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RESUMO:

A Doenca de Chagas (DCh) tem como agente etioldgico o protozoario
hemoflagelado Trypanosoma cruzi que apresenta grande diversidade genética, que por sua
vez apresenta-se relacionada a diversidade bioldgica da espécie. Diversas estudo foram
conduzidos ao longo do tempo, na tentativa de relacionar a variabilidade genética do T.
cruzi com seus pardmetros biologicos resisténcia ao tratamento e as diferentes
manifestacdes clinicas da DCh, mas até o presente momento sem sucesso. Sabendo-se da
importancia e necessidade de busca de novos alvos que possam responder a essas questoes,
a proposta desse projeto foi avaliar os parametros bioldgicos principais de seis amostras do
T. cruzi, pertencentes a grupos genéticos distintos (Tcl, Tcll e TcVI), isoladas de pacientes
chagésicos cronicos, apresentando formas clinicas distintas da DCh. Foram utilizadas
ferramentas protedmicas para determinar o proteoma diferencial de duas amostras do T.
cruzi (Tcl e Tcll) para verificar se ha correlacdo entre o perfil proteico com os parametros
bioldgicos, evolugdo da infeccdo em modelo murino e as formas clinicas da doenca
humana. Este trabalho avaliou ainda a biologia de todas as seis amostras em meio acelular
(LIT), em células “Vero” e camundongos Swiss. Neste modelo animal foi também avaliada
a resposta ao tratamento com o Nifurtimox nas fases aguda e cronica da infeccdo. O
conjunto de dados bioldgicos tais como crescimento em meio acelular, infeccdo em meio
celular e desenvolvimento da infeccdo em modelo murino, obtidos de cada amostra de T.
cruzi revelou diferencas significativas entre os gendtipos. Em relacdo a resposta ao
tratamento etioldgico, o critério de cura classico (ELISA negativa), demonstrou cura em
apenas 6,25% dos animais infectados e tratados na fase aguda (ITFA). Em contrapartida,
quando foi adotado um critério mais recente (CF-AATV negativa), o indice de cura foi 10
vezes maior (62.5%), e 0s mesmos animais considerados curados por este segundo critério
foram também negativos na gPCR em tecido cardiaco. Na fase cronica, nenhuma amostra
foi curada considerando ambos os critérios de cura, e a g°PCR no cora¢do também foi
positiva em todos os animais, confirmando a conhecida dificuldade de curar infeccbes
crbnicas. Os dados obtidos da proteémica das duas cepas (Tcl e Tcll) a partir das formas
epimastigotas, demonstraram diferencas significativas na expressao diferencial de proteinas,
principalmente em relagdo ao grupo proteico com fungdo de resposta ao estresse. Dessa
forma, pode-se cloncuir com esse trabalho, que a hipotese de correlagdo entre genética do T.
cruzi com a biologia das amostras foi confirmada, e que é importante adotar metodologias
mais atuais que antecipam a demonstracdo da cura parasitologica da DCh. Esse trabalho
demonstrou ainda a importancia de busca de alvos diferencialmente expressos no parasita

que sirvam como marcadores de prognostico da infec¢do experimental e da DCh humana.
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Abstract

Chagas disease (CD) has as etiologic agent the hemoflagellate protozoan Trypanosoma
cruzi that presents great genetic diversity, which in turn is related to the biological diversity
of the species. Several studies have been conducted over time as an attempt to correlate the
genetic variability of T. cruzi with the main biological parameters, resistance to treatment
and the different clinical manifestations of CD, but so far without success. Considering the
importance and need of to search new targets that may answer these questions, the purpose
of this project was to evaluate the main biological parameters of six samples of T. cruzi
belonging to different genetic groups (Tcl, Tcll and TcVI), isolated from chronic chagasic
patients with different clinical forms of the disease. Proteomics tools were used to
determine the proteome of two different T. cruzi samples (Tcl and Tcll) to check for
correlation between the protein profile with the biological parameters, resistance to
treatment, course of the infection in mice and the clinical forms of human disease. This
study also evaluated the biology of all six samples in acellular medium (LIT), "Vero" cells
and Swiss mice. In this animal model it was also evaluated the response to treatment with
Nifurtimox in the acute and chronic phases of the infection. The set of biological data, such
as, growth in acellular medium, infection in "Vero"cells and evolution of the infection in
mice obtained from each T. cruzi sample showed significant differences between the
genotypes. Regarding the response to specific treatment, the classical criteria of cure
(ELISA negative) showed cure in only 6.25% of the infected animals and treated in the
acute phase (ITAP). In contrast, when a more recent criterion (FC-ALTA negative) was
adopted, the cure rate was 10 times higher (62.5%). Interestingly, the same cured animals
were also negative in qPCR in the heart. In the chronic phase it was not observed cure
when both cure criteria were considered, and the heart was also gPCR negative in all
animals, what confirms the known difficulty of to cure chronic infections. Data of
proteomics obtained from epimastigotes of two samples (Tcl and Tcll) showed significant
differences in the differential expression of proteins, especially in relation to the protein
group with function of response to stress. Thus, it was possible to verify with this work that
the hypothesis of correlation between T. cruzi genetics and the biology of the samples was
confirmed, and that is important to use more current methodologies that anticipate the
demonstration of parasitological cure of CD. This work also demonstrated the importance
of to search targets differentially expressed in T. cruzi that work as prognostic markers of

