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RESUMO
A doenca de Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, acomete entre 7 e 8

milhdes de pessoas especialmente na América Latina e Caribe, apresentando manifestacfes em 6rgédos
associados ao sistema digestivo e cardiaco. A principal manifestacdo na fase cronica determinada é a
cardiopatia chagasica e pode acometer entre 10 e 30% dos individuos infectados. Diante da
ineficiéncia do tratamento, estudos com énfase na biologia de interacdo parasita-hospedeiro tém sido
desenvolvidos na busca de moléculas inovadoras que possam ser usadas para a prevencao, tratamento
e/ou diagnostico.

A aplicacdo da gendmica funcional na interagdo T. cruzi-célula hospedeira tem como desafio
desvendar a regulacdo de genes na célula alvo, buscando estratégias que enfoquem mecanismos de
sobrevivéncia e replicacdo do parasita. A abordagem cinética utilizada neste trabalho (1, 2, 3, 4,5,6 ¢
24 horas de infeccdo) para analisar a expressdo génica global através da metodologia inovadora de
RNA-Seq proporcionou um melhor entendimento dos eventos que culminam na ativagdo coordenada e
temporal de moléculas durante a interacdo T. cruzi-cardiomidcito. ldentificamos 572 genes
modulados, sendo que 371 apresentavam expressdo génica induzida e 201 reprimidos. Nossos
resultados revelam que o T. cruzi induz uma modulacdo génica dindmica com 18 genes alterados ap0s
uma hora de interacdo. No estagio inicial da infeccdo (1 a 4 horas), os genes modulados encontram-se
relacionados com a estratégia de invasdo do parasita e, principalmente, com a resposta de
cardiomidcitos induzindo genes relacionados a resposta imune e atividade tripanocida. Neste contexto,
evidenciamos a ativacdo de genes envolvidos com a resposta pro-inflamatoria, estresse oxidativo e
metabolismo de radicais livres indicativos da tentativa da célula cardiaca de conter a disseminagéo do
parasita. Com o avanco da infeccdo, constatamos a modulacdo de genes integrados com o
remodelamento do citoesqueleto e rigidez celular, provavelmente associado com a acomodacdo do
parasita intracelular, e ainda repressdo de genes relacionados com juncdes celulares e manutengédo da
arquitetura celular. Distlrbios na expressdo de genes envolvidos em vias metabdlicas mitocondriais
apontam para uma deficiéncia energética e disfuncdo mitocondrial induzida pelo T. cruzi. Destacamos
ainda alteracGes em genes associados a hipertrofia, principalmente relacionados a IL1 e IL6, receptor
toll-like 2 e GSK3B, desde os tempos iniciais de infec¢do (1 a 4 horas). O remodelamento associado a
matriz extracelular apresentou genes com padrdo diminuido principalmente no ponto de 24 horas
quando a taxa de infecgdo ultrapassa 75%, sendo as alteragdes relacionadas aos genes de colageno e
fibronectina. Genes associados a apoptose com perfil pro- e anti-apoptético foram diferencialmente
modulados nas diferentes fases da infeccéo, sugerindo que a indugdo ou repressao da apoptose pode
estar diretamente relacionada a dispersao do parasita, controle da carga parasitaria no hospedeiro e/ou
escape da resposta imune

Dessa forma, a identificacdo de genes importantes para adaptacdo do T. cruzi no
microambiente da célula cardiaca aliada a modulacdo de genes envolvidos na resposta desta célula
alvo contribuira para aplicagdo de novas estratégias de controle deste parasita, possibilitando a selecdo

de potenciais alvos vacinais e/ou terapéuticos.
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ABSTRACT
Chagas™ disease, caused by Trypanosoma cruzi, affects between 7 and 8 million people

especially in Latin America and Caribbean, presenting manifestations in organs associated with the
digestive system and heart. The main clinical manifestation on symptomatic chronic phase is chagasic
cardiophaty and may affect about 10 to 30% of infected individuals. Given the ineffectiveness of the
treatment, studies with emphasis on biology of host-pathogen interaction have been carried out to
search innovative molecules that can be used to prevention, treatment and/or diagnosis.

The application of functional genomics in the T. cruzi-host cell interaction has as its goal to
display the regulation of genes in the target cell, seeking strategies that focus on mechanisms of
survival and replication of the parasite. The kinetic approach used on this research (1, 2, 3, 4, 5, 6 and
24 hours of infection) to analyse the global gene expression by RNA-Seq, an innovative methodology,
provide a better understanding of events that culminate in coordinated and temporal activation of
molecules during T. cruzi-cardiomyocyte interaction. We identified 572 modulated genes, where 371
were induced and 201 repressed. Our results indicate that T. cruzi induces a dynamic gene modulation
with 18 genes altered after one hour of interaction. On early stage of infection (1 to 4 hours), the
modulated genes are related to immune response and trypanocydal activity. In this context, we
observed the activation of genes involved in pro-inflammatory response, oxidative stress and free
radical metabolism indicating that the cardiac cell attempts to control the dissemination of the parasite.
With the progression of the infection, it was evident the modulation of genes involved in cytoskeleton
remodeling and cell stiffness, probably associated with intracellular parasite accommodation and
repression of cell junctions genes as well as cell architecture maintenance genes. Alterations in
expression of genes involved in metabolic pathways point to a mitochondrial dysfunction and energy
deficiency induced by T. cruzi. We also point out changes in genes associated with hypertrophy,
mainly related to IL1, IL6, toll like receptor 2 and GSK3B from early times of infection (1 to 4 hours).
Remodeling associated to extracellular matrix showed genes with decreased expression mainly at 24
hours when the infection exceeds 75%, specially collagen- and fibronectin-related genes. In addition,
genes associated to apoptosis with pro- and anti- apoptotic activity were differentially modulated in
different stages of infection, suggesting that induction or repression of apoptosis may be directly
related to parasite spread, the parasite load control in the host and/or escape of immune response.

Thus, the identification of genes important to adaptation of T. cruzi on the microenviroment of
the cardiac cell combined with modulation of genes involved in the response of the target cell will
contribute to implementation of new strategies to control this parasite, allowing the selection of

potential vaccine and/or therapeutic targets.
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1 INTRODUCAO

1.1 Doenca de Chagas — Generalidades

As doengas tropicais negligenciadas sdo as principais causas de infeccbes em
populacbes pobres da América Latina e Caribe, onde 40% do total de individuos vivem
abaixo da linha de pobreza. Os dados de prevaléncia destas doengas associados a perda de
anos de vida por incapacidade destacam as doengas provocadas por helmintos, seguidas por
doenca de Chagas, dengue, esquistossomose, filariose, tracoma e hanseniase como as mais
relevantes. Quando somadas, estas condicdes de doenca representam dados alarmantes e
podem ser mais frequentes que HIV/AIDS, tuberculose ou malaria (Hotez et al., 2008).

A doenga de Chagas foi descrita ocasionalmente no inicio do século XX pelo médico
brasileiro Carlos Chagas em Minas Gerais, cidade de Lassance, durante uma campanha de
combate a malaria. A grande quantidade de insetos hematofagos que habitavam as frestas das
casas de pau-a-pique e se alimentavam de sangue humano e animais domésticos durante a
noite despertaram a curiosidade deste médico sanitarista que, em 1907, ao examinar 0
contetdo intestinal destes insetos, identificou formas flageladas semelhantes a Crithidia
(Chagas, 1909). Assim, iniciavam-se os trabalhos que culminariam no fato inédito da
medicina em que Carlos Chagas descreve, em 1909, o agente etiologico, Trypanosoma cruzi;
o ciclo evolutivo, os vetores e reservatorios e as complicacdes mais frequentes da doenca
(Chagas, 1909).

Atualmente, sabe-se que a doenca de Chagas estava presente no Brasil mesmo antes da
colonizacédo européia. Os estudos de Fernandes e colaboradores (2008) identificaram em uma
muUmia com idade entre 520 e 600 anos material genético de T. cruzi e sinais caracteristicos de
megacolon. A dispersdo da infeccdo pelo T. cruzi em civilizacbes antigas estava relacionada
com a biologia do agente etiolégico e seu vetor, 0 meio ambiente, a biologia e comportamento
humano interferindo no ciclo silvestre através da invasdo de ecotopos naturais (Aufderheide,
2003). Este cenério de prevaléncia da infeccdo natural na América Latina ainda é destaque
entre os diferentes mecanismos de transmissdo, sendo responsavel por 80 a 90% dos casos,
seguido da infeccdo por transfusdo sanguinea e transplante de érgdos (5 a 20% dos casos),
transmissdo congénita (0,5 a 8% dos casos), acidentes de laboratério e infeccdo via oral
(revisto Schmuiiis, 2000; revisto por Dias, 2000; revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010). Outra

possivel forma de transmissdo relaciona-se a partilha de agulhas; entretanto, os dados



quantitativos desse modo de infecgédo ainda ndo foram estabelecidos e os casos detectados sao
pouco frequentes (Auger et al., 2005; Nijar e Del Bigio, 2007).

Com relacdo a epidemiologia da doenca (Figura 1.1), os dados de prevaléncia na
década de 1980 indicavam entre 16 e 18 milhGes de pessoas infectadas com T. cruzi na
América Latina (WHO, 2000) e 100 milhdes de individuos sob risco de contaminacdo (25%
da populacdo dessa area) (WHO, 2002). Em 2005, a Organizacdo Pan Americana de Salde,
apés vérias iniciativas como o controle de vetores e triagem sorologica para T. cruzi em
bancos de sangue, divulgou resultados surpreendentes e promissores apresentando decréscimo
no namero de individuos infectados para 7 a 8 milhdes e, consequentemente, reducdo da

populacdo em area de risco para 20% (revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010).

DADOS EPIDEMIOLOGICOS
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Figura 1.1 Dados epidemiolégicos relacionados a doenca de Chagas.
Paises endémicos e nimero de individuos infectados em areas ndo endémicas (modificado de Rassi e Marin
Neto, 2010).

Essas medidas de prevencdo diminuiram significativamente o nimero de novos casos
detectados. Em 1983, a taxa de novos casos alcangou 700.000, em 2000 cerca de 200.000 e
em 2006 o namero registrado atingiu 41.200; o mesmo pode ser verificado com o indice de
mortes por ano, aproximadamente 50.000, em 1990 e 12.500 em 2006 (Moncayo et al., 2009).
No Brasil, o custo-beneficio do programa de controle de vetores demonstra que para cada
dolar investido na prevengdo ha uma economia de 17 ddlares usados em cuidados médicos e
aposentadorias precoces (Moncayo et al., 2009).

O conjunto de cuidados relacionados a prevengdo proporcionou resultados bastante
animadores nas areas endémicas, entretanto surtos de casos agudos de doencga de Chagas por
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infeccdo oral vém ocorrendo em diferentes regides do Brasil (Coura, 2006; Nébrega et al.,
2009) e chamam a atengdo de pesquisadores e autoridades governamentais. Além disso,
devido aos fenbmenos migratorios, 0 nimero de individuos infectados vivendo em éareas ndo
endémicas, como os Estados Unidos, Canada e partes da Europa, Japdo e Australia vém
aumentando (Figura 1.1) e constitui um novo problema de salde publica para essas regides
(Florian Sanz et al., 2005; Kirchhoff et al., 2006; Nowicki et al., 2006; Jackson et al., 2008;
Gascon et al., 2010; Rassi e Marin-Neto, 2010, Parker e Sethi, 2011).

Apesar dos esforgos realizados por pesquisadores, ainda permanece a busca por
compostos ativos para o tratamento das diferentes fases da doenca de Chagas. Os compostos
utilizados na clinica, como benzonidazol, sdo efetivos apenas na fase aguda e apresentam
fortes reacOGes adversas (Coura e Castro, 2002). Os avangos em quimioterapia, vacina e
diagndstico sé poderdo ser obtidos através de conhecimento aprofundado em aspectos
celulares peculiares de T. cruzi como processos biologicos, estruturas e organelas e, ainda, o
entendimento da dindmica de eventos biologicos da interacdo parasita-célula hospedeira (de
Souza, 2002 e Urbina e Docampo, 2003).

1.2 Agente etioldgico, vetores e ciclo biologico

O T. cruzi pertence ao reino Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, sub-
filo Mastigophora, ordem Kinetoplastidae, familia Trypanosomatidae e género Trypanosoma
(Levine et al., 1980). Algumas particularidades dos membros da familia Trypanosomatidae
relacionam-se a presenca de cinetoplasto, que consiste em um compartimento especializado
de uma Unica mitocéndria e contém grande quantidade de DNA, denominado kDNA (Maslov
e Simpson, 1995), compartimentalizacdo da via glicolitica em glicossomas (Opperdoes, 1995)
e ainda um unico flagelo. Em relacdo ao genoma de T. cruzi, a cepa CL Brener foi submetida
ao sequenciamento e revelou aproximadamente 22.570 genes codificadores de proteinas, dos
quais 12.570 representam pares alélicos e ainda 50% desse total sendo representado por
regibes repetitivas compostas principalmente por retrotransposons e genes que codificam
grandes familias de proteinas de superficie (El Sayed et al., 2005).

Os vetores, vulgarmente conhecidos como barbeiros, por picarem frequentemente a
face dos individuos, apresentam classificacdo sistematica na familia Reduviidae, sub-familia
Triatominae. Entre os vetores existem pelo menos 130 espécies potenciais (revisto por Rassi e
Marin-Neto, 2010), sendo Triatoma infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, Rhodnius prolixus,

R. pallescens e Panstrongylus megistus as espécies de maior importancia epidemioldgica. O



maior grau de adaptacdo a regibes domiciliares e peridomiciliares é atribuido a Triatoma
infestans, T. brasiliensis, T. dimidiata, Rhodnius prolixus (WHO, 2007).

O ciclo bioldgico, inicialmente caracterizado por Carlos Chagas em 1909, foi revisto
por uma série de pesquisadores (Chagas, 1909; Brener, 1973; Tanowitz et al., 1992a;
Burleigh e Andrews, 1995a; Tyler e Engman, 2001; Andrade e Andrews, 2005) e esta
representado na Figura 1.2, sendo bastante complexo, com o parasita se apresentando sob
diferentes formas nos hospedeiros invertebrados (insetos vetores) e nos hospedeiros
vertebrados (mamiferos). Durante o ciclo de vida observa-se diferencas morfologicas ultra-
estruturais, funcionais e bioquimicas onde os tripomastigotas sanguineos e metaciclicos
apresentam-se como formas infectivas classicas e ndo proliferativas e os epimastigotas e
amastigotas (formas infectivas ndo classicas) como formas proliferativas (Brener, 1973;
revisto por Tanowitz et al., 1992a; Zeledon, 1999; revisto por Tyler e Engman, 2001). No
hospedeiro mamifero, onde a doenca pode realmente se estabelecer, uma série de alteracGes
fisiologicas foram evidenciadas enquanto no inseto vetor nenhum tipo de dano foi ainda
observado (revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010).

A infeccdo natural pelo T. cruzi ocorre através da liberagcdo de formas tripomastigotas
metaciclicas nos excretas do triatomineo infectado durante o repasto sanguineo. Essas formas
ndo rompem a pele integra e apenas podem penetrar através de lesdes, normalmente o proprio
local da picada ou ainda mucosas, e assim, conseguem atingir a corrente sanguinea onde
infectam células do sistema fagocitico mononuclear e/ou diferentes tecidos. Detalhes do
processo de invasdo e desenvolvimento intracelular serdo apresentados posteriormente.

As etapas do ciclo bioldgico no trato digestivo dos triatomineos infectados iniciam-se
com a ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas que se diferenciam em epimastigotas e,
no intestino médio dos triatomineos, iniciam o processo de divisdo celular. Ao término das
multiplicacGes por fissdo binaria, as formas epimastigotas migram para a por¢édo posterior do
intestino e ocorre a transformacdo em tripomastigotas metaciclicos que sdo liberadas
juntamente com os excretas do inseto. Assim, apds em média 3 a 4 semanas, a fase do ciclo
no inseto se finaliza, permitindo que as formas infectivas sejam transmitidas para o

hospedeiro vertebrado durante o repasto sanguineo, dando continuidade ao ciclo bioldgico.



Figura 1.2 Ciclo Biologico do Trypanosoma cruzi e as principais manifestacdes da doenca de Chagas.
Hospedeiro invertebrado: 1- inseto vetor triatomineo, 1a Triatoma infestans, 1b Rhodnius prolixus, 1c Triatoma
dimidiata, 2- ingestdo de tripomastigotas sanguineos, 3- epimastigotas em divisao, 4- tripomastigotas
metaciclicos; Hospedeiro vertebrado: 5- tripomastigotas metaciclicos aderindo as células de mamifero, 6-
tripomastigotas metaciclicos no vacuolo parasitéforo, 7- liberacdo de formas tripomastigotas e término da
transformacdo para amastigotas, 8- formas amastigotas, 9- amastigotas em divisdo, 10- fim dos ciclos de divisdo
e inicio da diferenciacdo para formas tripomastigotas, 11- rompimento da célula e liberacdo de formas
tripomastigotas, 12- formas tripomastigotas podendo infectar novas células ou insetos vetores durante o repasto
sanguineo. Manifestaces patoldgicas: Fase aguda 13a Sinal de Romafia, 13b Chagoma de inoculacdo; Fase
crbnica 14a megaesofago, 14b megacélon, 14c cardiopatia, 15 miofibrila com células repletas de amastigotas
(Modificado de Rassi e Marin Neto, 2010).

1.3 Doenca de Chagas — Patologia e patogenia

Uma grande variedade de células pode ser infectada pelo T. cruzi in vitro e in vivo
com tropismo definido para células musculares (Brener, 1973; Cabrine-Santos et al., 2001;
Vera-Cruz et al., 2003). Essa relacdo de tropismo se torna ainda mais evidente quando se
analisa a diversidade genética da populacdo desse parasita e se consegue relacionar uma
determinada cepa com disfuncGes em 6rgdos especificos do hospedeiro mamifero, como o
coracao, intestino e esdfago (Vago et al., 2000) (Figura 1.2).

A doenca pode ser dividida em fases aguda e crdnica e suas caracteristicas, assim
como a evolucdo, dependem de diversos fatores ligados ao T. cruzi, como cepa, viruléncia e

tamanho do inéculo; ao homem, como idade, sexo e provavelmente raca; e ao ambiente



(revisto por Dias, 2000). As lesbes provocadas em cada fase podem variar, mas é importante
ressaltar que estas disfuncGes apresentam uma relagdo direta com a persisténcia dos parasitas
nos orgaos afetados (Elizari 1999; Zhang e Tarleton, 1999; Lages-Silva et al., 2001; revisto
por Gutierrez et al., 2009).

O curso da doenca se inicia com a infecgdo e progride para a fase aguda, normalmente
assintomdtica. Quando sintomatica, caracteriza-se inicialmente por uma reagdo inflamatoria
focal no sitio de entrada do parasita, conhecida como chagoma de inoculacdo, ou sinal de
Romafia quando a leséo inflamatéria é decorrente da infeccdo ocular (Romafa, 1935) (Figura
1.2). Em poucos dias, podem ser detectados a presenca de imunocomplexos, parasitemia
elevada, diminuicdo do nivel do fator C3 do complemento, hepato e esplenomegalia, além de
necrose no foco inflamatério, fendmenos de agregacdo plaquetéria, degranulacdo de
eosinofilos, edema, trombose, estase sanguinea, isquemia e febre. As manifestacdes mais
graves relacionam-se a meningoencefalite e miocardite e acontecem em nimero reduzido de
pacientes (Shikanai-Yasuda et al.1990; Prata, 2001) Embora casos clinicos graves tenham
sido relatados na fase aguda, esta fase normalmente se resolve espontaneamente dentro de 2 a
4 meses e a taxa de mortalidade ndo excede 5% dos casos (revisto por Tanowitz et al., 1992a;
Andrade, 1999; revisto por Rassi et al., 2000; revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010).

Em seguida, a doenca evolui para a fase crdnica, sendo evidenciada drastica
diminuicdo de parasitemia e resposta imunolégica caracterizada pela reducdo dos niveis de
IgM e aumento de IgG. A evolucdo dessa fase € lenta podendo durar toda a vida do individuo,
sendo gque a maioria permanece assintomatica (forma cronica indeterminada) e apenas cerca
de 30% desenvolvem os sintomas caracteristicos, predominantemente cardiacos, digestivos ou
neuroldgicos (forma crénica determinada) (revisto por Tanowitz et al., 1992a; revisto por
Dias, 2000).

O comprometimento cardiaco caracteriza-se como a manifestacdo mais grave e
frequente na fase crénica da doenga, tipicamente apds anos ou décadas de infeccdo. Nas areas
endémicas da América Latina, a cardiopatia chagasica pode ser considerada a principal causa
de morte associada a problemas cardiacos em pacientes na faixa etaria entre 30 e 50 anos
(Rassi et al., 2000). O mecanismo consenso para o estabelecimento da cardiopatia ndo se
encontra totalmente elucidado e acredita-se que a persisténcia do parasita e a resposta
imunolodgica dirigida ao T. cruzi sejam eventos-chave (revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010).
No entanto, a prevaléncia de auto-anticorpos em doencas cardiacas (Nussinovitch e

Shoenfeld, 2011a; Nussinovitch e Shoenfeld 2011b) refor¢ca o mecanismo de autoimunidade



na cardiopatia chagasica crbnica (Bonney e Engman 2008), sugerindo que maltiplos
mecanismos atuem na complexa cardiopatia de etiologia chagésica (Girones e Fresno 2003).
A manifestacdo cardiaca crdnica pode ser caracterizada por uma reacdo inflamatoria focal,
multifocal ou difusa composta por células linfomononucleares que produzem uma destruicao
progressiva das fibras cardiacas associada a uma fibrose reparativa afetando multiplas éareas.
O sistema nervoso parassimpatico e o condutivo estdo envolvidos e comprometidos
produzindo bloqueios do tipo intraventricular e atrioventricular e disfuncdo do nddulo sinusal
além de arritmias ventriculares (Rassi et al., 2000; Rassi e Marin-Neto, 2010). A fibrose
miocérdica focal apresenta-se como o substrato anatbmico para as arritmias ventriculares e/ou
atriais, predispde a dilatacdo cardiaca e faléncia aléem de formacdo de aneurismas no
ventriculo esquerdo, uma caracteristica da doenca cardiaca chagasica (Rassi et al., 2000).

