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RESUMO

A doenca de Chagas é uma doenga tropical negligenciada que atinge principalmente a
América Latina. Trypanosoma cruzi, agente etioldgico desta enfermidade, é largamente
distribuido no continente americano e apresenta uma grande variabilidade fenotipica e
genotipica em suas cepas. Os fatores que determinam as diferentes formas clinicas da
doenca, assim como as razdes pela qual uma cepa apresenta tropismo diferenciado nédo
estdo claros. De forma semelhante, a correlacdo entre a variabilidade genética do
parasito, sua relacdo com o desenvolvimento clinico da doenca, assim como sua
distribuicdo geografica também ndo estd bem estabelecida. Estas observacoes
associadas com a variabilidade na resposta ao tratamento conduzem ao fato de que este
cenario complexo, possivelmente, ser4d mais bem entendido quando houver uma
completa caracterizacdo do parasito e o entendimento da relacéo parasito-hospedeiro na
doengca de Chagas. Desta forma, com o objetivo de estudar esta diversidade,
caracterizacdes de populacdes deste parasito tém sido realizadas através de técnicas
bioldgicas, bioquimicas e moleculares tentando associar determinado grupo de parasito
a um determinado perfil epidemiologico. Neste estudo, foram utilizados pardmetros
moleculares e bioquimicos para caracterizacdo de amostras de T.cruzi isolados silvestres
de Triatoma vitticeps do municipio de Santa Maria Madalena (Rio de Janeiro) e cepas
da Amazbnia (Manaus e Barcelos). Estudos baseados no perfil eletroforético de
isoenzimas, propuseram que o T.cruzi fosse classificado em 3 zimodemas (ZI, ZII e
ZI11). Posteriormente, atraves de diversas técnicas de biologia molecular,classificou-se
as cepas em duas grandes linhagens filogenéticas: T.cruzi | (que se correlaciona ao ZI) e
T.cruzi Il (que se correlaciona ao ZII). Dados ecolégicos e moleculares sugerem que as
cepas pertencentes ao ZIII estejam mais relacionadas a T. cruzi | do que T. cruzi Il, mas
na realidade a posi¢do de ZIIl permanece controversa. A diversidade encontrada entre
os isolados, bem como entre estes e cepas ja estabelecidas nos leva a indagacdes sobre
as moléculas de superficie destas populagdes e de que forma estas poderiam influenciar
na interacdo parasito-hospedeiro. Este trabalho tem como objetivo principal definir o
mapa de proteinas sollveis das cepas e isolados pertencentes ao ZIII ressaltando as
diferencas existentes. Desta forma, buscamos analisar as os mapas proteicos, perfil de
proteases e estudar a expressdo de glicoproteinas de superficie (Gp 82, Gp 35/50, Gp
90) destes isolados de T. cruzi (ZIIl) (epimastigota e tripomastigota) obtidos de
triatomineos silvestres. Para isto foram utilizadas as técnicas de eletroforese
bidimensional e espectrometria de massa. Foi feita a padronizacdo de protocolos para a
obtencdo de extratos protéicos das formas epimastigotas e da separacdo das proteinas
por eletroforese bidimensional. Os ensaios realizados na faixa de pH 3-10, revelaram
uma grande diversidade de spots. Entretanto, quando a faixa de pH foi diminuida (4-7)
houve um aumento no nimero de spots revelados. Uma diversidade consideravel na
expressdo de proteina bem como na intensidade de varios spots também foi observada
entre as cepas e isolados estudadas. Experimentos de western blot e citometria de fluxo
mostraram uma expressdo diferencial das gps nos diferentes isolados. Esses resultados
contribuem para o conhecimento e registro do perfil de alguns isolados silvestres de T.
cruzi em regides ainda ndo acometidas pela doenga. Nossos resultados apontaram uma
heterogeneidade destes isolados de T. cruzi relacionados a biologia e expressao
diferencial de enzimas de superficie.



ABSTRACT

Chagas disease is a neglected tropical disease which affects mainly Latin America.
Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas disease, is widely distributed in the
American continent. The factors that determine the different clinical forms of the
disease, as well as the reasons why one strain shows differential tropism are not clear.
Similarly, the correlation between the genetic variability of the parasite, its relationship
with the clinical development of the disease, as well as their geographical distribution is
also not well established. Genetical studies are important to clarify the intra-specific
heterogeneity of the parasite, the study of the biological behavior and the host-parasite
relationships could clarify the importance of different strains, in the determination of
clinico-pathological manifestations of Chagas' disease. These observations associated
with the variability in response to treatment leads to the fact that this complex scenario
possibly be better understood when there is a complete characterization of the parasite
and the understanding of host-parasite relationship in Chagas disease. Thus, aiming to
study aim of studying this diversity characterizations of populations of this parasite
have been done by biological, biochemical and molecular techniques trying to associate
certain group of a given parasite epidemiology. In this study, molecular and
biochemical parameters for the characterization of T. cruzi isolated from Triatoma
vitticeps municipality of Santa Maria Madalena (Rio de Janeiro) and strains of the
Amazon (Manaus and Barcelos) were used. Studies based on enzyme electrophoresis
profile clustered T.cruzi isolates into 3 zymodemes (ZI, ZIl and ZIIl). Molecular
techniques showed a dimorphism among the isolates, grouping them into T.cruzi |
(related to ZI) and T.cruzi 11 (related to ZII). Ecological and molecular data suggest that
ZI111 strains are more related to T. cruzi | than T. cruzi 1, but their exact phylogeny is an
unresolved issue. This work aims to define the map of soluble proteins of strains and
isolates belonging to ZIII highlighting the differences. The diversity found among
isolates, as well as between them and established strains leads to questions about the
surface molecules of these populations and how these could influence the host-parasite
interaction. Thus, we seek to analyze the protein maps, profile of proteases and study
the expression of surface glycoproteins (Gp 82, Gp 35/50, Gp 90) of these isolates of T.
cruzi (ZIIl) (epimastigote and trypomastigote) obtained from silvatic triatomines. To
this end the techniques of two-dimensional electrophoresis and mass spectrometry were
used. The present work describes the standardization of a protocol in order to obtain
reproducible extraction and separation of soluble proteins using two dimensional gel
electrophoresis from different ZIIl strains. The experiments carried out in pH 3-10,
revealed a great diversity of spots . Further separation using a narrow pH range (4-7)
showed an increase in number of spots. A considerable diversity in protein expression
as well as the intensity of various spots was also observed between the strains and
isolates studied. Experiments western blot and flow cytometry showed a differential
expression of the different GPS isolated. These results contribute to the knowledge and
record of some wild isolates of T. cruzi in areas not yet affected by the disease profile.
Our results showed a heterogeneity of isolates of T. cruzi biology and related
differential expression of enzymes surface.
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INTRODUCAO

1- INTRODUCAO

1.1 -Doenca de Chagas

A histdria natural da doenca de Chagas iniciou hd milhGes de anos como uma doenca
enzooltica de animais silvestres. Quando o homem aventurou-se nos ecotopos naturais, a
doenca comegou a ser transmitida acidentalmente ao homem como uma antropozoonose.
Como resultado do desmatamento provocado pela expansdo da agricultura e agropecuaria, a
doenga de Chagas tornou-se endémica com a adaptacdo de insetos silvestres ao ambiente
domeéstico, na procura de nova fonte alimentar.

Trypanosoma cruzi (Chagas, 1909), € um protozoario autoctone do Continente
Americano, causador de uma das mais importantes infeccdes parasitarias na América Latina
devido ao seu impacto em termos econdmicos e de salde publica (Dias et al., 2002). Sua
distribuicdo geogréafica compreende 21 paises desde o sul dos Estados Unidos até a latitude
43°S no sul da Argentina e Chile (WHO, 1991, 2002). O protozoario T.cruzi, seus
reservatorios mamiferos e os insetos vetores, os triatomineos, existem na natureza ha milhdes
de anos. O gamb4, um dos reservatdrios silvestres mais importantes, desempenha um papel
relevante na epidemiologia da doenca de Chagas, uma vez que este marsupial circula no
ambiente silvestre, peridoméstico e doméstico em busca de alimento. Ao mesmo tempo, cédes
e gatos podem invadir o ambiente silvestre para cacar, adquirindo a infeccdo e trazendo-a
também para o peridomicilio e domicilio. A adaptacdo dos triatomineos as moradias
certamente é o fator preponderante para o estabelecimento da infeccdo humana (Zingales
2011).

A infeccdo humana pelo T. cruzi na América Latina data de 9.000 a.C., conforme
demonstrado por Afderheide et al. (2004), a partir de estudos realizados em mumias da
regido dos Andes. A passagem do parasito do ciclo enzootico para o ciclo doméstico
possivelmente foi um processo progressivo, no qual algumas espécies de triatomineos foram
capazes de se adaptar as novas condigdes ecoldgicas e estabelecer um novo ciclo de
transmissdo. Os triatomineos sdo conhecidos desde o século XVI, porém acredita-se que sua
adaptacdo aos domicilios é mais recente (Lent & Wygodzinsky, 1979). Especula-se que o
desmatamento provocado pelo homem para fins de desenvolvimento agricola nos Gltimos
300 anos tenha sido um processo central para a adaptacdo de triatomineos ao domicilio e peri
domicilio (Aragdo, 1983; Coura, 2007).
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A prevaléncia e a distribuicdo da doenca de Chagas e sua associacdo com a
mortalidade variam em consequéncia do impacto dos programas de controle, da migragéo
rural e das mudancas nas condi¢des socioecondmicas das comunidades de alto risco
(Moncayo e Ortiz Yanise, 2006). A doenca € endémica em 21 paises nas Américas, embora a
migracdo de pessoas infectadas pode levar paises ndo endémicos da América e do Mundo.
Estima-se que cerca de 100 milhdes de pessoas estdo em risco de infeccdo, 8 milhdes
infectado, com 56 mil novos casos por ano para todas as formas de transmissédo, motivando
12 000 mortes por ano (WHO,2013).

Implementado em 1991, o pacto dos paises do Cone Sul (Argentina, Brasil, Bolivia,
Chile, Paraguai e Uruguai) visou a eliminacdo da transmisséo vetorial da doenca de Chagas
nestes paises (Anonymous, 1991). O combate quimico visou ao controle dos vetores
domiciliados e, em especial, ao Triatoma infestans, com resultados altamente positivos
(Silveira et al., 1994; Moncayo, 2003).

A interrupcéo da transmissao da doenca de Chagas, pela via oral e via transfusional,
no Uruguai ocorreu em 1997, no Chile em 1999 e no Brasil em 2006 (WHO, 1998b, 1999,
2000; Schmunis, 2007)

No Brasil, onde o T. infestans, T. brasiliensis e o Panstrongylus megistus eram o0s
principais vetores, a prevaléncia da infec¢do pelo T.cruzi em criangas de sete a 14 anos de
idade caiu 99,8% entre os anos de 1980 e 1999 (Moncayo & Ortiz Yanise, 2006).

O Inquérito Nacional da Soroprevaléncia iniciado em todas as regides do pais e
dirigido ao grupo de faixa etaria entre zero e cinco anos mostrou uma prevaléncia na ordem
de 10°. Uma clara indicacdo que a transmissdo, se ocorre, é somente acidental (Massad,
2007). Com base em dados soro epidemiol6gicos e entomoldgicos o Brasil recebeu, em nove
de junho de 2006, da Organizacdo Pan Americana da Saude (OPAS), o Certificado
Internacional da Eliminacdo da transmissdo da doenca de Chagas por Triatoma infestans
(Massad, 2007).

Este avanco no controle vetorial do T. infestans causou um enorme impacto,
modificando consideravelmente a epidemiologia da doenca, no que diz respeito & sua
incidéncia e forma de transmissdo (Coura et al., 2007). Na ultima década a transmissdo de
T.cruzi através da via oral tem crescido em frequéncia e nimero de casos em varias regides
brasileiras, especialmente na regido norte do pais, onde centenas de casos de doenca de
Chagas aguda tém sido relatados (Pinto et al., 2004; Aguilar et al., 2007). Em Igarapé da
Fortaleza, no Amapa, a secretaria de vigilancia em salde informou a ocorréncia de

transmissao oral da doenca de Chagas em 2004 (Ministério da Saude, 2005). Em 2005, um
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surto de doenca aguda ocorreu na localidade de Navegantes, Santa Catarina, por transmissao
oral, devido a ingestdo de caldo de cana contaminado com T.cruzi (Steindel et al., 2008). No
Ceara, na cidade de Redencdo, ocorreu caso agudo de doengca de Chagas devido a
transmissdo oral, em marco de 2006 (Cavalcanti, 2009). Em Macaubas, Bahia, em maio de
2006, caso agudo devido possivelmente a ingestdo de dgua contaminada com as fezes de T.
sordida infectado ( Dias et al., 2008). Ainda na Bahia, na localidade de Ibipitanga, em
outubro de 2006, ocorreu caso agudo da doenca de Chagas devido a ingestdo de caldo de
cana (Bastos et a., 2010).No Pard , os surtos que ocorrem em 2007 ,com suspeita de
transmissdo oral estdo associados a ingestdo de acai (Barros et al.,2009 ; Ministerio da
Saude,2007). Ano apds ano, novos casos de contaminacdo oral por T. cruzi vem sendo
notificados principalmente na regido norte do Pais. De 2008 a 2012 foram notificados 549
casos (Medeiros et al., 2008; Secretaria de Saude do Tocantis, 2009; Geréncia de
epidemiologia da Fundacéo de vigilancia a Saude/Amazonas, 2010; SESPA, 2011; 2012) ,

Em vérias regides do pais, antes endémicas para o T. infestans, verificou-se que
algumas espécies de triatomineos silvestres, até entdo de importdncia secundaria na
transmissdo do T.cruzi, tém apresentado um comportamento de ocupacdo de ecOtopos
anteriormente ocupados pelo T. infestans, o que pode significar uma expansao geogréafica da
endemia em médio e longo prazo (Silveira e Resende, 1994). Espécies de triatomineos
praticamente desconhecidas podem exercer um papel importante em situacdes particulares,
como foi o caso do Triatoma tibiamaculata no surto da doenca de Chagas aguda em Santa
Catarina ocorrido em 2005 (Steindel et al., 2008).

A transfusdo sanguinea constitui 0 segundo mecanismo de importancia
epidemioldgica na transmissdo da doenca de Chagas (Rohwedder, 1969, Schmunis, 1985).
Outras formas de transmissdo possiveis sdo a transmissdo materno-infantil, por via
transplacentéaria, pelo leite materno e pelo coito (Bittencourt, 1976; Bittencount, 1984;
Bittencourt et al., 1985).

A doenca de Chagas no homem apresenta um curso bastante variado (WHO,2002).
Em virtude desta grande variabilidade clinica e epidemioldgica, tem sido sugerido que
fatores genéticos e imunoldgicos dos pacientes influenciam na evolugdo clinica da doenca.
Por outro lado, acredita-se que caracteristicas genéticas da populacdo de parasitos
envolvidos, também tenham um papel importante no desenvolvimento das formas clinicas
(Macedo & Pena, 1998).

Na transmissdo vetorial do T.cruzi, o ciclo de maior importancia epidemioldgica € o

doméstico, pois perpetua a infeccdo em seres humanos (Garcia et al., 2005). O ciclo
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domeéstico é resultante do contato entre 0 homem e o vetor, envolvendo a colonizacdo de
ecotopos artificiais pelos triatomineos. Normalmente, essa colonizacdo é resultante de
modificagOes sociais e ecoldgicas no meio ambiente, provocadas pelo proprio homem. Neste
ciclo, o parasitismo pode causar importantes danos aos hospedeiros vertebrados, com alto
grau de morbidade e mortalidade nas pessoas infectadas (Dias, 2000).

O ciclo silvestre de T.cruzi envolve a interagdo de vetores e hospedeiros silvestres em
ecotopos naturais do continente americano. No ambito silvestre, tem-se registrado mais de
100 espécies de pequenos mamiferos infectados naturalmente com T.cruzi, uma relacéo
aparentemente muito antiga, que proporciona real equilibrio entre hdspede e hospedeiro, sem
dano para nenhuma espécie (Barreto, 1979). A maior importancia é dada aos reservatorios
capazes de aproximar-se dos seres humanos, especialmente alguns marsupiais (gambas, em
geral) e ratos. Esses animais ndo sO trazem o parasito para o peridomicilio do homem, na
procura de alimento e abrigo, como também ajudam na dispersdo dos triatomineos. Os
animais silvestres citados como reservatérios naturais para T.cruzi sdo: 0S marsupiais
(gambas, marmotas e cuicas), os desdentados (tatus), os roedores (ratos e cobaias silvestres),
0s carnivoros (gatos, cachorros do mato, pequenas raposas etc.), os primatas (varios tipos de
macacos), quiropteros (morcego) e os lagomorfos (coelhos e lebres) (Dias, 2000). Os
marsupiais sdo classicamente considerados como 0s mais importantes reservatorios silvestres
de T.cruzi, sendo os primeiros que podem representar o grupo de ligacdo entre os ciclos

silvestre e doméstico do parasito (Fernandes et al., 1999).

1.2 - Os vetores

Os hospedeiros invertebrados e vetores de T.cruzi sdo insetos pertencentes a Ordem
Hemiptera, subordem Heteroptera, familia Reduviidae, subfamilia Triatominae. Todos o0s
triatomineos sdo obrigatoriamente hematdéfagos (Schofield & Galvdo 2009). A maioria das
espécies ocorre nas Américas, com excecdo do género Linshcosteus na India e de T.
rubrofasciata que esta distribuido em todas as regides tropicais (Schofield & Galvédo 2009,
Noireau & Dujardin 2010). Os principais géneros de importancia medica e veterinaria sao
Triatoma sp ., Rhodnius sp e Panstrongylus sp ( Noireaus et al 2009). Estudos filogenéticos
sugerem que a subfamilia Triatominae evoluiu independentemente nas Ameéricas, apos a
separacdo dos continentes (Schofield 1988, Schofield e Dolling 1993; Schofield, 2001).

S&o insetos ecléticos quanto a fonte de sangue (Costa & Lorenzo 2009), porém

podem apresentar restricdo alimentar ao habitat, vivendo em estreita associagdo com uma
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determinada espécie de hospedeiro, como por exemplo, em copas de palmeiras, ninhos de
passaro e tocas de roedores (Noireau & Dujanrdin 2010).

Todas as espécies de triatomineos sdo potenciais vetores de T.cruzi e todas as fases do
ciclo de vida sdo capazes de serem infectadas e transmitirem. Uma vez infectados, estes
insetos podem transmitir durante toda a vida (Schofield 1985). Contudo, existe uma série de
varidveis que regulam a chance da ocorréncia da infeccdo por T.cruzi no hospedeiro
vertebrado através da via contaminativa: taxa de infeccdo nos triatomineos, intervalo de
tempo entre o repasto e a defecacdo, o nimero e o volume de evacuacgdes por unidade de
tempo, a intensidade do prurido durante o repasto, 0 numero de parasitos eliminados, a
porcentagem de formas infectantes (metaciclogénese) e sua capacidade de penetracdo, dentre
outras (Coura 2007). Desta forma, Coura (2007) conclui que as chances de ocorrer a infeccao
por T.cruzi no homem pela via contaminativa dependem de intenso contato acumulativo com
triatomineos.

Os triatomineos séo divididos em seis tribos com 15 géneros: Triatomini (Triatoma,
Meccus, Dipetalogaster, Mepraia, Eratyrus, Panstrongylus, Hermanlentia, Paratriatoma),
Rhodiini (Rhodnius, Psammolestes), Cavernicolini (Cavernicola, Torrealbaia), Bolboderini
(Bolbodera, Belminus, Parabelminus, Microtriatoma) e Alberprosenini (Alberprosenia). O
grupo é formado por cerca de 140 espécies, 105 no Novo Mundo, sendo a maior parte
distribuida nas Américas e associadas a ciclos enzo6ticos. As teorias atuais sugerem que as
tribos Rhodniini, Cavernicolini, Bolboderini, Linshcosteini e Alberproseniini sdo
monofiléticas e Triatomini € polifilética (Tartarotti et al., 2006, Schofield & Galvéo, 2009).

Os géneros mais importantes como vetores da doenca de Chagas sdo Rhodnius,
Triatoma e Panstrongylus. Triatomineos do género Rhodnius possuem uma historia
biogeografica complexa e uma longa associacdo com espécies de palmeiras na América
Latina. As espécies desse género estdo distribuidas em trés complexos de acordo com
filogenias baseadas em zimodemas (Dujardin et al.,1999) e seqiiéncias de 16S mitocondrial
rDNA, citocromo b e 28S rDNA (Lyman et al., 1999; Hypsa et al., 2002; Monteiro et al.,
2000; Paula et al., 2005): (1) complexo R. pallescens que compreende as espécies
R.pallescens, R. colombiensis e R. ecuadoriensis, distribuido do oeste dos Andes a América
Central, norte e noroeste da América do Sul; (2) complexo R. brethesi, constituido por
R.brethesi, R. pictipes e R. amazonicus, restritos a regido amazonica, e R. stali, encontrado na
Bolivia e regides vizinhas do Brasil (leste dos Andes); (3) complexo R. prolixus, composto
por R. prolixus, R. robustus, R. neglectus, R. nasutus, R. domesticus e R. neivai (Galvéo et

al., 2003). R. prolixus é largamente distribuido e o principal vetor de doen¢a da Chagas na
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America Central e noroeste da América do Sul, que apresentam trés espécies domiciliadas:
R.prolixus, R. pallescens e R. ecuadoriensis. No Brasil, todas as espécies do género Rhodnius
séo consideradas silvestres e a existéncia de coldnias intradomicilares nunca foi confirmada.
Por outro lado, esses triatomineos sdo atraidos pela luz e adultos tém sido encontrados dentro
de casas. R.brethesi apresenta um comportamento peculiar de voar e atacar humanos durante
a noite (Coura et al., 1996; Galvéo et al., 2003).

Triatomineos do género Triatoma e Panstrongylus s8o encontrados
predominantemente associados a habitats terrestres como rochas, abrigos de animais e 0cos
de arvores. Algumas espécies de Panstrongylus sdo encontradas também em habitats
arbéreos (Gaunt & Miles 2000). O género Panstrongylus compreende 14 espécies
amplamente distribuidas em todas as Américas com registros do México até a Argentina,
algumas delas com grande importancia epidemioldgica como vetores da doenca de Chagas.
As distancias genéticas entre as espécies desse género sugerem que o grupo seja polifilético
(Marcilla et al., 2002). Epidemiologicamente, P. megistus € uma das mais importantes
espécies de triatomineos no Brasil. Dados biogeograficos indicam que pode ter surgido ha
18000 anos, com populacdes de Santa Catarina e Ceara separadas por barreiras geogréaficas
como as Serras do Mar e da Mantiqueira. As populacBes do sudeste e nordeste sdo mais
proximas geneticamente (Barbosa et al., 2006). No Brasil, P. geniculatus é silvestre e
encontrado na Amazonia, com insetos adultos apresentando altas taxas de infeccdo por
T.cruzi encontrados nas casas (Miles et al., 1978; Coura et al., 2002). Esta espécie também é
comum na Bolivia, Colémbia e na Venezuela, onde tem sido sugerida como substituta de R.
prolixus como vetor da doenga de Chagas (Carrasco et al., 2005).

