Kkhkkhkkkhkhkkhkhkkhk dhkkhkhkhkhhkhk dhkhkhkhkhkhkhkhkhk dAhkrkhkrkhkrkxk
ACR1
TcNTPDasel YSIVFDAGST GSRVHVFRYN ----LTSTPH AG-----—-—- —————-———--— 250
CD39 YSIVFDAGST GSRVHVFRMK GTKDLTSQQK ESNVKTFCSK NILAILGEFSS 250
*A Ak Ak hkhkk Kk kkkkkk * K x
TcNTPDasel —-—--———-=-— —————————= —————————— ———————— NF SWNGTRPSLT 300
CD39 IIAVIALLAV GLTQONKALPE NVKYGIVLDA GSSHTSLYIY KWPAEKENDT 300
* *
TcNTPDasel SFLRLDDELF VENYEPLSGL ANPNDAVASL SPLIEAAKAY IPESLHACVP 350
CD39 GVVHQVEECR VKGPGISKFV QKVNEIGIYL TDCMERAREV IPRSQHQETP 350
* * * * * X% ** x  x *
ACR2
TcNTPDasel IEMKATAGLR RIGREHAEAV LDVVRRLFAR GPFWMQSELD SVRILEGWEE 400
CD39 VYLGATAGMR -LLRMESEEL ADRVLDVVER SLSNYPFDFQ GARIITGQEE 400
K’k Kk ko ok * * * K% * * * * ok k
ACR3 ACR4
TcNTPDasel GPLAWLTVNY LLGALNG--- —————-——-—-—-— DKNTATILDL GGGSTQIVMH 450
CD39 GAYGWITINY LLGKFSQKTR WFSIVPYETN NQETFGALDL GGASTQVTFV 450
* * ok kk kk % * *kk  kk kkk
TcNTPDasel PSDPKAIEAY AEFSYALKVN GRSFVVYQHS YEGNGLHAAK EQLLQAVAAN 500
CD39 PON--QTIES PDNALQFRLY GKDYNVYTHS FLCYGK---D QALWQKLAKD 500
* * * Kk kK * * % *
TcNTPDasel NTGANSKVQE ANKIATGTEA TPGASADVAV DAFPCFPKGY VHTETGISNT 550
CD39 IQVASNEILR DPCFHPGYKK VVNVSDLYKT PCTKRFEMTL PFQQFEIQGI 550
* * * * *
TcNTPDasel RDGGKVPSME ECSALFRRHV VRKHQPCVSN SCGENGVFQP DISAVPMVPV 600
CD39 GN--YQQCHQ SILELFN--- ---TSYCPYS QCAFNGIFLP PLQGD-FGAF 600
* k * * kkk ok ok
TcNTPDasel YAFSFYYDRL KPYIKDEVIR VQDVLDIASQ VCRSMKSVRE LLEQNDTKKN 650
CD39 SAFYFVMKFL N--LTSEKVS QEKVTEMMKK FC----- AQP WEEIKTSYAG 650
* K K * * * * *
ACR5
TcNTPDasel KGSLKPEMEC FELSYLFTLL RYGFGFPPE- —-QKLHIAKKI NGFETAWALG 700
CD39 VKEKYLSEYC FSGTYILSLL LQGYHFTADS WEHIHFIGKI QGSDAGWTLG 700
*x % * * % * * * * % * * k%
TcNTPDasel ASLVSLEGQS A-——————== —————————= —————————— - 750
CD39 YMLNLTNMIP AEQPLSTPLS HSTYVFLMVL FSLVLFTVAI IGLLIFHKPS 750
* *
TcNTPDasel ---—---- 757
CD39 YEWKDMV 757

Figura 9 — Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da CD39 humana com a TcNTPDase-1.
As regifes em cinza destacam as ACRs (Regifes Conservadas de Apirase) e os asteriscos indicam a
identidade entre as sequéncias. CD39 Humana (GenBank: NP_001767) / TcNTPDase-1 (GenBank:
AY540630.1)
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6 CONCLUSOES

* Observamos que as diferentes subpopulagbes do T.cruzi (Tcl - TcVI) e suas
diferentes formas evolutivas apresentaram uma modulacdo diferenciada na
expressao do gene da enzima TcNTPDase-1. Notamos que o clone Dm28c (T.cruzi
I) foi 0 que apresentou maior expressao do gene TcNTPDase-1, quando comparado
as demais cepas/clones Y (T.cruzi Il), 3663 (T.cruzi lll), 4167 (T.cruzi VI) e LLO14
(T.cruzi V), as quais expressaram 0s mesmos niveis do gene da TcNTPDase-1 que
o clone CL-14 (T.cruzi VI), avirulento. Com relacao as diferentes formas evolutivas,
notamos que as formas infectantes (tripomastigota e amastigota) apresentaram
maior expressao do gene TcNTPDase-1 que a forma epimastigota, ndo infectante,

sugerindo a participacdo desta enzima na infectividade do parasito.

* Os resultados de atividade enzimatica corroboraram com os dados de expresséo
génica, onde dentre as diferentes cepas/clones estudadas, o clone Dm28c foi o que
apresentou uma maior atividade ecto-NTPD&sica. E, dentre as diferentes formas
evolutivas, as formas infectantes amastigota e tripomastigotas foram as que

apresentaram uma maior atividade ecto-NTPD4ésica.

* A expressao do gene da TcNTPDase-1 aumentou durante a curva de crescimento
de epimastigotas do T.cruzi a 28°C e 37°C. No entanto, esse aumento foi mais
pronunciado a 37°C, o que sugere uma modulacao positiva da expressado do gene,
em resposta ao estresse induzido por choque térmico e caréncia nutricional, por

longo periodo de cultivo.
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7/ PERSPECTIVAS

e Avaliar o a papel da TcNTPDase-1 nos processos de infectividade e viruléncia de

Trypanosoma cruzi, em modelos in vitro e in vivo.

e Realizar experimentos de citometria de fluxo e imunoblotting, utilizando um
anticorpo especifico para a NTPDase-1 de Trypanosoma cruzi, a fim de avaliar a
modulagéo da expressdo do gene TcNTPDase-1 em nivel de proteina, corroborando
com os dados de atividade ecto-NTPDasica.

e Producédo de uma cepa Dm28c recombinante de T.cruzi, nocaute para o gene da
TcNTPDase-1. Avaliar o efeito do nocaute ou bloqueio da TcNTPDase-1 na
infectividade do parasita, na interagdo in vivo e ex vivo do parasita com o intestino
de seu hospedeiro invertebrado e na viruléncia do parasito, através de infeccdes
experimentais em camundongos, avaliando mortalidade, parasitemia e parasitismo
nos diferentes tecidos e resposta imune dos camundongos. Alternativamente,
realizar o bloqueio da enzima TcNTPDase-1, utilizando inibidores da atividade ecto-
ATPasica, ja descritos na literatura (CrATP, DIDS e Suramina) ou com anticorpos
anti-NTPDase.
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