A persisténcia e liberacdo do parasita ndo contribuem apenas com a destruicdo direta
dos cardiomidcitos e com a manutencao do processo inflamatorio, mas também induzindo de
forma indireta outros mecanismos adicionais para o dano cardiaco como as anormalidades
microvasculares coronarianas, microtrombos, espasmos microvasculares e disfuncdes
endoteliais que ja foram reportados tanto em modelos animais quanto em humanos (Rassi e
Marin Neto, 2010). As trés maiores sindromes desse tipo de cardiopatia, que inclusive podem
coexistir em um mesmo paciente, sdo a disarritmia, faléncia e tromboembolismo (sistémico e
pulmonar) (revisto por Rassi et al., 2000; revisto por Rassi e Marin-Neto, 2010).

As manifestacbes gastrointestinais da doenca de Chagas estdo principalmente
relacionadas as lesbes de sistema nervoso entérico, principalmente nos plexos mioentérico
(plexo de Auerbach) e submucoso (plexo de Meissner) e também as lesdes pré-ganglionares e
reducdo no numero de células dorsais do vago. Essas podem ocorrer desde as glandulas
salivares, esdfago, esfincteres, estdmago, intestino delgado, célon, vesicula biliar sendo que
0s Orgaos mais frequentemente acometidos sdo o es6fago (megaesdfago) e parte do intestino
grosso, o colon (megacdlon) (Tanowitz et al., 1992a; revisto por Matsuda et al., 2009). O
megaesOfago caracteriza-se por comprometimento do esdfago e de seu esfincter inferior, com
0 paciente apresentando extrema dificuldade para engolir (acalasia chagasica), manifestacao
caracterizada principalmente por diminuicdo da pressdo no esfincter enquanto o megacolon
caracteriza-se principalmente por constipacao (fecaloma) procedente de alteraces no reflexo
reto-anal (revisto por Matsuda et al., 2009).

O comprometimento do sistema nervoso central € pouco comum e acontece em €asos

associados a reativacdo da doenca em estados de imunodeficiéncia (AIDS, neoplasias



hematoldgicas, transplantes de rins ou coracédo, terapia com corticosteroides, etc). O quadro
de encefalite na forma cronica difere da apresentada na aguda por apresentar um caréater
necrotizante com alguns pacientes inclusive apresentando a forma tumoral com lesdes

hemorréagicas necroticas Gnicas ou multiplas (revisto por Pitella, 1993; Cordova et al., 2008).

1.4 Interagéo T. cruzi-célula hospedeira

O estabelecimento da infeccdo em hospedeiros vertebrados é uma etapa fundamental
para que o T. cruzi complete seu ciclo biolégico. Monte6n e colaboradores (1996)
demonstraram que as formas tripomastigotas metaciclicas durante a infeccdo primaria
penetram em macro6fagos, fibroblastos e outros tecidos mesenquimais e, em seguida, através
da disseminacdo hematogénica, ocorre infeccdo de tecidos mais distantes de acordo com o
tropismo do parasita. O processo de infecgdo se inicia com a adesdo de formas infectivas a
célula hospedeira e ativacdo de vias de sinalizagdo tanto no parasita quanto na celula alvo
seguidas de interiorizacdo, liberacdo dos parasitas do vacuolo parasitéforo, diferenciacdo em
formas amastigotas, multiplicacdo no citoplasma, rediferenciacdo as formas tripomastigotas,

rompimento da célula hospedeira e liberacdo de tripomastigotas (revisto por Yoshida, 2006).

1.4.1 Moléculas envolvidas no reconhecimento celular e invaséao do T. cruzi
A adesdo de formas infectivas de T. cruzi a célula hospedeira é uma etapa crucial para

0 estabelecimento da infeccdo, sendo mediada pelo reconhecimento de ligantes e/ou
receptores presentes na superficie de células hospedeiras e do parasita (Figura 1.3) (Epting et
al., 2010). Considerando-se o parasita, estudos revelaram que uma porcentagem significativa
do genoma do T. cruzi codifica proteinas envolvidas com o processo de reconhecimento e
adesdo a célula hospedeira (El Sayed et al., 2005). Entre as mais bem estudadas se incluem as
familias protéicas associadas a superficie celular, como as mucinas (Di Noia et al., 1998) e as
trans-sialidases (Schenkman et al., 1991; Schenkman et al., 1992; Schenkman e Eichinger
1993; Schenkman et al., 1993), ambas ancoradas a superficie celular através de residuos de
glicosilfosfatidilinositol.

As mucinas, um grupo de proteinas ricas em treonina, serina e prolina, séo
representadas no genoma de T. cruzi com pelo menos 863 genes e sdo aceptores de &cido
sialico, podendo exercer outras fungbes dependendo da forma apresentada pelo parasita (Di
Noia et al., 1998; El Sayed et al., 2005). Baseados na expressdo sincronizada de diferentes
conjuntos durante o ciclo de vida, essas sao divididas em dois grupos, um presente nas formas

que se desenvolvem no vetor e 0 segundo nas que se desenvolvem no hospedeiro mamifero
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(Di Noia et al., 1998; Acosta-Serrano et al., 2001). Especificamente, em epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos estdo presentes o conjunto denominado gp35/50 que s&o
resistentes & acdo de proteases e favorecem o desenvolvimento dessas formas no trato
digestivo de insetos vetores, onde as enzimas com atividade proteolitica sdo bastante
abundantes. Além da funcdo de protecdo descrita anteriormente, nas formas metaciclicas este
conjunto também se relaciona a adeséo e sinalizacdo com mobiliza¢do de calcio durante o
processo de interacdo com a célula hospedeira (Mortara et al., 1992; Schenkman et al., 1993;
Villalta et al., 2008). Nas formas presentes no hospedeiro mamifero, o conjunto de mucinas
expressas tém entre 60/70-200 kDa, sdo susceptiveis a acdo de proteases e estdo fortemente
envolvidas com a adesdo a célula hospedeira (Schenkman et al., 1991; Di Noia et al., 1998).

As trans-sialidases pertencem a vérias familias multigénicas, sendo conhecidas como
superfamilia gp85/trans-sialidase (Araya et al., 1994 Colli e Alves, 1999; El Sayed et al.,
2005), apresentam a fungdo caracteristica de transferir acido sidlico de glicoconjugados
presentes no hospedeiro para o parasita, onde 0s aceptores mais comuns sdo as mucinas.
Entretanto, essa superfamilia que engloba proteinas de peso molecular entre 75 e 280 kDa
apresenta diversos membros que ndo possuem atividade enzimatica, 0s quais sdo importantes
no processo de invasdo, como a Tc85, em tripomastigotas sanguineos, e a gp82, em
metaciclicos (revisto por Alves e Colli, 2007).

Além das moléculas presentes nas diferentes formas do parasita descritas
anteriormente, o processo de adesdo e reconhecimento pode ser facilitado por enzimas
proteoliticas, incluindo TC80 (Santana et al., 1997; Grellier et al., 2001), cruzipaina (Cazzulo
et al., 1990) e oligopeptidades B (Burleigh e Andrews 1995b), por outras proteinas como
gp83 (Villalta et al., 2008), penetrina (Ortega-Barria e Pereira, 1991; Oliveira Jr et al., 2008)
e também por esterois (Fernandes et al., 2007). As enzimas proteoliticas do parasita, com
destaque para uma prolil-oligopeptidase com 80 kDa, especificamente secretada por formas
tripomastigotas, sao liberadas através da bolsa flagelar e agem na degradacdo de componentes
da membrana plasmatica da célula hospedeira e também em componentes da matriz
extracelular, apresentando especificidade para degradar colageno do tipo | e 1V, além de,
fibronectina (Santana et al., 1997; Grellier et al., 2001).

Na superficie de tripomastigotas, proteinas com propriedade de ligacdo a heparina
foram identificadas e se relacionam com o processo de infeccdo por apresentarem
caracteristicas adesivas de ligacdo ao colageno, heparan sulfato e heparina (Ortega-Barria e

Pereira 1991; Calvet et al., 2003; Oliveira-Jr et al., 2008). Ainda, os esterdis presentes na



membrana do parasita apresentam relacdo com o processo infectivo de maneira forma-
especifica; estudos usando o tratamento de formas tripomastigotas metaciclicas e amastigotas
depletadas com metil-B-ciclodextrina (MBCD) demonstraram que apenas em tripomastigotas
metaciclicos a taxa de infeccdo apresentava-se significativamente diminuida na condicdo
descrita (Fernandes et al., 2007).
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Figura 1.3 Modelo esquemético demonstrando as moléculas envolvidas no processo de interacdo T. cruzi-célula
hospedeira (de Souza et al., 2010).

Com relacdo as céelulas de mamiferos, uma variedade de moléculas na superficie
celular foi descrita como moduladoras do processo de reconhecimento e invasao do T. cruzi.
Dentre os receptores e ligantes relevantes neste processo destacamos (i) integrinas, cujo papel
foi demonstrado pela reducdo da infeccdo de macrofagos apos bloqueio de betal (VLA)
integrina (Fernandez et al. 1993), (ii) colesterol, presentes em dominios especializados de
membrana (“lipid rafts”), cujo bloqueio reduziu a invasdo do T. cruzi em células Vero, HeLa
(Fernandes et al., 2007) e macréfagos (Barrias et al., 2007), (iii) carboidratos presentes na
superficie celular, sendo evidenciado a participacdo de residuos de galactose, manose e N-
acetil glicosamina (Barbosa e Meirelles 1992) e (iv) componentes de matriz extracelular,
incluindo proteoglicanos de heparan sulfato, fibronectina e colageno (Ortega-Barria e Pereira
1991; Calvet et al., 2003, 2004; Oliveira Jr et al., 2008). Assim, a interacdo de ligantes e
receptores da superficie da célula hospedeira e do parasita dispara cascatas de sinalizacdo
bidirecionais (hospedeiro e parasita) que iniciardo o processo de interiorizacdo através de

diferentes mecanismos (Epting et al., 2010).
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1.4.2 Mecanismo de invasado do T. cruzi e desenvolvimento intracelular
Embora as varias fases do processo de invasdo por T. cruzi tenham sido alvo de

intensa investigagdo nas ultimas décadas, dados sobre o mecanismo completo ainda sdo
controversos. Em relacdo a fase de interiorizacdo foram descritos mecanismos independentes
ou dependentes do citoesqueleto da célula alvo, incluindo penetracdo ativa, endocitose,
exocitose ativa de lisossomos e ativagdo de tirosina quinase (IP3-quinase). No entanto, o
mecanismo disparado durante o processo de invasdo parece ser dependente da forma
evolutiva e gendtipo do parasita, assim como, o tipo celular (Barbosa 1999; revisto por de
Souza et al., 2010).

Neste contexto, ressaltaremos a seguir alguns pontos importantes da dindmica do
processo de invasdo e os diferentes mecanismos reportados. Os trabalhos iniciais de Dvorak
(1975) sugeriam que as formas tripomastigotas invadiam ativamente através do rompimento
localizado da membrana plasmatica da célula hospedeira. No entanto, evidéncias da
localizacdo do parasita intracelular em compartimentos envoltos por membrana, vacuolo
parasitéforo, foram determinantes para o questionamento da penetracédo ativa, favorecendo a
aceitacdo de um processo endocitico (Meirelles et al., 1987). A prevaléncia do mecanismo de
invasdo por endocitose foi confirmada por ensaios de infeccdo em macrdfagos e células
musculares (cardiacas e esqueléticas) com diferentes formas do parasita, onde o processo
iniciava-se com a adesdo seguida de interiorizacdo de maneira fagocitica classica em
macrofagos e endocitica nas células musculares, com formagdo do vacuolo parasitoforo e
fusdo com lisossomos (Araujo-Jorge et al., 1992).

Ainda em 1992, a importancia da penetracdo ativa como mecanismo de invasdo foi
retomada por Schenkman e Mortara (1992) baseado no fato de que citocalasina D, inibidor da
polimerizacdo de actina, ser incapaz de prevenir a invasdo do T. cruzi em células HeLa. Em
seguida, Tardieux e colaboradores (1992) descreveram um mecanismo de infeccdo em células
ndo fagociticas independente de actina através de exocitose ativa de lisossomos no sitio de
adesdo do parasita, culminando com a internalizacéo e formacao do vactolo parasitoforo. Nos
estudos subsequentes do grupo demonstrou-se que na célula do hospedeiro mamifero o
processo é dependente do aumento da concentracdo de calcio e também de AMP ciclico
disparados pelo parasita (Burleigh e Andrews, 1998; Rodriguez, 1999; revisto por Andrews,
2002). A oligopeptidase B, uma proteina com 120 kDa expressa em todas as formas do ciclo
biolégico do parasita e localizada no citoplasma, relaciona-se com este processo de
sinalizacdo de maneira forma dependente. Em experimentos onde se inibiu a atividade

enzimatica ou ainda realizou-se a delecdo do gene de cdpia Unica a taxa de infeccdo e a
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concentracdo de calcio apresentaram-se diminuidas apenas com tripomastigota derivado de
cultivo celular. A partir do conjunto de experimentos realizados a enzima pode ser
classificada como possivel ativadora de uma via agonista de célcio, pois durante o tratamento
de células de mamifero com a proteina purificada o processo de sinalizagcdo ndo foi ativado,
indicando o requerimento de outros compostos para mediar o evento (Burleigh e Andrews,
1995b; Burleigh et al., 1997; Burleigh e Andrews, 1998; Caler et al., 1998).

As cascatas de sinalizacdo ativadas durante a interacdo de tripomastigotas metaciclicos
ou tripomastiotas derivados de cultivo celular com a célula hospedeira culminam com a
mobilizacdo intracelular de célcio tanto no parasita quanto na célula hospedeira (Docampo et
al., 1996; Burleigh e Andrews, 1998; Burleigh e Woolsey, 2002; revisto por Yoshida 2006).
Entretanto, é importante ressaltar que entre as moléculas envolvidas nesse processo,
diferencas sdo evidentes entre cepas distintas de T. cruzi e também entre as formas infectivas
(tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas de cultivo) de uma mesma cepa (revisto por
Yoshida, 2006; Yoshida e Cortez, 2008). Os tripomastigotas metaciclicos de cepas de T. cruzi
com alta capacidade infectante, como a cepa CL, invadem células ndo fagociticas de maneira
gp82-dependente (Ramirez et al., 1993; revisto por Yoshida, 2006). Essa proteina induz a
ativacdo de uma tirosina-quinase que fosforila outra proteina, denominada p175. Dessa via de
transducdo de sinal participa também a fosfolipase C, que gera IP3 (Yoshida et al., 2000),
sendo o célcio liberado oriundo do reticulo endoplasmatico. A sinalizacdo de calcio disparada
por gp82 induz um mecanismo de invasdo independente do citoesqueleto (Ferreira et al.,
2006). O envolvimento de gp82 no remodelamento do citoesqueleto da célula hospedeira foi
demonstrado por ensaios com a proteina recombinante que tem a capacidade de se ligar a
célula hospedeira de uma maneira indistinguivel da proteina nativa (Cortez et al., 2006).

As formas metaciclicas de cepas de T. cruzi pouco infectantes, como a cepa G,
utilizam as glicoproteinas do tipo mucina para adesdo e invasdo celular. Neste processo, a
resposta mediada por calcio, induzida especificamente por gp35/50, é depende de uma adenil
ciclase que gera AMP ciclico, sendo que o célcio, requerido para a invasdo, € liberado dos
acidocalcissomas (Neira et al., 2002; revisto por Yoshida, 2006). Interessantemente, o sinal de
calcio é menor que o induzido por gp82 (Yoshida et al., 1989; Ruiz et al., 1993; revisto por
Yoshida 2006) e o mecanismo de invasdo € dependente do citoesqueleto da célula alvo.
Ainda, tripomastigotas metaciclicos secretam SAPSs, proteina com massa molecular de 55 kDa
que relacionam-se com a mobilizacdo intracelular de célcio, apresentando-se como um fator

adicional para a mobilizacdo desse ion de maneira cepa-dependente. Cepas pouco infectantes,
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como a cepa G, apresentam baixa expressdo dessas proteinas enquanto que cepas com alta
infectividade, como a cepa CL, apresentam alta expressao (Baida et al., 2006).

Além das moléculas anteriormente descritas no processo de sinalizacdo, destaca-se
também a interacdo entre receptores de bradicinina da célula hospedeira e a principal cisteino-
proteinase de T. cruzi, a cruzipaina. Essa enzima, expressa em todas as formas do ciclo de
vida do parasita, estd envolvida no processo de infeccdo por sua habilidade de gerar
bradicinina a partir do cininogénio aderido a célula e levar a mobilizacdo de célcio através
dessa via (Scharfstein et al., 2000).

Embora a via de sinalizacdo por calcio e a invasdo dependente de lisossomo sejam
relevantes, este processo ndo parece ser 0 Gnico a promover a invasdo do T. cruzi. Diversos
estudos demonstraram a participacdo efetiva do citoesqueleto da célula alvo (Barbosa e
Meirelles 1995; Rosestolato et al., 2002) e, recentemente, evidéncia de processo endocitico
modulado por dinamina foi relatado em celulas ndo-fagociticas e fagociticas profissionais
(Barrias et al., 2010). Além disso, a ativacdo de outras vias de sinalizag&o, incluindo PI3-
quinase (Vieira et al., 1994; Woolsey et al., 2003) ¢ TGFp (Ming et al., 1995; Waghabi et al.,
2005; Waghabi et al., 2007), foram demonstradas no processo de invasdo do T. cruzi.
Woolsey e colaboradores (2003) caracterizaram uma nova rota de invasao celular em que os
tripomastigotas induzem invaginacdao da membrana plasmatica e formacao de um vacuolo rico
em lipideos da classe IP3, como PtdinsP3/PtdIns(3,4)P2, e isento de marcadores lisossomais.
Essa rota independente de lisossomos foi identificada em varios tipos celulares nao
fagociticos, inclusive em células musculares cardiacas. Os trabalhos iniciais de Dvorak (1975)
sugeriam que as formas tripomastigotas invadiam ativamente através do rompimento
localizado da membrana plasmatica da célula hospedeira

Diferente da maior parte dos patdgenos intracelulares obrigatérios, que se esquivam da
fusdo com lisossomos (Amer e Swanson, 2002), a associa¢do do vacuolo parasitéforo com
compartimento lisossomal € um pré-requisito para a sobrevivéncia e permanéncia de T. cruzi
na célula hospedeira (Ley et al., 1990; Andrade e Andrews, 2004). Este requisito é alcancado
de forma direta quando os parasitas utilizam o mecanismo de entrada dependente de
lisossomos (Tardieux et al., 1992; Rodriguez et al., 1996; Kima et al., 2000) e indiretamente
quando utilizam outras rotas, como endocitose e invaginacdo de membrana, nas quais 0s
marcadores lisossomais sdo adquiridos no citoplasma apo6s formacdo do vactolo parasitéforo
(Meirelles et al., 1987; Woolsey et al., 2003).
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O tempo de permanéncia no vacuolo pode variar entre as diferentes formas e cepas. A
maior parte dos amastigotas e tripomastigotas de cultivo estudados permanecem até 2 horas
no compartimento, enquanto que nas formas metaciclicas o tempo desta etapa pode alcancar
10 horas (revisto por Alves e Mortara, 2009). No interior das células hospedeiras,
tripomastigotas de cultivo e amastigotas secretam TcTOX, uma proteina semelhante ao fator 9
do complemento, que em pH &cido atua na lise da membrana do vacuolo parasitéforo,
permitindo o escape do parasita para o citoplasma. Nas formas metaciclicas, esse fator ndo foi
detectado e 0 mecanismo de escape ainda continua pouco compreendido (revisto por Alves e
Mortara, 2009). No citoplasma da célula hospedeira, os amastigotas sofrem sucessivas
divisbes, diferenciam-se em tripomastigotas e sdo liberados ap6s o rompimento da célula

(revisto por Andrade e Andrews, 2005).

1.5 Alteracdes na célula hospedeira induzidas pelo T. cruzi

Nas células do hospedeiro mamifero ocorre uma série de modificacdes fisiologicas e
estruturais durante o processo de infec¢do por T. cruzi. Em células musculares cardiacas ja
foram identificadas modificacbes em niveis de RNA mensageiro (Pereira et al., 2000a;
Pereira et al., 2000b), na homeostase de calcio (Garzoni et al., 2003), no sistema de conducéo
(Campos de Carvalho, 1992; Adesse et al., 2008, Waghabi et al., 2009) na organizacdo do
citoesqueleto (Pereira et al., 1993; Taniwaki et al., 2005), nos componentes de matriz
extracelular (Calvet et al., 2004) e, ainda, distarbios mitocondriais (Gupta et al., 2009; Ba et
al., 2010).

A contracdo espontanea dos cardiomidcitos relaciona-se diretamente com mudancas
nos niveis de calcio e a complexa organizacdo do citoesqueleto da célula muscular. Na etapa
inicial de infeccdo por T. cruzi (adesdo), ocorre um aumento adicional na concentracdo desse
fon, levando a alteracGes responsaveis por ativacdo repetitiva em niveis de contracdo que em
longo prazo podem contribuir para a patogénese da doenca e desenvolvimento de cardiopatia
(Garzoni et al., 2003).

Ainda, as alteracGes eletrocardiograficas evidenciadas na doenca de Chagas podem
estar relacionadas com a destruicdo de miofibrilas e componentes do citoesqueleto durante o
desenvolvimento intracelular do T. cruzi (Pereira et al., 1993; Taniwaki et al., 2005). Estas
modificacdes ndo se restringem a mudancas estruturais, uma vez que a infeccdo pelo T. cruzi

acarreta reducdo significante dos niveis de RNA de a-actina cardiaca e elevada expresséo de
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RNA de R-actina, refletindo um perfil ndo muscular de expressdo desenvolvido em condicdes
patoldgicas (Pereira et al., 2000b).

Além de modular a organizacdo de actina filamentosa e a expressdo dos genes de
actina, a infecgéo por T. cruzi modula negativamente a expressdo de o actinina (Melo et al.,
2006), costameros de vinculina (Melo et al., 2004) e jungOes celulares, incluindo juncGes
aderentes (Melo et al., 2008) e comunicantes (Adesse et al., 2008; Campos de Carvalho et al.,
1992). Os distarbios de conducdo durante a infeccdo de cardiomidcitos também estdo
relacionados com a perda de juncGes do tipo gap que apresentam-se reduzidas principalmente
entre as células infectadas. Esta reorganizagdo provocada pelo quadro infectivo ocasiona
atividade contratil assincronica, conducédo juncional prejudicada e diminuicdo na expressdo de
conexina 43, eventos que podem apresentar relacdo direta com as arritmias tdo frequentes em
pacientes chagasicos (Campos de Carvalho et al., 1992; Adesse et al., 2008). Além disso, as
alteracdes no sistema de conducdo e no estabelecimento de fibrose cardiaca podem também
estar relacionadas com TGFR. O evento foi confirmado tanto em coragdes quanto em
cardiomiocitos isolados infectados por T. cruzi que demonstraram alteracfes nas juncbes do
tipo gap diretamente proporcionais ao aumento da taxa desta citocina (Waghabi et al., 2009).