T. infestans foi o principal vetor da doenca de Chagas e alvo de programas de controle
nos paises do cone sul. O continuo controle desses insetos em areas endémicas levou a
eliminacdo de populaces domésticas do vetor, com a interrupcdo da transmissao da doenca
(Dias et al., 2002). Até 0 momento, a Bolivia é o Unico pais com populacdes silvestres de
T.infestans (Richer et al., 2007). Estudos filogenéticos apdiam a origem de T. infestans nos
planaltos bolivianos e sua disperséo em duas linhas, uma ao longo das regides andinas da
Bolivia e Peru e outra nas planicies do Chile, Paraguai, Argentina, Uruguai e Brasil (Bargues
et al., 2006).

Nas regides secas da Caatinga, T.brasiliensis é o vetor mais importante, capaz de
colonizar ambientes silvestres e domesticos, formando geralmente grandes col6nias. Essa
espécie tem grande capacidade de repovoamento a partir de regides silvestres, aumentando o

risco de introducdo de novas linhagens de T.cruzi no ciclo doméstico da doenca de Chagas
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(Bargues et al., 2006). T. brasiliensis é encontrado exclusivamente entre rochas.
T.pseudomaculata, também comum no nordeste do Brasil, é encontrado em ninhos de
passaros. Ambas as espécies invadem o ambiente peridoméstico, porém, ndo colonizam
habitacdes humanas (de La Fuente, 2008).

No Brasil, a colonizacao de habitacbes humanas por triatomineos ocorreu em areas de
Caatinga e Cerrado. Na Mata Atlantica ndo existem espécies adaptadas ao ambiente
doméstico. No entanto, casos autoctones de doenca de Chagas tém sido atribuidos a
transmisséo por adultos de T. vitticeps, que invadem casas, vindos de areas remanescentes de
floresta, onde sdo encontrados em ninhos de marsupiais com altas taxas de infec¢do por
T.cruzi (Gongalves et al., 1998;dos Santos et al., 2005).

Um aspecto muito importante da histéria evolutiva do T.cruzi € a associa¢do de
populacgdes (linhagens) com géneros e espéecies de triatomineos, e seus respectivos ecotopos e
nichos ecoldgicos. A tribo Cavernicolini é a mais divergente e esta fortemente associada com
morcegos. As espécies do género Rhodnius estdo associadas com palmeiras. O género
Panstrongylus é predominantemente encontrado em tocas de animais e ocos de arvores, ja o
género Triatoma é terrestre e esta associado com habitats rochosos e tocas de roedores.
Algumas espécies de Triatoma podem ser encontradas exclusivamente em ocos de arvores
e/ou ninhos de passaros (T. maculata, T. platensis, T. delpontei), outras exibem uma clara
preferéncia por rochas ou cavernas. Algumas espécies podem exibir uma relagéo estreita com
um ecotopo (R. brethesi com a palmeira Leopoldina piassaba) enguanto outras apresentam
uma gama de ecotopos (P. megistus e T. dimidiata). S8o raras as espécies de triatomineos
encontradas apenas em arvores. T. infestans e T. sordida, cujas populagdes vivem em regibes
de altitude onde habitam rochas, quando estdo na regido de varzea vivem em arvores
(Dujardin et al., 2000; Gaunt e Miles 2000; Noireau et al., 2000).

A luta contra a doenca de Chagas exige um amplo sistema de vigilancia capaz de
detectar e controlar reinfesta¢fes por triatomineos ndo domiciliados de residéncias ja tratadas
com inseticidas. No entanto, persistem em diferentes regides, triatomineos que nao
colonizam as habitacGes. Nestes casos, 0s estudos taxondmicos dos triatomineos sao
essenciais para esclarecer e definir os padr6es de risco. Os padrbes ecoldgicos, de
distribuicdo e preferéncias de cada espécie também necessitam de mais estudos. Os
principais mecanismos de adaptacdo do inseto a ecOtopos naturais ainda continuam mal
compreendidos (Noireau et al., 2000; Abadh-Franch et al., 2008).
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1.3 — O Parasito: Trypanosoma cruzi

T.cruzi € um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida, Familia
Tripanosomatidae e Género Trypanosoma. E um tripanosomatideo eurixeno e digenético,
uma vez que parte do seu ciclo ocorre em hospedeiro vertebrado e invertebrado (Hoare 1964,
Hoare 1972, De Souza 2000), representados respectivamente, pelos mamiferos e triatomineos
silvestres, domiciliados ou domésticos. Por pertencer a se¢do Stercoraria dentro do género
Trypanosoma, apresenta um desenvolvimento no intestino do inseto vetor que culmina com a
liberacdo de formas infectivas pelas fezes (Hoare, 1972). T.cruzi apresenta um ciclo
evolutivo complexo incluindo formas evolutivas distintas (amastigota, tripomastigota e
epimastigota). E encontrado parasitando um namero consideravel de mamiferos e os mais
variados tecidos desses hospedeiros, possibilitando ocupar diferentes nichos como descrito
por Deane et al. (1984). Este ecletismo caracterizou-o como um dos parasitos mais bem
sucedidos na vida parasitaria (Jansen et al. 1999). Sua manutencdo na natureza ocorre atraves
de ciclos enzooticos entre hospedeiros silvestres, constituindo o ciclo silvestre, cuja
distribuicdo geogréafica é restrita ao continente americano, abrangendo o Sul dos Estados
Unidos até a Argentina Central (Carrasco et al 2012). Do ciclo silvestre, derivam-se os ciclos
domeésticos e peridomestico (Coura & Dias 2009).

Em condi¢des naturais, formas infectantes do parasito sdo transmitidas pelos vetores
através das fezes e urina contaminadas em contato com a pele e mucosa do hospedeiro
vertebrado. Quando um triatomineo deposita as fezes na pele lesada ou mucosa sa, estas
formas denominadas tripomastigotas metaciclicas penetram ativamente em uma célula do
Sistema Fagocitico Mononuclear (SMF). Estas formas diferenciam-se em amastigotas,
multiplicam-se intensamente por divisdo binaria, rompem a célula e caem na corrente
sangulinea sob a forma tripomastigota (Andrade & Andrews, 2004). as quais penetram em
celulas vizinhas ou em outras distantes como células musculares e nervosas (Engman &
Leon, 2002). No interior destas novas células, transformam-se novamente em amastigota e
continuam o ciclo. Durante o habito alimentar do inseto no hospedeiro humano, as formas
tripomastigotas sdo ingeridas e no intestino do hospedeiro invertebrado transformam-se em
epimastigotas. Estas, ao migrarem para a por¢do posterior do intestino do inseto, sofrem
mataciclogénese e originam os tripomastigotas metaciclicos (Buscaglia & Di Noia, 2003,
Teixeira et al 2012). Esta via de transmissdo néo reflete todas as possiveis formas de infeccao

aos hospedeiros. Além da via contaminativa, T.cruzi pode ser transmitido através da via
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congénita e oral. Fora das condi¢cfes naturais a transfusdo sanguinea e o transplante de 6rgéos

estdo também envolvidos na sua transmissao (Dias et al 2001) (Figura 1).
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Figura 1: Ciclo biologico: Trypanosoma cruzi.

A doenca de Chagas no homem apresenta um curso bastante variado (WHO,2002).
Em virtude desta grande variabilidade clinica e epidemioldgica, tem sido sugerido que
fatores genéticos e imunoldgicos dos pacientes influenciam na evolucéo clinica da doenca.
Por outro lado, acredita-se que caracteristicas genéticas da populacdo de parasitos
envolvidos, também tenham um papel importante no desenvolvimento destas formas clinicas
(Macedo & Pena, 1998).

Na transmissdo vetorial de T.cruzi, o ciclo de maior importancia epidemiologica € o
domeéstico, pois perpetua a infeccdo em seres humanos (Garcia et al., 2005). O ciclo

domeéstico é resultante do contato entre 0 homem e o vetor, envolvendo a colonizacéo de
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ecotopos artificiais pelos triatomineos. Normalmente, essa colonizacdo € resultante de
modificacOes sociais e ecoldgicas no meio ambiente, provocadas pelo proprio homem. Neste
ciclo, o parasitismo pode causar importantes danos aos hospedeiros vertebrados, com alto
grau de morbidade e mortalidade nas pessoas infectadas (Dias, 1992).

Os diferentes mecanismos de transmissdo do parasito entre espécies de mamiferos e
vetores com caracteristicas bioldgicas e ecoldgicas variadas resultaram na manutencdo em
distintos ciclos: desde focos de transmissdo enzooticos em restritos habitats a complexas
redes interligadas por espécies domésticas e silvestres. Diante da sua ampla distribuicéo
geografica, bem como de seu ecletismo quanto as especies de hospedeiros, as diferentes
estratégias de transmissdo e aos tecidos que coloniza, pode —se considerar que o T.cruzi
apresenta grande sucesso evolutivo (Araujo et al 2009)

1.4 - Diversidade Genética em T.cruzi

T.cruzi compBe um téxon bastante heterogéneo. Desde a época de sua descricéo,
muitos autores propuseram variadas subdivisdes intraespecificas, de acordo com o
desenvolvimento de ferramentas com maior poder de discriminacdo. Inicialmente, com base
em variacGes morfologicas (Chagas, 1909), no perfil imunolégico (Nussenzweig & Goble
1966) e no comportamento no hospedeiro (Andrade, 1974), foi possivel definir T.cruzi em
diferentes grupos de acordo com cada autor.

Os primeiros estudos de genética de populacdo de T.cruzi, basearam-se na analise de
isoenzimas, para demonstrar o grau de diversidade genética de tais organismos. Tais estudos
revelaram a presenca de trés grupos principais, denominados Zimodemas (Miles et al., 1978;
1980; Zingales,2011). Analisando um maior nimero de loci genéticos em um namero maior
de isolados, a diversidade foi ampliada para 43 zimodemas (Tibayrenc & Ayala,1988;
Zingales, 2011). Evidéncias de que T.cruzi é um organismo dipldide, que a reproducédo
sexual é inexistente e que a estrutura populacional é clonal foram fornecidas por novos
estudos (Tibayrenc & Ayala,1988; Tibayrenc,1995; Zingales,2011). As metodologias usadas
para verificar a genética do parasita sendo baseadas em marcadores genéticos de evolugéo
répida, ndo permitiram definir agrupamentos de parasitas que permitissem sua associagdo
com caracteristicas epidemiologicas.

A andlise de sequéncias de genes com menor taxa evolutiva, indicou um claro
dimorfismo nos isolados de T.cruzi, definindo dois grupos (Souto et Al., 1996; Zingales,
2011).
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A existéncia das duas linhagens e a presenca de isolados hibridos foi confirmada por
uma séria de marcadores moleculares sendo designada com nomenclatura diferentes por cada
laboratério (revisto em Zingales et al., 1999). Visando homogenizar a nomenclatura, um
comité decidiu que as linhagens fossem denominadas “grupos” T.cruzi | e T.cruzi Il
(Anonimous, 1999; Zingales, 2011). Por decisdo do comité os isolados hibridos ndo foram
classificados em nenhum grupo para que estudos adicionais fossem realizados a fim de
melhor caracterizar estes organismos (Zingales, 2011).

A divisdo de T.cruzi em dois grupos foi investigada, primeiro, em paises do Cone Sul,
com a conclusdo de que T.cruzi Il predomina no ciclo doméstico da transmissdo, sendo
responsavel pela doenca de Chagas em humanos (Breniere et al., 1998; Fernandes et al.,
1998; Zingales et al., 1998; Zingales, 2011). Estudos em isolados de reservatorios silvestres e
triatomineos da Mata Atlantica do Rio de Janeiro mostraram a adaptacdo preferencial de
T.cruzi | a gambas e de T.cruzi Il a primatas. Nos triatomineos, os dois grupos foram
observados (Fernandes et al., 1999; Zingales,2011). Com base nessas informacgdes foi
proposto os possiveis ciclos de transmissdo dos dois grupos de parasitas (Fernandes et al.,
1999; Zingales, 2011).

Visando facilitar a comunicacdo entre os pesquisadores, o entendimento de questdes de
biologia bésica, das caracteristicas eco-epidemioldgicas e de patogenicidade dos grupos, a
comunidade cientifica sentiu a necessidade de padronizar mais uma vez a nomenclatura dos
grupos de T.cruzi, realizando um simpo6sio com um comité de cientistas em 2009. Por
recomendacdo deste comité, T.cruzi foi dividido em seis grupos (T.cruzi I-VI); sendo cada
grupo denominado DTU (“discrete typing unit”), definido como um conjunto de isolados que
é geneticamente semelhante e que pode ser identificado por marcadores moleculares ou
imunoldgicos comuns (Tibayrenc,1988; Zingales, 2011). As DTUs T.cruzi | e T.cruzi Il
correspondem aos dois grupos originalmente definidos na primeira reunido (Anénimo, 1999;
Zingales,2011). E as DTUs I1I-VI correspondem a organismos hibridos, originados a partir
de diferentes eventos de trocas genéticas. As conclusdes foram que as DTUs apresentam
distribuicdo geografica distinta e que todas as DTUs sdo capazes de promover a doenca de
Chagas. Embora poucos casos séo relatados de DTU IV em humanos, a DTU | ndo favorece
a forma digestiva, e as DTUs Il e V promovem as manifestacdes cardiaca e digestiva, sendo

aparentemente as mais patogénicas (Zingales,2011) (Figura 2).
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Figura 2. Distribuigdo epidemiolégica das DTUs em humanos da América do Sul

A heterogeneidade de T.cruzi é comprovada por um conjunto de populacdes de
parasitos (cepas) que circulam entre diversos hospedeiros vertebrados e invertebrados,
silvestres e domésticos (Brener, 1977; Miles et al.,1980; Morel et al., 1986; Zingales et al.,
1998). Estudos experimentais com isolados de T.cruzi mostraram uma grande diversidade
intra-especifica evidenciada por diferencas na morfologia de formas sanglineas (Brener,
1965), viruléncia e patogenicidade (Lauria-Pires et al., 1997; Tekiel et al., 1997), cinética de
crescimento (Deane, 1984), susceptibilidade a agentes quimioterdpicos (Haberkorn et al.,
1972; Brener et al., 1976; Filardi & Brener, 1987 e Murta et al., 1998), constitui¢do
antigénica e propriedades bioquimicas (Bongertz & Dvorak, 1983; Zingales et al., 1984),
propriedades imunologicas (Braga et al., 1993) e infectividade em células hospedeiras
(Doyle et al., 1984).

Este parasito apresenta uma grande variabilidade fenotipica e genotipica em suas
cepas e desta forma, com o objetivo de estudar esta diversidade, caracterizacGes de
populacBes deste parasito tém sido realizadas através de técnicas bioldgicas, bioquimicas e
moleculares tentando associar determinado grupo de parasito a um determinado perfil

epidemioldgico. A estrutura populacional de T.cruzi esta distante de ser completamente
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entendida. Embora a existéncia de dois grupos seja bem aceita, a existéncia ou ndo de um
terceiro grupo ancestral tem sido debatida (Pedroso et al.,2003; Brisse
et al., 2003; Sturm et al., 2003).

As andlises de zimodemas, um método bioquimico para deteccdo da variacdo
eletroforética de isoenzimas, tém sido usadas por diversos autores para identificar populacfes
de parasitos. Diferencas isoenzimaticas entre estoques de T.cruzi foi primeiramente estudado
por Toyé, em 1974, usando aspartato e alanina aminotransferases. Neste artigo, o autor
descreve as diferencas nos padrdes eletroforéticos de seis enzimas entre isolados de T.cruzi
provenientes de ciclos silvestres, domésticos e regides adjacentes de uma area endémica da
doenca de Chagas (Toyé, 1974). Baseando-se no polimorfismo observado nos perfis
eletroforéticos de seis enzimas, Miles e colaboradores (1977; 1978) caracterizaram trés perfis
de enzimas pertencentes a grupos de parasitos (zimodema), onde o zimodema | (ZI) e
zimodema 111 (ZI11) estdo relacionados ao ciclo de transmissao silvestre e zimodema Il (ZI1)
com o ciclo doméstico do parasito (Miles et al., 1978). A medida que o nimero de
isoenzimas analisadas foi sendo ampliado e sub-populagdes que circulam entre vertebrados
domésticos, silvestres e invertebrados foram estudadas, observou-se um alto grau de
heterogeneidade (Miles et al. 1980; Bogliolo et al. 1986; Tibareyenc et al. 1986, Tibareyenc
& Ayala, 1988; Barnabé et al., 2000).

Estas populagdes tém sido agrupadas: (a) em TCI, TCII e TCIII que correspondem ao
zimodemas propostos Miles et al (1977) com base no polimorfismo observado nos perfis
eletroforéticos de seis enzimas onde o zimodema | (ZI) e zimodema Il (ZIIl) estariam
relacionados ao ciclo de transmissao silvestre e zimodema Il (ZII) com o ciclo doméstico do
parasito; (b) o taxon T.cruzi foi subdividido do em seis linhagens ou DTUs, |, Ila, 1lb, llc, 1id,
Ile, sendo o DTU | correspondente a linhagem T.cruzi | e o DTU Ilb correspondente a
linhagem T.cruzi Il. As sublinhagens Ila, llc-e incluem as cepas hibridas e aquelas
pertencentes ao zimodema Il (Brisse et al.2000); (c) T.cruzi é dividido em 2 grupos
filogenéticos, TCI e TCII e os demais isolados sdo considerados resultantes de combinagdes
de sub-populagdes de TCl e TCIl (Tomazi et al.,2009). Mais recentemente, em reunido
realizada para a padronizagdo da nomenclatura do T.cruzi, por consenso, 0 comité reconheceu
que as cepas de T.cruzi deverdo ser classificadas em seis DTUs (Discret Taxonémica Units),
que foram denominadas de T.cruzi I-VI (Zingales et al.,2009). Para padronizar a nomeclatura,
duas principais linhagens foram adotadas em 1999 em uma reunido realizada durante o
Simpdsio Internacional Comemorativo dos 90 anos da descoberta da doenca de Chagas, no

Rio de Janeiro: T.cruzi | e T.cruzi Il. Cepas hibridas e pertencentes ao zimodema ZIIl ndo
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puderam ser classificadas como T.cruzi | e Il. Ficou estabelecido que estas cepas seriam
identificadas como T.cruzi, sem qualquer denominacgdo (Anonymous, 1999).

T. cruzi | é predominantemente observado em mamiferos silvestres e triatomineos e
T.cruzi 11 € geralmente encontrado em humanos (Fernandes et al., 1998; Zingales et al., 1998;
Yeo et al., 2005). Fernandes et al., (1999a) revelaram a presenca de ambos 0s grupos no ciclo
silvestre do parasito, ilustrando a complexidade do ciclo natural do parasito. Estes achados
tém ajudado a entender como o ciclo silvestre e 0 doméstico sdo conectados e, portanto, esta
nova classificacdo de T. cruzi pode ser importante para a definicdo de padrdes
ecoepidemioldgicos da doenca de Chagas (Devera et al., 2003).

As cepas hibridas incluem: uma populagdo que apresenta ambos os alelos para o locus
D7 DNAr 24Sa (grupo 1/2 — Souto et al., 1996), cepas do clone 39 (Tibayrenc, 1995), cepas
pertencentes ao zimodema ZIIl (Fernandes et al., 1998, 1999a) e cepas mostrando
discrepantes alelos para diferentes loci D7 tipo 2 e Mini-Exon tipo 1 (Souto et al., 1996).

O gene de mini-exon esta presente no genoma nuclear dos kinetoplastida em torno de
200 copias organizadas em sequéncias repetitivas do tipo tandem e é constituido por trés
regibes: uma altamente conservada correspondente aos exons (39pb), outra com 98% de
identidade denominada introns (73pb) e uma regido intergénica muito divergente. A
amplificacdo da regido intergénica do mini-exon pela Reacdo Polimerasica em Cadeia (PCR)
em diferentes cepas de T.cruzi demonstrou um dimorfismo com produtos amplificados de
300pb e 350pb definindo também dois grupos principais (Murthy et al., 1992, Souto et al.,
1996). Analises comparativas de seqiiéncias do gene 24Sa rRNA de T.cruzi mostraram
dimorfismo semelhante ao proposto com o gene de mini-exon (Souto & Zingales, 1993).
Posteriormente, estes dois grupos foram denominados de: T.cruzi | que se correlaciona ao ZI
e T.cruzi Il que se correlaciona ao ZIl (Souto et al., 1996; Fernandes et al.,1998a, 1999).
Fernandes e cols (1999) revelaram a presenca de ambos 0s grupos no ciclo silvestre da
doenca e preferéncia da associacdo de linhagens filogenéticas principais de T.cruzi com
diferentes hospedeiros, ilustrando a complexidade do ciclo do parasito na natureza (Devera et
al., 2003).

Devera e cols (2003) sumarizaram todas as caracteristicas bioldgicas e moleculares
gue tém sido utilizadas no estudo da grande diversidade encontrada em diferentes isolados do
parasito, descrevendo de forma pontual que ainda existem algumas lacunas a serem
preenchidas, como por exemplo, em relacdo ao questionamento sobre a origem filogenética
do ZIIl, uma vez que ainda ndo existe um consenso. Trabalhos mais recentes utilizando

técnicas moleculares sugeriram que o ZI1I estd mais proximo filogeneticamente de T.cruzi |
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do que de T.cruzi Il. Desta forma, T.cruzi | e ZIIl parecem estar compartilhando rotas
funcionais comuns (Branddo & Fernandes, 2006)

A caracterizacdo destes parasitos, procedentes de diferentes hospedeiros, visa
contribuir para o esclarecimento do significado bioldgico e repercussdo dessa variabilidade
na clinica e na epidemiologia dessa enfermidade. Entretanto, a grande maioria dos estudos
realizados, esté relacionada a populacbes de parasitos pertencentes aos grupos TCI e TCIl,
sendo escassos os trabalhos relacionados ao grupo ZIIl. Vale ressaltar que quanto mais se
estuda o ciclo silvestre, sdo obtidos mais resultados que refutam as diferentes associacdes.
Bacigalupo et al (2012) encontraram infeccdo por Tcll, TcV e TcVI em triatomineos
silvestres no Chile, além de Walleckx et al (2012) observarem infeccdo por Tcll em
T.infestans.

1.5- Heterogeneidade do T.cruzi: Zimodema Il1

Através de estudos filogenéticos baseados no perfil de RFLP-ITS-rDNA (Restriction
Fragment Lengh Polymorphis- Internal Transcribed Spacer - rDNA) com isolados de ZIlI
da Amazonia brasileira, demonstrou-se uma clara dicotomia entre isolados deste grupo
que permitiu dividi-lo em dois subgrupos denominados ZIII-A e ZII1-B, em que a distancia
genética mostrou um baixo nivel de heterogeneidade (Mendoncga et al., 2002).