the experimental infection and human disease.
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1.0 INTRODUGCAO:

1.1 Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas: aspectos epidemiolégicos, clinicos e

patolégicos.

A Doenga de Chagas (DCh) ou Tripanossomiase Americana é causada pelo
protozoério hemoflagelado Trypanosoma cruzi, infeccdo descoberta em 1909, pelo
pesquisador brasileiro Carlos Ribeiro Justiniano das Chagas.

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (WHO, 2014), 6 a 7 milhdes de
individuos encontram-se infectados pelo parasito em toda a América Latina e cerca de
100 milhdes de pessoas estdo sobre o risco de infecgdo. A érea de distribuicdo da DCh é
bastante ampla se estendendo desde o Sul dos Estados Unidos até a Argentina (Miles et
al., 2004). A Dch ainda hoje representa uma das doencas infecto-parasitarias com maior
impacto social e econdmico em grande parte do Continente Americano, devido as altas
taxas de transmissdo principalmente em paises andinos (Solari et al., 1998), o grande
contigente de individuos infectados na maioria dos paises da América Latina onde o
controle ndo é devidamente realizado ou ndo tem sido feito satisfatoriamente (Dias et
al.,2004; Couraet al., 2013).

A gravidade das manifestacBes clinicas sdo decorrentes da cardiopatia,
responsavel em parte pela ocorréncia de morte subita, além das manifestacGes
digestivas que ocorrem de forma isolada ou associada as manifestacdes cardiacas (Rassi
etal., 2010).

A transmissdo do protozoario T. cruzi estd amplamente relacionada com seu
inseto vetor, um hemiptero hematofago pertencente a familia Reduvidae e subfamilia
Triatominae. A transmissdo do T. cruzi ao homem se d& entdo através da deposicdo das
fezes e ou urina do inseto vetor contendo as formas tripomastigotas infectantes sobre a
pele com ferimentos e/ou mucosa do hospedeiro durante o repasto sanguineo (Chagas,
1909; Brener, 1979). Além da transmissdo vetorial e oral, temos que ressaltar a
importancia epidemioldgica das transmissfes por transfusdo sanguinea (Dias e Brener,
1984) com sangue contaminado, transplante de oOrgdos (com Orgdo ou tecidos
contaminados), transmissdo congénita (Bittencourt, 2000), e acidentes laboratoriais
(Dias, 2007). Além destes mecanismos mais usuais de trasmissdo, muitos casos de
transmissdo da DCh continuam acontecendo por via oral em decorréncia do
extrativismo intenso na regido de toda Bacia Amazonica (Aguilar et al. 2007; Valente et

al., 2009), e ainda silenciosamente por outros mecanismos de transmissdo
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independentes dos vetores, em diversos paises de outros Continentes, onde os métodos
de controle usuais entre os paises latinoamericanos ndo séo praticados (Schmunis and
Yadon, 2010; Carlier, 2011).

Os humanos quando infectados por uma dessas vias de contaminacdo pelo T.
cruzi normalmente desenvolvem um periodo agudo da Doenca de Chagas (Dias et al.,
1984). A fase aguda pode ser assintomatica ou oligossintomatica na maioria dos casos
ou ser caracterizada por presenca de sinais de porta de entrada, como, chagoma de
inoculacdo ou sinal de Romana além de linfoadenopatias, febre e presenca de parasito
no sangue periférico demonstrado no exame de sangue a fresco. Essa fase dura em
média de um a quatro meses (Dias et al., 1984). Passada a fase inicial, os pacientes
evoluem para a fase crénica que persiste por toda a vida do hospedeiro (Dias et al.,
1984). Esta fase € caracterizadapela escassez de parasitos no sangue, resultado da
resposta imune especifica. Os individuos na fase crdnica podem permanecer na forma
indeterminada quando apresentam auséncia de qualquer sinal clinico da doenca ou
podem desenvolver as formas cardiacas, digestivas e ou mista (manifestacdes cardiacas
e digestivas associadas) - (Rassi et al., 1992).