Niveis elevados de TGFp no plasma de pacientes chagasicos estdo relacionados com
incidéncia aumentada de fibrose cardiaca (Araujo-Jorge et al., 2002, 2008). Além disso,
evidéncias demonstraram que mediadores soluveis, incluindo TGFp, estimulam a expressao
de componentes de matriz extracelular, como a laminina, fibronectina, coldgeno dos tipos I,
I11 e 1V, observados na infeccdo pelo T. cruzi in vivo (Andrade et al., 1989; Sanchez et al.,
1993; Silva et al., 1999). No entanto, cardiomiocitos altamente infectados apresentam reducgéo
na expressao de fibronectina (Calvet et al., 2004) mesmo apos estimulo com TGFp (Calvet et
al., 2009).

Gupta e colaboradores (2009) confirmaram dados relacionados a produgdo aumentada
de espécies reativas de oxigénio, que ja haviam sido demonstrados em modelos de infec¢édo
animal e em humanos, demonstrando pela primeira vez a participacdo ativa de cardiomidcitos
infectados na producdo desses compostos. Os experimentos foram realizados com linhagens
celulares e cardiomidcitos isolados de camundongos neonatos infectados por T. cruzi e foram
visualizadas alteracbes mitocondriais decorrentes de producdo aumentada das espécies
reativas, um processo que diminui a viabilidade das células e pode estar relacionado com a

faléncia cardiaca.
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As espécies reativas de oxigénio produzidas pelas mitocondrias de cardiomiocitos
infectados por T. cruzi foram identificadas como o estimulo primario para a ativacdo de
PARP-1-NF kappa B e a concomitante expressdo de citocinas. A modificacdo das membranas
mitocondriais via PARP resulta em um feedback positivo para a formacdo das espécies
reativas e para o dano de DNA/PARP1 e, além disso contribuem direta ou indiretamente para

a expressdo aumentada de citocinas. (Ba et al., 2010).

1.6 Avaliagcdo em larga escala da interag&o T. cruzi-hospedeiro

Uma série de alteracbes durante o processo de interacdo T. cruzi-célula hospedeira
ainda ndo sdo conhecidas e uma alternativa bastante promissora que vem sendo usada para
compreender e aumentar 0s conhecimentos na area é o uso de ferramentas em larga escala
tanto para estudos de transcritoma quanto de proteoma desse processo.

As respostas das células hospedeiras a microrganismos patogénicos estdo entre os
estimulos externos mais bem estudados. Os patogenos induzem alteragdes fenotipicas em
células hospedeiras que frequentemente sdo acompanhadas por mudancas importantes no
padrdo de expressdo génica. Com o advento da tecnologia de microarranjos de DNA, que
permitiu a analise de varios genes simultanemente, a habilidade de monitorar essas alteracdes
transcricionais foi grandemente expandida (revisto por Jenner e Young, 2005).

Zhu e colaboradores (1998) foram os pioneiros no uso dessa ferramenta, verificando
as alteracdes transcricionais durante a infeccao por citomegalovirus em fibroblastos humanos.
O primeiro relato da utilizacdo de microarranjos para o estudo da infeccdo com protozoarios
foi feito por Buates e Matlashewski em 2001, analisando as alteracGes na expressdo génica em
macrofagos infectados por Leishmania donovani.

O inicio dos estudos no campo de genémica funcional relacionados a infeccéo por T.
cruzi aconteceu ha menos de 10 anos. Vaena de Avalos e colaboradores (2002), usando
microarranjos de cDNA contendo aproximadamente 27000 sequéncias, analisaram alteracfes
transcricionais em fibroblastos humanos infectados com a cepa Y na sequéncia temporal de 2,
4, 6 e 24 horas apoés a infeccdo. Nos tempos iniciais de infeccdo (2 a 6 horas), os resultados
revelaram auséncia de ativacdo transcricional e apenas um pequeno conjunto de 6 genes com
repressdo significativa. No tempo tardio dessa cinética (24 horas), 106 transcritos
apresentaram expressao aumentada (Vaena de Avalos et al., 2002). Os genes mais fortemente
induzidos no tempo tardio correspondiam aqueles estimulados por interferon (ISGs) e

representavam 35,9% do total. Outras categorias de transcritos induzidas relacionavam-se
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com transdugé@o de sinal e receptores (8,6%), metabolismo (5%), transcricdo (5%), matriz
extracelular (2,5%), EST (27,5%), e sem agrupamento determinado (15,5%) (Vaena de
Avalos et al., 2002).

Em 2003, os estudos em modelos de infeccdo experimental em animais se iniciaram
através do isolamento de cora¢Bes de camundongos infectados pela cepa Sylvio de T. cruzi.
Garg e colaboradores observaram que dos 1.176 genes do arranjo usado pelo grupo, 114
apresentavam-se diferencialmente regulados no curso da infeccéo, sendo 31, 89 e 66 no 3°,
37° e 110° dias apos a infec¢do, respectivamente. Os dados demonstraram que todos 0s genes
diferencialmente expressos em 3 dias pds-infeccdo apresentavam-se regulados positivamente
e correspondiam a genes relacionados a resposta imune e codificadores de proteinas de
defesa/stress. No 37° dpi, correspondente a fase aguda, 89 genes apresentaram-se
diferencialmente expressos, 12 apresentavam-se reprimidos, sendo 8 deles envolvidos na
codificacdo de proteinas relacionadas ao metabolismo energético mitocondrial e 77
aumentados com a maior parte continuando relacionada a resposta imune. Seguindo o curso
da infeccdo e ja na fase crénica (110 dpi), a maior parte dos genes diferencialmente expressos
apresentava-se reprimida sendo que o conjunto relacionado ao metabolismo mitocondrial e a
manutencdo da estrutura e funcao do citoesqueleto e da matriz extracelular representava 60%
deste total.

Para complementar o primeiro trabalho do grupo, que demonstrou uma série de
alteracbes em genes mitocondriais durante a infeccdo por T. cruzi, Garg e colaboradores
(2004) construiram um arranjo especifico com sondas relacionadas a B oxidacdo de acidos
graxos, ciclo dos acidos tricarboxilicos e a cadeia respiratoria de elétrons apresentando
cobertura para 95 genes. Através do mesmo modelo de cardiopatia chagasica usado
inicialmente foram analisadas as alteracdes de expressdo em diferentes fases da infeccéo (3 a
5 dias ap0s infeccdo, fase aguda correspondente de 25 a 40 dias apos infeccdo e crbnica
correspondente de 150 a 180 dias ap0s infeccdo). Os principais resultados revelaram que o
aumento na expressao de genes associados a B oxidagdo de 4cidos graxos podia compensar as
deficiéncias da glicolise ligadas a oxidacdo de piruvato e ainda fornecer substratos para o
ciclo dos 4cidos tricarboxilicos. A repressdo observada nos componentes da cadeia
respiratria implicaria na perda da capacidade de gerar ATP e isso poderia ser a base provavel
para a deficiéncia energética vista na cardiopatia chagasica crénica (Garg et al., 2004).

Na mesma area, Mukherjee e colaboradores (2003) analisaram coragdes infectados

com a cepa Brazil apés 100 dias de infeccdo, na fase cronica da doenca, em um modelo
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previamente caracterizado onde estes 6rgdos apresentariam inflamagdo cronica, fibrose e
intensa vasculite. O arranjo usado apresentava maior cobertura que o trabalho de Garg e
colaboradores (2003) e estava composto por 27.000 sondas de cDNAs. Os resultados
apresentaram 455 genes com expressdo aumentada e 575 com expressdo diminuida; deste
conjunto, 65% foram classificados como ESTs e excluidas das analises finais. As fungdes
alteradas nesse modelo de cardiopatia chagasica cronica relacionavam-se principalmente a
transcricdo (23%), transporte intracelular (11%), transporte através da membrana plasmatica
(6%), adesdo, juncdo e matriz extracelular (22%), metabolismo (22%), citoesqueleto (4%),
forma celular e morte (2%) e sinalizagéo intracelular (12%). Nesse trabalho demonstrou-se
pela primeira vez que SSLPI (secretory leukocyte protease inhibitor), um importante
modulador de resposta inflamatéria, que tem a funcdo de inibir varias proteases e catepsina G
e limitar a les&o tecidual, encontrava-se aumentado, podendo estar relacionado com o controle
da resposta inflamatéria e/ou com o remodelamento cardiaco.

Cunha-Neto e colaboradores (2005), com o objetivo de analisar os padrfes de
expressdo relacionados com a doenca de Chagas e suas manifestagdes em humanos,
realizaram o primeiro trabalho em larga escala com amostras de pacientes que seriam
submetidos a transplante cardiaco com um microarranjo construido a partir de bibliotecas de
cDNA cardiovascular (10.000 sondas). O estudo comparativo incluiu amostras de coracdo de
pacientes portadores de cardiopatia chagasica crénica, portadores de cardiopatia dilatada de
outras etiologias e cora¢es normais. Os genes modulados positivamente foram 582 e 364 em
pacientes com cardiopatia chagasica e dilatada enquanto os genes modulados negativamente
foram 465 e 32, respectivamente. No total de genes modulados, 126 genes apresentaram-se
regulados em ambas as condicdes. Os padrGes de expressdo génica apresentaram-se
notavelmente distintos entre as condi¢des estudadas e a similaridade nesses padrdes referia-se
a resposta hipertréfica e remodelamento ventricular com expressao aumentada de proteinas
contrateis fetais, peptideos natriuréticos, genes de construcdo de sarcdmero, mioglobina e
enzimas associadas ao metabolismo. Um evento importante que ja havia sido verificado em
modelos animais de cardiopatia chagéasica foi confirmado nesse trabalho demonstrando que
em humanos a principal categoria modulada positivamente também se relaciona a resposta
imune, com a maioria dos genes associados ao interferon gama.

Em 2008, baseados no mesmo modelo de cardiopatia chagasica e com uso de um
arranjo semelhante ao empregado no primeiro trabalho em larga escala do grupo, Mukherjee e

colaboradores expandiram seu trabalho inicial (2003) através da analise de diferentes estagios
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da doenca englobando desde a fase aguda até a cronica (30, 60, 90, 120, 150 dias ap0s
infeccéo).

Os resultados obtidos corroboraram e complementaram os trabalhos do proprio grupo
e também os de Garg e colaboradores (2003) e Cunha-Neto e colaboradores (2005);
entretanto, em relacdo a sSLPI, um importante modulador da resposta imune que havia sido
bastante evidenciado no primeiro artigo, os resultados foram controversos, apresentando
aumento da expressdo desse gene nos tempos iniciais da infeccdo seguido de expressdo
diminuida na fase cronica.

Os trabalhos em larga escala também foram importantes para determinar alteracdes no
padrdo de expressdo génica na célula hospedeira que parecem vantajosas para 0 parasita.
Durante a formacgdo de ninhos de amastigotas, Imai e colaboradores (2005), utilizando
microarranjos de cDNA (1.700 sondas), observaram 16 genes diferencialmente expressos em
fibroblastos murinos, sendo 10 positivamente e 6 negativamente regulados com destaque para
uma via particular que modula o remodelamento do citoesqueleto, facilitando a proliferacao
dessas formas no interior da célula hospedeira. Outros genes importantes relacionados a
formacdo de ninhos de amastigotas apresentaram-se modulados durante a andlise do
transcritoma de células HelLa infectadas com T. cruzi, usando microarranjos de
oligonucleotideos com sondas para pelo menos 47.000 transcritos génicos. Deste conjunto, 41
genes apresentaram expressdo aumentada enquanto 23 apresentaram expressao diminuida. A
maior parte dos genes modulados relacionou-se a inibicdo da proliferacédo celular, um evento
que influencia o desenvolvimento do ciclo bioldgico do parasita facilitando a replicacdo de
formas amastigotas e a formacéo dos ninhos (Shigihara et al., 2008).

Um evento chave para a patogénese da doenca de Chagas foi elucidado recentemente
por Adesse e colaboradores (2010) através de um arranjo com cobertura para 6.289 genes de
camundongos. Nesse trabalho, as andlises de genes diferencialmente expressos durante a
infeccdo de mioblastos com diferentes cepas de T. cruzi (Brazil, Y, CL e Tulahuen) revelou
um resultado surpreendente e demonstrou que as alteracdes no padrdo de expressao génica
eram bastante similares e independiam da cepa utilizada.

Até o momento, os trabalhos relacionados a cardiopatia chagasica demonstram que
esta pode ser decorrente da infeccdo de cardiomidcitos, da infeccdo de outras células
presentes no coracdo e de eventos sistémicos relacionados a infeccdo, ou ainda um somatorio
destes processos, entretanto pouco se sabe sobre a contribuicdo especifica de cada um desses

fatores. Os estudos em larga escala com modelos de cardiopatia chagasica forneceram
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importantes avangos para o inicio do entendimento das bases moleculares do desenvolvimento
dessa patologia agregando informac6es ao processo descrito anteriormente em nivel de 6rgéo.
Em relagdo aos trabalhos em larga escala analisando a infec¢do por T. cruzi em células
isoladas se utilizaram varios tipos celulares como fibroblastos, células epiteliais e mioblastos.
Entretanto, foi somente em 2009 que se iniciaram o0s estudos com cardiomiocitos, um dos
principais alvos da infecgdo (Goldenberg et al., 2009). Esse estudo avaliou tempos tardios da
infeccdo pelo T. cruzi e os autores demonstraram pela primeira vez, usando uma ferramenta
de larga escala, o papel ativo de cardiomiocitos como parte da patogénese da doenca. A
infeccdo de culturas de cardiomidcitos com a cepa Brazil de T. cruzi demonstrou alteracdes
em pelo menos 420 genes de um total de 7624 do arranjo e as categorias mais fortemente
moduladas referiam-se a resposta imune, matriz extracelular e adeséo celular.

Recentemente, finalizamos o primeiro trabalho de interacdo T. cruzi-célula hospedeira
usando ferramentas de larga escala. O modelo utilizado para a infeccdo foram os
cardiomidcitos infectados pelo T. cruzi, clone Dm28c, e os microarranjos apresentavam
cobertura para 30% do genoma murino (Manque et al., 2011). A cinética de infeccdo para
avaliagdo da expressdo génica foi cuidadosamente controlada e detalhada, sendo constituida
pelos pontos de 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 horas ap0s infeccdo. AlteracGes foram evidenciadas em
genes relacionados a resposta imune, inflamagdo, ciclo celular, estresse oxidativo, via
proteossomo-ubiquitina e remodelamento do citoesqueleto. As analises no transcritoma desses
cardiomiocitos infectados revelaram 353 genes apresentando expressao diferencial durante a
cinética, sendo que 111 apresentaram-se aumentados engquanto que 242 estavam diminuidos.

O conjunto de genes mais fortemente modulado positivamente esta relacionado a
inflamacéo e a resposta imune e envolvido no recrutamento de células do sistema imune,
sinalizacdo mediada por interferon e mediadores de inflamacdo. Em relacdo aos genes
associados a apoptose, nossas observacdes sugerem um contraditério e delicado balanco com
genes pro-apoptose e anti-apotose sendo diferencialmente expressos.

Os genes associados ao citoesqueleto e ao trafego intracelular foram diferencialmente
expressos durante a fase tardia (24 e 48 horas ap6s infeccdo). Os genes associados a dinamica
do citoesqueleto, a organizacdo da citoarquitetura, trafego vesicular entre o reticulo
endoplasmatico e o complexo de Golgi foram aqueles que apresentaram expressdo fortemente
diminuida. A perturbacdo da homeostase celular ja se apresenta como um evento bem

caracterizado durante a infeccdo de células por T. cruzi e 0s nossos dados demonstraram
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modulagdo de genes associados ao estresse oxidativo e fungdes mitocondriais que podem
realmente estar associados com a disfungdo mitocondrial desenvolvida nessa doenga.

As contribuicfes que a utilizagdo de microarranjos vem proporcionando iniciaram a
busca por eventos moleculares precedentes ou coincidentes com fenétipos-chave no curso das
doengas, visando marcadores moleculares inclusive para o progndstico (Burleigh, 2004).
Entretanto, a utilizacdo dessa tecnologia que tanto propiciou a elucidacdo da resposta celular a
infeccdo ndo s6 por T. cruzi, mas também por véarios patdgenos, mostrou ter pouca
sensibilidade para avaliar a modulacéo da expresséo génica no organismo patogénico durante
0 processo de infeccdo e, atualmente, essas ferramentas estdo sendo substituidas pelos
sequenciadores em larga escala que permitem teoricamente 0 sequenciamento de

transcritomas completos inclusive do organismo patogénico.

1.7 Avaliacdo em larga escala de transcritomas: novas tecnologias

Desde que foram introduzidas no mercado em 2004, as tecnologias de sequenciamento
de Gltima geracdo produziram um grande impacto no campo da genémica, sendo utilizados
para sequenciar novos genomas e ressequenciar aqueles previamente caracterizados e ainda
em novas aplicacfes. As tecnologias disponiveis sdo o0 pirossequenciamento (sequenciador
454 da Roche), a tecnologia patenteada pela Illumina (usada pelo Solexa), Applied
Biosystems (com o SOLID) e Helicos BioScience (com o HeliScope) (revisto por Morozova e
Marra, 2008; revisto por Costa et al., 2010).

Os sistemas de sequenciamento citados acima podem variar em detalhes técnicos, mas
a ideia essencial € similar. Cada uma das reacdes é preparada com DNA em diluicdes
limitantes, com o intuito de que exista apenas uma destas moléculas em cada uma das reacgdes,
em seguida ocorre amplificacdo e o sequenciamento com a geracéo de milhdes de sequéncias
(reads), variando entre 35 e 400 pares de bases, de acordo com o equipamento utilizado, que
em seguida podem ser mapeados. O nimero de sequéncias geradas em um pequeno espaco de
tempo é grande e esta é a base para a denominacao de sequenciamento massivo ou em larga
escala (revisto por Costa et al., 2010; Cullum et al., 2011).

As novas aplicaces desses sequenciadores beneficiam-se deste grande nimero de
sequéncias geradas, em contextos onde o sequenciamento de apenas parte da molécula é
suficiente (revisto por Morozova e Marra, 2008). De maneira detalhada, a base da aplicacédo
sdo as leituras pequenas para determinar o sitio de origem da sequéncia no genoma de
referéncia sem a necessidade de sequenciar a totalidade de cada molécula presente na amostra

inicial, cerca de 30 nucleotideos (tag) ja possibilitam identificacdo através do alinhamento.
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Desta forma, o nimero de leituras que mapeiam em uma determinada regido do genoma
correlaciona-se com a abundancia da mesma na amostra original (revisto por Wold e Myers,
2008) (Figura 1.4). Esse método propiciou uma nova maneira de analisar transcritomas
(RNA-Seq), sitios genémicos de ligacdo de proteinas (CHIP-Seq) e padrbes de metilagdo de
genoma (Metil-Seq) (revisto por Wold e Myers, 2008; revisto por Morozova e Marra, 2008).

Molde DNA

- —
I N | .
I .
I b
Reads gerados e sequenciados |
HE
T 1

Figura 1.4 Bases para o0 método de Sequenciamento
Molde é sequenciado e as reads gerados sdo mapeados (Modificado de Morozova e Marra, 2008).

O principal objetivo de analise do transcritoma completo é identificar, caracterizar e
catalogar todos os transcritos expressos dentro de uma célula ou tecido especifico em um
estado particular (Wang et al., 2009). O RNA-Seq, um método poderoso, rapido e de custo
relativamente baixo gera quantidades massivas de dados e permite 0 mapeamento e a
quantificacdo digital de transcritomas completos de organismos isolados e também da
interacdes entre organismos distintos. No caso de doencas complexas, 0 seu uso permite
relacionar os fendtipos, geralmente bem caracterizados, com o transcritoma ainda pouco
conhecido, caracterizando mais uma revolucdo neste campo da ciéncia (Wang et al., 2009;
Marguerat e Béhler, 2010).

Os principais passos do protocolo para a técnica de RNA-Seq sdo o isolamento do
RNA, a conversdo deste em cDNA seguido pela fragmentacdo e o sequenciamento. As
sequéncias geradas, na ordem de milhdes, sdo mapeadas e, em seguida, a expressdo €
estimada permitindo teoricamente a identificacdo de todos os transcritos de um sistema
celular (Wang et al., 2009; Costa et al., 2010) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Representacdo dos experimentos de RNA-Seq na plataforma SOLiD. Amostra inicial com RNA total
apos o rRNA ser depletado, contendo mRNA poliA e ndo poliA mRNA (tRNAs, miRNAs e pequenos RNAs nédo
codificantes), 1- RNA ribo-depletado é fragmentado, 2- Ligacdo a adaptadores especificos, 3- Retro-transcricéo,
4- Selecdo do cDNA através do tamanho através de eletroforese em gel, 5- cDNAs selecionados sdo
amplificados por PCR, 6- Distribuicdo pelo tamanho é avaliada, 7- PCR em emulsdo, com um fragmento de
cDNA por bead, é usado para a amplificacdo clonal das bibliotecas de cDNA, 7- As beads purificadas e
enriquecidas sao finalmente depositadas em laminas de vidro, 8- Sequenciamento por ligacdo é realizado e 0s
dados estdo prontos para analise (Modificado de Costa et al., 2010).

No inicio de dezembro de 2010, mesmo sendo uma metodologia recente, 0 RNA-Seq
se apresentava como base para 225 trabalhos (PubMed), desde virus e procariotos até
eucariotos complexos, contribuindo com um elevado nimero de informagdes nas diferentes
areas de conhecimento, incluindo saude publica através da compreensédo de diversas doencas e
desenvolvimento de farmacos mais potentes.