Miles et al., (1981b) e Povoa et al., (1984) analisando isolados de T.cruzi de
mamiferos e triatomineos silvestres, observaram um predominio absoluto do T.cruzi | e ZIlI
silvestres na Amazonia Brasileira, com registros também na Bahia (Barrett et al. 1980),
Venezuela (Miles et al., 1981), Colémbia (Saraiva et al. 1987) e USA (Brisse, Barnabé &
Tibayrenc 2000). A andlise de isolados de T.cruzi provenientes de animais silvestres
coletados em quatro biodemas brasileiros (Floresta Amazodnica, Mata Atlantica, Caatinga e
Pantanal), através da andlise pelo gene de mini-exon, demonstrou que a prevaléncia da
subpopulacdo ZIIl é baixa na natureza (Lisboa et al., 2009). O ZIIl é raro, com uma
distribuicdo larga, mas esporédica (Miles & Cibulskis 1986), tendo sido isolado em poucas
espécies de triatomineos: P.geniculatus, Rhodnius robustus e R.brethesi (Miles & Cibulskis,
1986) e Triatoma vitticipes (Santos-Mallet et al 2008).

Amostras de T.cruzi isoladas de T. vitticeps, coletados no estado do Rio de Janeiro
foram classificados como ZIIl com base no gene de mini-exon (Santos-Mallet et al., 2008) e
demonstraram grande heterogeneidade ao analisar curvas de crescimento, viruléncia das

amostras apos inoculagdo em camundongos, susceptibilidade ao tratamento com benznidazol
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mostrando uma acdo tempo-dependente, perfil de proteinas totais, avaliacdo da atividade
proteolitica e perfil de proteases (Gomes et al. 2006, Silva 2006, Sousa, 2009). Esta
heterogeneidade observada em amostras coletadas em uma mesma regido conduz a um
questionamento sobre de que forma esta diversidade poderia influenciar na interacdo parasito
— célula hospedeira.

Em 1977, Miles e cols., utilizando a mobilidade eletroforética de 6 enzimas,
caracterizaram grupos de T.cruzi de ciclos silvestres e domeésticos transmitidos por diferentes
vetores provenientes da cidade de S&o Felipe, Bahia. Um grupo de cepas, nomeado de ZI, foi
principalmente encontrado em gambéa e em espécies de triatomineos silvestres. Um segundo
grupo de isolados, provenientes de casos agudos e cronicos da doenca de Chagas, Amazonia
brasileira e triatomineos domiciliados, foi identificado como ZIl. Posteriormente, Miles e
cols., (1978) compararam 0s zimodemas encontrados em Séo Felipe com o0s seis primeiros
casos da fase aguda da doenca de Chagas encontrados na Amazodnia brasileira. Os dados
mostraram que dois dos seis casos do Amazonas associaram-se com o ZI encontrado em S&o
Felipe. Interessante notar, que ndo havia sido reportada a presenca de isolados humanos neste
zimodema. Os outros quatro casos (todos encontrados na mesma casa) mostraram um novo
padrdo de isoenzimas, caracterizados como ZIIl. Posteriores caracterizacdes, de mais 60
isolados de T.cruzi de mamiferos e vetores silvestres, demonstraram seus agrupamentos no
Z1. Por sua vez, o ZIII seria ocasionalmente encontrado em ciclos enzo6ticos que se limitam
a regido Amazoénica. Assim, os autores concluiram que os trés grupos de T.cruzi encontrados,
podem infectar o homem no Brasil, todos os trés zimodemas podem causar a forma aguda da
doenca de Chagas e apenas o ZII causaria a sindrome cronica da doenca de Chagas no estado
da Bahia (Miles e et al., 1978). Em uma caracterizagdo mais extensiva de isolados de T.cruzi
do Brasil, com um nimero maior que 18 enzimas, foi demostrada uma maior complexidade e
heterogeneidade nos trés zimodemas propostos (Miles et al.,1980). Miles et al., (1981b) e
Povoa et al., (1984) analisando de isolados de T.cruzi de mamiferos e triatomineos silvestres
de individuos com doenca de Chagas, observaram um predominio absoluto de T.cruzi | e ZIlI
silvestres na Amazonia Brasileira, com registros também na Bahia (Barrett et al. 1980),
Venezuela (Miles et al., 1981), Colémbia (Saraiva et al. 1987) e USA (Brisse, Barnabé &
Tibayrenc 2000). E freqgiientemente isolado de animais silvestres como o tatu (como Dasypus

novemcinctus) (Povoa et al. 1984) (Figura 3).

16



INTRODUCAO

ZIMODEMA|  ——» LINHAGEM2 —» Tcl — Tclla —» ZIIIA

Tellb
ZIMODEMAIl  — LINHAGEM1— Tcll — Tcllc — ZIIIB

Tclld
ZIMODEMA I Tclle

Miles et al., 1978 Soutoetal ., 1996 Anonymous 1999 Brisse et al ., 2000 Mendongca et al ., 2002

Figura 3: Nomenclatura de Trypanosoma cruzi de acordo com os diferentes autores.

Brisse e cols (2000), analisando 50 isolados de T.cruzi por MLEE (Multi Locus
Enzyme Electrophoresis) (22 diferentes loci génicos) e RAPD (Random Amplified
Polymorphic DNA) (20 iniciadores aleatorios), mostraram que isolados podiam ser
agrupados em 2 grupos bem definidos, o primeiro grupo pertencente a T.cruzi | e o segundo
subdividido em 5 subgrupos 2a - 2e. No subgrupo 2a estava incluido o isolado CANIII (Z111);
no subgrupo 2b o isolado Esmeraldo (ZI1); no subgrupo 2c os isolados M6421 e M5631 (ZIII
com locus ASAT com perfil de ZI); no subgrupo 2d o ZII boliviano e no subgrupo 2e, a cepa
CL Brener. Para uniformizar a nomenclatura proposta pelo comité, os autores propuseram a
designacédo de linhagens | e lla-lle. T .cruzi | corresponderia a ZI ; T.cruzi llb-e a ZIl e
T.cruzi lla a ZIll, sugerindo que ZIII estaria mais proximo de T.cruzi Il. Os mesmos autores
(Brisse et al., 2000b) desenvolveram um método de identificacdo baseado na PCR utilizando
iniciadores especificos a partir dos fragmentos obtidos do perfil de RAPD, que discriminam
0s seis grupos de T.cruzi.

Com o objetivo de achar uma correspondéncia entre as linhagens encontradas por
Souto e cols. (1996) usando os marcadores RNA ribossomal 24Sa, gene de mini-exon e
RAPD que definiram T.cruzi | e Il e o perfil de MLEE e RAPD de Brisse e cols. (2000a,b).
Brisse e cols. (2001) utilizaram todos os marcadores em conjunto associados ao riboprinting
proposto por Stothard e cols. (1998) para caracterizar 50 isolados, confirmando assim 0s seis
grupos (T.cruzi I, T.cruzi lla-lle).

Andlises baseadas em riboprinting, permitiu a construcdo de uma matriz onde um
grupo continha isolados ZI e outro ZIl e um ZIII; os outros isolados ZIIl permaneram
intermediarios entre esses dois grupos (Stothard et al.,1998).

Branddo & Fernandes (2006) procurando uma nova evidéncia desta divergéncia entre
T.cruzi estudaram a regido 3’ ndo traduzida (3°’UTR) do gene da calmodulina. Este gene é

essencial, pois modula o metabolismo de célcio em varias atividades celulares (Hoelfling &
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Ikura , 2002). Foram observadas varias mutacOes localizadas no segmento de 330pb da
3’UTR dos quais trés eventos de inser¢do/climina¢ao importantes, sdo eles: a presenca do
dinucleotideo AG em isolados de ZIll, a auséncia de 13 bases purinas em ZIIl e cinco
grupamentos de GT em T.cruzi Il. Essas mutacdes em 3'UTR do gene da calmodulina
levantam a possibilidade que T.cruzi | e o ZIll estejam compartilhando vias funcionais
comuns se comparados com os isolados de T.cruzi Il (Brand&o & Fernandes, 2006).

A posicdo de ZIll em relagdo aos grupos T.cruzi | e 1l continua controversa. Alguns
autores consideram que ZI11 esta mais perto filogeneticamente do T.cruzi | do que T.cruzi Il
(Miles et al., 1981; Fernandes et al. 1998b; Branddo & Fernandes, 2006). Enquanto outros
autores sugerem que ZIII esteja mais perto filogeneticamente do T.cruzi Il (Barnabé et al.,
2000; Brisse et al., 2000; Machado & Ayala, 2001; Toma, 2005).

A estrutura populacional de T.cruzi esta distante de ser completamente entendida.
Embora a existéncia de dois grupos seja bem aceita, incertezas sobre a existéncia ou ndo de
um terceiro grupo ancestral tem sido levantada (Pedroso et al.,2003; Brisse et al., 2003;
Sturm et al., 2003). Baseado em dados de microsatélite - multidimensional scaling plot
(MDS) e analises por RFLP do gene mitocondrial COIl (citocromo oxidase subunidade 1)
foi demonstrado que todas as cepas agrupadas no grupo B e BH (ZIll e as cepas hibridas,
respectivamente) pertenciam ao mesmo grupo mitocondrial B (Freitas et al.,2006). Neste
artigo é demonstrado que o grupo mitocondrial B é uma terceira divisdo filogenética de
T.cruzi, distinto de T.cruzi | (grupo mitocondrial A) e T.cruzi Il (grupo mitocondrial C).
Baseado nesses resultados foi proposto um cenério para a evolucdo das populacdes de
T.cruzi, onde no passado existiram trés grupos ancestrais (MDS cluster A, C, e B na Figura
4). E interessante observar que esta proposta combina com a inicial sugestéo feita por Miles e
cols (Miles et al.,, 1978) hd quase 30 anos com base em estudos de isoenzimas.
Provavelmente, T.cruzi Il e T.cruzi Il tiveram nichos ecoldgicos sobrepostos e, assim, as

condicBes necessarias para hibridizacdo. (Freitas et al., 2006)
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Figura 4: Diagrama que Representa 0 Modelo Proposto da Evolucdo de cepas de T.cruzi (Freitas
et al., 2006)

2 - Andlise protedmica

As proteinas definem o fen6tipo de um organismo e representam os alvos principais
da maioria dos agentes terapeuticos conhecidos. Em 1995, Wasinger e cols descreveram
proteoma como o complemento total de proteinas de um determinado genoma. Proteoma foi,
entdo, um termo cunhado para fazer analogia com o termo genoma (Wasinger et al., 1995;
Wilkins et al., 1996) Atualmente, a protebmica é definida como um conjunto de tecnicas
bioquimicas que permite a analise em grande escala de proteinas e peptideos de uma célula,
um tecido ou um organismo. Pode ser encarada tambem como uma ferramenta fundamental
para a compreensdo da funcdo dos genes (Mallick & Kuster 2010). Informacgdes sobre
sequéncias de DNA, ainda que muito Uteis, pouco nos dizem acerca dos mecanismos
dindmicos complexos que ocorrem no interior do organismos. A analise da transcri¢do de
MRNAS revela o padrdo de expressdo génica diferencial nestas amostras, mas nem sempre
apresenta correlacdo direta com os niveis de proteinas efetivamente expressas (Cox & Mann
2011). Por sua vez, a proteomica permite ndo sé a identificacdo e a quantificacdo das
proteinas, mas também a determinacdo de suas modificacdes, interacdes, atividades e,
eventualmente, funcdes bioldgicas (Fiedls 2001; Zhu et al 2003).

O Estudo em larga escala de proteinas foi dificultado durante um bom tempo em

funcdo de limitacGes tecnicas. Infelizmente, nao exite uma PCR para proteinas e o grau de
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complexidade destas moléculas é maior do que polimeros de &cidos nucleicos estudados na
gendmica e transcriptoma (Graves & Haystead 2002; Patterson & Aebersold 2003). Nos
ultimos anos, evolugdes metodoldgicas, principalmente nas técnicas de eletroforese
bidimensional, cromatografia liquida e espectrometria de massa, permitiram o
desenvolvimento da protebmica de modo extraordinario, com perspectivas de aplicacdes em
diversos campos da Biologia, incluindo a Parasitologia (Ashton et al 2001).

A evolucdo desta abordagem experimental é resultado de uma variedade de técnicas
que permitem separar, identificar, quantificar e caracterizar proteinas, bem como relacionar
essa informacdo com a obtida por outras abordagens através da bioinformatica. A obtencéo
da seqliéncia de nucleotideos do genoma de um organismo, por si s@, constitui apenas um
primeiro passo que abre caminho a realizagdo de estudos sobre o nivel de expressdo dos
genes e proteinas ou sobre caracteristicas das proteinas expressas. A analise protedmica
permite apreciar o efeito da regulacdo da expressao génica que ocorre pos-transcri¢ao e pos-
traducdo e fornece pistas quanto a sua funcdo e envolvimento nos processos bioldgicos
(Santos et al., 2004). Tais informagdes ndo podem ser previstas com precisdo a partir das
sequéncias dos acidos nucléicos (Banks et al.,2000). Assim, os diversos mapas de proteoma
refletem a dindmica dos sistemas bioldgicos e possibilitam analisar diferencas na expressao
génica frente, por exemplo, a uma dada situacdo fisiolégica ou em um mecanismo de
resposta a drogas (Kopec et al., 2005).

Para se estudar o proteoma, a estratégia de escolha mais utilizada atualmente e que
tem demonstrado ser eficiente € a combinacdo de eletroforese bidimensional com
espectrometria de massa. A eletroforese permite a separacdo de proteinas de um dado
sistema bioldgico com alta resolucdo e reprodutibilidade, enquanto que a espectrometria de
massa permite, através de alta demanda e sensibilidade, a identificacdo de proteinas presente
em um spot (ponto) do gel. Além da espectrometria de massa (MS) , ha outras técnicas para
se identificar uma proteina, como por exemplo, o seqiienciamento através da degradacdo de
Edman. Essa consiste na obtencéo de sequéncias dos aminoacidos de uma proteina a partir
da sua extremidade N-terminal. O seqiienciamento automatico de proteinas por degradacdo
de Edman juntamente com a identificacdo por cromatografia liquida, tem sido aperfeicoado
desde a sua disponibiliza¢do no inicio da década de 80. A introducdo do método de digestéo
parcial das proteinas (seqlienciamento dos peptideos internos) e a utilizacdo da técnica de
eletrodisposi¢do em membranas de polivinil (eletroblotting em PVVDF) tornaram esta técnica

altamente confiavel na descoberta de novas sequéncias de aminoacidos (Bisch, 2004).
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A eletroforese bidimensional, comumente aplicada em analises protedmicas, consiste
em separar as proteinas combinando-se duas técnicas: a focalizagdo isoelétrica (IEF),
seguida da separacdo segundo a massa molecular da proteina. Ao final, obtém-se um gel de
poliacrilamida contendo numerosos pontos (spots), cada um teoricamente correspondendo a
uma proteina (Santos et al., 2004). Desde o final da década de 1980, a espectrometria de
massa (MS) comecou a ser considerada uma das mais importantes ferramentas utilizadas
para identificacdo de proteinas com alta sensibilidade e precisdo. A MS permite determinar a
massa molecular de uma biomolécula, tais como carboidrato, lipideo e no caso em questéo, a
proteina. Além disso, € possivel obter informacGes sobre a estrutura primaria dessas

biomoléculas, bem como determinar modificacbes pds-traducionais de aminoacidos.

2.1- Eletroforese bi-dimensional (2D)

Estudos protedmicos normalmente envolvem a analise de misturas complexas de
proteinas. Para reduzir a complexidade, as amostras devem ser fracionadas, permitindo a
identificacdo eficiente de seus constituintes. Durante muitos anos, a eletroforese
bidimensional foi a técnica mais utilizada para fracionar misturas proteicas (Righetti, 2009).

Os fundamentos desta técnica foram primeiramente apresentados por O’Farell e
Klose em 1975 (O’Farell,1975; Klose,1975). Desde entdo, inimeras modificacGes e
melhorias foram adicionadas a entdo eletroforese bidimensional original, que incluem o uso
de maltiplas faixas de pH (Wildgruber et al., 2000), uso de anfdlitos nas faixas de pH entre
9-12 ou 10-12 (Gorg et al., 1997) e a escolha de detergentes adequados, preferencialmente
0s nao-ibnicos. Um dos maiores avancos desta técnica se deve a possibilidade de se criar um
gradiente de pH imobilizado (IPG) no gel utilizado para a focalizacdo isoelétrica (Gorg et
al., 2000). Portanto, na primeira dimensdo uma fita de IPG (gel de pH imobilizado) é
embebida em solucdo contendo a mistura protéica e agentes desnaturantes ndo-carregados.
As fitas sdo submetidas a uma corrente elétrica, onde as proteinas sdo separadas através de
focalizacdo isoelétrica, ou seja, segundo seu ponto isoelétrico (pl). Na segunda dimensdo, as
proteinas sdo separadas em um gel de poliacrilamida que atua como uma peneira molecular
onde as proteinas maiores - ou com alta massa molecular - migram mais lentamente do que
as proteinas menores — ou de baixa massa molecular (Bisch, 2004). Para se minimizar a
influéncia que a carga eletrica liquida das proteinas (pl) possa causar no processo de

filtracdo molecular, adiciona-se tanto ao gel como as solucdes-tampdes detergente anidnico,
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geralmente sulfato de dodecil de sédio (SDS), anulando-se possiveis cargas positivas na
superficie das proteinas. Assim, a separagao por massa molecular torna-se mais eficiente.

A eletroforese bidimensional é um metodo de separagdo eficiente porque permite o
fracionamento simultdneo de centenas de proteinas de uma amostra complexa, fornecendo
informacbes Uteis sobre ponto isoelétrico, massa  molecular, abundancia relativa e
modificacbes poOs-traducionais, verificadas pela alteracdo da mobilidade eletroforética.
Possibilita também a comparacdo quantitativa dos mapas bidimensionais gerados, permitindo
a identificacdo de proteinas diferencialmente expressas. Entretanto, como qualquer tecnica
analitica, apresenta limitacdes dentre as quais destacamos a dificuldade em detectar
complexos protéicos, proteinas hidrofobicas, proteinas muito bésica ou muito &cidas,
proteinas pouco abundantes e a possibilidade de analisar somente uma Gnica amostra por gel.
Em contra partida, a facil manipulacdo, a reprodutibilidade e a alta resolucdo alcancada por
esta metodologia sdo pontos fundamentais quando se pretende estudar, de forma sistematica e

em larga escala, uma mistura complexa de proteinas (Bisch , 2004).

2.2- Andlise computacional dos mapas proteémicos

As proteinas separadas pela eletroforese 2D sdo submetidas a métodos de coloragédo
de modo a visualizar-se 0 mapa protéico gerado e assim facilitar a anélise de comparacéo de
proteomas. A existéncia de diferentes métodos de revelacdo de proteinas em géis de
poliacrilamida € vastamente descrito na literatura, tais como: colora¢bes por Coomassie
blue, impregnacdo por prata, coloracdo fluorescente e a utilizacdo de isotopos radioativos
(Corthals et al., 2000; Wilkins et al., 1998). Vale ressaltar que esses métodos de revelagdo
apresentam limitacdes e, portanto, podem ser usados em combinacdo fornecendo, entéo,
mais informacfes na analise comparativa de diferenca de expressdo protéica (Rabilloud,
2000; White et al., 2004; Patton et al., 2002). A busca pelo método de visualizacdo ideal
procura caracteristicas como alta sensibilidade, representada pela deteccdo de baixas
concentragOes de proteinas, alem de reprodutibilidade dos mapas e compatibilidade com os
procedimentos de identificagdo de proteinas, tais como espectrometria de massa e
degradacédo de Edman.

A identificacdo de expressdo diferencial entre duas ou mais situagdes de uma
mesma amostra para se determinar proteinas com expressao downstream ou upstream &
facilitada gracas a existéncia de programas computacionais que basicamente detectam a

intensidade e volume dos spots. Esses programas atualmente estdo disponiveis nos mais
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diferentes formatos como o Phoretix 2D (Nonlinear Dynamics), Melanie (Genebio),
Image Master (Amersham BioSciences) e PDQuest (BioRad) (Dowsey et al., 2003).
Tais programas permitem padronizar as diferencas existentes de gel para gel, através da:
(@) normalizacdo das imagens, excluindo background; (b) deteccdo e quantificacdo dos
spots; (c) escolha de spots landmarks, isto €, spots de referéncia que estejam presentes
em todos os géis a serem analisados; (d) alinhamento dos spots landmarks entre os
diferentes géis 2D; (e) comparacao (matching), ou seja, pareamento automatico entre os
spots dos diferentes géis 2D submetidos a analise; (f) identificagcdo de spots “expressos”
diferencialmente; (g) resultados finais da interpretacdo das andlises e (h) compilacédo
dos resultados e criagdo de um banco de dados de géis 2D (Dowsey et al., 2003;
Garrels, 1989; Dunn et al., 1992).

Os diversos programas disponiveis ndao promovem analises totalmente
automaticas das imagens, em certas situacdes, se faz necessario a edicdo manual dos
spots, além de uma revisdo criteriosa em todas as etapas da andlise (Dowsey et al.,
2003; Dunn et al., 1992; Fievet et al., 2004).

2.3- Andlise das amostras por espectrometria de massa

Nas analises protedmicas, além da identificacdo de peptideos e proteinas, a
espectrometria de massa fornece informacgdes sobre expressdo proteica, modificacdes
pos-traducionais e interacdes, permitindo uma andlise detalhada da fungédo das proteinas
(Glish & Vachet 2003).

Os instrumentos de espectrometria de massa separam e detectam ions em fase
gasosa de acordo com a relagdo massa/carga (m/z). Por isso, a primeira etapa desta
técnica € converter as moléculas da amostra estudada em ions gasosos. Em seguida,
para que ocorra a separacdo um campo eletro e/ou magnético deve ser gerado dentro do
instrumento. Esses campos separam o0s ions influenciando sua trajetdria espacial,
velocidade e /ou direcdo. O espectro de massa da amostra analisada é entdo gerado,
sendo composto pela quantidade de ions formados versus a relagdo carga/massa, com 0s
quais a massa molecular pode ser deduzida (Canas et al 2006).

A descoberta de processos de ionizacdo “mais brandos”, onde a conversao de
moléculas grandes e frageis, tais como proteinas, em ions moleculares evitando-se a sua
fragmentacdo, possibilitaram o desenvolvimento de estratégias no estudo de

biomoléculas. Dessas técnicas de ionizagdo, as duas que mais apresentaram sucesso
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foram a ionizacdo por eletrospray (ESI- electrospray ionization) e ionizacdo por
dessorcdo a laser auxiliada por matriz (MALDI - a matrix assisted laser
desorption/ionization), ou seja, formacdo de ions em fase gasosa a partir de moléculas
presentes em uma matriz solida ou liquida, a qual é irradiada com um laser (Vessecchi
et al., 2011). Deve-se ressaltar que outros fatores como melhoramento na resolucdo de
massa, aumento da acurécia e sensibilidade do aparelho, assim como rapidez de anélises
juntamente com 0 progresso recente nas ciéncias de computagédo, contribuiram para 0s
avangos recentes observados na espectrometria de massa.