A forma cardiaca se da por complicacdes relacionadas com alteragfes no ritmo
cardiaco e na conducdo do impulso nervoso no coracdo do paciente infectado (Amorim
et al., 1979; Coura et al., 2012, Rassi et al., 2013). Pode ocorrer hipertrofia ou dilatagéo
das camaras cardiacas. Em casos avancados de cardiomegalia, fenémenos
tromboembdlicos e sinais de congestdo passiva sdo 0s principais achados patoldgicos,
além do aneurisma apical, bastante frequente e caracteristico da cardiopatia chagasica
crénica (WHO, 2002). A forma digestiva pode acometer o es6fago e colon
principalmente, ou os dois simultaneamente. As alteragfes do trato digestivo podem
estar associadas a intensa destruicdo das células nervosas, principalmente do plexo
mioentérico de Auerbach e de Meisner, presentes nesses Orgdos e aos aspectos
imunoldgicos que geram inflamagdo no tecido parasitado bem como ao tropismo e
aspectos inerentes a cepa do parasito envolvido (Rezende, 1997).

Tanto na forma cardiaca como na digestiva da DCh, admite-se que a cepa do
parasito e caracteristicas bioldgicas, associadas conjuntamente a sua genética, sejam 0s
maiores e mais importantes fatores envolvidos na génese da patologia na DCh (Dias,
2000).
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1.2 Tratamento etiolégico da Doenca de Chagas

O tratamento da doenca de Chagas é uma questdo ainda ndo completamente
resolvida, pois tem como objetivo a erradicacdo da infeccdo e a prevengdo do
aparecimento de lesdes em 6rgaos ou do agravamento das lesdes presentes (Coura et al.,
1997), o que ainda ndo tem sido atingido satisfatoriamente com os farmacos disponiveis
e em estudo (Guedes et al., 2011 e Bahia et al., 2014).

Ha varias décadas, pesquisas envolvendo a analise de compostos efetivos para o
tratamento da Doenca de Chagas (DCh) vém sendo executadas, tanto
experimentalmente quanto clinicamente, porém sem grande sucesso (Brener, 1993;
Cancado, 1968; Moreira et al., 1992). Os farmacos Benzonidazol (BZ - Rochagan®) e o
nitroderivado Nifurtimox (NF - Lampit®, Bayer) sdo os clinicamente recomendados e
acessiveis para o tratamento humano. O Benzonidazol é produzido no Brasil, em
colaboracdo com o Laboratério Farmacéutico do Estado de Pernambuco (LAFEPE) e a
Organizacdo Mundial da Satde (OMS), porém em quantidade escassa (Schofield et al.,
2006; Romanha et al., 2010).

O Nifurtimox (3-metil-4 {(5-nitrofurfurilidene) amino} tiomorfoline-1-,1-
dioxide), produzido pelo Laboratério Bayer foi langado em 1967 com o nome comercial
Lampit ®, na forma de comprimidos com 120 mg de principio ativo, foi a primeira
droga usada no tratamento da fase aguda da doenca de Chagas (Brener, 2000). Tal
medicamento tem mecanismo de acdo intermediado por radicais livres gerados pelo
farmaco que geralmente sdo peroxidos de hidrogénio e anions superoxidos (Docampo &
Stoppani, 1979), enquanto o Benzonidazol tem como mecanismo a depreciagdo da
sintese de proteinas e da incorporacdo de timidina em DNA, além da reducdo de
incorporagdo dos precursores de RNA, o que ocasiona a diminuigdo da biossintese de
macromoléculas (polak & Richle, 1978).

Conforme o Consenso Brasileiro em doenca de Chagas (2005), o tratamento
etiologico da doenca é indicado para todos os infectados na fase aguda, infeccdo
congénita, infeccdo cronica recente, infecgdo crénica na forma indeterminada e formas
digestivas e cardiacas leves. O tratamento também é recomendado para receptores e
doadores de sangue com sorologia positiva, pacientes imunossuprimidos e em caso de
infeccdo acidental (MS, 2005, WHO, 2010). Sabe-se que a eficiéncia do tratamento é

melhor quanto mais precoce for realizado o diagnostico da doenca e o inicio da
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terapéutica, por outro lado, a maior limitacdo dos farmacos € sua baixa atividade
antiparasitaria na fase cronica da doenca (Coura & Castro, 2002).