Assim, a aplicacdo desta nova tecnologia no estudo da interagdo T. cruzi-
cardiomiocito possibilitard& maior sensibilidade na deteccdo de genes diferencialmente
expressos na célula hospedeira e, pioneiramente, permitira a avaliacdo de transcritos do
parasita na interacdo com células de mamifero. Por conseguinte, hoje dispomos de uma
ferramenta inovadora que permite estudar a interagdo T. cruzi-cardiomidcito usando toda a

informacao contida no RNAmM.
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2 OBJETIVO GERAL

O principal objetivo consiste no estudo da modulacdo da expressdo génica de
cardiomidcitos in vitro apos a infeccdo pelo T. cruzi clone Dm28c.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Analisar a expressao diferencial global e temporal dos genes de cardiomidcitos in vitro
durante cinética de interacdo com formas tripomastigotas de T. cruzi;.

e Categorizar funcionalmente os genes, através de técnicas de agrupamento de genes
com expressdo coordenada, visando a associa¢do de grupos com o processo de invasédo
e desenvolvimento intracelular do parasita;

e Discutir comparativamente o perfil de expressdo génica obtido pelo RNA-Seq com o0s

ensaios de microarranjo realizados na interagdo T. cruzi-cardiomidcito.
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3 MATERIAIS E METODOS

3.1 Cultura primaria de cardiomiocitos

Cardiomidcitos foram isolados de embribes obtidos de fémeas gravidas de
camundongos Swiss Webster com 18 dias de gestacdo. Os animais foram submetidos a
eutandsia em camara mortuaria contendo didéxido de carbono (CO,). Apds abertura da
cavidade abdominal, o Utero contendo os embrides (~10 a 15 animais) foi removido e
transferido para placa de Petri (100x15 mm) contendo solucdo de Ringer (154 mM NaCl, 56
mM KCI, 17 mM NayHPO,4, pH 7,0). Em seguida, os embrides foram decapitados e 0s
coragBes removidos apds incisdo do esterno, permitindo a abertura da caixa toracica. Os
coracOes foram transferidos para placas de Petri (100x15 mm) contendo placa de Petri (35x10
mm) com solucdo de Ringer e mantidos no gelo para minimizar o processo de autdlise. Em
seguida, os atrios foram retirados e descartados enquanto os ventriculos foram fragmentados e
transferidos em solucdo de Ringer para frasco de Erlenmeyer (50 mL) contendo barra
magnética. Para remogdo de hemacias, os fragmentos foram lavados por 5 minutos em
solucdo de Ringer sobre placa agitadora aquecida (aproximadamente 37 °C). Posteriormente,
os ventriculos fragmentados foram lavados em PBS (137 mM NacCl, 2,7 mM KCI, 4,3 mM
Na;HPO, 1,5 mM KH,PO, pH 7,0) e submetidos a dissociacdo enzimatica sequencial
utilizando 0,025% de tripsina e 0,01% de colagenase em PBS. A série de tripsinizacdo (5
minutos a 37 °C cada etapa) foi efetuada até completa dissociacdo do tecido cardiaco. Ao
final de cada etapa de dissociacdo, o sobrenadante contendo as células isoladas foi transferido
para tubos conicos (15 mL) contendo 2 mL de meio Eagle modificado por Dulbecco completo
[DMEM acrescido de 2,5 mM de CaCl,, 1mM de L-glutamina, 2% de extrato embrionario de
galinha e 8% soro fetal bovino (SFB)] sendo ainda adicionado 0,5 mL de SFB que juntamente
com a baixa temperatura contribui para a inativacdo da atividade enzimatica. A cada etapa da
dissociacdo, a morfologia, viabilidade (atraves do uso de azul de tripan) e nimero de células
foram monitorados por microscopia de contraste de fase. As células em suspensdo foram
sedimentadas por centrifugacdo por 5 minutos a 500xg e o sedimento contendo as células foi
ressuspenso em DMEM completo. Este procedimento de lavagem foi repetido duas vezes para
uma eficiente eliminacdo das enzimas de dissociacdo preservando assim a viabilidade das
células isoladas. O namero total de células/mL foi determinado pela quantificacdo em camara

de Neubauer. As células foram plaqueadas na densidade de 2x10° células em placas de cultura
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de 60 mm. As culturas foram mantidas a 37 °C em atmosfera de CO, e 0 meio nutritivo
trocado diariamente. Os procedimentos com animais foram aprovados pelo CEUA (licenga
associada ao protocolo LW-09/11).

3.2 Formas tripomastigotas de T. cruzi obtidas de linhagem celular

Tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, foram obtidos a partir de infeccdo de
linhagem de células Vero. As monocamadas de células VVero, provenientes de rim de macaco
verde africano, foram semanalmente submetidas a dissociacdo enzimatica, utilizando-se
0,02% de tripsina e 0,1% de EDTA em PBS. As células isoladas foram plaqueadas em frascos
de cultura de 150 cm? na densidade de 5x10° células e mantidas a 37 °C em atmosfera de 5%
de CO, em DMEM suplementado com 5% de SFB. Apds 24 horas de cultivo, as culturas
foram infectadas com 107 tripomastigotas, clone Dm28c, e o meio nutritivo foi substituido
apos 24 horas de interacdo. No 4° dia pds infeccdo (dpi), quando ocorre o pico da liberacéo de
tripomastigotas no meio extracelular, o sobrenadante das culturas contendo os parasitas foi
recolhido em tubos cénicos (50 mL) e submetidos a centrifugacdo (15 minutos a 2500xg). O
sedimento contendo os tripomastigotas foi ressuspenso em 1 mL de DMEM e o namero total
de parasitas/mL foi determinado por quantificacdo em camara de Neubauer.

3.3 Interacédo T. cruzi-cardiomiocitos

As culturas de cardiomiocitos com 48 horas de cultivo, as quais apresentavam um alto
indice de diferenciacdo e contracdo espontanea (Pereira et al., 2000b), foram infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi. A interacdo parasita-célula hospedeira foi realizada com
tripomastigotas, clone Dm28c, derivados de monocamadas de células Vero. Para analise de
gendmica funcional, o ensaio de interacdo foi realizado na proporcao de 10 parasitas/ célula
hospedeira (10:1). A cinetica foi interrompida apos 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas pos-infeccdo e
processadas para a analise de sequenciamento. Cada tempo do ensaio experimental foi
constituido de duplicatas de culturas de cardiomiocitos controles e infectados com T. cruzi.
Devido ao alto indice de infeccdo do clone Dm28c em cardiomidcitos, os tripomastigotas
livres foram removidos do meio extracelular apds 6 horas de interacdo, através da lavagem

das células com solucdo de Ringer e mantidas nas mesmas condicBes descritas anteriormente.

3.4 Extracdo de RNA total
O RNA total de culturas controles e infectadas por T. cruzi, clone Dm28c, foi extraido
de acordo com o protocolo do kit RNeasy (Quiagen). As culturas foram lavadas em PBS e
26



lisadas em 600 pL de tampdo RLT suplementado com R-mercaptoetanol (1:1000). Apds
completa lise celular, o extrato total foi transferido para microtubos de 2 mL e em seguida, foi
adicionado 600 pL de etanol 70% sendo o conteudo homogeneizado. As amostras foram
transferidas para coluna apropriada e centrifugada a 8000xg por 15 segundos. Apds a
passagem da mistura lisado/etanol, a coluna foi lavada com 700 pL de tampdo RW1 e
centrifugada a 8000xg por 15 segundos. Em seguida, 500 pL do tampdo RPE foi adicionado a
coluna e a mesma foi centrifugada a 8000xg por 15 segundos, esta etapa foi repetida e
submetida a centrifugacdo de 8000xg por 2 minutos. O RNA retido na coluna foi eluido em
30 pL de &gua livre de nuclease na primeira passagem e sequencialmente com mais 30 pL da
mesma. O tratamento com DNAse foi realizado e a concentracdo de RNA das amostras foi
determinada em espectrofotometro NanoDrop (Thermo Fisher Scientific), considerando o
valor da absorbancia em 260 nm igual a 1 equivalente a 40 ug/mL de RNA. A qualidade dos
acidos nucléicos foi determinada pela absorbancia em 260 e 280 nm (amostras puras devem
apresentar relacdo >2 na densidade Optica de 260/280 nm) e ainda, avaliada atraves do
equipamento 2100 Bioanalyser (Agilent Technologies) pela inspecdo visual dos
eletroferogramas, das imagens geradas (semelhantes a géis) e pelo indice de integridade do
RNA (RIN) que varia de 0-10 em ordem crescente de integridade (Vitale, 2001)(Figura 3.1).

185 28S
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Figura 3.1 Eletroferograma modelo, demonstrando imagem semelhante a gel: amostra RNA integra (RIN:9,2) e
amostra RNA parcialmente degradada (RIN:5,8); eixo X tempo segundos, eixo Y fluorescéncia; 18S pico RNA
ribossomal fracdo 18S, 28S pico RNA ribossomal fragéo 28S - Fonte modificado manual RNA 6000 Pico Kit.
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3.5 Deplecao de RNA ribossomal

O RNA total de culturas controles e infectadas por T. cruzi, clone Dm28c, foi
submetido a deplegdo seletiva de RNA ribossomal (fragdes 18S e 28S) de acordo com o kit
RiboMinus Transcriptome Isolation (Human/Mouse) [Invitrogen]. Brevemente, 10 pg de
RNA total (dissolvidos em 20 pL de agua livre de nuclease) de cada amostra foram
adicionados a 300 pL de tampdo de hibridagdo contendo 8 pL de sequéncias
oligonucleotidicas especificas para RNA ribossomal marcadas com biotina, em seguida a
reacdo foi incubada a 70 °C por 5 minutos e transferida para 37 °C por 30 minutos. O
complexo gerado composto por rRNA/5’ biotina foi adicionado a esferas magnéticas cobertas
com estreptoavidina e mantido a 37 °C por 15 minutos e entdo transferido para estante
magnética por 1 minuto com retirada do sobrenadante livie de RNA ribossomal. O
sobrenadante foi precipitado em etanol e ressuspendido em agua livre de nuclease e a
concentracdo e qualidade do RNA livre de RNA ribossomal foi determinada da mesma

maneira descrita no item 3.4.

3.6 RNA-Seq

O preparo das bibliotecas a serem sequenciadas de amostras de RNA livre de RNA
ribossomal controles e infectadas por T. cruzi, clone Dm28c, foi realizado através do kit
Whole Transcriptome Library Preparation for SOLID Sequencing. A Figura 3.2 representa o

fluxograma do processo de RNA-Seq ate a preparagédo das esferas para o sequenciamento.

3.6.1 Fragmentacdo do RNA do transcritoma
O RNA livre de RNA ribossomal de amostras controles e infectadas pelo T. cruzi,

clone Dm 28c (entre 0,2 e 1 ug) foi fragmentado a 37 °C por 10 minutos em 10 uL de volume
final com 1 pL de tampdo especifico para fragmentacdo de acido nucleico e 1 pL de RNase
I11. Esta reacéo foi interrompida pela adicdo de 90 pL de agua livre de nuclease e purificada
através de RiboMinus Concentration Module (Invitrogen). Em seguida, a quantidade e

qualidade do RNA fragmentado foram determinadas como descrito no item 3.4.

3.6.2 Construcéo da biblioteca amplificada
A construcdo das bibliotecas baseou-se sequencialmente nas reac@es de hibridacdo e

ligacdo de adaptadores, transcricdo reversa, selecdo de fragmentos com tamanhos especificos

e amplificacdo do cDNA.
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Figura 3.2 RNA-Seq
FONTE — modificado do manual Whole Transcriptome Library Preparation for SOLiD™ Sequencing.

3.6.2.1 Hibridacéo e ligacdo dos adaptadores

As reacdes de hibridacdo e a ligacdo de adaptadores em ambas as extremidades dos
fragmentos de RNA livres de fracdo ribossomal das amostras controles e infectadas com T.
cruzi, clone Dm 28c, foram realizadas usando o kit SOLid Small RNA Expression. A rea¢do
de hibridacdo, inicialmente composta por 2 uL de solugdo de adaptadores, 3 uL de solucao de
hibridizacdo e 3 pL de RNA fragmentado (contendo entre 50 e 100 ng), foi realizada atraveés
da incubacdo a 65 °C por 10 minutos e em seguida, a 16 °C por 5 minutos. A reacdo de
ligacdo foi iniciada apds a adicdo de 10 pL de tampdo de ligase 2x e 2 pL de ligase ao

contetdo submetido a ligagdo com a incubacéo sendo realizado a 16 °C por 16 horas.
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3.6.2.2 Transcricdo Reversa

A transcrigdo reversa de fragmentos de RNA de amostras controles e infectadas com
T. cruzi, clone Dm28c, livres de fragdo ribossomal e ligados a adaptadores foi realizada com o
kit SOLID Small RNA Expression. O cDNA foi obtido através de incubacdo a 42 °C por 30
minutos com os 20 L de reacdo de ligagdo adicionados a 13 uL de &gua livre de nuclease, 4
ML de tampdo para transcrigdo reversa 10x, 2 uL de dNTP 2,5 mM, e 1 pL de transcriptase
reversa com o conteldo sendo purificado através do kit MinElute PCR Purification. O cDNA
purificado foi separado em gel de poliacrilamida 6% desnaturante usando o sistema Novex de
gel com uréia e TBE (Invitrogen). Apdés a corrida das amostras em cuba XCell SureLockTM
Mini-Cell (Invitrogen), o gel foi corado com SYBR Gold (Invitrogen) e a excisdo de bandas
contendo fragmentos entre 100 e 200 bases foi realizada com o fragmento isolado sendo

subdividido em quatro partes longitudinais.

3.6.2.3 Amplificagdo do cDNA

Os fragmentos selecionados (partes longitudinais) correspondentes a bandas entre 100-
200 bases de cDNA de amostras controles e infectadas com T. cruzi foram submetidas a
reacdo de amplificacdo com 2 pL da solug¢do de iniciadores (contendo SOLiD™ System
Barcode especifico) e 98 uL do mix para PCR utilizando-se reagentes do kit SOLID Small
RNA Expression nas condi¢bes de 15 ciclos de 95 °C por 30 segundos, 62 °C por 30
segundos e 72 °C por 30 segundos, sucedidos por incubacdo a 72 °C por 7 minutos. O
material amplificado foi purificado com o kit PureLinkTM PCR Micro (Invitrogen) e a
concentracdo e qualidade final do material amplificado foram determinadas da mesma forma
descrita no item 2.4. O material gerado nesta reacdo foi a base para a construcdo das

bibliotecas a serem sequenciadas.

3.6.24 Preparo de esferas e 0 sequenciamento

Para que o material preparado nas etapas anteriores seja sequenciado, é necessario a
ligacdo dos fragmentos a uma microesfera magnética e intensiva amplificacdo desses

fragmentos na superficie das mesmas, pelo processo de PCR em emulséo.
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3.6.24.1 Reacdes de PCR em emulsdo

As reacoes de PCR em emulsdo (ePCRs) das bibliotecas basearam-se no protocolo
SOLID™ 3 System Template Bead Preparation Guide em mini-escala. As bibliotecas, 0s
moldes para a reacdo de PCR de emulsdo (ePCR), estavam compostas por quantidades
idénticas de 10 amostras, cada uma amplificada com etiqueta (barcode) especifica. A Figura
3.3 representa as reagdes sequenciais descritas abaixo.
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Figura 3.3 PCR em emulsdo
A- fase aquosa e oleosa antes da emulsificacdo; B: emulsdo antes da amplificacdo; C: emulsdo ap6s amplificacdo
(ePCR). FONTE: modificado do manual SOLiD™ 3 System Template Bead Preparation Guide.

3.6.2.4.1.1 Preparo da fase oleosa

A fase oleosa foi preparada através da mistura de 1,8 mL de estabilizador de emulsao

1, 400 pL de estabilizador de emulsdo 2 e 37,8 mL de 6leo de emulsdo para um volume final

de 40 mL.

3.6.2.4.1.2 Preparo da fase aquosa

A fase aquosa foi preparada através da combinacao de quantidades iguais das amostras
de cDNA amplificado contendo os 10 SOLiD™ System Barcodes pertencentes a cada
biblioteca, para uma concentracdo final entre 0,5 e 1 pM de DNA molde. A reacdo de ePCR
compunha-se de 14 mM dNTP mix, 25 mM de cloreto de magnésio, 40 nM ePCR primer 1,3
uM ePCR primer 2, 0,54U/uL. AmpliTaq Gold DNA polimerase e dgua livre de nuclease para
volume final de 2720 uL e 800 milhGes de esferas revestidas com oligo P1 (P1 DNA Bead)

para amplificacdo nos microrreatores.
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3.6.2.4.1.3 Emulsificagdo das fases aquosa e oleosa

As fases aquosa e oleosa foram emulsificadas por 5 minutos usando o sistema
ULTRA-TURRAX™ Tube Drive da IKA® em volume final de 11,8 ml. As microgoticulas
de fase aquosa geradas no interior da emulséo representam os locais onde a amplificacdo de
DNA em torno da P1 DNA Bead ocorrera durante a reagdo de ePCR.

3.6.2.4.1.4 Reagdo de PCR em emulsao

A emulsdo foi submetida a reacdo de amplificacdo com incubacdo inicial a 95°C por 5
minutos, 40 ciclos de 93 °C por 15 segundos, 62 °C por 30 segundos e 72 °C por 75 segundos

seguidos por incubacdo final a 72 °C por 7 minutos.

3.6.2.4.1.5 Quebra da emulsdo e lavagem das esferas

Apos a reagdo de ePCR, os microrreatores foram quebrados e as esferas foram lavadas
para a retirada de 0leo e emulsificadores. O volume total da emulséo foi transferido para o
sistema SOLiD™ Emulsion Collection Tray onde se adicionou 10 mL de 2-butanol. A
mistura foi homogeneizada e transferida para tubo conico (50 mL) e 2-butanol foi adicionado
para se completar o volume final de 30 mL e entdo, a amostra foi centrifugada por 5 minutos
em 2200xg. Apoés a centrifugacdo, a fase liquida foi descartada o precipitado contendo as
esferas no tubo de 50 mL foi recuperado com a adi¢do de 600 pL de tampao 1x Bead Wash e
em seguida, transferido para tubo LoBind (1,5 mL), sendo essa etapa repetida com o intuito
de retirar as esferas restantes no frasco de 50 mL. A mistura contendo aproximadamente 1200
uL foi centrifugada a 21000xg por 1 minuto, o sobrenadante foi descartado e se adicionou 150
pL de tampdo Bead Wash. Em seguida, o total foi agitado e transferido para um novo tubo
LoBind (1,5 mL), sendo essa etapa repetida para evitar perda de esferas. Apos adicdo de 1 mL
de tampédo 1x Bead Wash, a amostra foi centrifugada a 21000xg por 1 minuto e o precipitado
ressuspenso em 200 pL de tampdolx TEX. A solucdo de esferas em tampdo 1x TEX foi
transferida para uma estante magnética por 1 minuto e o sobrenadante foi descartado com as

esferas sendo ressuspendidas (esferas de sequenciamento) em 200 pL de tampdolx TEX.
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3.6.2.4.1.6 Enriquecimento de esferas contendo DNA (esferas de

sequenciamento)

A reacdo de enriquecimento de esferas, para permitir que o anelamento das
extremidades complementares dos adaptadores se tornasse possivel, baseou-se na combinacéo
de volumes idénticos de esferas de enriquecimento com esferas de sequenciamento pela
incubagéo a 61 °C por 15 minutos. A mistura contendo esferas de enriquecimento, complexos
esferas de enriquecimento- esferas de sequenciamento e esferas ndo amplificadas, foi
transferida para o topo de um colch&o de glicerol 60% em um tubo cbnico 1,5 mL LoBind.
Apos centrifugacdo a 21000xg por 3 minutos, as esferas de enriquecimento e 0os complexos
esferas de enriquecimento- esferas de sequenciamento concentram-se na camada superior
onde foram coletados e transferidos para novo tubo 1,5 ml LoBind contendo 1 mL de tampéo
TEX e entdo, foram submetidos a nova lavagem com tampédo TEX seguido de ressuspensdo
em 400 pL do mesmo. O conteudo gerado foi submetido a desnaturacao atraves de 3 lavagens
sucessivas com 400 uL de tampao de desnaturacdo, sendo que as esferas de sequenciamento
foram seletivamente recuperadas com auxilio de uma estante magnética e mantidas em 400
uL de tampao TEX.

3.6.2.4.1.7 Modificacdo da extremidade 3" e quantificacdo de esferas

Para que as esferas enriquecidas pudessem se ligar a silica da lamina de
sequenciamento, um nucleotideo dUTP modificado foi adicionado a extremidade do DNA
molde usando uma reacdo com terminal transferase. A reacdo baseou-se na centrifugacao de
400 pL de esferas enriquecidas mantidas em tampdo TEX e ressuspensdao em 178 pL de
tampao para terminal tranferase 1x, onde se adicionou 20 pL de solucdo Bead Linker (dUTP
modificado) e 2 pL da enzima terminal transferase (20 U/uL). Apos incubacdo a 37 °C por 2
horas, as esferas foram lavadas e recuperadas em 200 uL de tampdo TEX. A concentracdo

final de esferas/mL foi determinada por contagem em camara de Neubauer.

3.6.2.4.1.8 Deposicao de esferas e sequenciamento

O preparo das laminas e o sequenciamento foi realizado segundo o protocolo SOLiD™
3 System Intrument Operation Guide. O sequenciamento foi realizado em laminas de 8

quadrantes sendo que em cada quadrante depositou-se uma biblioteca contendo 36 milhdes de
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esferas. O volume adequado para esta quantidade foi lavado com tampédo de deposicédo e
finalmente, as esferas foram depositadas em um dos pocos de uma camara de deposicéo e
submetidas a adesdo a 37 °C por 90 minutos quando a ldmina foi instalada no aparelho
SOLID™ 3 System. Os sequenciamentos foram realizados segundo protocolo SOLiID
Multiplex que baseia-se primeiramente no sequencimento dos barcodes através de um ciclo
de ligacdo para cada um dos 5 oligonucleotideos de sequenciamento, resultando em um tag de
5 bases para cada barcode. A seguir foi realizado o sequenciamento dos fragmentos através de
10 ciclos de ligacao para cada um dos 5 primers de sequenciamento, resultando em leituras de
50 bases para cada esfera molde.

O lancamento das corridas, bem como o processamento dos sequenciamentos para
geracdo, obtencdo e controle dos dados foi realizado através do programa SOLiD™

Instrument Control Software (ICS).