Na ionizacdo do tipo MALDI, os peptideos sdo misturados a uma matriz
constituida por &cidos organicos aromaticos. A mistura € bombardeada por um feixe de
raios laser formando ions que séo liberados da matriz com auxilio de um campo elétrico
(Karas et al., 1998, Canas et al 2006). Diferentemente da técnica MALDI, o
procedimento de ionizacdo da metodologia ESI envolve a geracdo de ions a partir de
solucBes aquosas (Fenn et al., 1989). Os ions sdo produzidos em solugdo sob pressao
atmosférica. As amostras sdo dissolvidas em um solvente aquoso pouco volatil e
aplicadas em um tubo capilar sob influéncia de um campo elétrico. Quando o liquido
atravessa este capilar, forma mdltiplas goticulas carregadas, que rapidamente evaporam
transferindo a carga para as moléculas da amostra (Fenn et al., 1989; Yates, 1998;
Wilm & Mann, 1996; Shevchenko et al., 1996; 1997; Canas et al 2006).

As fontes de ion descritas acima sdo comumente combinadas com dois tipos de
analisadores de massa: o tempo-de-v6o (TOF ou time of flight) onde as particulas
carregadas sdo entdo detectadas por um detector. Os ions mais leves percorrem ou voam
no tubo mais rapidamente sendo detectadas antes dos ions mais pesadas (Lim &
Elenitoba-Johnson, 2004), analisa o tempo de deslocamento dos ions. O segundo tipo é
o0 ion trap que analisa os ions separados baseado na frequéncia de ressonancia da razdo
m/z e os quadrupolos (Q) que a analisa a estabilidade da razao m/z. (Jonscher & Yates
I11, 1997; Yates et al., 2009 ). Ambos analisadores de massa séo capazes de determinar
a estrutura priméria de peptideos (Bisch, 2004). A associacdo de dois analisadores é
usada para identificar proteinas atraves da fragmentacdo peptidica (Cafias et al., 2006).
A sensibilidade desses analisadores varia de femtomols a attomols (Yates et al., 2009)

Atualmente, em estudos protebmicos, a estratégia de escolha utilizada na
identificacdo de proteinas tem sido a espectrometria de massa principalmente devido a
sensibilidade (attomoles) (Gorg et al., 2004). Esta técnica baseia-se na andlise dos

peptideos oriundos da digestdo das proteinas por proteases, resultando em um
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fingerprint (Rappsilber & Mann, 2002). Basicamente, o procedimento de preparacao da
amostra requer etapas de descoloracdo dos spots, tripsinizacdo das proteinas no gel de
poliacrilamida (in-gel digestion) e concentracdo dos peptideos. Todas estas etapas
requerem um manuseio cuidadoso das amostras, pois qualquer tipo de contaminacao,
principalmente por queratina, pode inviabilizar o material.

Métodos de digestdo de proteinas in-gel foram desenvolvidos e desde entdo séo
comumente aplicados a proteinas observadas em géis uni ou bidimensionais
(Shevchenko et al., 1996; Rosenfeld et al., 1992). A tripsina é, usualmente, a protease
utilizada para digestdo das proteinas, por ser uma enzima estavel e que se mostra
altamente especifica: o sitio de clivagem é a porcdo carboxi-terminal de residuos de
arginina e lisina. Na etapa final de preparacdo da amostra, os peptideos extraidos
requerem um procedimento de purificacgdo a fim de remover contaminantes
provenientes do SDS-PAGE, como, por exemplo, sais, tampdes e detergentes. As
amostras ainda necessitam de uma etapa de concentracdo dos peptideos antes da analise
por espectrometria de massa. Esta etapa geralmente é feita por cromatografia de fase
reversa (Graves & Haystead, 2002).

Algumas proteinas estagio-especificas desempenham papéis importantes na
infectividade e sobrevivéncia. Com o intuito de entender as bases moleculares da
diferenciacdo do parasito, trabalhos anteriores se interessaram pela identificacdo de
proteinas especificas, expressas nas difrentes formas do parasito ( Parodi-Talice et al
2004, Paba et al 2004 , Sodré et al 2009, D Pérez-Morales - 2012, RM Queiroz - 2013).

A abordagem protedmica é uma ferramenta valiosa para o estudo de padrdes
globais de expressdo genica (Hancock et al 1999; Tyers & Mann 2003). Esta
metodologia tem sido empregada no estudo dos tripanosomatideos (Paba et al 2004,
Paradi-Talice et al 2004, Atwood et al 2005; Magalhaes et al 2008, Ferella et al 2008,
Sodre et al 2009, Ayub et al 2009;Pérez-Moralez et al., 2012; Bayer-Santos et al., 2012
Queiroz et al., 2013) e sua aplicacdo tem se mostrado particularmente importante ao
nivel pos transcricional (Clayton & Shapira 2007). Além disso, modificagdes pds
traducionais desempenham um papel importante na modulagdo da funcdo de proteinas
nesses parasitos. Juntas, essas consideracdes apoiam as anélises protedmicas como uma
abordagem ideal para avaliar os niveis de expressdo proteica em diferentes estagios ou
sub tratamentos especificos nos tripanossomatideos. Além disso, uma abordagem

protedmica para T.cruzi se torna ainda mais significante dado o fato de que o projeto
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genoma para este parasito ja foi concluido (El Sayed et al 2005, Degrave et al 2001,
Luchtan et al 2004).

Baseado na complexidade estrutural da populagdo de T.cruzi torna-se
importante caracterizar diferencas entre isolados de distintos padrdes patogénicos,
definir marcadores protéicos em diferentes estagios evolutivos e em condicdes
metabdlicas de crescimento especificas. A proposta se volta para a identificagdo de
fatores do parasito que estejam envolvidos na patogenicidade e na relacdo hospedeiro

humano- T.cruzi.

3 - Invasdo celular

A invasdo celular pelo T.cruzi é uma etapa crucial no estabelecimento da
infeccdo no hospedeiro vertebrado. Tripomastigotas metaciclicos provenientes do vetor
triatomineo e os tripomastigotas sanguineos, responsaveis pela propagacdo da infeccao
no hospedeiro vertebrado, sdo as principais formas de T.cruzi capazes de invadir células
fagociticas e ndo fagociticas. Além disso, amastigotas também podem invadir células
(Ley et al., 1988; Mortara, 1991). Estudos realizados com formas do parasito geradas
em cultura tém contribuido para o esclarecimento dos diversos aspectos do processo de
invaséo celular. Diversos sdo os tipos celulares que podem ser infectados por T.cruzi.
Além dos tipos celulares alvos predominantes em mamiferos, como células musculares
e nervosas, in vitro o parasito invade células como fibroblastos, células epiteliais e
endoteliais (Piras et al., 1983; Schenkman et al., 1988a; Morris et al., 1988).

Segundo estudos com tripomastigotas metaciclicos de cultura axénica e com
tripomastigotas de cultura de tecido (TCT), a invasdo celular pelo T.cruzi é um processo
de varias etapas, como a adesdo dos parasitos a célula hospedeira através de moléculas
de superficie de ambas as células, ativacdo de cascatas de sinalizacdo que leva ao
aumento da concentracéo intracelular de célcio (Ca*?) tanto no parasito como na célula
hospedeira, e conseqliente entrada do parasito (Docampo et al., 1996; Burleigh e
Andrews, 1998; Yoshida, 2006). Na invasdo celular por T.cruzi participam ainda

moléculas do parasito que sdo secretadas.
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3.1- Moléculas de superficie do T.cruzi envolvidas na invasao celular

As proteinas de superficie estdo diretamente envolvidas no reconhecimento
celular e penetracdo, podendo funcionar como importantes antigenos que elicitam a
resposta imune humoral e celular (Zingales & Colli 1985, Giovanni-de-Simone et al
1988, Souto-Padron et al 1990). Podem ainda desempenhar o papel de receptores
celulares, envolvidos com a transducdo de sinais externos para o interior da célula
(Berridge 1985, Monteiro et al 2007). Estudos com diferentes tripanosomatideos,
demonstram que certas proteinas estdo associadas com a infectividade, crescimento e
diferenciacdo celular (llgoutz & McConville 2001). Glicoproteinas, glicolipidios,
glicosaminoglicanos e ancoras glicosilfosfatidilinositol sdo moléculas contendo
carboidratos, que usualmente recobrem a superficie de células, sendo o dominio
carboidrato (oligossacaridio ou glicana) considerado um modulador ou mediador de
mecanismos envolvidos em interacdes célula-célula e molécula-célula; e, também, em

processos de interacdo entre parasitos e as células hospedeiras.

3.1.1- Glicoproteinas

Diversas glicoproteinas de superficie de formas metaciclicas do T.cruzi estdo
envolvidas na interacdo com a célula hospedeira. Entre essas moléculas estdo gp82,
gp90 e gp35/50 (Yoshida et al., 1989; Ramirez et al., 1993; Ruiz et al. 1993), que se
ligam a célula hospedeira de maneira receptor-dependente, sendo que a gp82 e a
gp35/50 desencadeiam a cascata de sinalizacdo, que leva a mobilizacdo de Ca2+
intracelular, tanto no parasito quanto na célula alvo (Ruiz et al., 1998, Yoshida et al.,
2000), enquanto a gp90 aparentemente ndo tem atividade sinalizadora de Ca2+ (Ruiz et
al., 1998).

3.1.2 - Gp82

Gp82 é uma glicoproteina identificada pelo anticorpo monoclonal 3F6 como
sendo especifica de tripomastigotas metaciclicos (Teixeira e Yoshida, 1986). Ela
contém oligossacarideos N-ligados (Ramirez et al., 1993) e é ancorada a membrana
plasmatica via glicosilfosfatidilinositol (GPI) (Almeida e Heise, 1993). Estudos

mostram que cepas distintas de T.cruzi apresentam expressdo diferenciada de gp82.
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Embora a gp82 esteja expressa em tripomastigotas metaciclicos das cepas CL e G, as
indicacOes sdo de que ela desempenha um papel essencial na invaséo celular da cepa
CL, enquanto a infectividade da cepa G depende predominantemente das moléculas do
tipo mucina gp35/90 (Yoshida, 2006).

Um achado importante sobre a gp82 é que em camundongos, ha evidéncias de que ela
esta envolvida no estabelecimento da infec¢do por T.cruzi por via oral (Neira et al.,
2003, Cortez et al., 2006a). Além da capacidade de adesdo a célula hospedeira, a gp82
possui outra propriedade que é relevante na infeccdo oral, a de ligar-se a mucina
gastrica (Staquicini et al., 2010).

Estudando tripomastigotas metaciclicos do clone CL-14, Atayde et al. (2004),
verificaram que esses expressam baixos niveis de gp82 na superficie, quando
comparados a cepa CL e, correspondentemente, tém capacidade menor de invadir
células. Quanto a expressdo de gp90 ou das moléculas do tipo mucina gp35/50, as
formas metaciclicas do clone CL-14 e da cepa CL foram indistinguiveis. A ligacdo da
gp82 a célula hospedeira desencadeia a ativacdo de vias de transducdo de sinal, com
aumento na concentracdo de Ca' intracelular, tanto no parasito quanto na célula
hospedeira (Ruiz et al., 1998, Yoshida,et al., 2000). Em ambas as células, alguns
componentes dessas vias foram identificados. O papel da gp82 na infec¢édo oral tem sido
reforcado pelos estudos com tripomastigotas metaciclicos das cepas de T.cruzi
deficientes na expressdo de gp82, mas que apresentam perfil de moléculas de superficie
similar a da cepa CL. Quando administradas oralmente em camundongos, as cepas
gp82- deficientes produzem parasitemias muito menores que a cepa CL (Cortez et al.,
2003).

Entretanto, a capacidade das cepas gp82-deficientes em invadir a célula
hospedeira in vitro é similar a da cepa CL. Foi observado que 0s tripomastigotas
metaciclicos das cepas deficientes em gp82 expressam uma glicoproteina de superficie
de 30 kDa (gp30), que é reconhecida pelo anticorpo monoclonal 3F6, e compartilha
com gp82 a propriedade de induzir sinal de Ca* na célula hospedeira. Contudo, a
capacidade de adesdo a mucina gastrica da gp30 é muito menor que a da gp82 (Cortez et
al., 2003).

Isso explicaria a discrepancia entre infectividade in vivo e in vitro das cepas
gp82- deficientes. Corroborando a importancia da gp82, na presenca de alta
concentra¢do de mucina gastrica, para mimetizar a condicdo in vivo, a invasao celular

das cepas gp82- deficientes foi reduzida em comparacdo ao controle, ao contrario da
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cepa CL cuja infectividade permaneceu inalterada (Cortez et al., 2003). Conjuntamente,
esses achados indicam que a invasdo da célula hospedeira por tripomastigotas
metaciclicos pode ser mediada tanto por gp82 como por gp30, mas a eficiente infeccdo
da mucosa gastrica depende da expressao de gp82.

Estudos realizados com tripomastigotas metaciclicos deficientes em gp82
mostram que eles expressam uma glicoproteina de superficie de 30 kDa (gp30), que é
reconhecida pelo anticorpo monoclonal 3F6, e compartilha com gp82 a propriedade de
induzir sinal de Ca2+ na célula hospedeira. Contudo, a capacidade de adesdo a mucina

gastrica da gp30 é muito menor que a da gp82 (Cortez et al., 2003).
3.1.3 - Gp35/50

As mucinas gp35/50 sdo expressas em formas metaciclicas e em epimastigotas
de T.cruzi (Yoshida, 2006), sendo codificadas por uma grande familia multigénica (Di
Noia et al., 1998). Elas sdo detectadas em gel de SDS-PAGE como bandas duplas ou
triplas, apresentando polimorfismo entre as cepas (Mortara et al., 1992). Embora todas
as cepas de T.cruzi expressem gp35/50, as mucinas do grupo T.cruzi | diferem daquelas
do grupo Il pela presenca de residuos de galactofuranose, que fazem parte do epitopo
para o anticorpo monoclonal 10D8 (Yoshida, 2006).

Diferentemente da cepa CL, os tripomastigotas metaciclicos da cepa G, que séo
pouco infectantes in vivo e in vitro (Yoshida, 2006), utilizam glicoproteinas do tipo
mucina, gp35/50, para invasdo celular (Yoshida et al., 1989). As mucinas gp35/50 sdo
expressas em formas metaciclicas e em epimastigotas de todas as cepas de T.cruzi
examinadas (Yoshida, 2006), sendo codificadas por uma grande familia multigénica (Di
Noia et al., 1998). Elas sdo detectadas em gel de SDS-PAGE como bandas duplas ou
triplas, apresentando polimorfismo entre as cepas (Mortara et al., 1992).

Embora todas as cepas de T.cruzi expressem gp35/50, as mucinas do grupo
T.cruzi | diferem daquelas do grupo Il pela presenca de residuos de galactofuranose, que
fazem parte do epitopo para o anticorpo monoclonal 10D8 (Yoshida, 2006). Do mesmo
modo que a gp82, as mucinas das formas metaciclicas da cepa G tém atividade
sinalizadora dual e, ao ligar-se a célula hospedeira, induzem aumento na concentragédo
de Ca*?intracelular em ambas as células; no entanto a intensidade do sinal é menor que
a da gp82, o que poderia explicar a menor infectividade em comparagdo a cepa CL
(Ruiz et al., 1998).
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3.1.4 - Gp90

Entre os fatores responsaveis pela baixa infectividade de tripomastigotas
metaciclicos de algumas cepas esta a glicoproteina de superficie gp90, especifica dessas
formas. A gp90 expressa em altos niveis atua como regulador negativo da invasédo
celular (Méalaga e Yoshida, 2001). Em estudo realizado com duas cepas de T.cruzi
derivadas de pacientes chagasicos na fase aguda foi mostrado que a gp90 modula
negativamente a invasao do epitélio da mucosa gastrica em camundongos infectados por
via oral (Cortez et al.,2006a). Entre os fatores responsaveis pela baixa infectividade de
tripomastigotas metaciclicos da cepa G estd a glicoproteina de superficie gp90,
especifica dessas formas. A gp90 expressa em altos niveis na cepa G e em baixos niveis
na cepa CL, atua como regulador negativo da invaséo celular (Méalaga e Yoshida, 2001).

No que se refere as moléculas secretadas por tripomastigotas metaciclicos, Baida
et al. (2006) observaram que a proteina rica em serina, alanaina e prolina (SAP), tem
participacdo na invasdo celular da cepa CL, mas ndo na cepa G que expressa essa
molécula em niveis menores. Quanto a cruzipaina, a cisteino protease majoritaria do
T.cruzi, o seu papel na entrada de formas metaciclicas na célula hospedeira ndo tem sido
definido.

A maioria dos trabalhos de interacdo do T.cruzi — célula hospedeira tem sido
realizado com as cepas Y e CL Brener, pois apresentam alto nivel de parasitemia em
camundongo e bom desenvolvimento em cultura de tecido. Entretanto, ndo ha relatos de
ensaios com isolados silvestres pertencentes ao grupo ZIIl. Visando buscar um
entendimento do comportamento desses isolados de ZIII (isolados silvestres de T.cruzi
coletados no estado do Rio de Janeiro) foram realizados pelo nosso grupo, estudos de
interacdo in vivo onde os isolados apresentaram perfis diferenciados de infeccdo. Foi
verificado a expressdo diferenciada de cruzipaina, protease majoritaria deste parasito e
que esta associada a viruléncia e a patogenicidade (Gomes et al, 2009), nesses isolados,
sugerindo que os mesmos possuam diferencas nas moléculas expressas em suas
superficies. A analise da expressao de uma cisteina-proteinase também foi avaliada em
isolados silvestres de T.cruzi | e T.cruzi Il, recém coletadas de mamiferos e triatomineos
(Fampa et al., 2008). O estudo destas moléculas de superficie podera trazer mais
conhecimento, que consequentemente podera auxiliar no desenvolvimento de métodos

diagnosticos, vacinas ou terapias direcionadas a cada grupo filogenético de T.cruzi.
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A heterogenidade do T.cruzi tambem se reflete na capacidade de invadir células
de mamifero in vitro, caracteristica que estd associada com a expressao diferenciada de
glicoproteinas na superficie do parasita e com a ativacdo de diferentes vias de
transducéo de sinal dentro do mesmo(Yoshida, 2006). Os estudos com isolados tem tido
como principal objetivo a identificacdo de cepas com diferentes caracteristicas
contribuindo para o conhecimento e registro do perfil destes isolados silvestres,
inclusive em regides ainda ndo acometidas pela doenca. Entretanto, nenhum estudo
relacionado as moléculas de superficie foi realizado em isolados de triatomineos, fato
que necessita ser investigado uma vez que estes podem fornecer importantes

contribuigdes para o conhecimento da relagéo parasito-hospedeiro.

4 — Interacgdo parasito — célula hospedeira

Nas Ultimas décadas, inimeros trabalhos tém contribuido de forma significativa
no que se refere ao entendimento da interacdo parasita-hospedeiro na doenca de Chagas.
Atualmente sabe-se que durante o processo de invasdo, componentes celulares tanto do
parasita quanto do hospedeiro sdo extremamente importantes (Burleigh & Woolsey,
2002; Yoshida, 2002). Também foi demonstrado que existem diferencas marcantes no
mecanismo de invasdo de tripomastigotas metaciclicos quando 0s mesmos sdo
provenientes de linhagens filogenéticas distintas de T.cruzi (Neira et al., 2002).

Sabe-se que durante o processo de invasdo, componentes celulares tanto do
parasita quanto do hospedeiro estdo envolvidos (Burleigh & Woolsey, 2002; Yoshida,
2002). T.cruzi é um parasita obrigatoriamente intracelular e invade diferentes tipos de
células de mamiferos. Embora diferentes moléculas tenham sido descritas como
protagonistas do processo de invasdo, as moléculas que deflagram a adesdo e penetracao
de T.cruzi ndo estdo bem definidas. Por isso, a elucidacdo das moléculas envolvidas no
processo de reconhecimento entre parasita-celula hospedeira e de extrema importancia e
continua sendo um ponto importante de investigacdo. Evidéncias tém demonstrado que
os residuos de carboidratos na superficie do parasito e da célula hospedeira participam
do processo de reconhecimento (Soeiro et al 1999, Bonay et al 2001). Estudos sobre a
superficie celular, abordando os componentes proteicos, lipidicos e glicoproteicos estéo
fundamentados no importante papel que representa a interacdo parasita X hospedeiro
vertebrado e invertebrado. Segundo De Souza (1999), o glicocélice de T.cruzi mostra-se

como um revestimento muito delgado nas formas epimastigotas e amastigotas, enquanto
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que nas formas tripomastigotas s@o maisevidentes. A invasao de T.cruzi em macrofagos
e células musculares por endocitose, através de adesdo e internalizacdo mediados por
diferentes componentes capazes de reconhecer especificamente formas epi ou
tripomastigotas, vem sendo intensamente analisada sob o ponto de vista morfolégico e
citogquimico da interacdo parasito-celula hospedeira (Araujo-Jorge e cols, 1992,
Carvalho e cols, 1999, Araujo-Jorge 1999).

De uma forma geral, deve-se considerar que a interagdo parasita-hospedeiro é o
resultado da inter-relacdo entre célula hospedeira alvo e forma evolutiva em questdo,
pois ndo so a forma evolutiva é relevante, mas também a origem filogenética do parasita
a qual parece exercer uma forte influéncia neste processo (Mortara et al., 2005).

Embora os eventos moleculares envolvidos no processo inflamatério induzido
pela infec¢do pelo T.cruzi ainda ndo tenham sido completamente elucidados, diversos
estudos tém demonstrado que glicoconjugados presentes na superficie do parasita estdo
envolvidos neste processo. Estudos sobre a superficie celular, abordando os
componentes proteicos, lipidicos e glicoproteicos estdo fundamentados no importante
papel que representam na interacdo parasita X hospedeiro vertebrado e invertebrado. A
invasdo de T.cruzi em macrofagos e células musculares por endocitose, através de
adesdo e internalizacdo mediados por diferentes componentes capazes de reconhecer
especificamente formas epi ou tripomastigotas, vem sendo intensamente analisada sob o
ponto de vista morfoldgico e citoquimico da interacdo parasito-célula hospedeira,
envolvendo glicoconjugados da superficie, os acidos sialicos e por carboidratos do tipo
lectinico. Embora diferentes moléculas tenham sido descritas como protagonistas do
processo de invasdo, as moléculas que deflagram a adesdo e penetracdo do T.cruzi ndo
estdo bem definidas em cepas de T.cruzi j& estabelecidas, sendo escassos 0s estudos
relacionados a isolados silvestres obtidos de triatomineos.