1.3 Variabilidade bioldgica do T. cruzi:

O T. cruzi é uma espécie que possui variabilidade morfoldgica (Andrade &
Andrade, 1966; Andrade, 1985) e extensa variabilidade bioldgica, relacionadas ao seu
crescimento em cultivo celular e acelular, viruléncia (Brener & Chiari, 1963; Brener,
1977) tropismo tecidual (Vago et al., 2000), suscetibilidade a drogas (Toledo et al.,
2003; Toledo et al., 2004) e a composicao antigénica (Krettli & Brener, 1982). Carlos
Chagas, em 1909, ja descrevia algumas diferencas na biologia do parasito. Este autor,
observando a morfologia das formas tripomastigotas sanguineas verificou a existéncia
de formas largas e delgadas do parasito, achado que foi posteriormente muito estudado
por outros pesquisadores (Brener, 1965; Silva, 1959). Foi entdo verificado que as
formas delgadas predominavam em cepas de alta viruléncia com macrofagotropismo,
desenvolviam parasitemia precoce e eram mais suscetiveis aos anticorpos circulantes.
As formas largas por sua vez, eram miotropicas, apresentavam baixa viruléncia e maior
resisténcia aos anticorpos do hospedeiro (Andrade, 1974; Brener, 1965; Brener, 1969).

Devido a variabilidade bioldgica da espécie, foi proposto por Andrade em 1974,
0 primeiro critério de subdivisdo das populagdes do T. cruzi em grupos que
apresentavam padrdes de comportamento bioldgicos semelhantes em camundongos,
baseado em parametros tais como: predominio das formas largas ou delgadas, curva de
parasitemia, morfologia dos tripomastigotas sanguineos, tropismo tecidual, taxa de
mortalidade, e lesdes histopatoldgicas. Foram inicialmente definidos trés grupos
denominados de Tipos I, Il e Ill. Posteriormente, Andrade & Magalhdes (1997),
avancando nesses estudos e associando a classificagdo dos parasitos pelo perfil
isoenzimatico, propuseram o termo “biodema” denominados I, 11 e 111, respectivamente
para esses grupos.

Essa heterogeneidade poderia contribuir para explicar diferencas regionais
quanto a variabilidade das manifestacdes clinicas, resposta ao tratamento, e até mesmo a
transmissibilidade do parasito.

Em 1988, Tibayrenc & Ayala analisando um grande nimero de isolados de T.
cruzi procedentes de diferentes paises, ecétopos, ambientes e hospedeiros humano,
reservatorios e vetores, verificaram que esta espécie apresentava estrutura e evolugéo

predominantemente clonal, na qual os eventos de hibridizacdo sdo raros (Tibayrenc et
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al., 1989), mantendo-se o parasita geneticamente estavel ao longo do tempo e espaco,
até que pressdes maiores causem alteracdes. A hipotese subjacente ao modelo clonal é
que a divergéncia filogenética desta espécie € diretamente proporcional as diferencas
bioldgicas (Tibayrenc & Breniére, 1988), ou seja, amostras dos parasitos geneticamente
mais préximos seriam mais semelhantes entre si, diferentemente de amostras
geneticamente mais distantes que apresentariam caracteristicas bioldgicas mais
distintas. A teoria clonal explicaria a existéncia das diferencas genéticas regionais do
parasito (Zingales et al. 2012) com repercussdo nas caracteristicas clinicas regionais da
doenca.

Diversos autores tém explorado a hip6tese subjacente ao modelo clonal
apresentado por esta espécie. A associacao entre a biologia do parasito e a sua genética
tem sido efetivamente comprovada com amostras clonadas ou ndo, tanto in vitro em
relacdo a sua capacidade de crescimento e metaciclogénese em cultivo acelular (Laurent
et al., 1997), infectividade, multiplicacdo e resposta ao tratamento em cultivo celular
(Revollo et al. 1998), ou in vivo tal como infectividade, crescimento e metaciclogénese
no vetor (Lana et al., 1998), e infectividade, parasitemia, mortalidade, tropismo celular,
resposta ao tratamento e resposta humoral em camundongos (Lana et al., 2001, Toledo
et al., 2002, Santos et al., 2010), e resisténcia ao tratamento in vivo (Toledo et al.,
2003).