3.6.3 Analise dos dados
As leituras geradas pelo sequenciamento na plataforma SOLID foram alinhados frente

ao genoma de camundongo usando a ferramenta SOLIDTM WT Analysis Pipeline, permitindo
até 2 erros. O numero de leituras alinhadas em cada gene anotado foi somado, e este valor foi
utilizado para as analises de expressao diferencial. Os dados brutos foram pré-processados
para retirada de RNAs ndo codificadores (ncRNASs). Os dados de contagens de leituras foram
normalizados e analisados para expressao diferencial no pacote edgeR (Robinson et al., 2010)
do programa R, considerando diferentes niveis de confiabilidade estatistica (false discovery
rate, FDR), sendo o valor maximo permitido 10% e o fold change de 1,5x.

O pacote Expander (Shamir et al., 2005) foi usado para o agrupamento através do
método de self organizing map (SOM) e para analise de enriquecimento de categorias
funcionais do Gene Ontology (GO), utilizando FDR < 0,05. As redes génicas foram

construidas usando o pacote Ingenuity Pathways Analysis.
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4 RESULTADOS

4.1 Preparagdo das amostras e sequenciamento

Culturas priméarias de células musculares cardiacas foram utilizadas como ferramenta
de investigagdo para aprofundar o entendimento de eventos biolégicos e moleculares
disparados durante a interacdo Trypanosoma cruzi-cardiomidcito. Nosso sistema in vitro se
caracteriza por apresentar cerca de 60% das células diferenciadas, midcitos cardiacos, que se
encontravam acopladas com contracdo espontanea nas primeiras 24 horas de cultivo. Os
ensaios experimentais foram realizados com culturas apresentando elevado grau de
diferenciacdo (inicio apds 48 horas de cultivo), onde a monocamada apresentava contracéo
sincrdnica. Assim, com a finalidade de avaliar a modulacdo de genes nos diferentes estagios
da interacdo parasita-célula hospedeira, realizamos uma cinética de interacdo abrangendo os
tempos iniciais da infeccdo (1 a 6 horas), onde as etapas de adesdo, interiorizacéo, escape do
vacuolo parasitoforo e inicio de diferenciacao sdo evidenciadas com T. cruzi clone Dm28c
derivado de cultivo celular e ainda avaliamos o tempo intermediario da infeccdo (24 horas de
infeccdo), correspondente a diferenciagdo em amastigotas e inicio de intensa proliferacdo do
parasita no seu ciclo intracelular. No entanto, para melhor compreensdo dos eventos iniciais
da interacdo, subdividimos o estagio inicial da infeccdo (1 a 6 horas) em duas etapas
principais: recente (1 a 4 horas) e tardia (5 a 6 horas). O tempo inicial recente caracteriza-se
por apresentar as etapas de adesdo, invasdo e permanéncia no vacuolo parasitoforo, enquanto
no tempo inicial tardio ocorre preferencialmente o escape do vacuolo parasitoforo e se inicia a
diferenciacdo em amastigotas.

Com o objetivo de aumentar a confiabilidade dos dados gerados e reduzir artefatos da
técnica, realizamos trés réplicas biologicas contendo duplicatas dos diferentes tempos de
infeccdo (1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas). Ressaltamos que cada ponto de infeccdo possuia
amostras de cardiomidcitos controles e infectados por T. cruzi, clone Dm28c, na proporcao de
10:1 parasitas/célula hospedeira. O T. cruzi clone Dm28c possui alta capacidade de invasao,
apresentando niveis elevados de infeccdo em tempos curtos de interacdo. A taxa de infeccéo
média dos experimentos alcangou 17,25% e 75% nos tempos de 1 e 24 horas de infeccdo,
respectivamente, conforme demonstrado na Figura 4.1. Com a progressdo da infeccdo,

notamos um aumento expressivo de parasitas interiorizados (Figura 4.2) e elevado nivel de
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diferenciacdo para a forma amastigota apds 24 horas de infeccdo (Figura 4.3), quando

comparado com apenas 5 a 7% de diferenciacdo observada no tempo de 6 horas de infecgéo.
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Figura 4.1. Perfil de infeccéo de culturas de cardiomidcitos durante cinética de interacdo com T. cruzi, clone
Dm28c, na proporcdo de 10:1 parasitas/célula cardiaca.
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Figura 4.2. Relacéo de parasitas intracelulares/100 células cardiacas em culturas primarias de cardiomidcitos
durante cinética de interagdo com T. cruzi.
Note aumento substancial no nimero de parasitas interiorizados com a progressdo da infeccéo.
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Figura 4.3 Perfil de infeccdio dos cardiomidcitos durante cinética de interagdo com T. cruzi visualizado por
microscopia de luz ap6s coloragdo pelo Giemsa.
Observe o0 nivel de infeccdo das culturas infectadas por 1 hora (A), 2 horas (B), 4 horas (C), 6 horas (D) e 24
horas (E). Setas= parasitas Barra= 20um.

Para a realizacdo dos ensaios de RNA-Seq, ressaltamos que € indispensavel a
utilizacdo de RNA com alta qualidade. Assim, a aplicacdo do kit RNeasy para extracdo de
aproximadamente 2,5 x 10° células possibilitou a obtencéo de cerca de 13 a 29 pug de RNA
com alta qualidade.

Destacamos ainda, a necessidade das amostras de RNAm estarem livres da fracéo
ribossomal, que ndo apresenta interesse para o0s estudos de transcritoma e constitui a maior

parte do RNA presente na célula (>90%). A partir de 20 pg (10 pg de cada réplica técnica) a
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fracdo ribossomal foi depletada com o kit RiboMinus Transcriptome Isolation
(Human/Mouse) e o grau de purificagdo pode ser observado na

Tabela 4.1, demonstrando que a fracdo livre de RNAr ndo atingiu mais do que 10,4% (2,08
Mg). Apoés a deplecdo, as amostras foram divididas em 5 bibliotecas e sequenciadas, sendo o
nimero total de leituras geradas de 664.138.967 e o numero médio por amostra de
13.282.779.

Amostra 12réplica 22réplica 3?2 réplica

Cl 812 340 524
C2 978 696 1172
C3 380 592 2080
C4 746 438 990
C5 642 200 300
C6 226 380 716
C24 514 360 510
V1 380 566 442
V2 1176 756 922
V3 2340 1484 584
V4 2200 896 328
V5 594 280 980
V6 1272 1642 326
V24 1280 440 272

Tabela 4.1 Quantidade de RNA pds deplecéo de fragéo ribossomal (ng).
C: Cardimidcitos ndo infectados;V: Cardiomidcitos infectados com T. cruzi, clone Dm28c, 1, 2, 3, 4,5, 6, 24
horas apo6s a infeccéo.

4.2 Quantidade de transcritos diferencialmente expressos

Os dados iniciais de transcritos diferencialmente expressos durante infeccdo de
cardiomiocitos com T. cruzi clone Dm28c, nos tempos de 1, 2, 3, 4, 5, 6 e 24 horas,
produzidos ap6s o alinhamento de 664.138.967 leituras contra o genoma de camundongo
usando o SOLID™ WT Analysis Pipeline. A quantidade de genes diferencialmente expressos
variou nos diferentes tempos de infeccdo, alcancando o maximo de 929 genes apds 24 horas

de infeccdo, conforme dispostos na Tabela 4.2.
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Tempo NuUmero de genes

1 hora 74
2 horas 62
3 horas 70
4 horas 159
5 horas 306
6 horas 365
24 horas 929

Tabela 4.2 Numero inicial de transcritos diferencialmente expressos durante interagéo T. cruzi-cardiomidcito.

Os transcritos sequenciados incluem fracbes restantes de RNA ribossomal,
microRNAS e outros transcritos, incluindo possiveis formas de splicing alternativo, que foram
excluidos do presente trabalho por representarem contaminacdo ou por ndo ser possivel
analisa-los confiavelmente pela sua baixa representativadade na amostra total. Assim, apos a
retirada destes transcritos, o nimero de genes diferencialmente expressos em cada estagio da
cinética de infeccdo foi reduzido, alcancando um total de 1113 genes (Figura 4.4),
considerando-se os genes considerados diferencialmente expressos com FDR de 10% em
qualquer um dos pontos temporais analisados, apresentando uma modulagcdo minima de 11,35
e maxima de 161,12 vezes quando comparado a expressdo dos genes na cultura controle.
Evidenciamos uma crescente modulacdo de genes com a progressdo da infeccao (Figura 4.4),
sendo que mudancas na expressao de genes iniciam-se logo na primeira hora de infeccédo e
encontram-se majoritariamente expressas no tempo intermediario de infeccdo (24 horas). A
quantidade total de genes diferencialmente expressos (n=1113) é menor do que a somatdria
dos que foram selecionados em cada um dos pontos temporais pois ha grande interseccao

entre 0S mesmos.
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Figura 4.4 Total de genes diferencialmente expressos (DEG) durante cinética de interagdo com T. cruzi.
O numero de genes aumenta gradativamente ao longo da infeccédo - 1 hora 18 DEG, 2 horas 40 DEG, 3 horas 50

Apos

estagio inicial de infeccdo (1 a 6 horas) ocorre principalmente modulagdo positiva dos genes,
sendo observado genes reprimidos apenas apés 3 horas de infeccdo (1 gene), final da fase
inicial recente de infeccdo, e maior incidéncia apés 24 horas de infeccdo com repressdo de

DEG, 4 horas 102 DEG, 5 horas 192 DEG, 6 horas 219 DEG, 24 horas 492 DEG.

a analise da expressao diferencial e temporal destes genes, evidenciamos que no

170 genes (Figura 4.5).
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Figura 4.5 Representacdo gréfica da quantidade de genes diferencialmente expressos.
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As analises de funcbes biologicas dos genes diferencialmente expressos demonstraram
modulacdo de genes relacionados principalmente & resposta imune, citoesqueleto,
metabolismo mitocondrial, apoptose, hipertrofia e matriz extracelular (Figura 4.6).
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Figura 4.6 Principais fun¢des obtidas por GO durante a cinética de infeccdo
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Interessantemente, do total de genes induzidos grande parte dos genes modulados no
estagio inicial da infecgdo referem-se a resposta imune, com ativacdo de genes que codificam
para quimiocinas (CCL2, CCL3, CCL7, CXCL1, CXCL2, CXCL5, CCL16, CCL20 entre
outras) e citocinas (IL1B, IL6, TNF-a e etc), mediadores da imunidade que funcionam no
recrutamento de leucdécitos para os locais da infecgdo e participam no trafego de linfécitos.
Ainda dentro deste contexto, identificamos inducdo de genes que codificam para moléculas de
adesdo (selectina E, ICAM1 e VCAML1). Embora a modulagéo de genes de resposta imune
seja evidente nas primeiras horas de infeccédo, estes genes permanecem induzidos, em sua
grande maioria, durante toda a cinética de infeccdo. A modulacéo destes genes, em especial a
familia NF-KB, parece disparar a inducdo sequencial de genes envolvidos com o estresse
oxidativo (Slc7a2 e NOS2) e apoptose ainda no estagio inicial recente de infeccdo (1 a 4
horas). Embora a inducdo de genes relacionados ao estresse oxidativo seja predominante na
fase inicial recente de infec¢do (1 a 4 horas), a modulacdo positiva de genes relacionados a
reducdo do estresse oxidativo (Mt1, ceruloplasmina, transferrina, GSTAL, GSTA2, GSTAS3,
Srxnl) também foi observada, principalmente ap0os 5 horas de infeccdo.

A resposta hipertrofica se inicia no tempo inicial recente e os principais genes
associados foram a ILIp, IL6, genes pertencentes a familia de NF-kappa-B, toll like 2 e
grande parte deles permanece com expressdo aumentada até o ponto de 24 horas quando
estimulam a reducéo da expressdo do gene GSK3B. Em relacdo aos genes associados a matriz
extracelular estes se apresentam preferencialmente com expressdo reprimida no ponto
intermediario e maior destaque foi percebido naqueles associados a familia de colageno,
fibronectina 1, BGN e elastina.

A modulacdo de genes para apoptose € bastante heterogénea. Ambos, indugdo e
repressao de genes sao evidenciados nos diferentes estagios de infeccdo. Genes representantes
de eventos anti-apoptético (serpinas, membros anti-apoptéticos familia BCL2, IRF5,
MAP3K8, BCL3, TNFAIP3, NGF) encontravam-se induzidos principalmente no estéagio
incial recente (1 a 4 horas), mas intercalam-se com a ativacdo de genes pré-apoptose (IRF1,
Bid, ZC3H12A) ainda neste estagio de infec¢do. Apenas a partir da fase inicial tardia (5 a 6
horas) os genes relacionados a cascata de sinalizacdo pro-apoptose (FAS, CD47, NGTTR75,
ACINL1 reticulon 1, caspase 4, IFIT2, ZFP36L2 OASL1, OASL2, OAS1) possuiam destaque
no perfil de genes induzidos.

Com relacdo a genes que codificam para proteinas do citoesqueleto, identificamos uma

modulacdo discreta, com poucos genes diferencialmente expressos nos momentos iniciais da
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infeccdo (1 a 2 horas). No entanto, neste periodo, destaca-se a ativacdo do gene IP3KB
provavelmente envolvido no processo de invasdo. Ainda, observamos que 0s genes
relacionados com a conservagéo da citoarquitetura se apresentavam modulados negativamente
desde o estégio inicial tardio (5 a 6 horas) até a fase intermediaria de infeccéo (24 horas) onde
predomina a multiplicacdo intracelular dos parasita. Entre 0s genes com expresséo reprimida
relacionados com citoesqueleto encontram-se 0s membros da familia de actina e miosina e
ainda, genes estruturais constituintes de juncdes celulares (RND1, NKD1) que promovem a
interface célula-célula e célula-matriz extracelular.

Os genes associados as mitocOndrias apresentaram um padrdo heterogéneo de
expessdo acontecendo especialmente ap6s 4 horas de infeccdo quando ocorreu redugdo em
BDH1, ALDH1Al e ALDH1A7 e aumento em ATP5H, citocromo B (MT-CYB), MT-ND4,
MT-NDA4L, ALD3HB1 e ALDH3AL.

4.3 Agrupamento dos genes

Nas metodologias em larga escala os sistemas de analises por agrupamento de genes
permitem selecionar os dados de acordo com os seus padrdes de expressao facilitando a viséo
dos mesmos; estes métodos organizam mas ndo alteram os dados primarios (Eisen et al.,
1998).

Os genes foram agrupados em 24 clusters, conforme pode ser visto na Figura 4.7.
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Figura 4.7 Padréo de Clusterizagdo dos genes diferencialmente expressos
Divididos em 24 clusters. Cada cluster estéa representado em log2, eixo X e Y.

Os genes sobrerepresentados em cada um dos grupos foram identificados utilizando a
classificacdo de termos Gene Ontology, usando o programa Expander5.
Passaremos agora a descrever os padrdes gerais dos agrupamentos (clusters) de acordo

com o seu padréo similar de expressao diferencial.

43.1 Clusters 12 e 18
A Figura 4.8 representa os clusters 12 e 18 que contém 46 e 42 genes,

respectivamente, com padrdo de aumento de expressdo desde 1 hora de infeccdo com leve

declinio no ponto de 24 horas.
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Figura 4.8 Representacéo gréfica dos clusters 12 e 18

O cluster 12 apresenta-se enriquecido em genes relacionados ao espaco extracelular
(n=12/46, p=0,002), contendo especialmente genes relacionados a resposta ao estimulo por
citocinas (n=7/46, p=0,001) e outro conjunto relacionado a regulacdo da comunicacéo celular
(n=7/46, p=0,049).

Nos conjuntos associados ao espaco extracelular e a resposta ao estimulo por citocinas
encontram-se parte dos membros da familia das serpinas e entre o0s genes relacionados com a
comunicacdo celular estdo Ngf, Csfl, TNF, e RGS8 como exemplos.

No cluster 18 houve enriquecimento em genes associados a resposta imune (n=16/42,
p=0,001), especialmente regulacdo de producdo de citocinas (n=8, p=0,001) e ainda

associados ao processo de apoptose (n=7, p=0,007). Genes associados a apoptose como FAS,
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um indutor, e TNFAIP3, com funcdo contréaria, além de citocinas como IL6 ¢ ILIP ¢

quimiocinas como CXCL10, estéo neste cluster

4.3.2 Clusters4eb5
A

Figura 4.9 representa os clusters 4 e 5, que contem 57 e 46 genes, respectivamente, que
apresentam expressdo aumentada desde o tempo inicial da cinética de infeccdo, mas
retornando ao estado basal ou apresentando leve aumento no estagio tardio de infeccdo (24

horas).
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Figura 4.9 Representacdo gréfica dos clusters 4 e 5

No cluster 4 observa-se enriquecimento de genes associados as mitocondrias
(n=11/57, p= 0,021), especialmente associados a atividade de oxidoredutase (n=9, p=0,008) e
NAD desidrogenase (n=5, p=0,001). Como exemplos de genes associados a atividade de
oxidoredutase podemos citar ND4, ND4L, ND5 e Cybb.
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No cluster 5, observou-se enriquecimento de genes associados a ligantes de DNA
(n=12/46, p=0,007) e com atividade regulatoria da transcricdo (n=11/46, p=0,001). Os

principais genes associados a estas fungdes foram Irf2, Rel, Myc e Runx1.

4.3.3

O cluster 6 contém 38 genes, e apresenta padréo de expressdo génica similar ao cluster
4 e 5, sendo que seu perfil de expressao diferencial esté representado na Figura 4.10
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Figura 4.10 Representacdo grafica do cluster 6

No cluster 6, encontrou-se maior enriquecimento de genes relacionados a regulacéo de
processos metabdlicos (n=12/38, p=0,018), além de, morte celular (n=6/38, p=0,044) e
regulacdo da producéo de citocinas (n=4/38, p=0,036). Um dos genes modulados é NF-kappa-
B1, associado a regulacdo de producdo de citocinas e morte celular, alem de Irak3,que
também associava-se aos dois Ultimos processos e ainda, um importante gene relacionado

apenas a morte celular, Bcl2al.
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4.3.4 Clusters 10 e 11
Os clusters 10 e 11, representados na Figura 4.11, contem 105 e 48 genes,

respectivamente, apresentam aumento apos 2 horas de infecgdo, persistindo até 24 horas de
infeccdo onde uma leve reducdo pode ser observada.
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Figura 4.11 Representacdo grafica do cluster 10.
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Nos genes do cluster 10 observa-se associagdo com os termos do Gene Ontology
localizacdo (n=26/105, p=0,001), resposta ao estimulo (n=23/105, p=0,001) e processo de
apoptose (n=9/105, p=0,034). Os principais genes associados a localizacdo foram Abcc4,
Brdt, Cd47, Frr71, Grik4, Rab32 e Rab43. Dentre os genes relacionados a resposta ao
estimulo encontramos Jak2, Fos, Cd47 e IFI47; e ao processo de apoptose, 0s genes Traf4,
Traf2, Mnt, Pml e Trp53.

O cluster 11 ndo apresentou enriquecimento funcional dos genes.

4.3.5 Clusters 16 e 17
Os clusters 16 e 17, representados na Figura 4.12, contém 70 e 42 genes,

respectivamente, apresentando aumentos de expressdo gradativos durante a cinética de

infeccdo, culminando no ponto de 24 horas.
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Figura 4.12 Representacéo grafica dos clusters 16 e 17.

No cluster 16 observa-se enriquecimento em genes associados ao sistema imune
(n=15/70, p=0,001) especialmente relacionados com apresentacdo de antigenos (n=4/70,
p=0,001). Como exemplos de genes relacionados ao sistema imune, temos Cd55, CXCL11,
Timpl, e dentre os genes relacionados a apresentacdo de antigenos, H2-Q8, Gm8909 e Tapbp.

O cluster de nmero 17 apresentou enriquecimento em genes associados a resposta aos
estimulos (n=14/42, p=0,001) especialmente externos (n=8/42, p=0,001) e a defesa (n=7/42,
p=0,007). Os principais exemplos de genes associados aos estimulos foram Saal, Fosl1,

Ptgs2, Cd44, Tapl e Bmp2.
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4.3.6 Clusters 23 e 24
Os clusters 23 e 24 contém 36 e 46 genes, respectivamente, e apresentam padrdo muito

similar ao cluster 16 e 17, sendo que sua representacao esta na Figura 4.13.

Cluster_24

57875 Angptl4

e i Cluster_23

66102 Cxcl16 e

22169 Cmpk2 "

53185 Rsad2 ccccced

18126 Nos2 7 A0 00

18035 Nfkbia 17857 M1 Expression
16365 Irg1 68279 Mcoln2

17858 M2 74568 Mkl 20 T
20297 Ccl20 16913 Psmb&

20339 Sele 54123 7 1.0
Joe19 Lenz 26388 Ii202b

16175 a 321308 Mnd 00
24038 Ti2 nca

e Gbp2 71586 Ifih1 10
236573 BCO57170 26434 Pmnd

20311 Cxcls 58203 Zbp1 m 2.0 l
330122 Cxcl3 998989 Ifia4

14325 Cxel1 55032 Gbp3

24110 Usp12 14468 Gbp1

11988 Sle7 a2 547253 Parp14

67775 Ripd 20304 Cels

:gggf’} ﬁﬁfom L24Rik 234314 Ddx50

fais CoTy

20206 Cel2 !

100038882 15915 230073 Ddx58

15204 joarit 327959 Xaf1

12085 Csf3 231655 Oasl1

20210 Saa3 219131 Phf11

220900 GbpB 200086 Samdal

220398 Gbps 226695 1fi205

230738 Ze3h12a 327978 Slfn5

214854 Neurl3 15039 H2-T22

gggggs gﬂo 22144 Tuba3a

s ot 219132 D14ErtdE6Se

18788 Serpinb2 15951 Ifi204

667370 1830012016Rik 220091 AlBO7E73

112419 2010002M12Rik 16145 Iatp

54206 Irigm2 100039796 Tatp2

240327 Gmags51 21822 Tatp

15950 i3 15024 H2-T10

867373 6m14445 631323 Gm12250

17472 Gbpd 546714 Gm5970

Figura 4.13 Representacdo grafica dos clusters 23 e 24.

No cluster 23 observa-se enriquecimento em genes associados a resposta imune
n=7/36, p=0,001), atividade de GTPase (n=6/36, p=0,001) e resposta a virus (n=5/36,
p=0,001). Os principais genes associados a atividade de GTPase foram MX1, Gbpl e Tgtp.