Diante do exposto nos topicos acima, os dados da literatura suportam a idéia de
que maiores estudos precisam ser realizados tanto nas cepas padréo, quanto em isolados
obtidos de hospedeiros vertebrados e de triatomineos silvestres, pois desta forma
poderéo ser obtidas informagdes relevantes sobre como estes parasitos estdo circulando
na natureza. Assim, poderéa ser estabelecido um registro sobre o comportamento destes
isolados silvestres frente a acdo de drogas, utilizadas no tratamento de pacientes
chagasicos, uma vez que cada area pode apresentar um tipo de parasito com carga

antigénica diferenciada, que pode ser responsavel pelas diferentes respostas
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apresentadas tanto em relacdo as interacOes parasito-célula, quanto aos tratamento
aplicados.

Desta forma, a fim de explorar a diversidade das amostras silvestres de T.cruzi,
esta tese estd focada: (i) na avaliacdo da expressdo de glicoproteinas em formas
epimastigota e tripomastigotas de isolados provenientes de triatomineos capturados nos
estados do Rio de Janeiro e na regido Amazonica e (ii) no papel destas moléculas na
interacdo do parasita com a célula hospedeira.
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2 - OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral
Identificar, por meio de uma analise comparativa, semelhancas ou diferencas
entre os isolados e cepas ja estabelecidas que possam contribuir para 0 conhecimento

sobre o impacto patogénico do T. cruzi em células de mamiferos.

2.2. Objetivos especificos

1. Definir o mapa protéico da forma epimastigota das cepas 3663 e 4167 e isolados
silvetres (SMM36 e 98) utilizando a técnica de eletroforese bidimensional.

2. Definir possiveis proteinas diferenciais entre as cepas 3663 e 4167 e o0s isolados
silvetres

3. Caracterizagdo molecular de amostras de T. cruzi isoladas de Triatoma vitticeps
por PCR multiplex;

4. Analisar a expressdo de glicoproteinas (Gp 82, Gp 35/50, Gp 90) na superficie
destes parasitas;

5. Caracterizagao biologica “in vitro” através de obtencao de curva de crescimento
de amostras de T. cruzi isoladas de Triatoma vitticeps;

6. Avaliacdo do perfil de protease e expressao de cruzipaina.
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3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Procedéncia dos parasitas

Neste estudo utilizamos 2 cepas da regido Amazoénia brasileira e 6 isolados
silvestres da Regido de Mata Atlantica, no Rio de janeiro.

As 2 cepas utilizadas de T.cruzi isoladas na regido da Amazonia brasileira (3663
e 4167) pertencem ao zimodema Ill. A cepa 3663 foi isolada a partir de Panstrongylus
geniculatus do distrito de Manaus e a 4167 de Rhodnius brethesi coletados na regido do
Rio Negro, no Municipio de Barcelos, ambos os municipios no Estado do Amazonas,
Brasil (Mendonca et al., 2002) (Tabela I).

As amostras de T. cruzi do Rio de Janeiro, foram isoladas de Triatoma vitticeps
por Gongalves TCM em 2000, na localidade de Triunfo, 2° distrito do municipio de
Santa Maria Madalena (Figura 5). Naquela ocasiao, foram capturados 465 espécimes de
T. vitticeps: 294 fémeas, 156 machos e 15 ninfas em cinco areas diferentes: a area A,
localizada a 250 metros de altitude e distante 3,5 Km da sede do distrito, se encontrava
muito modificada pelo desmatamento para o cultivo de bananas; a area B, localizada a
130 metros de altitude, distando 4 Km da sede, situada num vale com vegetacao
preservada (floresta secundéria). Estas areas estdo numa distancia de 2 Km uma da
outra, separadas por uma montanha. A éarea C, sede do distrito, localizada a 40 metros,
esta totalmente modificada pela formacéo de pastos. (Figura 6). Os isolados de T. cruzi
utilizados neste estudo sdo provenientes dos triatomineos capturados nas areas A
(Figura 7). e B (Figura 8) (Tabela I).

Os espécimes de triatomineos, em cabine de seguranga biolégica, foram mortos
em cloroférmio, imersos em alcool 80%, por alguns segundos e deixados sobre uma
gaze estéril para retirar o excesso do alcool. Para a disseccdo, foram alfinetados na
altura do pronoto e fixados em uma placa de Petri parafinada. Apos a retirada das asas,
uma inciséo foi feita em ambos os lados do abdome, nos conexivos, para a remocao dos
tergitos abdominais. Em seguida o tubo digestivo foi retirado e transferido para uma
placa de Petri pequena e estéril, contendo solucdo salina (NaCl 0,85%) antiflngico e
antibiotico. O tubo digestivo foi macerado e a solugdo distribuida da seguinte forma: a)
cultivo: transferéncia de 0,5 mL para dois tubos contendo meio de cultura, NNN (Novy
& Mac Neal, 1904; Nicolle, 1908) com fase liquida de meio LIT (Liver Infusion
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Tryptose) (Camargo, 1964); b) laminas: observacao a fresco entre lamina e laminula ao
microscopio Optico, a fim de se verificar a presenca de parasito e c) a criopreservagao.
Apo6s o isolamento das formas flageladas dos tripanosomatideos, estas foram
expostas a banho de gelo, misturando-se 2ml da cultura em 10% de glicerol estéril.
Posterior a uma homogeneizacdo, as amostras foram distribuidas em tubos estéreis
proprios para criopreservacdo (NUNC), em seguida deixados na geladeira, ainda no
banho de gelo por 30 minutos e posteriormente no freezer por 45 minutos, e finalmente,
mantidos em nitrogénio liquido a -196°. Estas amostras encontram-se depositadas na
Colecédo de Tripanosomatideos do Instituto Oswaldo Cruz — FIOCRUZ. Neste trabalho
foram utilizadas cinco destas amostras nomeadas como SMM (SMM10, SMM36,
SMM53, SMM88, SMM98). Todas estas cinco amostras foram utilizadas para a

caracterizacdo molecular.

Tabela 1: Procedéncia das amostras de Trypanosoma cruzi utilizadas.

Isolado(Amostra) Area Hospedeiro Localidade
SMM10** A Triatoma vitticeps Triunfo (RJ)
SMM53** A Triatoma vitticeps Triunfo (RJ)
SMM88** A Triatoma vitticeps Triunfo (RJ)
SMM36** B Triatoma vitticeps Triunfo (RJ)
SMM98** A Triatoma vitticeps Triunfo (RJ)

3663* - Panstrongylus geniculatus Manaus
4167* - Rhodnius brethesi Barcelos

Adaptado de *Mendonga et al., 2002 e **Santos-Mallet et al., 2008
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Figura 5: Mapa dos locais de coleta (Gomes et al., 2009)
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Figura 6: Vista geral da localidade de Triunfo, localizada no municipio de Santa Maria
Madalena- RJ (Gomes et al., 2009)

'i‘" "\r

AL
Figura 7: Vista geral da area A (Foto: Teresa Cristina M Gongalves)
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Figura 8: Vista geral da area B (Foto: Teresa Cristina M Goncalves)

3.2 - Cultivo dos isolados

Em todos os experimentos foram utilizadas amostras criopreservadas de acordo
com o procedimento descrito acima. As amostras foram retiradas do nitrogénio liquido,
e a partir dai crescidas e mantidas em tubos de ensaio com tampa rosqueavel contendo
meio NNN (Novy & Macneal 1904, Nicole 1908) acrescido de LIT (Liver Infusion
Tryptose) (Camargo 1964), como fase liquida, suplementado de 30% de soro fetal
bovino. Os tubos permaneceram incubados em estufa do tipo BOD (FANEM) a 27,3°C,

repicadas periodicamente a intervalos de 14 dias, para manutencdo das amostras.

3.2.1 Obtencéo de formas epimastigotas e tripomastigotas

(i) Formas epimastigotas foram obtidas ap6s cultivo das amostras
criopreservadas em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (Carmagol964), como fase
liquida, suplementado de 20% de SFB; (ii) Formas tripomastigotas foram obtidas de
sobrenadantes de células Vero ap6s 4 dias de infeccdo. (iii) Formas tripomastigotas

sanguineas foram obtidas de camundongos Suigcos no pico da parasitemia. Todos 0s

39



MATERIAL E METODOS

procedimentos com animais experimentais foram aprovados pela Comissao de ética no
uso de animais experimentais (CEUA) da FIOCRUZ sob a licenga LW-11/09.

3.2.2 Obtencéo de formas tripomastigota metaciclicas do T. cruzi

Os parasitos foram mantidos em meio LIT, onde se multiplicavam na forma
epimastigota e se diferenciavam em tripomastigotas metaciclicos nesse meio. As
culturas na fase estacionaria, ricas em formas metaciclicas, foram lavadas em tampéo
salina fosfato com glicose (PSG), pH 8,0, que consistia de 8.09 g/l de Na2HPO4, 0.47
g/l de NaH2PO4.H20, 2,55 g/l de NaCl, 54 g/l de glicose, por centrifugacdo a 4.000
rpm por cinco minutos. Apds duas lavagens, os parasitos em PSG foram colocados
sobre uma coluna de cromatografia de troca i6nica de dietilaminoetil celulose (DEAE-
celulose, Sigma Chemical Co), montada em seringa de 20 ml e equilibrada com PSG,
como ja descrito (Teixeira e Yoshida, 1986). Os tripomastigotas metaciclicos foram
obtidos por eluicdo com PSG, ficando os epimastigotas retidos no topo da coluna. Apds
concentrar o material eluido por centrifugacdo, uma amostra foi retirada, fixada e
contada em camara de Neubauer. As preparacdes purificadas continham
invariavelmente 95-100% de formas metaciclicas.

3.3 — Extracdo de DNA

Foi utilizado um protocolo baseado no kit comercial para extracdo de DNA
(DNAZzol Invitrogen Life Technologies, Gaithersburg, MD, USA), (Gibco). Em resumo,
culturas de T. cruzi (10mL) na fase exponencial de crescimento em meio LIT foram
lavadas trés vezes por centrifugacdo em PBS a 2.000 rpm por 10 minutos. Apo6s
retirada do sobrenadante, ao pellet foi adicionado 1mL de DNAzol , homogeinizando
com a pipeta e centrifugando a 8900 rpm durante 10 minutos. Em seguida foi tranferido
0 sobrenadante para tubos novos, adicionando-se 500ul de etanol absoluto para
precipitar o DNA, centrifugando a 140.0001 rpm por 10 minutos. Apo6s desprezar o
sobrenadante, lavar o tubo com 1 mL de etanol 75%, centrifugando a 140.000 rpm por
10 minutos. Por fim, desprezou-se o sobrenadante, deixando os tubos secando.

Apds secagem dos tubos, foi adicionado 201 de H20 milli-Q estéril em cada

amostra.

40



MATERIAL E METODOS

3.4 — Quantificacdo de DNA

No sentido de estimar a concentragdo de DNA (Moore et al., 1997), cada
amostra extraida foi diluida (1:100) em H,O milli-Q estéril, num tubo coénico de 1,5 mli
(tipo EPPENDORF), submetida a agitacdo (RETSCH MIXER) para homogeneizacao
da solucdo, sendo depois colocada em cuvette de quartzo e submetida a leitura da
densidade Optica a 260 nm (DO260), para avaliar a quantidade de DNA, num
quantificador automatico GeneQuant 11 (RNA/DNA CALCULATOR, AMERSHAM
BIOSCIENCES). (Moore et al., 1997).

3.5 — Reagéo em cadeia da polimerase (PCR)

3.5.1 — Variabilidade da regido intergénica do gene de Mini-Exon

A variabilidade da regido intergénica do gene do mini-exon das amostras foi
estudada através da técnica do PCR Multiplex, utilizando-se os iniciadores Tcl, Tcll,
ZIll, TR e ME (Fernandes et al., 2001). Estes iniciadores geram um produto de
amplificacdo de 250 pb (Tcll), 200 pb (Tcl), 150 pb (ZII1) e 100 pb (T. rangeli). A
reacdo foi realizada em um volume final para cada amostra de 50 pl contendo 1pl de
DNA molde, 0,3 pl de Tag Gold DNA polimerase, 5 pl de dNTPs, 6 ul de MgCl,, 5 pl
de tampéo (Tris-HCI 10mM pH 8,5), 1 ul de cada iniciador (Tcl, Tcll, ZIlI, Tr e ME),
completando o volume final com agua MiliQ. A amplificacdo do fragmento foi
realizada nas seguintes condicGes de temperatura: desnaturacdo inicial a 94°C/5min,
seguido de 5 ciclos (94°C/1min, 50°C/1min para ligacdo dos iniciadores, 72°C/1min
para extensdo), seguido de 25 ciclos (94°C/30seg, 55°C/30seg, 72°C/30seg) e uma
extensdo final a 72°C/5min. Os produtos de digestdo foram analisados por eletroforese

em gel de agarose 1,5%, submetidos a coloracdo por Brometo de etideo.

3.6. Preparacéo do extrato protéico total soltuvel
3.6.1. Extracédo das proteinas soluveis

Formas epimastigotas (1x10°) cultivadas em meio LIT foram lavadas com PBS e
lisadas através de 4 ciclos de congelamento (nitrogénio liquido) e descongelamento
(37°C) na presenca de coquetel de inibidor de proteases (inibidores de serina, cisteina e
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calpaina proteases e metaloproteases), Ao final, as amostras foram centrifugadas por 10
minutos a 16.000g para obtencdo das proteinas sollveis, presentes no sobrenadante.

As proteinas foram precipitadas com 20% de &cido tricloroacético (TCA) e apds
10 minutos no gelo, foram centrifugadas por 15 minutos a 16.000g .

Os precipitados resultantes foram lavados trés vezes com acetona gelada
acrescida de 1% trietanolamina (TEA) e centrifugados como descrito anteriormente. Os
precipitados resultantes foram ressuspensos em tampédo contendo uréia 8M; CHAPS
2%; DTT 20 mM (Tampéo para focalizacéo isoelétrica— IEF), alicotados e armazenados
a -20°C.

3.6.2. Dosagem da concentragdo de proteinas no sobrenadante — Método RCDC
Protein Assay (BIO RAD)

As proteinas foram quantificadas através do método RCDC da Bio-Rad,
conforme as instrucgdes do fabricante, utilizando como padréo albumina de soro bovino
(BSA). Este método é adaptado do protocolo de Lowry (1951), sendo compativel tanto
para reagentes redutores (RC) quanto detergentes (DC). A linearidade do método é de
0,2-1,5mg/ml e sua leitura foi efetuada em espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 750nm com estabilidade de 1 hora.

Inicialmente partiu-se de um volume de 25ul tanto para o padrdo quanto para as
amostras, ambos em tampdo para focalizacdo isoelétrica (IEF). Para a etapa de
precipitacdo foi adicionado 125 pl do reagente RC I em todas as amostras e as mesmas
foram mantidas em incubagéo a temperatura ambiente por 1 minutos. Em seguida, foi
adicionado 125 pl do reagente DC II e todas as amostras foram centrifugadas por
16.000 g durante 5 minutos, e o sobrenadante resultante foi descartado. Foi adicionado
127 ul do reagente A’ (preparado no momento do ensaio: para cada 250 pl do reagente
A DC foi adicionado 5 pl do reagente S DC) e as amostras foram incubadas durante 5
minutos a temperatura ambiente. Posteriormente, foi adicionado 1ml do reagente B DC
e as amostras foram incubadas por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds a
incubacdo, foi feita a leitura da absorbancia a 750nm. A concentracdo foi obtida

utilizando a curva padréo de albumina de soro bovino (BSA).

42



MATERIAL E METODOS

3.7- Eletroforese Bidimensional (2D)

3.7.1 — Focalizacéo isoelétrica (1*°dimensao)

A amostra foi descongelada e foi acrescida a mesma, anfolitos, azul de
bromofenol na concentracdo final de 1% de cada um e tampao IEF, quando necessario,
para atingir um volume total de 300ul para géis de 17cm e 125ul para géis de 7cm. A
mistura foi homogeneizada e mantida a temperatura ambiente durante 1h, periodo
suficiente para a interacdo entre amostra e reagentes. Posteriormente, todo o contéudo
foi aplicado na cuba de focalizacdo isoelétrica (BIO RAD Protein IEF Cell). Sobre a
amostra colocou-se a fita contendo um gel com gradiente de pH imobilizado (Ready
Strip IPG Strip -BIO RAD). Ap6s 1h de rehidratacdo da fita de IPG a temperatura
ambiente, esta foi coberta com 6leo mineral e procedeu-se a rehidratacdo de forma ativa
na cuba de focalizacdo isoelétrica, com uma voltagem de 50 Volts durante 11 horas a
20°C. A focalizagdo isoelétrica foi iniciada imediatamente ap6s a finalizacdo da
rehidratagéo ativa, segundo programa descrito na tabela 2, padronizado pela Plataforma
de Eletroforese Bidimensional, coordenada pela Dra Leila de Mendonca Lima do
Laboratério de Gendmica Funcional e Bioinformatica Instituto Oswaldo Cruz —
Fiocruz/RJ. Para este protocolo, foram aplicadas amostras de uma Unica cepa na cuba de
focalizacdo isoelétrica, uma vez que ja havia sido observado que a utilizacdo de
amostras de espécies ou cepas diferentes na mesma cuba ndo propiciava mapas
protéicos com boa resolucdo. Ao final da primeira dimensdo, as fitas podem ser

armazenadas a —20°C por tempo indeterminado.

43



MATERIAL E METODOS

Tabela 2: Programa utilizado para a Focalizacdo isoelétrica (fitas de 7 e 17 cm).

Géisde 7 cm
Voltagem Gradiente Tempo
Rehidratacio 50V 11h
Passo 1 250V Linear 15 minutos
Passo 2 4000V Linear 2h
Passo 3 4000V Rapido 15.000 V/h (Impregnacio por Prata)
Passo 4 500V Rapido Hold

Géis de 17 cm

Voltagem | Gradiente Tempo
Rehidratacio 50V 11h
Passo 1 250V Linear 20 minutos
Passo 2 10000 V Linear 2:30h
Passo 3 10000V Rapido 60000 V/h (Impregnacio por Prata)

90000 V/h (coloracio por
Coomassie Blue — G250)

Passo 4 500V Rapido Hold

3.7.2. Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (2% dimens&o)

As fitas de IPG foram equilibradas com tampéo contendo uréia 6 M , SDS 20%,
tampédo Tris/HCI 1,5 M pH 8, 8, Glicerol 50% mais DTT 130mM por 10 minutos para
reduzir as pontes dissulfetos. Cada fita foi posicionada no suporte especifico com o gel
voltado para cima. Posteriormente, eliminou-se o tampéo anterior e foi adicionado o
mesmo tampdo contendo iodoacetamina 125 mM para alquilar os grupos sulfidrila. As
fitas foram mantidas nesta solucdo por 10 minutos a temperatura ambiente, sob leve
agitacdo e depois lavada em tampédo Laemli (Tris base 24,6 mM, Glicina 192 mM e
SDS 3,48 mM). A fita, uma vez equilibrada, foi encaixada cuidadosamente no gel
preparativo SDS-PAGE 12% (Tris — HCI 0,375 M pH 8,8 , 12% da solugéo de 30%
acrilamida / 0,8% bisacrilamida, 0,1% SDS, 0,1% APS e 0,01% TEMED). Os géis
foram submetidos a corrida eletroforética por aproximadamente 1 h a 200mA (géis
7cm) ou 1 h a 20 mA e posteriormente a 40 mA (géis 17cm). Os géis foram revelados

por impregnacao por prata ou por Coomassie Blue G-250.
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3.8. Métodos de deteccao das proteinas no gel

3.8.1. Coomassie Blue G-250

Neste método de revelacdo, o Coomassie Blue G-250 forma microprecipitados
em meio acido contendo sulfato de aménio. E um método bastante sensivel, sendo
capaz de revelar até 0,2 pug de proteina (em cada spot). A coloracdo compreende trés
etapas: fixacdo das proteinas, lavagem para retirada dos interferntes e a revelagdo das
proteinas por Coomassie Blue G-250 (adaptado de Nehoff et al., 1988) (anexo 7).

3.9. Analise e identificacdo das proteinas

3.9.1.0btencéo e analise das imagens dos géis em um formato digital

Para obtencdo das imagens dos géis em um formato digital, foi utilizado o
densitbmetro GS-800 Calibrated Densitometer (BIO-RAD. As andlises foram realizadas
com a utilizagdo do programa PDQuest™ (BIO-RAD). Para as analises comparativas
entre as imagens obtidas, foram realizadas as seguintes etapas:
(i) escolha de um gel master (imagem virtual que ira conter todos os spots de todos os
géis utilizados na analise);
(ii) escolha de spots de referéncia (spots que estejam presentes em todos 0s géis a serem
analisados),
(iii) alinhamento dos mesmos entre os diferentes géis 2D;
(iv) deteccao dos spots;
(v) pareamento automatico entre os spots dos diferentes géis 2D;
(vi) normalizacdo das imagens

(vii) identificacdo de spots expressos diferencialmente.

Neste trabalho, foram feitas analises provenientes de comparagdes de trés
experimentos independentes. Foram realizadas analises de reprodutibilidade utilizando
parametros do programa que sobrepunham as imagens obtidas de diferentes
experimentos provenientes da mesma amostra. Além disso, também foram feitas
analises observando expressdo qualitativa e/ou quantitativamente diferentes entre as

cepas em estudo
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3.9.2. Retirada e processamento dos spots

Apo6s as analises dos geis, os spots de interesse foram retirados do gel e
processados para serem analisados pelo espectrdmetro de massa. Nesta etapa, é
fundamental a limpeza do ambiente e o cuidado na manipulacdo das amostras, pois a
contaminagdo por queratina € um problema relativamente comum e deve ser evitado.
Por isso, 0 uso de luvas, preferencialmente sem talco, jalecos, méascaras e touca é de
extrema importancia.

Os spots foram transferidos para tubos siliconizados novos previamente lavados
em agua milliQ/ metanol/ agua milliQ. Todos os spots eram provenientes de géis 2D
revelados por Coomassie Blue G-250, devido a compatibilidade deste método com o
espectrometro de massa. O material foi armazenado a -20°C até o seu processamento.

Inicialmente foi realizada a descoloracdo dos spots, adicionando a cada tubo
contendo um spot coletado, 400ulL de uma solugao de acetonitrila (ACN) 50% (p/v) /
bicarbonato de aménio 25 mM pH 8,0. Foram feitas trés lavagens de 15 minutos cada,
em agitacdo continua até a descoloracdo total do spot.

O descorante foi removido e entdo, adicionado a cada tubo 200uL de ACN
100% (para desidratacdo), permanecendo por 5 minutos sob agitacdo. O procedimento
foi repetido até que o spot (gel) estivesse opaco. A etapa seguinte promovia a secagem
do spot no Speed Vac durante 15 minutos. Posteriormente, foi realizada a etapa de
tripsinizagdo, adicionando-se 10uL da solugdo de tripsina 20ng/uL, de forma a cobrir
completamente o spot (gel). Os tubos foram mantidos no gelo por 10 minutos, para que
a tripsina penetrasse no gel. Apds o término deste tempo, todo o excesso de tripsina foi
removido e 20uL de solugdo de bicarbonato de amoénio 50 mM foi adicionado, iniciando
a digestdo. Os tubos foram incubados por uma noite, a 37°C (16-24 h).

A etapa seguinte consistiu na extracdo e concentracdo dos peptideos gerados
pela tripsinizacdo. Para isso, transferiu-se os 20 puL de solugdo de bicarbonato de
amonio 50mM do tubo contendo o spot para um tubo limpo. Adicionou-se ao tubo com
0 spot 30uL de 4cido foérmico 5% (v/v) / ACN 50% (v/v), de modo a extrair os
peptideos. Esta solucdo permaneceu no tubo durante 30 minutos, sob agitacdo
constante, sendo transferida posteriormente para o tubo contendo os 20uL previamente
coletados.

A extragéo foi repetida mais uma vez e todos os extratos foram combinados em

um mesmo tubo, com um volume final de aproximadamente 60uL. A amostra foi entdo
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concentrada até 20uL por cerca de 1 h no Speed Vac. Os peptideos foram armazenados

a -20°C para posterior analise por espectrometria de massa (Leon et al.,2007)

3.9.3. Analise dos spots por espectrometria de massa e identificacdo dos peptideos

Apos o processamento dos spots, as amostras foram aplicadas em uma resina de
fase reversa empacotada em uma ponteira de micropipeta (ZipTip™ C18), com o
objetivo de retirar sais e outros interferentes, visando a analise por espectrometria de
massa. Previamente a aplicacdo da amostra, o ZipTip foi umidecido em 100 % ACN e
equilibrado com uma solugdo de TFA 0,1 % (&cido trifluoracético). A adsorcdo de
peptideos a resina foi feita com sucessivas aspiracGes da amostra. Uma vez adsorvidos,
0s peptideos foram lavados com 0,1% TFA em agua milliQ e finalmente eluidos em um
novo tubo utilizando uma solucgédo de 0,1 % TFA /50 % ACN.

Depois de concentradas, as amostras foram co-cristalizadas com uma matriz de
acido a-ciano-4-hidroxicindmico em uma placa de ago inox especialmente utilizada para
a andlise no espectrémetro de massa. Foram misturadas quantidades iguais de amostra e
matriz (0,5 pL: 0,5 uL), estando a matriz a uma concentragdo de 5,0 mg/ mL diluida em
solucdo de 50% ACN / 0,3% TFA em agua milliQ (Leon et al.,2007).

Uma vez preparada a placa, contendo de 1 a 100 amostras, esta foi colocada no
espectrometro de massa MALDI TOF-TOF 4700 Proteomics Analyser. A determinacéo
da massa dos diferentes peptideos, obtidos pela protedlise de cada um dos spots
coletados nos diferentes géis 2D, foi feita automaticamente pelo equipamento e apés a
conclusdo, os resultados foram capturados através do programa integrado ao
equipamento (4000 Explorer Remote Client) e retirados os picos de contaminantes, caso
existissem. Os mesmos foram transferidos para um programa de busca, visando a
identificacdo das proteinas. Foram utilizados dois programas de busca, Mascot e MS-
Fit, ambos disponiveis on-line nos enderecos:
http://www.matrixscience.com/cqgi/search_form.pI?FORMVER=2&SEARCH=MIS e

http://prospector.ucsf.edu/ucsthtml4.0/msfit.htm, respectivamente. Cada espectro obtido

foi avaliado pelos dois programas paralelamente.
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Para o programa Mascot foram utilizados parametros de busca descritos previamente no
programa (default), onde foram efetuadas as seguintes modificacfes Taxonomy: All entries

Type of search:MS/MS lon search

Enzyme: Trypsin

Fixed modifications: Carbamidomethyl (C)

Variable modifications: Oxidation (M), Phospho (ST), Pyro_glu (N-term E)

Peptide tol. £ 0.5 Da MS/MS tol. + 0.5 Da

Peptide charge +1 Da

Mass values: Monoisotopic

Instrument : Maldi TOF-TOF

Overview: Report top 50 hits

3.10. Deteccdo de glicoproteinas na superficie dos isolados silvestres para analise
por FACS

Para a analise por FACS ap0s as incubacdes, as células foram lavadas trés vezes
em PBS e analisadas em citdmetro de fluxo (Epics Elite, Counter Electronics) (Matta e
cols 1999).

Para a deteccdo de glicoproteinas por imunofluorescéncia indireta utilizarmos os
anticorpos monoclonais gerados em camundongos: 3F6, que reconhece uma
glicoproteina de massa molecular de 82 kDa (gp82) ou gp30 de metaciclicos, 1G7 e
5E7, que reconhecem a gp90 de tripomastigotas metaciclicos (Teixeira e Yoshida,
1986), 2B10 e 10D8, que sdo dirigidos contra glicoproteinas do tipo mucina gp35/50 em
metaciclicos e epimastigotas (Yoshida et al., 1989; Mortara et al., 1992).

3.11. Interacdo T. cruzi-célula hospedeira

Para avaliar a capacidade de infeccdo dos isolados silvestres provenientes do Rio
de Janeiro formas tripomastigtas de T. cruzi provenientes de cultivo celular e
tripomastigotas metaciclicas foram utilizadas nos ensaios de interacdo com
cardiomidcitos e células Vero. A interacdo T. cruzi-célula alvo foi realizada na
proporcao de 20:1 parasita/ célula hospedeira e a cinética de infecgcdo foi interrompida

apos 2, 4, 6, 24, 48 e 72h. As culturas serdo fixadas com Bouin e o percentual de
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infeccdo sera determinado apds coloracdo pelo Giemsa e quantificacdo randémica de

400 células ao microscopio de luz.

3.12.Culturas de células de mamiferos

3.12.1 Cultura primaria de células musculares cardiacas

Os cardiomidcitos foram obtidos de embrides de camundongos com 18 dias
(Meirelles e cols, 1986). O coracdo foi fragmentado e dissociado por tratamento
enzimatico, utilizando-se tripsina 0,025% e colagenase 0,02%. As ceélulas isoladas
foram semeadas em placas de cultura previamente revestidas com 0,1% gelatina,
cultivadas em DMEM acrescido de 5% SFB, 2% extrato embrionario, 2,5mM CaCls,
1mM de L-glutamina e antibioticos e mantidas a 37°C em 5% CO,. Todos 0s protocolos
que envolvem o manuseio de animais experimentais foram aprovados pela CEUA
(registro LW-11/09).

3.13. Anticorpos monoclonais

Utilizamos os seguintes anticorpos monoclonais: 3F6, que reconhece uma
glicoproteina de massa molecular de 82 kDa (gp82), 1G7 e 5E7, que reconhecem a gp90
(Teixeira e Yoshida, 1986), 2B10 e 10D8, que sdo dirigidos contra glicoproteinas do
tipo mucina gp35/50, que sdo visualizadas geralmente como bandas duplas (Yoshida et
al., 1989; Mortara et al., 1992).

3.14. SDS-PAGE e “Western blot”

Para andalise da expressdo de moléculas de tripomastigotas metaciclicos por
imunodeteccdo foram feitos extratos de 3x10’ parasitos em tamp&o de lise contendo 1%
do detergente Nonidet P-40 (NP-40), na presenca de inibidores de proteases (PMSF
1mM, iodoacetamida 1 mM), que foram entdo centrifugados a 13.000 rpm durante 10
minutos. A fraco soltvel (sobrenadante) foi adicionado tamp&o de amostra (62 mM de
Tris pH 6,8, 10% de glicerol, 2% de SDS (dodecilsulfato de sddio), 5% de 2-
mercaptoetanol e 0,01% de azul de bromofenol). As amostras foram fervidas e

separadas por eletroforese em gel de 10% de poliacrilamida com SDS (SDS-PAGE).
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Apols a eletroforese, as proteinas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose (Hybond-ECL Nitrocellulose membrane; Amersham Biosciences) em
tamp&o de transferéncia contendo Trizma base35 mM, glicina 192 mM e 20% de
metanol por, no minimo, 2 horas a 200 mA. As proteinas e 0s marcadores de peso
molecular (low molecular- weight range; Protein mixture; Amersham Biosciences)
foram visualizados por coloracdo com 0,1% de Ponceau-S em 10% de acido acético,
para verificar a eficiéncia na transferéncia. A membrana foi bloqueada com 7,5% de
leite desnatado (Molico) em PBS (PBS-leite) por 1 hora, seguida de incubacdo com o
anticorpo primario de interesse diluido em PBS-leite por uma hora,3 lavagens por 15
minutos em PBS contendo 0,05% de Tween-20 incubag¢do com o anticorpo secundario
anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase por 1 hora, e 3 lavagens em PBS-
Tween-20. Todas as etapas foram feitas a temperatura ambiente, sob agitacdo constante.
A membrana foi entdo revelada por quimioluminescéncia com reagente de detec¢édo
(ECL Western blotting; Amersham Biosciences) e filme (Hyperfilm-MP; Amersham
Biosciences) seguida de incubagdo da membrana com solugdo contendo 0,2 mg/ml de
diaminobenzidina (DAB) e H,0, (1:1000 de uma solucdo 30%).

4.15. Deteccéo de atividade de protease

Para verificar atividade de protease em tripomastigotas, 3x10 parasitos foram
lisados em solucdo contendo 0.4% de Triton X-100 em PBS e a esse extrato total foi
adicionado tamp&do de amostra, sem 2-mercaptoetanol. As amostras foram entéo
aplicadas, sem ferver, em gel de 10% de poliacrilamida (SDS-PAGE) co-polimerizado
com 0,05% de gelatina como substrato. A eletroforese foi feita em condicdes nédo
denaturantes. Apoés eletroforese o gel foi lavado por duas vezes (30 minutos cada) em
solucdo contendo 2.5% de Triton X-100 em de tampéo acetato de s6dio0.1 M, pH 6.0,
para remover o0 SDS, e incubado por pelo menos 12 horas em tampao acetato de sédio
sem detergente. O gel foi corado com Coomassie blue R250 para visualizacdo das

bandas brancas (degradadas) em gel azul.
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4 — RESULTADOS
4.1 Curvas de Crescimento

As curvas de crescimento das cepas 3663 e 4167 e dos isolados SMM10, 36, 53,
88, 98 foram realizadas em meio LIT em triplicata para cada cepa. As médias e 0s
desvios padrdo correspondentes encontram-se descritos na Tabela 3. O crescimento
maximo em meio LIT das amostras analisadas foi observado no 4° dia para a amostra
SMM10 (45.000 células/ul), no 7°dia para a SMM53 (52.750 células/pl), no 10° dia
para as amostras SMMS88 (33.125 células/ul) e no 20° dia para as amostras SMM36
(54.375 células/ul) e SMM98 (44.000 células/ul). As curvas de crescimento das cepas
4167 e 3663 apresentaram a fase exponencial entre 0 4° e 10° dia, respectivamente.
(Gréfico 1). Neste periodo, os parasitos foram coletados para o procedimento de

extracdo de proteinas solaveis.
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Gréfico 1: Curva de crescimento dos isolados silvestres de Trypanosoma cruzi

obtidos no Estado do Rio de Janeiro.
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Tabela 3: Médias e desvios padréo dos resultados obtidos em trés curvas de

crescimento

Dias de contagem
Cepas/Tsolados 0 4 7 10 13 17 20
3663 0,5 | 5,25+0,25 | 10,75+0,66 | 57,58+8,65 | 36,33+3,21 | 13,08+2,00 | 15,25+0,66
4167 05 | 17,5+1,32 | 12,505 | 9,08+1,01 | 10,83+1,01 | 8,830,552 | 9,33+2,27
SMM10 05 | 18,8+1,08 | 26,0+0,88 | 32,2+1,98 | 15,1+0,49 | 20,2+0,98 | 10,0+1,03
SMM36 05 | 6,78+2,06 | 23,7+1,01 | 13,4+1,64 | 49,5+0,97 | 45,7+0,34 | 54,3+1,88
SMM53 05 | 184+1,46 | 52,7+0,59 | 51,3+0,87 | 33,1+1,08 | 29,2152 | 21,0+0,87
SMMS88 05 | 10,0+1,57 | 21,080,67 | 29,4+1,44 | 3564101 | 46,4+1,93 | 54,2+146
SMM98 05 | 235+1,86 | 41,5+1,37 | 36,2+0,57 | 35,1+0,29 | 36,8+1,31 | 44,1+05

4.2. Variabilidade da regido intergénica do gene de Mini-Exon

Aproximadamente 50ng de DNA gendmico obtidos dos isolados silvestres de
Triatoma vitticeps (SMM10, SMM36, SMM53, SMM88, SMM98) e das cepas 3663 e
4167, foram submetidos a amplificacdo do segmento do espacador ndo-transcrito do
gene de mini-exon de T. cruzi (Figuras 9 e 10). Foram utilizados como controles 0 DNA
gendmico das cepas Dm28c (caracterizada como T. cruzi 1), CL Brener (caracterizada
como T. cruzi II), JJ (pertencente ao ZIII) e cepa H14 de Trypanossoma rangeli. Esta
tipagem foi realizada em triplicata, a fim de confirmar os resultados obtidos. Esta
tipagem foi realizada em trés momentos diferentes do desenvolvimento desta tese e
todos os resultados obtidos confirmaram a classificacao original dos isolados utilizados.

Todos os isolados de T. cruzi analisados apresentaram a banda de 150 pb
caracteristica do zimodema I1l. Ainda na mesma analise todos apresentaram também
bandas com uma menor intensidade de ~ 250pb, sugerindo a presenca de possiveis

misturas nos isolados.
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Figura 9: Caracterizacdo molecular das cepas 3663 e 4167 através da analise do
segmento do espacador nao-transcrito do gene de mini-exon por eletroforese em gel de
agarose a 2% e corado com brometo de etideo.MM — Marcador molecular (50pb), 1 —
amostra controle de T. cruzi | (Dm28c), 2 — amostra controle de T. cruzi Il (CL Brener),
3 — amostra controle de T. rangeli, 4 — amostra controle de ZIIl (JJ), 5 — amostra de
escolha para controle de ZI11 (4182), 6 — 3663, 7 — 4167, 8 — controle negativo.
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Figura 10:- Caracterizagdo molecular dos isolados SMM10, SMM36, SMM53,
SMMB88, SMM98 através da analise do segmento do espacador ndo-transcrito do gene
de mini-exon por eletroforese em gel de agarose a 1,5% e corado em brometo de etideo.
MM — Marcador molecular (100pb), amostra controle de T. cruzi | (Dm 28c), amostra
controle de T. cruzi Il (CL Brener), amostra controle de ZIIlI, amostra controle de T.

rangeli,amostra de escolha para ZIIl -3663, SMM10, SMM36, SMM53, SMM88,
SMMO98.
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4.3. Eletroforese Bidimensional (2D)

Os ensaios de eletroforese bidimensional utilizando extrato protéico solUvel de
formas epimastigotas em uma faixa de pH 3-10 mostraram que uma quantidade
significativa de proteinas focalizou em uma faixa mais estreita de pH (Figura 11).
Comparando os géis 2D das cepas 4167 e 3663 e os isolados SMM98 e 36 foi possivel
observar diferencas de intensidade do mesmo spot (Figura 12). Quando foi utilizada uma
faixa de pH 4-7, observou-se uma resolucdo melhor destas proteinas e uma consideravel
diversidade na expressdo protéica entre as cepas 3663 e 4167 e os isolados SMM36 e 98
(Figura 13). Estes experimentos foram feitos em triplicata, mostrando-se reprodutiveis
(Figura 14). A analise computacional dos géis bidimensionais (programa PDQuest — Bio-
Rad) realizados na faixa de pH 4-7 detectou 300 spots na cepa 3663 e 325 spots na cepa
4167. Nos isolados foram detectados 310 spots na SMM36 e 285 spots na SMM98. Dentre
eles, foi possivel detectar spots comuns e exclusivos das cepas 3663, 4167 e dos isolados
SMM36 e 98 (Figura 15).

113

215

Figura 11: Eletroforese bidimensional de proteinas sollveis de formas

epimastigotas. Proteinas soluveis (40ug) foram aplicadas em fitas de IPG — 7 cm (Bio-
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Rad) com faixa de pH 3-10 e separadas por focalizagéo isoelétrica (primeira dimens&o).
Posteriormente, as fitas de IPG foram submetidas aos tratamentos de redugéo (DTT) e
alquilacdo (iodoacetamida). A segunda dimensdo foi feita em SDS-PAGE (12%

poliacrilamida). As proteinas foram visualizadas utilizando impregnacéo pela prata.

Figura 12: Comparacdo entre 0s géis 2D das cepas 4167 e 3663 e o0s isolados
SMM98 e 36. (A)4167(B) 3663(C) SMM98 (D)SMM36. Podemos observar spots que

mostram diferentes intensidade entre as amostras de estudo .
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kDa

Figura 13: Eletroforese bidimensional de proteinas sollveis de formas epimastigotas.
Proteinas solaveis (700ug) foram aplicadas em fitas de IPG — 17 cm (Bio-Rad) com
faixa de pH 4-7 e separadas por focalizagdo isoelétrica (primeira dimensdo). Apés a
primeira dimensé&o, as fitas de IPG foram submetidas aos tratamentos de reducdo (DTT)
e alquilacdo (iodoacetamida). A segunda dimensdo foi feita em SDS-PAGE (12%
poliacrilamida). As proteinas foram visualizadas utilizando a técnica de coloragdo por
saturacdo com o Coomassie Blue G-250.
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Figura 14: (1) Andlise da reprodutibilidade da eletroforese bidimensional de

vermelhos — presentes somente no gel C.
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proteinas soluveis de formas epimastigotas. O procedimento foi realizado como descrito
na Figura 12 e a analise foi feita utilizando o programa PDQuest (Bio-Rad). (A)
Imagem virtual obtida através da analise comparativa entre as triplicatas (B, C e D). Os
retdngulos representam areas ampliadas dos géis (B, C e D) que encontram-se
delineadas pelas cores azul e vermelho; (2) Imagem virtual ampliada (1 A) resultante

da comparacdo entre os géis bidimensionais. Spots verdes —comuns as triplicatas; spots
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Figura 15: Imagem virtual obtida pela comparacdo entre os géis bidimensionais
num gradiente de pH linear de 4-7 utilizando PDQuest softwere (Bio-Rad).

Spots

vermelhos e azuis - presentes somente em uma cepa/isolado e spots verdes — comuns.
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4.4. Anélise dos spots por espectrometria de massa e identificacio dos peptideos

Para identificar a proteina correspondente aos spots presentes nos mapas
protéicos das cepas estudadas foi utilizada a técnica de espectrometria de massa. Foram
retirados e processados 80 spots do gel bidimensional referente ao pH 4-7 da cepa 3663,
mas somente 25 foram identificados. Em relacdo a cepa 4167, foram retirados e
processados 91 spots sendo 30 identificados (Figuras 16).

215

40 70 40 7.0
pH pH

Figura 16: Identificacdo de spots da cepa 3663 (A) e 4167(B).

As proteinas identificadas apresentam funcdes celulares distintas. Sendo assim,
foram agrupadas em categorias funcionais (Tabelas 4 e 5).
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Tabela 4: Proteinas identificadas na cepa 3663 por espectrometria de massa com funcéo
conhecida e agrupada em categorias funcionais.

Cepa 3663

Caracterizagdo funcional

Sintese de proteinas
Sinalizacgdo / Diferenciacéo
Celular

Metabolismo

Metabolismo, resposta ao stress
oxidativo

Organizacdo celular

Resposta ao stress/ Proteina da
matriz mitocondrial

Fator de iniciacdo de traducéo

Catabolismo de proteinas
Transporte nuclear
Degradacdo de proteinas

Transporte de elétrons

Outras

Proteina

40S ribosomal protein S12 (T.cruzi)

Activated protein kinase C (T.cruzi)
Alcohol dehydrogenase (T.cruzi)
Dehydrogenase (T.cruzi)

Nitrilase (T.cruzi)
Ubiquitin-conjugating enzyme EZ2
(T.cruzi)

Ubiquitin-conjugating enzyme like
(T.cruzi)

Glutathione peroxidase-like protein
(T.cruzi)

Alpha tubulin (T.cruzi)

Beta tubulin (T.cruzi)

Chaperonin HSP60, mitochondrial
precursor (T.cruzi)

FEukaryotic initiation factor 5a
(T.cruzi)

Hlsvu complex proteolytic subunit
like (T.cruzi)

Ran binding protein 1 (T.cruzi)
29kDa proteosome subunit (T.cruzi)

Peroxiredoxin (T.cruzi)
Calpain-like cysteine peptidase
(T.cruzi)

Putative cofilin (T.cruzi)

Hypothetical protein (T.cruzi)
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Tabela 5: Proteinas identificadas na cepa 4167 por espectrometria de massa com funcéao

conhecida e agrupada em categorias funcionais.

Cepa 4167

Caracterizagdo funcional
Comunicacédo Celular

Metabolismo

Transporte de életrons
Processo de formacdo de
proteinas

Processo bioldgico
Atividade tripanotiona-
dissulfide redutase

Proteina
Activated protein kinase C receptor (T.cruzi)

Arginine kinase, putative (T.cruzi)

Aromatic L-alpha-hydroxyacid dehydrogenase
(T.cruzi)

Tyrosine aminotransferase (L-tyrosine:2-
oxoglutarate aminotransferase (TAT) (T.cruzi)

Nitrilase (T.cruzi)

Putative proteasome alpha 3 subunit (T.cruzi)
Peroxiredoxin ou Tryparedoxin peroxidase
(T.cruzi)

Prefolin subunit 2 (T.cruzi)

Prostaglandin F synthase (T.cruzi)

Proteosome alpha 5 subunit (T.cruzi)

Resposta ao stress/Proteina
de destino

Putative heat shock 70kDa protein, mitochondrial
precursor (T.cruzi)

Codifica epitopos reativos Ribosomal potein P-JL5 (T.cruzi)
S-adenosylmethionine synthetase, putative

Processo celular (T.cruzi)

Organizacgdo celular
Resposta ao Stress /
Proteina mitocondrial
Organizagdo dos filamentos
de actina

Beta tubulin (T.cruzi)
Chaperonin HSP60, mitochondrial precursor
(T.cruzi)

Cofilin/actin depolymerizing factor (T.cruzi)

Outras Hypothetical protein (T.cruzi)

Hypothetical protein conserved (T.cruzi)
Mitochondrial elongation factor G putative
Proteina mitocondrial (T.cruzi)
Separacdo da croméatide
irméd, reparo de DNA ,
recombinacédo e

transporte intracelular

Putative structural maintenance of chromosome 3
protein (T.cruzi)

Resposta ao stress Heat shock 60 kDa protein (T.cruzi)

Nos isolados SMM36 e 98, foram encontradas diferentes expressdes proteicas.
Foram encontradas: Proteina Kinase C, Beta tubulina, Chaperona, Deidrogenase/
Prostaglandina F2 alfa sintetase, Peroxiredoxina, Tryparedoxina peroxidase,
Ubiquinina, Proteina Colifina Proteina de Choque térmico, Arginina cinase. A Arginina
cinase apresentou expressdo variada entre as cepas da regido amazénica e os isolados

silvestres do Rio de janeiro, ambos do grupo ZIIlI (Figuras 17). Outra proteina
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identificada que apresentou uma expressdo diferenciada foi a cruzipaina (Figura 18). Foi

possivel identificar diferentes spots como cruzipaina (Figura 19).