No cluster 24 o enriquecimento observado esta relacionado a resposta aos estimulos
(n=23/46, p=0,001) especialmente a resposta inflamatoria (n=12/46, p=0,001), atividade de
qguimiocinas (n=8/46, p=0,001) e de citocinas (n=11/46; p=0,001). Os principais genes
relacionados a resposta inflamatoria modulados foram CXCL3, CCL7, CXCL12, NOS2,
CXCLS5, Sic7a2, IL1a, CCL20, CXCL1, CCI2 e TLR2.
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4.3.7 Clusters 15, 21 e 22
Os clusters 15, 21 e 22 apresentam 52, 61 e 66 genes, respectivamente, com perfil de

aumento nos estagios finais da cinética de infec¢do e estdo representados na Figura 4.14.
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Figura 4.14 Representacéo grafica dos clusters 15, 21 e 22.

No cluster 15, observa-se enriquecimento de genes associados a envelopes de
organelas (n=7/52), como Mgts1, Shisa5, Pnptl e Nup35.

No cluster 22, ha enriquecimento de genes associados a resposta imune (n=12/66,
p=0,001) e processamento e apresentacdo de antigenos (n=5/66, p=0,001). Exemplos de genes
relacionados a estas fungdes sdo OAS1b, H2-Q1, H2-K1, Sp110 e Stat1.

O cluster 21 ndo apresentou enriquecimento funcional de genes.

4.3.8 Clusters 7e 8
Os clusters 7 e 8 contém 80 e 108 genes, respectivamente, representados na Figura

4.15, que apresentam diminuicdo gradativa no padrdo de expressao até o ponto de 24 horas.
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Figura 4.15 Representacédo grafica dos clusters 7 e 8.

No cluster 7, observa-se enriquecimento de genes associados a regido extracelular
(n=15/80). Exemplos dos genes relacionados séo Ctgf, Fgfl6, Ednl, Serpinil, Wnt16 e Fbin5.

54



No cluster 8, ha enriquecimento funcional de genes associados a organizacao celular
(n=22/108, p=0,001) e ao citoesqueleto (n=17/108, p=0,001).

Entre os exemplos de genes relacionados & organizacdo celular podemos citar Prkgl,
Hipl, Fatl, Cnnl, Cnn2 e Addl; e relacionados ao citoesqueleto estdo Plekhh3, Caldl, Actb,
Actg2, Actgl e Actal.

4.3.9 Clusters 1 e 2
Os clusters 1 e 2, representados na Figura 4.16, apresentam 87 e 73 genes, com

expressao levemente reduzida até 6 horas de infeccdo, com forte acentuacdo em 24 horas.

No cluster 1, os genes enriquecidos associam-se a regido extracelular (n=27/87,
p=0,001) especialmente matriz extracelular (n=10/87, p=0,001) e membrana plasmatica
(n=21/87, p=0,008). Entre 0os genes associados a regido extracelular, encontramos Wisp2,
Trem2, Spon2, Apoe, Timp3; membrana plasmatica, F2r, Diras2, Cx3Cr, Itgbll e Itga8; e
ainda genes associados a matriz extracelular, como Adamts12, Col6a3, Ccdc80 e Mfap4.

No cluster 2, os genes enriquecidos associam-se a regido extracelular (n=23/73,
p=0,001) especialmente & membrana plasmatica (n=22/73, p=0,001) e relacionam-se a funcao
de adeséo bioldgica (n=13/73, p=0,001). Exemplos de genes corregulados associados a regido
extracelular especialmente relacionados com fun¢des de membrana e adesdo foram Aspn,
Col5a2, Colllal, Col6a2, Coll4al, Coll5al, Adam12, Stabl e Ptn.
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Figura 4.16 Representacdo grafica dos clusters 1 e 2.
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4.3.10 Clusters13e 14
A Figura 4.17 representa os clusters 13 e 14 que contétm 79 e 54 genes,

respectivamente, que apresentam diminui¢do preferencialmente em 4 horas de infeccdo,

mantendo-se desta maneira nos estagios subsequentes.
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Figura 4.17 Representacdo grafica dos clusters 13 e 14.
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O cluster 13 apresenta-se enriquecido em genes que codificam proteinas ligadoras do
citoesqueleto (n=8/79, p=0,008) como Xirp2, Daam2, Abra, Lmod2 e Lmod1.
Né&o foi identificado enriquecimento funcional nos genes constituintes do cluster 14.

4.3.11 Cluster 19
A Figura 4.18 representa o cluster 19 que apresenta 66 genes diminuidos até o estagio

de 6 horas de infecgdo e no estagio intermediario de infec¢do (24 horas) apresentam a maior

parte sem modulagéo.
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Figura 4.18 Representacdo grafica do cluster 19.
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4.3.12 Cluster 3
A Figura 4.19 representa o cluster 3 com 51 genes que apresentam padrdo de

expressdo génico oscilante por toda a cinética de infeccdo e diminuicdo no estagio
intermediario de infeccdo (24 horas).
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Figura 4.19 Representacdo grafica do cluster 3.
O cluster 3 apresenta enriquecimento em genes associados as organelas (n=14/51,
p=0,012), complexo de miosina (n=8/51, p=0,001) e matriz extracelular (n=6//51, p=0,017).
Os genes associados as organelas neste cluster foram principalmente Copg e Pigt. Associados

ao complexo do miosina podemos citar Myh2, Myh3, Myh4, Myh, Myh8, Myh1, Myl9. Além
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disso, neste cluster também apresentararam-se agrupamentos com genes associados a matriz
como Colla, FBN1, FNL1.

4.3.13 Cluster 20
A Figura 4.20 representa o cluster 20 que apresenta padrdo de diminuicdo da

expressdo génico nos tempos intermediarios da infec¢do e aumento em 24 horas, mas tendo
grande heterogeneidade em seu padrdo interno. N&o foi identificado associacdo significativa
com termos funcionais do Gene Ontology para esse cluster.
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Figura 4.20 Representacdo grafica do cluster 20.

4.3.14 Cluster 9
A Figura 4.21 é a representacdo do cluster 9 que apresenta padrdo de expressao génico

oscilante por toda a cinética de infeccao.
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Figura 4.21 Representacdo grafica do cluster 9
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4.3.15 Andlise integrada de clusters
De maneira geral, os clusters com expressdo génica aumentada (12, 16, 17, 18, 23, 24)

apresentam enriquecimento de genes associados a resposta imune e a estimulos externos,
como estresse ou infecgdo. Os clusters com padrdo diminuido (1, 2, 3, 7, 8, 13, 14, 19 e 20)
apresentam sobre-representacdo de genes relacionados a regido extracelular, membrana
plasmatica e citoesqueleto.

Essa associacdo forte entre o sentido da modulagéo e a categoria funcional a qual os
genes pertencem reforga a significancia dessa associacdo para o melhor entendimento da
resposta do cardiomidcito a infeccéo por T. cruzi.

4.4 Redes génicas selecionadas no ponto de 24 horas p6s-infecc¢éo.

Devido ao maior grau de informacdo associado ao ponto de 24 horas de infeccdo,
fizemos uma andlise mais detalhada de seu padrdo de regulacdo. Esse maior grau de
informacdo se refere a diversos fatores, como: o maior nimero de genes diferencialmente
expressos, 0 que agrega robustez as analises estatisticas de associacdo funcional; maior
namero de células infectadas, o que torna as modulagdes obtidas mais uniformes e mais
representativas da resposta média dos cardiomiocitos; o fato de que o processo infeccioso ja
encontra-se avancado e estamos avaliando, portanto, uma representacdo mais estabelecida da
interacdo parasita-hospedeiro. Para os dados desse ponto temporal, construimos redes génicas
que permitem demonstrar as alteracfes ocasionadas na célula hospedeira deste processo.

Foram identificadas 16 redes de interacGes génicas estatisticamente significativas no
estagio intermediario de infeccdo (24 horas), as quais possuem conexdes entre si conforme

demonstrado na Figura 4.22.
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Figura 4.22 Representacdo esquematica da conexao entre as redes.
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44.1 Rede génica 1
A rede génica 1 (Figura 4.23) associa-se a resposta imune e inflamatéria onde grande

parte dos genes encontra-se com expressao aumentada. No centro esta o gene IRF1 e somente
0 complexo de NF-kappa-B, IFN-gama, Cbp e Ilymphotoxin-alphal-beta-2 n&o estdo

modulados.
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Figura 4.23 Rede génica 1
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4.4.2 Rede génica 2
Na Figura 4.24 esta a rede génica 2 associada ao metabolismo de &cidos nucléicos. O

gene central ndo se encontra modulado, entretanto a maior parte dos genes apresenta

expressdo aumentada com apenas 4 exemplos de expressao reduzida.

Figura 4.24 Rede génica 2
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4.4.3 Rede génica 3
Na rede génica 3, Figura 4.25, os genes associam-se preferencialmente a sinalizagéo

celular e a interacdo. O gene central ndo encontra-se modulado e existe alternéncia entre
genes com expressdao aumentada e ndo modulados com baixo nimero de genes com expressao

reduzida.

Figura 4.25 Rede génica 3.
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4.4.4 Rede génica 4
Na Figura 4.26 estd representada a rede génica 4 com genes associados

preferencialmente a desordens do tecido. O centro da rede ndo se encontra modulado e a

grande maioria dos genes apresentam-se com expressao diminuida.
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Figura 4.26 Rede génica 4.
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4.4.5 Rede génica 5
A rede génica 5, Figura 4.27, associa-se a desordens do tecido. O gene central é o TNF

e percebemos a reducdo em genes associados ao colageno e outros genes com expressao

aumentada.
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Figura 4.27 Rede Génica 5.
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4.4.6 Rede génica 6
Na rede génica 6, Figura 4.28, verificamos genes relacionados a sinalizacéo, interacéo
celular e pequenas moléculas associadas & bioquimica celular. Aumento na expressao de NF-

kappa-B que estd no centro e as pequenas moléculas sintetizadas podem estar associadas ao
6xido nitrico sintetizado pela via de NOS2 que encontra-se aumentada.
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Figura 4.28 Rede génica 6.
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4.4.7 Rede génica 7
Na Figura 4.29 estd a rede génica 7 relacionada com sinalizacdo e interacdo célula-

celula além de inducéo de trafego. A rede apresenta quimiocinas com expressdo aumentada e
diminuida e JNKk que nao apresenta-se modulado.

Figura 4.29 Rede génica 7
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4.4.8 Rede génica 8
A Figura 4.30 representa a rede génica 8 responsavel por genes envolvidos com a

funcdo do muasculo cardiaco e doencgas cardiovasculares. A miosina centraliza a rede e muitos

genes da familia apresentam expressdo diminuida.

Figura 4.30 Rede génica 8.
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4.4.9 Rede génica 9
A rede génica 9 representada na Figura 4.31 apresenta genes associados ao

metabolismo de carboidratos, organizagdo celular e fungcdo muscular, apresentando genes
aumentados como PTGES e PTGS2, diminuidos e ndo modulados.
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Figura 4.31 Rede génica 9.
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4.4.10 Rede génica 10
A rede génica 10, Figura 4.32, representa genes associados com resposta a infeccéo e

expressdo génica. O gene central é Statl e encontra-se com expressdo aumentada juntamente
com a maior parte dos genes desta rede.

Figura 4.32 Rede génica 10.
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4.4.11 Rede génica 11

A rede 11, Figura 4.33, apresenta genes associados a resposta inflamatoria e

mecanismo de infeccdo com a maior parte apresentando perfil aumentado.
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Figura 4.33 Rede génica 11.
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4.4.12 Rede génica 12
A rede génica 12 esta representada Figura 4.34 e refere-se & forma, organizacéo

celular, sinalizacdo e interacdo. A maior parte dos genes se apresenta com expressao
diminuida, inclusive FN1 que esta no centro da rede.
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Figura 4.34 Rede génica 12
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4.4.13 Rede génica 13
A Figura 4.35 refere-se a rede génica 13 associada a genes pertencentes ao

metabolismo de lipideos e a doencas cardiovasculares. Esta rede apresenta grande parte dos
genes ndo modulados, e entre os que estdo aumentados ou diminuidos localizacdo

principalmente nas extremidades.

Figura 4.35 Rede génica 13.
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4.4.14 Rede génica 14
A rede génica 14, Figura 4.36, associa-se a morfologia, crescimento e proliferacdo

celular. Os genes que apresentam-se modulados nesta rede encontram-se aumentados e estéo

nas extremidades.

Figura 4.36 Rede génica 14.
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4.4.15 Rede génica 15
A Figura 4.37 refere-se a rede génica 15, relacionada a morte celular, desenvolvimento

e morfologia tissular. Os genes modulados encontram-se na extremidade da rede com perfil
de expressao reduzido.
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Figura 4.37 Rede génica 15
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4.4.16 Rede génica 16
A Figura 4.38 refere-se a rede génica 16, relacionada a forma e organizacao celular,

desordens genéticas e doencas cardiovasculares. A IL6 € o centro de rede e ndo se apresenta
modulada, da mesma maneira que a maior parte dos genes, os genes modulados estdo na

extremidade e se alternam entre apresentarem expressdo aumentada e reduzida.
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Figura 4.38 Rede génica 16.
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5 DISCUSSAO

O transcritoma é considerado um estratégia essencial para interpretar elementos
funcionais do genoma e entender o desenvolvimento de células, tecidos e doencas. Com o
advento da tecnologia de sequenciamento em larga escala e o desenvolvimento da
metodologia de RNA-Seq, os estudos de andlise de expressdo génica comecaram a ser
realizados de forma mais sensivel e reprodutivel (Wang et al., 2009). Entretanto, o uso destas
inovacdes em estudos que envolvam a interacdo protozoario-hospedeiro ndo foram descritos
até o momento.

No caso da interagcdo T. cruzi-hospedeiro, as analises em larga escala foram iniciadas
em 2002 (Vaena de Avalos et al., 2002) com 11 estudos realizados até 2011, aplicando 0s
microarranjos como ferramenta de analise. O processo infectivo desencadeado por T. cruzi foi
considerado “silencioso”, salientando poucas alteracbes no transcritoma do hospedeiro
infectado (Vaena de Avalos et al., 2002; Garg et al., 2003; Imai et al., 2005; Shigihara et al.,
2008). Em fibroblastos infectados entre 2 e 6 horas, apenas 6 genes estavam reprimidos e 106
transcritos apresentaram elevacdo apds 24 horas de infeccdo (Vaena de Avalos et al., 2002).
Imai e colaboradores (2005), analisando o mesmo tipo celular, fibroblastos, relataram 16
genes modulados apos 8 dias de infeccdo. Ainda, em celulas HelLa infectadas com T. cruzi por
72 horas se identificou a modulacdo de 64 genes, sendo 41 genes induzidos e 23 genes com
expressdo reprimida (Shigihara et al., 2008). No modelo de cardiopatia chagéasica, alteracoes
na transcricdo de genes (186 genes totais) foram observadas na fase aguda, logo apos 3 dias
de infeccdo com 31 genes modulados e ainda 89 e 66 genes alterados apds 37 e 110 dias pos-
infeccdo, respectivamente. Quando se iniciaram os estudos infectando cardiomidcitos, este
processo considerado “silencioso” demonstrou modulagdes na expressdo génica desde
estagios iniciais desta interacdo, com a identificacdo de 353 genes em uma cinética detalhada
consistindo de 1, 2, 4, 6, 12, 24 e 48 horas de infeccdo (Manque et al., 2011) e 420 genes
modulados apds 48 horas de infec¢do (Goldenberg et al., 2009)

Entretanto, os dois trabalhos publicados analisando o transcritoma de cardiomiécitos
infectados por T. cruzi in vitro apresentavam cobertura reduzida do genoma murino
(Goldenberg et al., 2009; Manque et al., 2011). Por esse motivo, nos propusemos a reavaliar
as bases moleculares da interacdo parasita-célula cardiaca utilizando uma metodologia mais
moderna, com cobertura completa do transcritoma. O método de RNA-Seq propicia isso, e é

mais especifico, abrangente e sensivel, em conjunto, que outras técnicas para analisar
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transcritomas, como microarranjos, SAGE, PCR quantitativa, dentre outras. Enfocamos em
nosso estudo o estégio inicial da infecgdo através de uma cinética detalhada que foi subdivida
em 3 fases distintas para melhor compreenséo do perfil de expressédo génica e correlagdo com
0s eventos bioldgicos desta interacdo: (i) estagio inicial recente (1 a 4 horas) onde adesédo e
interiorizacdo do parasita sdo predominates, (ii) estagio inicial tardio (5 a 6 horas) com
prevaléncia dos eventos de escape do vaclolo parasitoforo e inicio da diferenciagdo do
parasita e ainda um (iii) estagio intermediario (24 horas) com efetiva multiplicacdo de
amastigotas intracelulares.

Detalhando a cinética de infeccdo dos cardiomidcitos por T. cruzi e cobrindo todo o
genoma murino, identificamos o maior nimero de genes modulados descritos até o momento,
572 genes dos quais 371 se apresentaram com expressdo aumentada e 201 reprimida,
confirmando e extendendo de maneira bastante especifica e sensivel as analises de
transcritoma desta interagdo. Além do numero de genes modulados identificados ser maior, a
utilizacdo de trés réplicas e a cinética detalhada nos tempos iniciais da infeccdo, com pontos
temporais regularmente espagados de hora em hora permitiu visualizar os padrdes de
modulacdo com um grau de informacdo muito maior que os demais trabalhos focando na
interacdo do cardiomiocito com Trypanosoma cruzi.

Nas modulacdes de expressao génica evidenciamos intersecdes de genes na cinética
temporal, sendo que grande parte dos genes modulados demonstrou um perfil bastante
caracteristico, ou seja, expressdo aumentada ou diminuida nos diferentes estagios da infec¢éao
desde que se encontravam alterados. Em nameros absolutos de genes modulados no estégio
inicial recente (1 a 4 horas), um namero expressivo de genes ja se mostrava alterado,
alcancando um total de 117 genes, sendo 18 genes modulados com 1 hora de infec¢do, onde
ocorre um processo inicial de reconhecimento celular e invasao, sugerindo que a ligacao do T.
cruzi com a matriz extracelular da célula hospedeira e/ou fatores secretados pelo parasita
transduz sinais que irdo culminar na modulacdo de genes que poderdo disparar 0 processo de
invasdo. No estagio inicial tardio (5 a 6 horas) e intermediario (24 horas), 178 e 305 genes
foram modulados, respectivamente. Interessantemente, 0 aumento na expressdo de genes foi
proporcional ao indice de infeccdo das culturas, sugerindo que parasitas intracelulares
disparam uma modulacdo coordenada e temporal de genes essenciais para seu
desenvolvimento intracelular.

A discussdo a seguir se baseia em classes de genes e cinética de infec¢do tentando

agregar informacdes para o melhor entendimento de uma doenca que ja ultrapassou os 100
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anos de estudos e descobrimento, mas que ainda permanece com as alteragdes no transcritoma
tdo pouco compreendidas. Alteracfes que poderdo inclusive ser Uteis para o desenvolvimento
de novos agentes quimioterapicos, medicamentos auxiliares para o tratamento e até mesmo de

uma vacina.

5.1 Modulacéo de genes daresposta imune induzidos pelo T. cruzi

A infeccdo de cardiomidcitos pelo Trypanosoma cruzi induz uma intensa resposta
imune que é disparada desde os estagios iniciais da interacdo (1 hora), onde 0s genes
predominantemente modulados se encontram associados a via de NF-kappa-B, moléculas de
adesdo e as quimiocinas.

As proteinas NF-kappa-B sdo uma familia de fatores de transcricdo composta por 5
membros [p65 (RelA), RelB, cRel, NF-kB1 (p50 e seu precursor p105) e NF-kappa-B2 (p52 e
seu precursor pl00)] predominantemente localizados no citoplasma e associados com a
familia de proteinas inibitorias IkB (IkB alfa, IkB beta, IkB epsilon, IkB gama) em células
ndo estimuladas (revisto por Yamamoto e Gaynor, 2004). O NF-kappa-B esta envolvido no
controle de processos celulares, como resposta imune e inflamatoria, processos de
desenvolvimento, crescimento e apoptose (revisto por Yamamoto e Gaynor, 2004) e, ainda,
encontra-se associado com a hipertrofia cardiaca (Petersen et al., 2005; 2006). Entretanto,
pouco ainda se conhece sobre o conjunto de genes envolvidos direta ou indiretamente com a
ativacdo desta via.

No estagio inicial (1 hora), os genes associados diretamente a via de NF-kappa-B
modulados positivamente foram os inibidores IkB alfa e IkB zeta. Clifton e colaboradores
(2005) durante a infeccdo de células endoteliais por Rickettsia rickettsii, uma bactéria
intracelular que se desenvolve e multiplica no citoplasma assim como T. cruzi, descreveram
uma via que culminou com a ativacdo e translocacdo de NF-kappa-B para o nucleo
envolvendo a fosforilacdo e degradacdo dos inibidores IkB alfa e/ou | kB beta pelo 26S
proteassomo, que envolve a subsequente ressintese IkB alfa através de um mecanismo
autoregulatorio, evento que em nivel transcricional aumentou 0 mRNA IkB alfa e nao
ocasionou modulacdo em IkB beta. Nos cardiomiocitos infectados por T. cruzi ocorreu
aumento nos niveis de mMRNA de IkB alfa e ndo foi verificada modulacdo em IkB beta,
sugerindo que a ativacdo de NF-kappa-B pode se assemelhar a via utilizada por Rickettsia
rickettsii durante a infeccdo de células endoteliais. O inibidor IkB zeta é dependente da
presenca de NF-kappa-B ativo para ser expresso e relaciona-se a IL6 (Trinh et al., 2008).

Durante a infec¢do de cardiomiocitos pelo T. cruzi, os niveis de mMRNA desse inibidor
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e IL6 se encontravam elevados desde os tempos de 2 horas pés infeccdo; eventos que nos
permitiram classificar IkB zeta como um possivel ativador transcricional e ainda,
indiretamente determinar ativo NF-kappa-B.

Em células endoteliais infectadas por T. cruzi, o NF-kappa-B ativo, juntamente com
moléculas de adesdo molecular (selectina E, ICAM1) e VCAML, inicialmente relacionam-se
com o controle do parasita, entretanto, com o decorrer da infeccdo associam-se a lesdo
vascular e ao comprometimento cardiaco (Huang et al., 1999; Michailowsky et al., 2004).
Nossos resultados demonstraram esse grupo génico aumentado desde o tempo inicial (1 hora),
salvo VCAML1 que foi selecionada como aumentada somente ap0s 4 horas.