3663 4167 SMM36 SMM98

o 8

Figura 17 : Variacdo da intensidade de spot identificado como arginina cinase entre as
cepas 4167 e 3663 e os isolados silvestres SMM36 e 98.
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Figura 18: Variacdo da intensidade de spot identificado como cruzipaina entre as cepas
4167 e 3663 e os isolados silvestres SMM36 e 98.
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Figura 19: Variagdo da intensidade de spots identificados como cruzipaina entre as
cepas 4167 e 3663. Os graficos de intensidade (gréficos em barra) foram gerados pelo

programa PDQuest apds comparagéo entre as cepas estudadas.

4.5. Atividade Proteolitica

Os resultados da atividade proteolitica obtidos através da analise zimografica
evidenciaram uma protease com massa molecular aparente de 45kDa em todas as
amostras nas formas epimastigotas e tripomastigotas (SMM10, SMM36, SMM53,
SMM88, SMMB98) e nas cepas 3663 e 4167. Uma vez que as massas moleculares
obtidas possuiam perfil semelhante ao da cruzipaina (cisteina protease produzida por T.
cruzi), ensaios de Western blotting e citometria de fluxo foram realizados utilizando um
anticorpo anticruzipaina. Nestes ensaios foi possivel observar uma reagdo positiva ao
anticorpo entre os isolados testados apresentando uma forte banda com aparente massa
molecular entre 40 e 50kDa (Figura 20) e uma variacdo no nivel de expressdo da

cruzipaina entre os isolados e cepas testados (Figura 21).
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Figura 20: Analise zimogréafica e Western blotting utilizando anticorpo anti-cruzipaina
evidenciando bandas de aproximandamente 45 kDa. (1) Cepas 3663 e 4167 (2) Isolados
SMM10, SMM36, SMM53, SMM88 e SMM98.

- 3663
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Figura 21: Citrometria de fluxo utilizando o anticorpo anti cruzipaina.
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4.6. Cinética de infeccdo de células VERO por tripomastigotas de diferentes cepas

e isolados de T.cruzi

A cinética temporal de infeccdo de células VERO pelos parasitos foi realizada
em meio RPMI’S com 5% de SBF e para cada dia de observacdo foram montadas
laminas. Através da observacdo das laminas ao microscopico o6ptico foi possivel
visualizar diferentes momentos da infeccdo das células VERO com as cepas 3663 e
4167 e SMM36 e 98 de T. cruzi.

As cepas e isolados analisadas apresentaram perfis distintos de infeccdo nos
diferentes tempos determinados (Figuras 22). A figura 22 mostra os resultados relativos
ao percentual de células VERO infectadas pelos diferentes estoques de T. cruzi ao longo
de uma cinética de 24-72 h de infeccdo. Nossos resultados mostraram que a interacdo de
células VERO com formas tripomastigotas do isolado SMM36 resultou em cerca de
60% de infeccdo, enquanto a interacdo de parasitos da cepa 3663 e SMM98 com este
mesmo tipo celular resultou em somente cerca de 3% de células infectadas. A invaséo
de células VERO por tripomastigotas das cepas 4167 alcancou niveis de
aproximadamente 40% de infec¢do das culturas (Figura 22).

Os dados referentes ao nimero de parasitos por célula infectada (par/cel) ao
longo da cinética de infecgdo de células VERO pelos diferentes estoques de T. cruzi. A
interacdo por 24, 48 e 72 horas com parasitos SMM98 resultou em cerca de 1,1; 1,5 e
4,6 par/cel, respectivamente. Apds 24, 48 e 72 horas de infeccdo com SMM36, o
namero médio de par/cel foi de 6; 28 e 40, respectivamente. A analise da infec¢do pela
cepa 4167 mostrou valores de 2,8, 4,6 e 17 par/cel, ap6s 24, 48 e 72 horas,
respectivamente. A interacdo de células VERO com a cepa 3663 resultou em indices

médios de 1, 1,97 e 5 no numero de par/cel, respectivamente ap6s 24, 48 e 72 horas.
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Figura 22: Cinética de infeccdo de células VERO pelas cepas SMM36, SMM98 , 3663

e 4167 nos periodos de 24h, 48h e 72h. O resultado representa a média aritmética de trés

experimentos.

4.7. Experimentos de infeccdo em célula VERO utilizando anticorpo anti-

cruzipaina

Apos a realizagdo deste ensaio houve somente uma reducdo de cerca de 30% no
numero de parasitas intracelulares na cepa 4167 e SMM36 (Figura 23). Quando foram

utilizadas as amostras 3663 e SMM98, frente ao seu baixissimo indice de infecgéo (1-

3%) esta praticamente ndo ocorreu.
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Figura 23: Gréficos da infec¢do de Trypanosoma cruzi em células Vero, das amostras

4167 (regido amazonica) e SMM36 (isolado do Rio de Janeiro).

4.8. Infeccdo em Cardiomidcito:

A literatura se mostra escassa em relacdo a eventual diferenca quanto a invasdo

celular in vitro desses isolados silvestres. Iniciamos 0s experimentos com a SMM36 por

ja ter apresentado um alto perfil de infeccdo in vivo (dados do grupo) e em células
VERO, obtendo-se um alto indice de infeccdo em cultura (Figura 24). A SMM36

apresentou capacidade de infectar aproximadamente 70% cardiomidcitos.
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Figura 24: Infeccdo da amostra SMM36 em cardiomidcitos com 2, 4, 6 e 24h.

4.9. Andlise de citometria de fluxo da expressdo de gp90, gp82 e
gp35/50

Foi possivel observar nos experimentos de citometria de fluxo uma expressao
diferenciada entres os isolados estudados. Por exemplo, a analise da gp90 revelou como
sendo um dos componentes principais de superficie na SMM98, e detectou pouca
expressdo na SMM36. Vale ressaltar que esses resultados corroboram com os achados
nos experimentos de western blotting. Foi possivel observar a menor expressao de gp82
no isolado SMM98, que esta poderia justificar o menor percentual de invasdo celular

em células VERO (Figura 25).
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Figura 25: Citometria de fluxo utilizando o anticorpo Gp82 (A), Gp 35/50 (B), Gp 90

(D) nos isolados silvestres de Trypanosoma cruzi.

4.10. Deteccao de glicoproteinas na superficie dos isolados silvestres por Western

blot e citometria de fluxo

As diferencas entre os isolados de T. cruzi quanto a expressdo de moléculas de

superficie (glicoproteinas) foram observados nos experimentos de western blotting. As

diferencas de expressdo das GPs 35/50, 82 e 90 nas formas epimastigotas e

tripomastigoas sdo compativeis com as observagoes in vivo realizados pelo nosso grupo.

No caso da gp90, a SMM98 apresentou maior expressao quando comparado com a

SMM36. (Figura 26).
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superficie (glicoproteinas) nos experimentos de western blotting.
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Figura 26: Diferencas entre os isolados de T. cruzi quanto a expressdo de moléculas de
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5 - DISCUSSAO

A heterogeneidade do Trypanosoma cruzi vem sendo descrita desde a sua
descoberta.

Miles e cols (1978, 1980) utilizando analises de isoenzimas agruparam as cepas
em zimodemas e relacionaram os trés diferentes grupos isoenzimaticos encontrados com
o perfil epidemiolégico dos isolados. Os zimodemas ZI e ZIII estariam relacionados ao
ciclo silvestre do parasito e o ZIl ao ciclo doméstico. Posteriormente, através de diversas
técnicas de biologia molecular (Morel,1986; Avila et al., 1990; Mimori,1992; Tibayrenc
et al., 1993; Steindel et al., 1993; Macedo et al., 1993; Vago et al., 1996; Souto et al.,
1996; Zingales et al., 1998; Fernandes et al., 1998a), observou —se um claro dimorfismo
entre os isolados, levando ao agrupamento das cepas em duas grandes linhagens
filogenéticas: T.cruzi | (que se correlaciona ao ZI) e T.cruzi 1l (que se correlaciona ao
ZIl) . A posicédo de ZIIl em relacdo aos grupos T.cruzi | e Il continua controversa. Alguns
autores consideram que ZIlI estd mais perto filogeneticamente do T.cruzi | do que do
T.cruzi Il (Miles et al., 1981; Fernandes et al., 1998b; Branddo & Fernandes, 2006),
enquanto outros consideram o contrario (Barnabé et al., 2000; Brisse et al., 2000;
Machado & Ayala, 2001; Toma, 2005).

Através de estudos filogenéticos baseados no perfil de RFLP-ITS-rDNA
(Restriction Fragment Lengh Polymorphis- Internal Transcribed Spacer - rDNA) com
isolados de ZIlIl da Amazobnia brasileira, demonstrou-se uma clara dicotomia entre
isolados deste grupo que permitiu dividi-lo em dois subgrupos denominados ZIII-A (cepa
3663) e ZIII-B (cepa 4167), em que a distdncia genética mostrou um baixo nivel de
heterogeneidade (Mendonca et al., 2002).

Os diversos estudos desenvolvidos até 0 momento para caracterizar a posicao
filogenética de ZIIl utilizam técnicas moleculares. Entretanto, a analise proteébmica de
cepas e isolados pertencentes ao ZIll, aparece como uma potencial ferramenta, que pode
contribuir para o melhor entendimento desta questdo estabelecendo uma abordagem
protedmica global para o tdxon T. cruzi. Sendo assim, este trabalho tem como objetivo
principal definir o mapa de proteinas sollveis de cepas e isolados pertencentes ao
zimodema I11, ressaltando as diferencas existentes entre as mesmas. Para este estudo,
foram utilizadas as técnicas de eletroforese bidimensional e espectrometria de massa.

As cepas utilizadas neste trabalho s&o orindas da regido Amazonica brasileira e
do estado do Rio de Janeiro. A cepa 3663 foi isolada a partir de Panstrongylus

geniculatus do distrito de Manaus e a 4167 de Rhodnius brethesi do Municipio de

71



DISCUSSAO

Barcelos, no Estado do Amazonas (Mendonga et al., 2002). As amostras de Trypanosoma
cruzi foram isoladas de Triatoma vitticeps por Gongalves TCM em 2000, na localidade
de Triunfo, 2° distrito do municipio de Santa Maria Madalena, estado do Rio de Janeiro.
As cepas escolhidas (3663 e 4167), ja foram bem caracterizadas como ZIII por diversos
marcadores moleculares (Fernandes et al., 1998; Mendonca et al., 2002; Brand&o et al.,
2006; Freitas et al., 2006).

O estudo da doenca de Chagas na regido Amazonica tem demonstrado diversos
isolados de T.cruzi caracterizados como ZIIl, baseado em testes padrdes de isoenzimas
(Miles et al., 1978) e mais recentemente na inser¢do no espacgador ndo transcrito do gene
mini-exon (Fernandes et al., 1998b; 2001). Embora este marcador genético distinga ZIl1I
do grupo T.cruzi | e Il, ele ndo permite a caracterizacdo de polimorfismos do intra-grupo,
desde que o gene mini-exon provou ser um gene de evolucdo lenta. Através da analise da
regido intergénica de cepas representantes dos grupos filogenéticos principais de T.cruzi,
juntamente com as cepas utilizadas neste estudo, confirmou-se ZIIl como um terceiro
grupo (Figura 9 e 10). Este grupo de parasitos, tanto pela proximidade isoenzimatica
quanto pelas caracteristicas epidemioldgicas, estaria mais relacionado ao ciclo silvestre
da doenca de Chagas e, portanto mais proximo do ZI (T. cruzi 1) do que ZII (Miles et al.,
1981). Entretanto, Brisse e cols (2000a) demonstraram que ZIII estaria mais relacionado
a T.cruzi Il. De forma antag6nica, Fernandes e cols (1998b) utilizando o gene de mini-
exon e Santos e cols (2002), utilizando a regido espacgadora interna ndo-transcrita do gene
ribossémico, definiram que ZIIl estaria mais proximo de T.cruzi | validado pelas
caracteristicas isoenzimatica e epidemioldgicas.

Apesar de néo ter havido confirmagéo da transmisséo vetorial no estado do Rio
de Janeiro, focos de T. infestans encontrados nos municipios da Baixada Fluminense
(Duque de Caxias e Nova lguacu) na década de 1970 determinaram a inclusdo do Rio de
Janeiro na area de acdes de controle da doenca de Chagas em 1984 ( Aragdo & Souza
1971; Coura et al 1971, Silveira et al 1982,1984; Silveira & Dias 2011). Tal fato poderia
ser explicado pela possibilidade de transporte passivo de triatomineos em bagagens de
imigrantes de areas rurais endémicas do Brasil para o Rio de Janeiro (Dias 1986).

Alguns estudos do passado tentaram encontrar casos autoctones de doenca de
Chagas no Rio de Janeiro. Todavia, a maioria deles ndo tinha uma metodologia de
investigacdo epidemiologica precisa (Guimardes & Jansen 1943; Bustamante & Gusmé&o

1953; Coura 1966; Coura at al 1971). Alguns chegaram a encontrar casos positivos da
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doenca, mas ndo esgotaram a investigacdo de outras possibilidades de transmisséo
(Bustamante & Gusmao 1953; Coura 1966, Coura et al 1971).

Nos ultimos anos, foram comunicados focos de doenca de Chagas no estado do
Rio de Janeiro em localidades rurais dos municipios de Miguel Pereira e Sdo Fidelis onde
foram capturados espécimes de Triatoma vitticipes no intradomicilio (Lorosa et al 2003;
2008). Nessas localidades foram identificados casos humanos da doenga de Chagas,
chamando a atengdo para a possibilidade de transmisséo vetorial da doenga no Rio de
Janeiro, fato até entdo ndo comprovado por nenhum estudo. Mais recentemente, foram
identificados dois casos humanos da doenca na localidade rural de Guarani no municipio
de Séo Sebastido do Alto, regido Serrana do Rio de Janeiro (Sangenis et al 2012). Os dois
casos identificados ndo tinham histérico de viagens para fora do estado e nem relato de
transfusdo de sangue e de 6rgdos. Comum aos outros relatos de Lorosa, as duas pessoas
residiam numa casa na area rural onde foram capturados espécimes de T.vitticipes, sendo
que uma relatou ja ter sido picada por barbeiros no intradomicilio.

O Rio de Janeiro sempre foi caracterizado como area livre de transmissao vetorial
ou de casos autdctones de doenca de Chagas. As poucas evidéncias da presenca de
triatomineos domiciliados como T. infestans fez com que essa ideia ganhasse forca nos
meios cientificos e académicos (Coura 2006). A presenca de vetores da doenca de Chagas
no RJ é um fato ha muito conhecido e varias publicacdes relataram capturas de
triatomineos, alguns infectados com T. cruzi, tanto na cidade do RJ, quanto em outras
regibes do estado (Neiva 1941; Neiva & Pinto 1922;1923; Dias 1943; Guimaraes &
Jansen 1943; Lent 1942;1943; Dias & Seabra 1943; Costa Leite 1960; Coura et al 1966;
Silveira et al 1982; Ferreira et al 1986, Goncalves et al., 1998; Fernandes et al 1999;
Lorosa et al., 2003;2008; Giordano-Dias et al., 2010; Sangenis et al .,2012).

Diversas pesquisas identificaram a presenca de reservatorios silvestres de T.cruzi
no RJ, sendo documentado por Guimaraes & Jansen (1943) em gamba e cuica; Coura et
al (1966b) em gamba; Fernandes et al (1999), em gamba, cuica, preguica de coleira, mico
ledo dourado, roedor; Gongalves et al (1998) em gamb4; Lisboa et al (2000) em mico
ledo dourado; Sangenis et al (2012), em gamba e roedores. Inquéritos soroldgicos
também foram desenvolvidos por diversos pesquisadores e fizeram parte de estudos de
campo na investigacdo de casos humanos de DC (Bustamante & Gusmé&o 1953; Coura
1966; Coura et al 1971; Camargo et al 1984; Gongalves et al 1998; Giordano-Dias 2010;
Sangenis et al 2012). Somente os estudos de Bustamante & Gusméo 1953, Coura 1966 e

Sangenis et al., 2012, relataram casos humanos de DC com possibilidade de autoctonia. A
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hipdtese de caso autoctone no RJ também é considerada na publicacéo de Benchimol et al
(1954), onde, de dois casos de pacientes naturais da cidade do RJ, um nunca havia se
afastado ou viajado para fora da cidade. O RJ possui 8 espécies de triatomineos
documentadas predominando as de comportamento silvestre. No RJ algumas espécies sao
estritamente silvestres (M. borbai, P. geniculatus, R. domesticus, T. tibiamaculata),
enquanto outras também podem ser encontradas em ambientes antrdépicos ( P; megistus,
T. rubrofasciata e T. vitticeps) (Lent & Wygodzinsky 1979; Jurberg et al 2009).

A distribuicdo geogréafica e as consideracdes epidemioldgicas, tais como: fontes
naturais de infeccdo, vetores e reservatérios, foram estudados sugerindo - se diversas
associacOes (Milles et. al ; 2005; Yeo et. al; 2005). T.cruzi | parece estar associado a
marsupiais americanos (Didelphis spp) de distribuicdo ao norte, e T. cruzi Il se encontra

associado ao tatu em areas do Cone- sul na América.

A heterogeneidade de Trypanosoma cruzi tem sido evidenciada (Mello et.al;
1980; Gonzales et.al; 1995; Martinez-Dias et.al; 2001; Pacheco et.al; 2005; Sanches-
Gillen, 2006; Silva, 2006; Cardinal et.al; 2008) através de estudos realizados para a
caracterizacdo de isolados de T.cruzi obtidos a partir de casos humanos, reservatorios
silvestres e triatomineos principalmente em paises da América Latina, contribuindo para

o entendimento dos aspectos epidemioldgicos e clinicos da doenca de Chagas.

No presente estudo, foram analisadas amostras de T. cruzi, isoladas de Triatoma
vitticeps provenientes de areas A (SMM 10,53,88,98) e B (SMM36) do municipio de
Santa Maria Madalena, estado do Rio de Janeiro. Os 5 isolados analisados para a
variabilidade da regido intergénica do gene de Mini-Exon apresentaram um perfil de
bandas com 150 pb caracteristica de zimodema |1l (Santos-Mallet et al., 2008).

Nossos resultados corroboram a hipdtese de que os isolados de T. cruzi podem
ser produto de uma mistura de populacdes de parasitos uma vez que o vetor no ambiente
silvestre pode se alimentar de varios hospedeiros vertebrados. Esta complexidade foi
demonstrada por Fernandes et al (1999) em um estudo no estado do Rio de Janeiro que
mostrou a associacdo de duas linhagens de T. cruzi (Tcl e Tcll) com diferentes
hospedeiros silvestres.

Evidéncias indicam que diferentes populagdes de T. cruzi podem circular na
natureza atraves de ciclos independentes de transmissdo, e que estes podem, em
determinadas condicOes, sobrepor. Nestes casos de superposicdo de ciclos, deve-se

admitir que eventualmente diferentes populagdes, que se mantinham isoladas, passem a
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interagir no mesmo vetor e/ou hospedeiro. Mas, embora exista essa possibilidade, pouco
se sabe a respeito destes mecanismos entre diferentes populagdes de T. cruzi quando
entram em simpatria. A notoria capacidade de T. cruzi de infectar diversas espécies
implica em adaptacdes do parasita para viver nos mais variados microhabitats, que
incluem os diferentes segmentos do trato intestinal do inseto (Dias, 1934; Schaub,
1989), células nucleadas de mamiferos incluindo macrofagos (Nogueira & Cohn, 1976),
0 sangue e também a secre¢do das glandulas de cheiro de alguns marsupiais (Steindel et
al, 1988; Deane et al, 1988). Alguns destes microhabitats sdo aparentemente hostis para
o0 desenvolvimento do parasita (Garcia & Azambuja, 1991).

A interagdo T. cruzi-vetor continua sendo um ponto a ser profundamente
discutido. A heterogeneidade deste parasita, levou Coura (1966) a propor que o0 taxon
T.cruzi fosse referido como “complexo cruzi”. Sabe-se que o T. cruzi, por ser um
parasita de grande variabilidade genética, € também um excelente modelo para se
estudar aspectos relativos ao fendmeno parasitismo. Com o surgimento de ferramentas
bioquimicas e moleculares de caracterizacdo de parasitas, foi possivel avaliar de
maneira mais aprofundada a heterogeneidade intraespecifica deste parasita. A analise de
isolados de T. cruzi derivados de humanos, animais silvestres e vetores de diferentes
areas geograficas em todas as Américas, mostraram que embora apresente uma estrutura
populacional clonal (Tibayrenc & Avyala, 1988; Tibayrenc, 1998), T. cruzi inclui
subpopulaces extremamente heterogéneas quanto a todos os parametros bioldgicos,
bioquimicos e moleculares testados.

A complexidade do ciclo de transmissdo silvestre de T. cruzi pode ser
comprovada na medida em que observou-se que os ciclos de transmissao independentes
podem ocorrer em um mesmo fragmento de mata (Pinho et al., 2000; Fernandes et al.,
1998). Mais ainda, a prevaléncia e o perfil da infeccdo podem ser distintos em uma
mesma espécie em fragmentos de mata de um mesmo bioma. O encontro de primatas
naturalmente infectados com T. cruzi (Tcll) resultou em uma série de hipdteses ainda
comprovadas, entre as quais uma antiga associacdo entre ZII/Tcll com primatas néo
humanos e humanos (Fernandes et al., 1998; 1999). Esta linhagem ja foi descrita em
outros animais, como marsupiais (Didelphis albiventris e philander opossum) e roedor
(Trichomys apereoides) (Pinho et al., 2000; Herrera et al., 2005). A posicao filogenética
do ZIll, ainda é bastante discutida, ja que possui afinidades com Tcl e Tcll. Até agora
,sabe-se que a subpopulagdo de ZIIl é endémica na Amazénia (Coura et al., 2002;
Mendonca et al., 2002).
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Mendonca et al; (2002), em um estudo na regido Amazoénica brasileira,
municipio de Barcelos, estado do Amazonas, isolaram amostras de T. cruzi, a partir
casos humanos, de Panstrongylus geniculatus e de Rhodnius brethesi, que foram
caracterizadas como ZIII por diversos marcadores moleculares (Fernandes et al ;1998b,
Branddo & Fernandes, 2006; Freitas et al; 2006). Estudos baseados em testes padroes de
isoenzimas sobre a doenca de Chagas na regido Amazonica tém demonstrado que
diversos isolados de T. cruzi sdo caracterizados como ZII1I (Miles et al; 1978).