A ativagdo de genes envolvidos na resposta imune e integrados ao fendmeno
inflamatorio foi evidenciada no estagio inicial da cinética de infeccdo (1 hora) com o aumento
de expressdo de genes que codificam quimiocinas como CCL2, CCL3, CCL7, CXCL1,
CXCL2, CXCL5; LIF (Gradient e Patterson, 1999), CD83, gene associado a producdo de
citocinas inclusive durante a infeccdo por T. cruzi em outros tipos celulares (Ouaissi et al.,
2004), e citocinas, como ILla e IRFI1, corroborando os resultados de Machado e
colaboradores (2000) que descreveram, a partir de um namero reduzido de genes em tempos
mais tardios de infeccdo (12 horas), a resposta inflamatoria desencadeada pelos
cardiomiocitos infectados por T. cruzi. Este trabalho pioneiro de Machado e colaboradores
(2000) ressaltou o papel de cardiomiocitos como célula ativa imunologicamente e participante
da resposta tripanocida associada com a producao de 6xido nitrico. Nossos dados recentes de
microarranjo (Manque et al., 2001) e os resultados apresentados neste trabalho destacam a
elevada modulacdo de genes relacionados a resposta imune em cardiomidcitos desde 0s
estagios iniciais da infeccdo. Em contraste, as analises com fibroblastos humanos néo
revelaram modulacdo significativa de genes no estagio inicial da infeccdo (1 a 6 horas)
(Vaena de Avalos et al., 2002). Assim, a complexa rede de genes, que dispara eventos
biolégicos distintos nos diferentes estadgios de infeccdo: inicial (recente e tardio) e
intermediario (24 horas), revelado neste estudo, poderdo contribuir para o melhor
entendimento da resposta imune e sua interface com o controle da infeccéo e a cardiomiopatia
chagaésica.

Com o avanco da infeccdo (2 horas), os fatores estimuladores de col6nia 1, 2 e 3, que
sd0 expressos em niveis mais altos em sitios de inflamagdo e auto-imunidade (revisto por
Hamilton, 2008) juntamente com as quimiocinas, CCL16, CCL20, e CXCL3, e a molécula de

adesdo selectina P, apresentaram-se com expressao génica elevada e aliando-se aos genes
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modulados desses mesmos grupos continuaram favorecendo o recrutamento de células do
sistema imune e a resposta tripanocida relacionada ao 6xido nitrico.

Ainda dentro desse contexto, destacamos a elevada expresséo de genes de mediadores
pré-inflamatorios nestas primeiras horas de interacdo (1 a 3 horas), onde predomina o
processo de adesdo e invasdo do parasita, podendo estar relacionados com o disparo de vias
implicadas na producdo de espécies reativas de oxigénio. Apds 3 horas de infeccdo por T.
cruzi, evidenciamos aumento na expressdao de um gene regulador Slc7a2 que estimula a
producdo de INOS (NOS2) (Thompson et al., 2008), assim como, inducdo do gene que
codifica esta enzima responsavel pela producdo de Oxido nitrico, confirmando assim, a
resposta tripanocida previamente evidenciada em cardiomidcitos infectados (Machado et al.,
2000) (Rede génica 6). No entanto, embora ocorra ativacdo de genes relacionados ao estresse
oxidativo, a modulagdo positiva de TNFa, foi evidenciada apenas apds 5 horas de infeccdo,
sendo responsavel pelo aumento expressivo de genes relacionados a resposta tripanocida.

Uma grande surpresa foi 0 aumento em genes associados ao metabolismo de radicais
livres, uma vez que o efeito do estresse oxidativo destaca-se na infeccdo pelo T. cruzi. Em
ataques subitos de doencas neuroldgicas, o ferro livre pode amplificar o dano, catalisando a
conversao de superoxido e peroxido de hidrogénio a radicais ainda mais reativos e toxicos. A
transferrina € a principal enzima que atua na conversdo do ferro toxico juntamente com a
ceruloplasmina, uma proteina sérica que atua como antioxidante com propriedade de oxidar o
ferro 2* a ferro 3", diminuindo a lesdo (Altamura et al., 2009; Patel et al., 2002). Nos
cardiomiocitos infectados, os genes que codificam essas enzimas, ceruloplasmina (apés 4
horas) e a transferrina (apds 5 horas), apresentaram-se aumentados, sugerindo uma protecéao
contra compostos oxidantes.

Neste contexto, houve inducdo de genes relacionados a enzimas do tipo glutationa-S-
transferase como GSTAL (que se localiza inclusive nas mitocondrias), GSTA2, GSTAS,
ativado no estagio intermediario de infeccdo (24 horas) (Raza et al., 2002) e enzima
Srxn1(Kim et al., 2010), provavelmente em busca do controle dos altos niveis de espécies
reativas. Ressaltamos ainda, o aumento da expressao de Mtl durante a infeccdo por T. cruzi (5
horas) aliando se ao grupo de genes que busca atenuar o grande estresse oxidativo decorrente
da infeccdo. Recentemente, a funcdo de genes da familia Mt foi determinada em
cardiomiocitos através de ensaios com expressdo reduzida de genes Mtl e Mt2, sendo
evidenciado efeitos citotoxicos e danos de DNA decorrentes da exposicdo a micotoxina

indutora de radicais toxicos de oxigénio (Yang et al., 2010). Assim, nossa hipotese é que a
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modulacdo desses genes pode ser uma tentativa de controle da exploséo oxidativa pela célula
hospedeira ou ainda uma estratégia de sobrevivéncia do parasita.

Estudos tém demonstrado que patdgenos desenvolveram diferentes mecanismos para
controlar seus hospedeiros (vertebrados e invertebrados) e garantir sua transmissao
(Matthews, 2011). Assim, é possivel que o T. cruzi seja capaz de subverter a vigilancia
desempenhada pelo hospedeiro alterando os mecanismos de regulacdo das vias envolvidas no
estresse oxidativo. Por outro lado, atuando na defesa do hospedeiro apresentaram-se com
expressdo aumentada o0s genes NF-kappa-B2, CX3CL1 e Ch25h, enzima associada ao
metabolismo de lipideos que também favorece a expressdo do gene CCL5 (Diczfalusy et al.,
2009) aumentado ap6s 5 horas de infec¢éo.

Com o progresso da infec¢do, observamos indugdo da expressdo génica de citocinas
pré-inflamatorias. Ressaltamos que no soro de pacientes na fase aguda da doenca de Chagas
foram identificadas as citocinas IL1B, IL6 (Tanowitz et al., 1992b), com as mesmas sendo
expressas de forma aumentada em células endoteliais infectadas com T. cruzi aliadas ao fator
estimulador de coldnia 1, sugerindo que estas citocinas apresentavam relacdo direta
inicialmente com o controle do parasita e sequencialmente com o desenvolvimento da
cardiopatia (Tanowitz et al., 1992b). Em cardiomiocitos infectados (2 horas) este perfil de
expressdo génica relacionado a estas citocinas se repetiu salvo IL1B, que se apresentou
aumentada apds 4 horas de infecgdo, demonstrando mais um grupo de genes que se
relacionaram as anormalidades ocasionadas pela doenca de Chagas modulados no estagio
inicial da infeccao.

O gene Cebpd pode ser ativado na fase aguda, principalmente por citocinas
especialmente IL1 e IL6, em situacOes de lesdo, inflamacdo e infeccbes atuando como um
fator transcricional (Alam et al., 1992). Apds 3 horas de infeccdo, este gene, juntamente com
as citocinas que se encontravam moduladas desde os pontos anteriores, funcionou como um
estimulo adicional para a manutencdo da resposta inflamatoria e estimulo desencadeado
principalmente por NF-kappa-B.

Durante a infeccdo por Toxoplasma gondii em fibroblastos, interferon gama (INFy)
orguestra uma potente resposta antimicrobiana em que a familia de GTPases com mais de 10
membros apresenta-se envolvida, inclusive Gbpl0, que pode ser estimulada por IL1J
(Degrandi et al., 2007). Esta enzima apresentou-se com perfil de expressdo génica aumentada
durante a infec¢do de cardiomidcitos por T. cruzi e se associa ao grande nimero de genes

estimulados relacionados ao controle do parasita, sendo que os outros membros desta familia,
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como Gbp2, Gbp4, Gbp6, Gbp8, Gbp9, estdo modulados no tempo inicial tardio (a partir de 4
horas), onde se inicia o escape do vacUolo parasitoforo e o processo de proliferagdo
intracelular dos parasitas. Além disso, a expressdo aumentada de genes fortemente
relacionados a infecgdes virais como IFIHL(MDADB) ligado a producdo de citocinas (Akira et
al., 2006) e as GTPases MX1 (inicio aumento apds 5 horas) e MX2 com atividade antiviral
(Lee e Vidal, 2002) foram resultados interessantes durante uma infeccdo por protozoarios,
sugerindo uma possivel similaridade entre os organismos infectivos que estimule a transcricdo
e, ainda, demonstram que é imprescindivel a necessidade de se caracterizar estes genes em
relacdo a real atividade anti-parasitéria.

Fortalecendo a resposta imune e inflamatéria se apresentaram com expressdo
aumentada genes relacionados a citocina CXCL10, CD40, uma glicoproteina GP49 que
pertence a superfamilia das imunoglobulinas (Arm et al., 1991) e, uma enzima que atua
diretamente na sintese de prostaglandinas, Ptges (Rede génica 9).

Um estimulo direto para a sintese de citocinas pro-inflamatorias, evidenciado no
estagio inicial tardio (4 horas), foi 0 aumento na expressao do gene para o fator de transcricéo
da familia IRF, IRF5, (Akira et al., 2006) e MAP3K8 quinase (Eliopoulos et al., 2006) que
atuam na via que culmina com a ativacdo de NF-kappa-B. De forma interessante a resposta
imune e inflamatoria pode estar associada a via de sinalizagdo Jak-Stat com a inducdo de
genes estimulados por interferon durante a infeccdo por T. cruzi (5 horas) onde se
apresentaram com expressdao aumentada o gene ISG 15 aliado a UBP43 e as proteinas
induzidas por interferon que fazem parte da via e regulacdo da mesma (Malakhova et al.,
2003). Interessantemente, o gene CISH pertence a familia SOCS, que de acordo com a revisao
de Kile e colaboradores (2002) atua na resposta imune, principalmente no controle da
expressdo de citocinas induzidas pela via Jak-Stat levando a degradacdo pelo sistema
ubiquitina-proteassomo, apresentou-se aumentado e provavelmente desempenha um papel
importante durante a infeccdo atuando na homeostase.

Os principais genes colaboradores da resposta imune ativados apds 5 horas de infeccao
foram um ativador da via de NF-kappa-B (SQTML1), TAP1, que estimula a producdo de IFNy
e se relaciona com a apresentacao de epitopos de MHC da classe 1 (Goldszmid et al., 2007;
Burgevin et al., 2008), NF-kappa-B1, citocinas (CCL4, CCL5, CCRL2), GTPases (GBP1,
GBP3, GBP5, GBP7), GTPases induzidas por interferon (IGTP e IRGM2), um gene

associado a adesdo PTPRB, serpina J e genes que participam da inflamacdo como CLECAE,
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Ereg (Sugiyama et al., 2005) e PTGS2 associado a biossintese de prostaglandinas (Rede
génica 9).

Ao final da fase inicial tardia (6 horas), a resposta imune e a inflamacéo destacavam-se
na predominancia de genes modulados. Entre os que apresentaram expressao aumentada neste
estagio da infeccdo (6 horas) estavam trés GTPases Irgm1, GVINL1 que é semelhante a familia
MX (Klamp et al., 2003) e Gm12250, IFI35 (Zhang et al., 2007) e o gene H2-K1 relacionado
a apresentacao de epitopos de MHC da classe 1 (Mitaksov e Fremont 2006) e H2-Q8, H2-
Gs10 e TAP2 pertencentes a mesma classe, IRF7, IRF9 e mais genes da familia TRIM (5, 34,
56 e PML) (McNab et al., 2011) e ainda, genes estimulados por interferon que ndo possuem
funcdo conhecida como Tor3a (Dron et al., 2003), PARP14 associada a ativacdo de STAT6
(Goenka et al., 2007) (Rede génica 3). Ainda neste tempo de infec¢do, ressaltamos a ativacéo
do gene sintaxina 11 (STX11), que em células do tipo natural killer participa da via de
exocitose de citocinas e quimiocinas juntamente com as alteracbes em niveis de célcio
(Brycesson et al., 2011), sugerindo que a ativacdo de STX11 desempenhe papel importante na
secrecdo destes fatores soltiiveis em cardiomiocitos infectados.

No estagio intermediario da infeccdo (24 horas), a grande maioria dos genes
relacionados a resposta imune e inflamatoria evidenciados nos estagios anteriores persistiu e,
como no estagio inicial de infeccdo (1 a 6 horas), foi a classe génica que apresentou o maior
namero de genes modulados. Como exemplos dos novos integrantes e fortalecendo essa
resposta apresentaram-se aumentados: os genes que codificam para moléculas de adesédo
como CD44, quimiocina CCL9, um gene estimulado por citocinas ESM1 e detectado em
carcinomas hepatocelulares como marcador de angiogénese e invasao (Chen et al., 2010), um
gene supressor da resposta inflamatoria, Cd274, (Uceyler et al., 2010) e, provavelmente em
busca do equilibrio, varios genes relacionados ao MHC classe 1 e 2.

Os genes relacionados a resposta imune discutidos anteriormente representam o maior
conjunto descrito na literatura e complementam os trabalhos em larga escala previamente
publicados (Manque et al., 2011; Goldenberg et al., 2009), contribuindo com informacdes
relevantes sobre o processo de infeccdo por T. cruzi em cardiomidcitos e gerando avangos

para o entendimento da patogénese da cardiopatia chagasica em nivel molecular.

5.2 AlteracOes associadas a apoptose
A apoptose, conhecida como morte celular programada, € um processo fisioldgico de

renovacdo e manutencdo tissular, sendo também evidenciado como estratégia de defesa do
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sistema imune em células infectadas por microorganismos patogénicos (Vaux et al., 1994).
Protozoérios parasitas, por exemplo, interferem na maquinaria celular e podem inibir ou
induzir o processo de apoptose em seus hospedeiros, como perspectiva para sua sobrevivéncia
e replicacdo (revisto por Bruchhaus et al., 2007).

Neste contexto, os dados da literatura relacionados a indugdo de apoptose pelo T. cruzi
séo bastante controversos e parecem depender do tipo celular e biodema do parasita (de Souza
et al., 2003; Petersen et al., 2006). Nossos resultados refletem as alteragdes transcricionais em
genes associados a apoptose durante a infec¢cdo de cardiomidcitos por T. cruzi , clone Dm28c,
na cinética inicial recente (1 a 4 horas), inicial tardia (5 a 6 horas) e intermediria (24 horas).

No tempo inicial recente, em que o0s parasitas preferencialmente se encontram no
vactolo parasitéforo, os genes relacionados a inibicdo da apoptose encontram-se
positivamente modulados e grande parte associada ao NF-kappa-B, provavelmente estimulado
pelo aumento na expressdo do fator de transcricdo IRF5 (Akira et al., 2006) e quinase
MAP3K8 (Eliopoulos et al., 2006). As alteragdes transcricionas associaram-se ao aumento de
genes relacionados diretamente a via de NF-kappa-B: I-kappa-B-alfa, 1-Kappa-B-zeta, RELB,
NF-kappa-B2, I-kappa-B-epsilon e BCL3, que é um co-ativador transcricional dos inibidores,
e ainda TNFAIP3 associado a inibicdo da via extrinsica de apoptose. Outros genes que ndo
estdo diretamente ligados a via, mas que ativam o NF-kappa-B e apresentaram perfil
aumentado foram o clAP2, que se associa aos receptores TNFR1 e € imprescindivel para a
sobrevivéncia das células induzidas a apoptose por TNFa (Varfolomeev et al., 2008), e RIP2
que se associa aos receptores TNFR1 e CD40 e interage com clAP1 (McCarthy et al., 1998).
Inibicdo da apoptose foi reportada por Petersen e colaboradores (2006) durante infeccdo de
cardiomiocitos com a cepa Y de T. cruzi, demonstrando a importancia do fator transcricional
NF-kappa-B neste processo mediado por caspase 3 e insignificancia da via PI3SK-AKT
envolvida em outros tipos celulares.

Ainda, evidenciamos neste periodo (1 a 4 horas) ativacdo de outros genes envolvidos
na inibicdo da apoptose, incluindo os genes pertencentes a familia Bcl2 (Bcl2ala, Bcl2alb e
Bcl2ald) (Adams e Cory, 1998), além do receptor TNFRS1B associado ao gene clAP2
(Varfolomeev et al., 2008), NGF, um gene anti-apoptotico presente em neurdnios do sistema
nervoso central e periférico, descrito em cardiomidcitos submetidos a hipoxia em um modelo
de infarto (Caporali et al., 2008), e, finalmente, as serpinas (Serpina3a, Serpina3b Serpina3c

Serpina3f Serpina3g Serpina3h Serpina3i Serpina3j Serpina3k Serpina3m Serpina3n
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Serpinb2) que atuam na inibicdo de proteases e impedem o dano tecidual e morte prematura
de células do sistema imune (Mangan et al., 2008).

Em contraste, é importante ressaltar que um grupo bastante reduzido de genes
relacionados a inducdo do processo de apoptose foi identificado com expressdo aumentada,
como IRF1 (Mamane et al., 1999; Schroder et al., 2004), ZC3H12A, um fator transcricional
associado a CCL2 e relacionado ao desenvolvimento da doenga isquémica cardiaca (Zhou et
al., 2006), e um membro da familia Bcl2, o Bid, que é um gene pré-apoptético (Adams e
Cory, 1998). Entretanto, provavelmente a ativagdo desses genes ndo seja suficiente para
subverter a estratégia anti-apoptotica induzida pelo parasita. Além disso, o gene pentraxina 3,
que se liga as células em processo de apoptose e impede que sejam removidas por células
dendriticas (revisto por Mantovani et al., 2008), apresentou-se com expressao aumentada,
podendo estar atuando como um mecanismo protetor.

No tempo inical tardio (5 a 6 horas), genes relacionados a inibicdo da apoptose
permaneceram modulados positivamente. Os aumentos relacionados a via de NF-kappa-B
associavam-se a um ativador SQTM1 e NF-kappa-B1. Alem disso, o conjunto de genes
associados a inibicdo de apoptose inclui aumento da expressdo de genes induzidos por
interferon da familia p200 (IF1202b, IF1203 1FI204 e IFI205) e MNDA que em outros tipos
celulares se associam a reguladores negativos do crescimento celular e a efeitos antivirais,
tumorais e anti-apoptoticos (Asefa et al., 2004; Briggs et al., 2006); DTX3L(Yan et al., 2009)
e PAF (2810417H13Rik) (Turchi et al., 2009) que estdo envolvidos no reparo e integridade
do DNA e outros anti-apoptoticos como STAR (Ning et al., 2009), XIAP, TNFAIP3, CYR61
(Rho et al., 2009).

No entanto, destaca-se nesta fase da infeccdo (5 a 6 horas), genes associados a FAS e
CDA47, relacionados a inducdo da apoptose, que encontravam-se induzidos (Manna et al.,
2005). FAS ¢ considerado um gene indicativo de faléncia em pacientes na fase cronica da
doenca de Chagas juntamente com aumento na expressdo de FASL e TNFa (Rodrigues Jr et
al., 2008). Além de FAS e CD47, aumento da expressdo foi verificado nos seguintes genes:
NGTTR75, que em neurbnios sob injaria transmite sinais para apoptose (Nykjaer et al.,
2005), ACINL1, que atua favorecendo o dano do material genético (Hasegawa et al., 2009),
reticulon 1, que provoca danos na membrana do reticulo endoplasmatico (Di Sano et al.,
2007), caspase 4, IFIT2 (Stawowczyk et al., 2011), ZFP36L2 (Jackson et al., 2006) e as
enzimas do tipo OAS (OASL1, OASL2, OAS1) normalmente aumentadas em infeccdes virais
ativando RNAseL gue inibem a proteina anti-apoptética Bcl2 (Eskildsen et al., 2002; 2003)
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(Rede génica 1). O numero crescente de genes indutores de apoptose nesta fase da interacdo
(5 a 6 horas) e sua permanéncia no tempo intemediario (24 horas), quando formas amastigotas
se multiplicam livremente no citoplasma, sugere o disparo da cascata de sinalizagcdo de
apoptose. Estes resultados apdiam os dados obtidos por de Souza e colaboradores (2003) que
relataram a inducdo de apoptose durante a infec¢do de cardiomiocitos por T. cruzi in vivo e in
vitro. Neste estudo foi demonstrado que este evento depende do tipo celular, uma vez que
fibroblastos séo refratarios enquanto cardiomidcitos sofrem apoptose em niveis moderados e
macréfagos sdo altamente suscetiveis. Além disso, 0 processo apresenta relagdo com o
biodema do parasita, assim cardiomidcitos infectados com Dm28c, uma cepa que
histologicamente leva menores prejuizos ao cora¢do que Y e CL e, quando comparados,
desenvolveu niveis elevados e progressivos de apoptose nos tempos inciais de interacao (2 a 6
horas).

Em nosso trabalho inicial em larga escala (Manque et al., 2011) muitos genes
associados a apoptose estavam modulados ativando a via extrinsica e a intrinsica, com
aumento de BID e FAS. Entretanto, a ativacdo de genes inibidores também foi evidenciada,
dentre eles, 0o GADDA45B, que controla o reparo de DNA, IFIH1 e com destaque a via de NF-
kappa-B. Ainda, Mukherjee e colaboradores (2008) analisando em larga escala as alteragdes
transcricionais em coracdes de camundongos infectados por T. cruzi verificaram aumentos de
expressdo na fase aguda dos genes que codificam caspase 1 e 11, FAS e repressdo de FASL,
alem de inducéo de genes anti-apoptéticos como Bcl2 e outros que interagem com 0 mesmo,
indicando que a infecgdo ndo perturba a homeostase do Ca™ mitocondrial e a apoptose
associada a essa organela estd em parte previnida, fazendo com que a doenca atinja a fase
crénica. Assim, € possivel que genes relacionados a apoptose sejam modulados
diferencialmente nas diferentes fases da infeccdo, favorecendo a dispersdo do parasita,

controle da carga parasitaria no hospedeiro e/ou escape da resposta imune.

5.3 AlteracfGes na expressdao de genes envolvidos com a dinamica do
citoesqueleto

As primeiras alteracbes evidenciadas correspondem a vias de sinalizacdo envolvidas
com o remodelamento do citoesqueleto. Destacamos 0 aumento na expressao do gene IP3KB,
uma enzima que participa de mecanismos de invasdo dependente (Procopio et al.,1998; Vieira
et al., 2002) e independente do citoesqueleto (Woolsey et al., 2003), no estagio inicial recente
da infeccdo (2 horas). A ativacdo de PI3K nas culturas de cardiomiécito pode ser disparada
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pelo contato direto com moléculas na superficie do parasita, como descrito por Wilkowsky e
colaboradores (2001), ou pela liberagdo de fatores sollveis pelo T. cruzi, promovendo a
internalizag@o do parasita. Interessantemente, uma pequena modulacdo de genes relacionados
a proteinas do citoesqueleto foi revelada no estégio inicial de infecgdo (1 a 2 horas), sugerindo
que um rapido remodelamento do citoesqueleto ocorra durante o processo de invasdo sem
prejuizo da integridade da arquitetura celular. A manutencdo do citoesqueleto intacto em
condicdes de rigidez celular inalteradas parece favorecer o processo de invasdo e retencéo do
parasita na célula hospedeira (Mott et al., 2009).

Em contraste, mudancas na modulacdo dos genes GEM e Plek foram observadas apés
3 horas de interacdo. O aumento na expressdo do gene GEM, relacionado com a inibi¢do da
via Rho (Hatzoglou et al., 2007), esté fortemente associado & dindmica do remodelamento do
citoesqueleto e perda de rigidez celular. Ainda, células transfectadas com o gene Plek, em que
a expressao pode ser controlada, o0 aumento da expressdo deste gene induziu a reorganizacdo
do citoesqueleto e dissolucdo de feixes de actina com reaparecimento de F-actina na regido
periférica da célula (Ma e Abrams, 1999). Assim, 0 aumento da expressdo destes genes em
cardiomiocitos infectados sugere o inicio do “remodelamento do ambiente intracelular” para
abrigar a multiplicacdo e desenvolvimento dos amastigotas. Estudos demonstraram reducédo
na rigidez celular associado a progressdao da infeccdo de modo a alojar os amastigotas
intracelulares e favorecer a multiplicacdo intracelular destes parasitas (Mott et al., 2009).
Dando suporte a reducdo, ainda que inicial, da propriedade mecénica do citoesqueleto, a
expressdo do gene Kank4, associado com a formacéo de fibras de estresse de actina (Zhu et
al., 2008), se encontra reprimido ap0s 6 horas de interacdo, sugerindo que o escape do
vacuolo parasitéforo e inicio da replicagio do T. cruzi acarrete remodelamento do
citoesqueleto para acomodacdo destes parasitas no citoplasma, dominio perinuclear, da célula
hospedeira. No entanto, este evento parece envolver um intenso remodelamento no
citoesqueleto de actina, uma vez que evidenciamos modulacdo positiva e negativa de genes
diretamente ou indiretamente envolvidos com a organizacdo desta proteina na cinética
temporal de infeccdo. Curiosamente, inducdo do gene RAI14, que ndo possui funcdo
determinada, mas de acordo com os aspectos da localizacdo da proteina expressa por este
gene, associa-se a manutencdo e organizacdo das fibras de actina (Peng et al., 2000), foi
também evidenciada no tempo de 6 horas de infeccéo.

Ainda identificamos, apds 5 horas de infeccdo, a modulacéo positiva dos genes RND1,

membro da famila Rho que regula a organizacdo do citoesqueleto de actina acarretando
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prejuizo das juncOes intercelulares (Nobes et al., 1998), e NKD1, um regulador negativo da
via de B catenina (Hahn et al., 2006). Altera¢cdes em jungdes aderentes, com reducdo de 3
catenina e N-caderina, foram reportadas em cardiomiocitos infectados pelo T. cruzi,
prejudicando a tensdo cardiaca por distUrbios na associacdo de miofibrilas com a membrana
plasmatica (Melo et al., 2008). Por outro lado, dados complementares obtidos na anélise de
microarranjo, revelaram inibicdo de genes envolvidos na manutencdo de jungdes celulares,
incluindo juncdes aderentes e comunicantes, apds 48 horas de infecgdo (Manque et al., 2011),
sugerindo que possa ocorrer modulacdo sequencial de redes génicas com efeito em estagios
avancados da infeccdo.

A grande maioria dos genes modulados neste trabalho apresentou-se com expressao
aumentada desde os tempos iniciais da cinética, e persistiu até o estagio intermediario, 24
horas, onde as formas amastigotas ja se multiplicam livremente no citoplasma.
Surpreendentemente, a grande reducdo na expressdo de genes ocorreu nos estagios
intermediarios de infeccdo e estdo associadas ao citoesqueleto. Um evento importantante
nesse estagio da cinética se refere aos danos na arquitetura do citoesqueleto, que acarreta
efeito nas interagdes célula-célula e célula-matriz extracelular, relacionando-se com a
integridade do tecido e comunicacdo intercelular. Neste contexto, dados do nosso grupo
revelaram que a infeccdo pelo T. cruzi induz alteragdes relevantes na organizacdo do
citoesqueleto de cardiomiocitos, como destruicdo de miofibrilas, desorganizacdo de
filamentos intermediarios e microtubulos (Pereira et al., 1993). Ainda, estas mudangas sao
acompanhadas de alterac6es na distribuicdo espacial e expressdao de mMRNA de isoformas de
actina induzidas pelo T. cruzi que impossibilitam a reconstituicdo dos danos em miofibrilas
causados pela infeccéo (Pereira et al., 2000).

Assim, extendendo os conhecimentos na dindmica de ativacdo e repressdo de genes
durante interacdo T. cruzi-cardiomiocito, nossos resultados apontaram para a diminuicdo da
expressdo de muitos genes relacionados com a arquitetura do citoesqueleto, especificamente
membros da familia de actina ou miosina, € com outros genes que se associam a essas
familias. Como exemplos, podemos citar: Actbl2, Adam12, Afapl2, Actal, Actcl, Actg2,
Mybpc3, Myhl, Myh2, Myh3, Myh4, Myh6, Myh7, Myh8, Myh13, Myl2, 1tga8, Itgbll (Rede
génica 8 e 12). Repressdo de genes do citoesqueleto, incluindo miosina (Myl2, Myh10 e
Myhl1), proteinas associadas a miofibrila (Mfap4) e a-actinina-2 (Actn2), também foram

relatadas em cardiomidcitos 48 horas pés infeccdo in vitro (Goldenberg et al., 2009),
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corroborando o efeito drastico da infeccdo pelo T. cruzi na organizacdo de miofibrilas (Pereira
et al., 1993; Melo et al., 2006; Taniwaki et al., 2006).

Nos trabalhos em larga escala, usando microarranjos, as infeccdes experimentais de
camundongos com T. cruzi descreveram poucas alteracbes no citoesqueleto. Garg e
colaboradores (2003) analisando camundongos infectados apés 3, 37 e 110 dias identificaram
alteracbes no citoesqueleto apenas na fase cronica, neste caso considerado 110 dias pos-
infeccdo (dpi), com reducdo em troponinas (T1 e T2). Sequencialmente, Mukherjee e
colaboradores (2008) em uma cinética de 30, 60, 90, 120, 150 e 180 dpi descreveram
alteracdes preferencialmente na fase aguda (30 dpi) com aumentos em miosina 5a, 1c, cabeca
e cauda, além de tropomiosina 5, alfa actinina 2, tubulina beta 2 e 5, tubulina alfa 2 e ainda
redugdo em miosina 1b. Embora as analises de microarranjo tenham contribuido com novas
informacdes sobre as modulacaos de genes do citoesqueleto, o nimero limitado de genes dos
arranjos usados pode representar apenas a identificacdo parcial dos genes alterados na
infeccdo, refletindo a necessidade de se realizar novos experimentos in vivo usando, por
exemplo, o sequenciamento em larga escala, a fim de expandir e descrever 0s genes

modulados durante a infeccao.

5.4 AlteracOes associadas a hipertrofia e matriz extracelular

Nossos dados apontam para sinais precoces de ativacdo de genes relacionados a
hipertrofia cardiaca. Desde tempos iniciais (1 a 4 horas), os genes relacionados a hipertrofia
com expressdo aumentada associavam-se a via de NF-kappa-B, que aparece como elo entre
diferentes redes génicas (resposta imune e apoptose) e, ainda associado ao receptor toll-like 2
e IL1B. Uma novidade foi a contribuicdo de IL6, que estimula as vias Jak-Stat, MAPK e
PI3K, neste processo (Rohini et al., 2010). Relato de hipertrofia induzida pelo T. cruzi foi
previamente reportado com a progressao e estabelecimento da infeccdo (24 e 48 horas), onde
cardiomiocitos atingiram o dobro de seu tamanho original (Petersen e Burleigh 2003; Petersen
et al., 2005). A hipertrofia cardiaca também foi evidenciada em modelo de cultivo
tridimencional (3D), esferdides cardiacos, que reproduziram 0s aspectos da cardiopatia
chagasica, demonstrando que a infeccdo pelo T. cruzi (144 horas) acarreta aumento de area e
volume da célula juntamente com decréscimo da densidade celular (Garzoni et al., 2008).

Elevada expressdo do gene gque codifica para metaloprotease, ADAMTS7B, associado
a degradacdo de matriz extracelular, superficie celular e proteinas sollveis (Somerville et al.,

2004) e do receptor da via PTGIR foi evidenciada com 1 a 4 horas de infeccdo, sugerindo
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uma modulacdo negativa de componentes de matriz extracelular neste periodo, uma vez que
este gene atua na supressao de colageno do tipo 1 e outros genes relacionados ao TGF (Chan
et al., 2010).

No tempo inicial tardio (5 a 6 horas) ocorreram aumentos na expressao do gene que
codifica para o fator transcricional Cebpb, que quando é reduzido através de exercicios
fisicos, por exemplo, pode inibir a faléncia cardiaca, sendo alvo em medicina regenerativa
(Bostrom et al., 2010), sindecam 4 (SDC4), que pode ser uma estratégia favoravel a invasao
do parasita mediada por proteoglicanos de heparam sulfato (Calvet et al., 2003; OliveiraJr et
al., 2008; Bambino-Medeiros et al., 2011) e um gene da via AP1, JunB, que esta envolvido
com a ativagdo de metaloproteinase 2 (MMP2), um componente central na resposta ao dano
(Alfonso-Jaume et al., 2006), 1L33 (Choi et al., 2009) e FGR1 (Finetti et al., 2008), que
participam da angiogénese e, além disso, reducdo na expressdo do gene Adamts5, uma
agrecanase.

No tempo intermediario (24 horas pés-infeccdo) destaca-se a reducdo em GSK3B
confirmando a hipertrofia, uma vez que este gene regula negativamente este evento e 0s
estimulos hipertréficos o inibem (Hardt et al., 2002). Interessantemente, a maior parte de
novos genes com perfil alterado se associou a matriz extracelular, sendo evidenciado com
expressdo reprimida os genes BGN, elastina, fibronectina 1, FbIn5, Mgp, Mmpl7, genes
associados ao colageno (CTHRC1, Col1A1l, Col5A2, Col6A3, Coll1Al, Coll4A1l, Coll5A1,
Col22A1) e, ainda, poucos genes com expressdo aumentada, incluindo Dcn, Fbn, Mucl5 e
Srgc (Rede génica 4 e 5).

Estudos anteriores, utilizando microarranjo como ferramenta, também revelaram
modulacdo negativa de genes relacionados aos componentes de matriz extracelular durante
infeccdo de cardiomidcitos pelo T. cruzi in vitro (Goldenberg et al., 2009; Manque et al.,
2011). No entanto, as alteracBes foram evidenciadas principalmente em tempos tardios de
infeccdo (48 horas) com reducdo na expressdo dos genes Adamts5, Mmm12, Mmp23, elastina
Timp23, Clga, colagenos (Col4A2, col6Al), catepsina S (Ctss), CxCL12, FKL12, laminina-y-
1, lisozima e seu precursor, Pcolce2, Pmp22, Pssll, Psap, FbIn5 e genes induzidos H2B1,
H2-T23, Lgals3, Timpl (Goldenberg et al., 2009). Recentemente, demonstramos, atraves de
uma cinética sequencial detalhada (1, 2, 4, 6, 12, 24, 48 horas pds infeccdo), que as alteracdes
nos componentes de matriz ocorrem preferencialmente nos estagios avancados da infec¢édo
(24 a 48 horas) com reducdo em fibronectina 1, ITM2A, genes associados ao colageno
(ColAl, ColA2, Col3Al, Col5A1, Col8Al1, Coll5A), LiMS1, NEDD9, CYR61, ITGAS,
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NID2 (Manque et al., 2011). Em conjunto, estes resultados reforcam que a infeccdo pelo T.
cruzi induz uma reducdo na expressao de componentes de matriz extracelular em culturas de
cardiomidcitos.

Em contraste, ensaios de microarranjo com coragdes infectados in vivo demonstraram
alteracdes na fase aguda (37° dpi) com aumento na expressdo de componentes da matriz
extracelular associados a diferentes tipos de colageno, ditrofidistrofina, fibronectina,
trombosponbina 2, osteoglicana e debrina e a marcadores da resposta hipertréfica como
amildide sérica, sialoforina, ANF, anexinas (Garg et al., 2003).

Embora a fibrose seja uma importante manifestacdo da cardiopatia chagasica (Andrade
et al., 1989), este evento parece ser regulado por elevados niveis de mediadores sollveis,
incluindo TGFp (Araujo-Jorge et al., 2002). Ressaltamos ainda, que estudos evidenciaram
aumento na expressdo de matriz extracelular no final da fase aguda e, principalmente, fase
crénica da doenga, onde ninhos de amastigotas séo raros com intensa inflamacao do tecido
(Andrade et al., 1989; Calvet et al., 2004). No modelo in vitro, cardiomiocitos altamente
infectados pelo T. cruzi apresentam uma drastica reducdo da matriz de fibronectina e alteracéo
na distribuicdo de laminina (Calvet et al., 2004). O estimulo de culturas de cardiomidcitos
infectados com TGFB induz remodelamento de fibronectina em cardiomiocitos nao
infectados, mas néo é capaz de promover aumento na expressdo de fibronectina e reorganizar
sua distribuicdo na superficie de cardimiocitos infectados (Calvet et al., 2009), sugerindo que
outros fatores como expressao de receptor de TGFB (TGFBRII) ou mesmo o remodelamento

do citoesqueleto nas células infectadas podem interferir neste processo.

5.5 Efeito da infec¢céo na expressdo de genes mitocondriais

A sobrevivéncia celular se relaciona diretamente as mitocondrias que atuam
principalmente no metabolismo energético e producdo de ATP, entretanto, apresentam outras
funcbes associadas ao metabolismo de lipideos e aminoacidos, a biossintese de heme e ferro-
enxofre, sinalizacdo celular e apoptose (Meisinger et al., 2008). AlteracGes no perfil de
expressdo génica nessa organela foram identificadas em muitas doencas desde fatalidades
neonatais até danos neurodegenerativos (Pagliarini et al., 2008).

Na cinética temporal da interacdo T. cruzi-cardiomiocito avaliada em nosso estudo (1
a 6 horas e 24 horas), os distibios na modulacdo de genes mitocondriais foram discretos e
evidenciados principalmente a partir do tempo de infeccdo intermediario (24 horas de

infeccdo). Apenas 2 genes foram identificados como diferencialmente expressos no tempo
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inicial recente (1 a 4 horas), sendo observado reducdo na expressdo do gene Mrpll5, que
codifica uma proteina ribossomal mitocondrial, e inducdo do gene da quinase CMPK2,
envolvida com a sintese de DNA, reportado em niveis de expressdo elevados em células
leucémicas e macrofagos durante a resposta inflamatéria (Xu et al., 2008). Com a progresséo
da infeccdo (5 a 6 horas), ocorreu reducdo na expressdo do gene BDH1, que codifica uma
enzima participante do metabolismo de &cidos graxos, e aumento na expressao do gene
ATP5H, envolvido na sintese de ATP, citocromo B (MT-CYB) e genes associados a cadeia
respiratéria como MT-ND4 e MT-ND4L. No tempo intermediario (24 horas p6s-infec¢do) os
genes modulados se relacionavam ao metabolismo de etanol, onde ALD3HB1 e ALDH3A1
encontravam-se aumentados e ALDH1Al e ALDH1A7 foram reprimidos. Assim, nossos
resultados apontam para distdrbios na transcricdo de genes envolvidos em vias metabolicas
mitocondriais que podem ocasionar deficiéncia energética e disfungdo mitocondrial.

AlteracOes associadas a mitocondrias em cardiomidcitos ndo foram percebidas nos
estagios iniciais de infeccdo pelo T. cruzi (1, 2, 4 e 6 horas) em nossos ensaios de
microarranjo recentemente publicado (Manque et al., 2011). Evidéncias de mudangas na
expressdo de genes mitocondriais foram detectadas apenas apds 12 horas de infeccdo com
repressdo na expressdo do gene que codifica para proteina ribossomal Mrpll6, inducdo da
expressdo de um gene membro da familia de citocromo P450 (CYP1B1) e um gene
codificador de uma proteina de membrana (IMMT). As maiores alteracGes transcricionais
foram reveladas na fase tardia de infec¢éo (24 horas e 48 horas) e se tratavam de reducdes nos
genes ATP5C1, uma subunidade de ATP sintase, citocromo B5 (CYB5), isocitrato
desidrogenase (IDH1), CCT7, que codifica uma proteina ligadora de ATP, transferase
OXCT1 e PECI envolvido com B oxidagdo de lipideos. Em contraste, aumento na expressao
do gene de citocromo c¢ oxidase subunidade VIII (COX8A) e para uma proteina ribossomal,
Mrpl49, foi observado neste tempo avangado da infeccdo. Assim, nossos resultados atuais
complementam os dados iniciais de microarranjo e destacam que distdrbios mitocondriais
podem ter inicio nos estagios inciais da infec¢cdo com agravamento dos danos cardiacos nas
fases aguda e crénica da doenca.

Intensa modulacdo de transcritos mitocondriais foi evidenciada na doenca de Chagas
experimental. Garg e colaboradores (2003) realizando ensaios in vivo com microarranjos em
uma cinética de 3, 37 e 110 dias pds-infeccdo (dpi) verificaram que nos coragdes infectados o
surgimento de alteragdes mitocondriais ocorre a partir do 37° dpi e permanecem relacionados

a repressao do complexo de fosforilacdo oxidativa inicialmente com 8 genes modulados (37°
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dpi) e sequencialmente com 26 genes alterados (110° dpi), onde este evento se associou a
outras modulag¢des indicativas de remodelamento cardiaco. Através da andlise de “mitoarray”,
um arranjo especifico para genes mitocondriais, foi demonstrado indugdo de genes associados
a via de P oxida¢do de acido graxo que compensam as redugdes no complexo piruvato
desidrogenase relacionadas ao abastecimento de acetil-CoA para o ciclo dos &cidos
tricarboxilicos. Ainda, os niveis reduzidos de complexos da cadeia respiratoria e modulacao
de genes da via metabdlica oxidativa sugerem um importante distdrbio na homeostase

cardiaca na doenga de Chagas.
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6 CONCLUSOES

O presente trabalho permitiu verificar que:

A infecgdo pelo T. cruzi induz uma resposta imediata dos cardiomiocitos contra este
parasita, acarretando uma intensa modulacdo de genes nos estagios iniciais da infecco
(1 a 4 horas) envolvidos majoritariamente com a resposta pro-inflamatoria, estresse
oxidativo e metabolismo de radicais livres;

A infeccdo por T. cruzi em cardiomidcitos induz a expressdo de genes relacionados a
resposta hipertréfica desde o tempo inicial recente (1 a 4 horas);

Ocorre modulacdo negativa de genes relacionados a proteinas do citoesqueleto
preferencialmente no estagio intermediario da infecgdo (24 horas), quando formas
amastigotas se multiplicam no citoplasma dos cardiomidcitos, corroborando dados de
desorganizacdo do citoesqueleto durante o desenvolvimento intracelular do T. cruzi;
Genes pro- e anti-apoptéticos alternam sua expressdo durante a cinética de interacéo
com T. cruzi. Em estagios de infeccédo tardios (5 a 6 horas) e intermediario (24 horas)
ocorre prevaléncia de genes indutores de apoptose, sugerindo que o processo de morte
celular programada atue na regulacdo da dispersdo do parasita, controle de carga
parasitaria no hospedeiro e/ou escape da resposta imune;

Repressdao de genes envolvidos com o remodelamento da matriz extracelular,
incluindo componentes de matriz extracelular e inibidores de metaloproteinases, se
destaca em tempos avancados da infeccao (24 horas);

A maior modulacdo de genes relacionados as mitocondrias acontece no estagio

intermediario de infeccdo (24 horas).
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/ PERSPECTIVAS

Este trabalho permitiu aprofundar as alteragdes no transcritoma durante a interagao T.
cruzi-cardiomiocito analisando a célula hospedeira. Em uma primeira etapa buscaremos
validar biolégicamente estes dados e a partir desta validacdo poderemos aprofundar nossos
estudos para melhorar o entendimento sobre genes modulados durante a diferenciacdo, escape
do vacuolo parasitofaro e multiplicagdo dos amastigotas.

Doencas complexas como a de Chagas ndo podem ser completamente explicadas
usando tecnologias reducionistas, ou mesmo, apenas uma tecnologia em larga escala. Com
base nisto estamos desenvolvendo outros experimentos em larga escala (associados a
metodologia de analise protedmica usando espectrometria de massas) e desta forma,
esperamos poder integrar estes resultados buscando novos avangos no entendimento da
interacdo patdgeno-hospedeiro. Neste sentido o conjunto de dados apresentados neste
trabalho, somados aos disponives na literatutura, podem se constituir nos alicerces destes
trabalhos, onde estaremos abordando o processo de interacdo parasita hospedeiro sob a oOtica
da interacdo dos programas de expressdo génica do parasita e da célula hospedeira.

Outro desdobramento interessante do presente trabalho foi o fato de que, ao utilizar a
técnica de RNA-Seq, também identificamos os transcritos do parasita e, consequentemente, as
suas modulacdes. Até o presente momento, ndo h& nenhum relato da modulacdo do
transcritoma do parasita concomitantemente com a modulacdo do transcritoma da célula

hospedeira, o que reforca a importancia dos dados gerados.
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