A taxonomia numérica baseada em 24 perfis isoenzimaticos sugeriu que ZIII é
mais correlacionado com Tcl do que Tcll (Ready & Miles, 1980). Por outro lado,
outros autores tém incluido ZIll em uma posigdo intermedidria entre os grupos Tcl e
Tcll (Stochanrd et al., 1998). Fernandes et al. (2000) estudando isolados de T cruzi da
Amazonia através da caracterizacdo molecular, observou uma grande biodiversidade
deste parasito nesta regido. Suas analises indicaram uma maior correlacdo de ZI1l com o
grupo Tcl. Ja Brisse e cols (2000), estudando isolados de morcegos da América do Sul,
através de analise de perfis isoenziméaticos e RAPD, correlacionaram ZIIl com Tcll.
Mendonca e colaboradores (2002) analisando isolados da Amazénia ja caracterizados
anteriormente como ZIII através do gene ribossomal 24Sa demonstraram que através
deste marcador suas cepas ZI1I estariam mais correlacionadas ao grupo Tcll.

A grande variabilidade bioldgica e genética encontrada nessa espécie pode ser
explicada pelos multiplos contatos entre os vetores e reservatdrios nas areas endémicas,
0s quais proporcionaram infeccdes com mais de uma populacdo de T.cruzi, que
coexistiram dentro de um mesmo hospedeiro, sem recombinacdo entre eles,
constituindo as cepas monoclonais e policlonais (Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc et
al., 1991).

Sdo comuns na natureza infecgcBes mistas envolvendo parasitas, ou seja, um
mesmo individuo pode encontrar-se infectado por um Unico genétipo parasitario ou por
diferentes genotipos de parasitas, concomitantemente. Na natureza encontram-se
comumente infecgOes mistas de T. cruzi e T. rangeli em hospedeiros vertebrados e
invertebrados (Ramirez et al., 2002). Infeccbes mistas envolvendo os diferentes
gendtipos de T.cruzi (Tcl e Tcll) também podem ocorrer em hospedeiros naturalmente
infectados, principalmente em regides endémicas (Bosseno et al., 1996). Além disso,
vém sendo sugerido que infeccGes mistas geralmente favorecem a selecdo natural do
parasita de maior viruléncia, podendo aumentar assim a viruléncia da infeccdo (Taylor
et al., 1998; Ebert et al., 2000; Gower & Webster, 2005). Deve-se também considerar
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que em determinada infecgéo, seja por um ou mais genotipos, o hospedeiro € um habitat
que pode ser considerado como fator determinante para a viruléncia (Taylor et al.,
1998).

Em relacdo a dinamica da interacdo interespecifica de parasitas, tem sido cada
vez mais frequente competicdo e ou cooperacdo entre populacBes de parasitas
(Vickerman, 1994). Um outro exemplo também mencionado por esse mesmo autor, é a
evolugéo de Leishmania no vetor, onde na medida em que uma parte das leishmanias
que ndo se diferencia em metaciclicos, aparentemente tem a funcdo de facilitar a
transmissdo das leishmanias que se diferenciam. Desta forma, a hipdtese de que o
fendmeno de cooperacdo entre parasitas que infectam um mesmo habitat (um mesmo
hospedeiro) seja mais frequente do que a competicdo, vem também sendo cada vez mais
aceita (Rohde, 1994). Entretanto, é importante observar que qualquer espécie ou sistema
bioldgico pode ser considerado como “filtro biologico”, definindo a composi¢ao final
da populacdo parasitaria em um dado ecossistema (hospedeiro), que exercera efeito
modulatério sobre seus componentes.

Estudos experimentais tém mostrado que infec¢bes mistas por T. cruzi podem ter
um grande impacto sobre as propriedades bioldgicas do parasito no hospedeiro,
enfatizando a importancia de considerar a possivel ocorréncia de infeccbes mistas
naturais em humanos e suas consequiéncias sobre o0s aspectos bioldgicos da doenca de
Chagas (Martins et al., 2006).

Os isolados obtidos nesse trabalho demonstraram de fato uma correlacdo de Z3
com Tcll, indicando que h& nesta localidade amostras associando-se tanto ao ciclo
silvestre, quanto ao ciclo doméstico, respectivamente, corroborando com a
complexidade do ciclo silvestre da doenca (Reboredo, 2010). Estes resultados sugerem
que nesta area estudada possa estar ocorrendo o ciclo de T. cruzi com caracteristicas
epidemioldgicas propostas ja por Zingales et al. (1998), onde ambas as linhagens
circulam no hébitat silvestre. Sangenis (2013) — relatou 15 casos de DC no RJ onde
foram classificados como autoctones e, provavelmente, adquiriram a doenca por via
vetorial ou oral de forma acidental.

A existéncia de populagcdes mistas nos isolados de T. vitticeps pode estar
refletindo a pressdo que estes insetos estdo sofrendo em decorréncia da atuacao
antropica, impelindo-os a circular em diferentes nichos ecoldgicos, aumentando a
possibilidade de contrairem a infeccdo de diferentes hospedeiros (Gongalves et al.,
1998).
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Goncalves (2000) estudando aspectos ecoldgicos e bioldgicos de T. vitticeps na
localidade de Triunfo, no Estado do Rio de Janeiro, encontrou a incidéncia de formas
adultas e as raras formas jovens achadas no domicilio, demonstrando que ndo héa
processo de domicializacdo, confirmando o habito silvestre desta espécie, carater
assinalado também em outros estados (Silveira et al., 1984; Correa et al ;1989).
Resultados diferentes, contudo, foram obtidos por Dias et al; (1989). Esses autores,
capturaram 88.3% de T. vitticeps no domicilio, comentando, porém, que a espécie
apresenta baixas taxas de colonizacéo e infestacdo domiciliar nos municipios estudados
no Espirito Santo.

De acordo ainda com Gongalves et al. (2000), a espécie Triatoma vitticeps em
Triunfo, alimenta-se eventualmente em homem. Porém, nesta localidade, o estudo do
habito alimentar de T. vitticeps demonstrou que ha uma predominancia para o sangue de
tatu. Este estudo revelou ainda que nesta regido ha um ecletismo da espécie para fontes
alimentares, tais como, aves, porcos, cavalos, gambas e roedores. Nossos resultados
junto com essas informagGes nos levam a hipétese de que estd ocorrendo nessa regido
uma grande variedade de reservatdrios, 0 que requer uma analise mais detalhada deste
aspecto. Apesar da diversidade alimentar observada e da mobilidade espacial desse
inseto 0 que aumentaria as chances de transmisséo da doenca de Chagas, nenhum caso
humano foi registrado na regido, confirmando que esta espécie ndo é um vetor potencial
para 0 homem (Gongalves et al., 1998). Esses autores confirmaram ainda que a infeccéo
de triatomineos, por T. cruzi estd sendo adquirida fora do domicilio, corroborando os
dados obtidos por Dias et al; (1989).

Através dos resultados encontrados nos experimentos de curva de crescimento
foi possivel observar uma diferenca no comportamento das cepas em cultivo e
determinar o pico de crescimento, momento em que os parasitos foram coletados para a
extracdo de proteinas sollveis, utilizada nos experimentos de eletroforese
bidimensional.

A realizagdo da andlise protedmica nos possibilita o estudo do nivel de
expressdo génica em condicOes especificas e também a identificagdo de proteinas que
sofrem modifica¢bes pos-traducionais comumente encontradas em T. cruzi, e que nao
sdo detectadas por anélise do genoma.

A andlise protéica utilizando eletroforese bidimensional de proteinas totais
solGveis de formas epimastigotas mostrou-se reproduzivel, demonstrando que a

padronizacdo da preparacdo de proteinas e das condi¢Ges de focalizacdo isoelétrica
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foram satisfatorias. Os ensaios realizados na faixa de pH 3-10 revelaram uma grande
diversidade de spots entre as cepas 3663 e 4167. Entretanto, quando a faixa de pH foi
diminuida (4-7) houve um aumento no numero de spots revelados. A andlise
computacional das imagens dos géis (proteinas sollveis na faixa de pH 4-7) das cepas
3663 e 4167 mostrou a presenca de 300 e 325 spots, respectivamente, sendo 181
comuns a ambas. Foi possivel observar que os isolados silvestres compartilhavam os
spots com as cepas da Amazonia e o padrdo de mais infectiva era semelhante entre 4167
e SMM36, sendo o contrario também observado (3663 e SMM98).

Uma diversidade considerdvel na expressdo de proteina, bem como na
intensidade de varios spots também foi observada entre as cepas estudadas. Algumas
das limitacbes encontradas na eletroforese 2D, foi a dificuldade de deteccdo de
proteinas pouco abundantes e a possibilidade de analisar somente uma Gnica amostra
por gel. Em contra partida, a facil manipulacédo, a reprodutibilidade e a alta resolucao
alcancada por esta metodologia foram pontos fundamentais para a sua escolha.

Atualmente, em estudos protedmicos, a estratégia de escolha utilizada na
identificacdo de proteinas tem sido a espectrometria de massa, principalmente devido a
sua alta sensibilidade (Gorg et al., 2004). A maioria das proteinas identificadas neste
trabalho por espectrometria de massa foi classificada em trés grupos funcionais:
metabolismo, organizacdo celular e proteina de destino. Dentre os spots identificados
(25 da cepa 3663 e 30 da cepa 4167), somente cinco foram exclusivos da cepa 3663
(spots 70, 14, 62, 69 e 11) e quatro exclusivos da cepa 4167 (spots 1, 45, 60 e 15). As
enzimas identificadas no ZIIl foram agrupadas em trés grandes grupos: hidrolases
(Nitralase), transferases (Tirosina aminotransferase, cinases e S-adenosilmetionina
sintetase) e oxidorredutases (Prostaglandina F sintase, glutationa peroxidase like,
desidrogenase e triparedoxina peroxidase), estando envolvidas em vias metabdlicas
diversas. A arginina cinase apresentou expressao variada entre as cepas e os isolados do
grupo ZIIl. Esta enzima importante na producdo de energia do parasito, pois permite
gue a molécula de ATP seja produzida rapidamente quando necessaria, podendo regular
assim a diferenciagdo celular (Pereira et al., 2000). Estaria envolvida na adaptacdo do
parasito a modificagcdes ambientais e condicdes de stress (Silber et al., 2005).

Inimeros estudos de biologia molecular ja foram realizados com o objetivo de
classificar os grupos de T.cruzi e com isso posicionar filogeneticamente o ZIll. Atraves
da abordagem protedmica, mais um passo foi dado para uma compreensdo da posi¢éo

de ZIIl. Os resultados preliminares podem ser o ponto de partida para um melhor
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entendimento da biologia do parasito e para a elucidacdo da posi¢cdo de ZIlIl. Foi
possivel observar uma diversidade consideravel na expressao de proteinas, assim como
na intensidade de diversos spots. Este foi o primeiro passo nos estudos da obtencdo do
mapa protéico e expressdo de proteinas para ZIll. ComparacGes entre 0s mapas
protéicos, assim como na expressao diferencial de proteinas de cada forma evolutiva do
parasito nos permitirdo identificar possiveis alvos candidatos a acdo de drogas. Dados
protedmicos em conjunto com os dados do genoma de T. cruzi fornecerdo avangos na
compreensdo da biologia deste parasito e na identificacdo de fatores-chave da
viruléncia, de resisténcia e/ou infectividade.

A anélise ao microscopio éptico da cinética de infeccdo de células VERO pelos
diferentes estoques do T. cruzi, revelou diferencas quanto ao perfil de infeccdo das
culturas por estes parasitos. A avaliacdo do percentual de células infectadas mostrou que
(i) parasitos SMM36 foi mais infectivo em relacdo as demais cepas estudadas, (ii) a
cepa 3663 e SMM98 foram a que apresentaram menor grau de infecgdo das culturas.
Inicialmente, o processo de interagdo T. cruzi-célula hospedeira envolve uma etapa de
adesdo do parasito a superficie da célula hospedeira. Todas as formas evolutivas do
parasito aderem a célula hospedeira, porém o grau de adesdo varia de acordo com a cepa
e com a célula hospedeira. Acredita-se que esta adesdo aconteca em resposta a um
processo de reconhecimento celular, onde glicoproteinas e lectinas, presentes tanto na
superficie da célula hospedeira como no parasito, estejam envolvidas (Souza, 2000).

Os dados referentes ao nimero de parasitos por célula infectada, ao longo da
cinética de infeccdo, mostraram que SMM36 apresentou um substancial incremento em
namero de parasitos intracelulares em relacdo as outras cepas estudadas (SMM98, 3663
e 4167). Este fato pode ser devido a uma superior capacidade multiplicativa
(amastigotas) deste isolado e/ou a um escape mais rapido dos tripomastigotas do
vacuolo parasitéforo (VP) para o citoplasma da célula hospedeira, onde se diferencia
para amastigotas, que sdo as formas multiplicativas do T. cruzi em hospedeiros
vertebrados. Por outro lado, a cepa 3663 E SMM98 foram a que apresentaram menor
capacidade de invadir as células VERO e menor nimero de parasitos intracelulares em
relacdo a outras cepas de T. cruzi, 0 que pode também refletir um menor potencial
multiplicativo desta cepa e/ou um escape mais tardio deste parasito do VP.

Estudos tém revelado interessantes diferencas relacionadas a cinética e aos
percentuais de invasdo e multiplicacdo de diferentes estoques do T. cruzi em células
hospedeiras (Meirelles et al., 1986; 1987; Contreras et al., 1988; Soeiro et al., 1999).
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Ensaios realizados com o clone Dm28c mostraram um elevado potencial de infeccéo e
multiplicaco intracelular destes parasitos (Soeiro et al., 1999). Estes dados contrastam
com o0 que é observado in vivo, pois tripomastigotas de T.cruzi Il (CL Brener), séo
altamente infectivos para o hospedeiro vertebrado e induzem alta parasitemia (Ruiz et
al.,1998); ja os de T.cruzi | (clone Dm28c) sdo pouco infectivos para as células
hospedeiras e induzem baixa parasitemia in vivo (Ruiz et al., 1998; Zingales et al.,
1999). Quando comparamos o perfil de infeccdo das cepas e isolados de ZIIl (3663,
4167, SMM36 e SMM98), observou-se que mesmo estando alocadas dentro do mesmo
grupo, possuiam comportamentos diferentes, pois a cepa 4167/SMM36 apresentou um
perfil de infeccdo elevado; ja a 3663 e SMM98 obteve uma baixa infectividade quando
comparada aos resultados obtidos com as cepas de referéncia. Os experimentos
descritos anteriormente foram realizados com tripomastigotas de cultura, sendo assim,
uma correlacdo segura ndo poderia ser feita, pois como relatado por Kloetzel (1984) e
Toma (2000), variagOes significativas existem entre tripomastigota de cultura e
tripomastigota sanguineos. As formas tripomastigotas de cultura, por exemplo, nao
possuem algumas caracteristicas bioldgicas relevantes observadas em tripomastigotas
sanguineos, tais como componentes de membrana que podem influenciar na endocitose,
interferindo no perfil diferenciado da infeccdo (Nogueira et al., 1980; Toma et al.,
2000). As diferengas entre as cepas, assim como as observadas nos experimentos de
infeccdo e curva de crescimento, podem refletir distintos estados fisioldgicos de
subpopulac@es do parasito, além das diversidades fenotipicas e genotipicas.

De uma forma geral, deve-se considerar que a interacdo parasito-hospedeiro é o
resultado da inter-relacdo entre célula hospedeira alvo e forma evolutiva em questéo,
lembrando que ndo s6 a forma evolutiva é relevante, mas também a origem filogenética
do parasito a qual parece exercer uma forte influéncia neste processo (Mortara et al.,
2005).

Além de glicoproteinas de superficie, moléculas secretadas por tripomastigotas
metaciclicos devem também participar do processo de invasdo celular. Neste trabalho
investigamos o envolvimento de cruzipaina, a cisteino protease majoritéaria de T. cruzi,
na entrada de formas metaciclicas em cardiomidcitos. Meirelles et al. (1992)
verificaram que cruzipaina tem participacdo na invasdo de TCT e também na
multiplicacdo intracelular do parasito. NOs observamos que formas metaciclicas do
isolados expressam cruzipaina. A participacdo da cruzipaina na entrada de

tripomastigotas metaciclicos da cepa 4167 e SMM36 pdde ser observada através da
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inibicdo da atividade enzimatica, 0 mesmo nao foi observado m relacdo a cepa 3663 e
SMMB98 frente ao seu baixissimo indice de infec¢do. Segundo Scharfstein et al. (2000),
que utilizaram TCT para os ensaios de invasao celular, o papel da cruzipaina é a de
clivar cininogénio e gerar bradicinina que, ao ligar-se ao receptor de bradicinina tipo B2
(B2R), induz sinal de Ca2+ na célula hospedeira e propicia a entrada do parasito. Ainda
de acordo com esses autores, a agdo da cruzipaina deve ocorrer no microambiente
formado pela justaposicdo do parasito com a membrana da célula hospedeira, pois
apenas inibidores permeaveis, mas nao os solUveis, sdo capazes de inibir a invasao. Esse
mecanismo ndo € ubiquo, sendo dependente do tipo celular e também da cepa ou clone
de T. cruzi (Scharfstein et al., 2000; Todorov et al., 2003). A analise global dos
resultados gerados neste trabalho e dos dados anteriores sobre o tema permite
compreender melhor por que tripomastigotas metaciclicos das cepas e isolados
estudados diferem tanto em sua infectividade in vitro e in vivo.

As formas metaciclicas da cepa CL utilizam preferencialmente a gp82 de sua
superficie para aderir a célula hospedeira. Essa ligacdo constitui a primeira etapa da via
que é mais eficiente para a invasdo celular produtiva, pois ela desencadeia cascatas de
sinalizacdo que promovem eventos facilitadores da invasdo, como por exemplo, a
desorganizacdo da actina do citoesqueleto da célula hospedeira. Nossos resultados na
citometria de fluxo com os isolados mostraram uma expresséo diferenciada da gp82,
onde a SMM98 apresentou uma menor expressdo da mesma. Além disso, proteinas
secretadas, como cruzipaina e SAP, podem favorecer ainda mais a entrada do parasito,
através de mecanismos que ainda precisam ser esclarecidos. No caso de SAP, que tem
atividade sinalizadora de Ca?* (Baida et al., 2006), essa propriedade pode-se somar
aquela da gp82 e potencializar o efeito promotor da invasdo. Um outro fator que deve
contribuir para a maior eficiéncia infectiva de tripomastigotas metaciclicos da SMM98 é
a expressdo de baixos niveis de gp90, a glicoproteina de superficie que funciona como
regulador negativo da invasdo celular (Méalaga e Yoshida, 2001), diferentemente da
SMM36.

Além de invadir eficientemente as células-alvo, a SMM36 replica muito bem
como amastigotas e, entre outros fatores, isto pode ser devido a cruzipaina que, segundo
Meirelles et al. (1992), tem papel na multiplicagdo intracelular. Os tripomastigotas
metaciclicos da cepa G, que aderem a célula hospedeira de maneira gp35/50-dependente
desencadeiam vias de sinalizacdo distintas daquelas acionadas pela cepa CL, embora

mobilizacdo de Ca2+ aconteca em ambos 0s casos. A ligacdo da gp35/50 ndo leva a
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desestruturacdo do citoesqueleto da celula hospedeira e isto pode representar menor
eficiéncia na internalizacdo do parasito. Para dificultar ainda mais a entrada de formas
metaciclicas da cepa G, estas expressam altos niveis de gp90, o0 modulador negativo da
invasdo celular, baixos niveis de SAP e a acdo da cruzipaina é bloqueada pelo seu
inibidor, chagasina. Se as formas metaciclicas da cepa G expressassem uma isoforma de
gp90 suscetivel a digestdo péptica, a sua capacidade infectante por via oral poderia ser
consideravel. Cortez et al. (2006a) mostraram que determinadas cepas de T. cruzi, que
invadem muito pouco a célula hospedeira in vitro por conta dos altos niveis de gp90 em
sua superficie, podem ser muito eficientes em invadir o epitélio da mucosa do
estdbmago, devido a degradacdo de gp90 apos contato com o suco gastrico. Contudo, a
gp90 da cepa G é resistente a digestdo péptica (Covarrubias et al., 2007), o que
representa um bloqueio a penetracdo em células alvo. Além de invadir mal, a cepa 3663
SMM98 apresenta também desenvolvimento intracelular menor que a cepa 4167 e
SMM36 in vitro, possivelmente em funcdo da auséncia de atividade da cruzipaina.

Nos blotting foi possivel correlacionar com os resultados de infeccgdo celular,
chamando atencdo para a SMM36 que conforme a literatura as cepas que apresentam
menor expressam de gp90 (1G7) e gp 35/50(10D8) e a SMM98 menos infectiva
apresentam maior expressdo de gp90 (5E7 e 1G7 ) e gp 35/50(2B10 e 10D8). Esses
dados batem com os dados da literatura em relacdo ao perfil de expressdo dessas
glicoproteinas como mostrado por Yoshida, 2006. Yoshida (2006) demonstrou que as
cepas pertencentes aos Tcl e Tc2 apresentam perfis de infeccdo bem distintos, nossos
isolados mesmo pertencentes ao zimodema Il apresentaram perfis compativeis com
Tcl e Tc2 mostrando a complexidade deste grupo. Esses resultados corroboram os
demais descritos na literatura e contribui para o conhecimento e registro do perfil de

alguns isolados silvestres de T. cruzi em regides ainda ndo acometidas pela doenca.
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6. CONCLUSOES

1. A caracterizagdo molecular utilizando como marcador o gene de mini-exon,
confirmou a identidade de todas as cepas utilizadas neste estudo como

pertencentes ao Zimodema |11

2. A caracterizagdo protedmica das amostras da regido amazonica, utilizando a
eletroforese bidimensional, possibilitou a obtencdo do mapa protéico de
proteinas solliveis de formas epimastigotas apresentando uma diversidade

consideravel na expressdo destas proteinas entre as cepas estudadas.

3. Das 55 proteinas das cepas da regido amazénica identificadas por espectrometria
de massa (25 da cepa 3663 e 30 da cepa 4167) a maioria foi classificada em trés
grandes grupos funcionais: metabolismo, organizacdo celular e proteina de

destino.

4. O perfil proteico dos isolados silvestres obtidos no Rio de Janeiro apresentaram
diferencas entre si em relagdo ao mapa proteico quando comparados com as

cepas da regido amazonica.

5. Os isolados silvestres obtidos no Rio de Janeiro apresentaram expressao
diferenciada de glicoproteinas o que pode explicar a diferenca relacionada a
viruléncias destas amostras na infeccdo in vivo obtidos pelo grupo

anteriormente.

6. Os resultados comprovam a grande variabilidade genética destas cepas
silvestres, sugerindo que esta heterogeneidade possa estar relacionada as varias
manifestacdes clinicas da doenca, evidenciando a necessidade de aprofundar os
estudos com estas amostras uma vez que representam a real situacdo dos

parasitas na natureza.
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