1.4 Variabilidade genética do Trypanosoma cruzi

A variabilidade dos isolados do T. cruzi pode ser observada tanto em nivel
bioldgico como demostrado por Andrade et al. (1985), estudando o comportamento de
cepas do parasito em modelo murino ou em nivel genético, com base na anélise do
DNA e a expressao de proteinas como as isoenzimas (Miles et al., 1978).

Estudos pioneiros realizados por Toyé (1974) analisando o perfil de isoenzimas
gerados por dois sistemas enzimaticos, ASAT (aspartato aminotransferase) e ALAT
(alanina aminotransferase), demonstraram primeiramente a existéncia de variabilidade
genética intra-especifica do parasito. O extrato enzimatico bruto obtido de isolados do
parasito submetidos a reacGes enzimaticas com substratos das enzimas gerou perfis de
bandas diferenciados para os grupos analisados, sugerindo assim a existéncia da

diversidade genética na especie.
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Posteriormente, diversos estudos foram realizados na tentativa de demonstrar e
comprovar a variabilidade genética da espécie. Empregando a mesma metodologia
utilizada por Toyé em 1974, mas, avaliando locus enziméaticos em numeros cada vez
maiores e de maior complexidade, diversos autores chegaram a confirmacdo da
variabilidade genética intra-especifica do T. cruzi, e puderam classificar a espécie de
acordo com a semelhanca dos perfis isoenzimaticos, em agrupamentos distintos (Miles
etal., 1977 e 1978; Romanha et al., 1979; Tibayrenc e Ayala 1986).

Com o advento da biologia molecular, diversos trabalhos tambem foram
realizados com a utilizacdo da PCR, na tentativa de explorar a analise tanto do DNA
nuclear como o do mitocondrial para classificar a espécie de acordo com sua identidade
genética. Um breve historico sobre diversidade genética do protozoario serd descrito,
iniciando com os estudos de RFLP-PCR por Morel et al. (1980), passando pelos
classicos trabalhos de genética de populacdes utilizando o RAPD propostos pelo grupo
de Tibayrenc et al. (1993) e Steindel et al. (2007), até chegar ao primeira tentativa de
unificacdo da classificacdo da espécie em trés grupos genéticos distintos (Tcl, Tcll e os
hibridos), utilizando como trabalhos de referéncia para a divisao das linhagens, algumas
metodologias proposta por Milles et al., (1977 e 1978); Zingales & Souto (1993) e
Souto et al. (1996).

Entretanto, com o avango das metodologias de analise multilocus sobre a
diversidade genética do parasito, outras classificacbes da espécie foram propostas em
ordem cronoldgica, e uma das analises mais importantes que influenciaram novamente a
divisdo da especie em seis linhagens foi a apresentada por Brisse et al. (2000). Os
autores apresentaram claras evidéncias sobre a existéncia de variabilidade genética
dentre a linhagem T.cruzi Il de Souto et al. (1996), propuseram entdo, a divisdo da
mesma em subgrupos classificados como DTU lla, llb, llc, 1ld e lle, sendo cada
subdivisdo representada por um clone de referéncia. Algumas DTUs apresentam
correlagdes com denominacgdes anteriores, por exemplo, o DTU IId e lle s&o isolados
que apresentaram perfil hibridos na metodologia proposta por Souto et al. (1996). A
DTU llb corresponde ao Zimodema 2 (Miles et al., 1977), as DTU lic ao Zimodema 3
(Miles et al., 1977). Nesse estudo, os autores ainda sugeriram que as DTUs Iid e lle
foram consideradas produtos de um evento ancestral de hibridizacdo entre DTUs Ilb e
Ilc (Brisse et al., 2000; Westemberger et al., 2005 e Freitas et al., 2006).

Recentemente novos aspectos da estrutura populacional da espécie do T. cruzi
foram descritas. Freitas et al. (2006), propuseram a existéncia de uma terceira linhagem

6
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ancestral da espécie, o T. cruzi Ill. Essa linhagem, conforme descrito pelos autores,
apresenta forte correlagdo com as cepas correspondentes ao zimodema Z3 (Miles et al.,
1978), subgrupo llc (Brisse et al., 2000) e principalmente, incluindo as cepas hibridas,
até entdo sem uma clara identificacéo de grupo.

Com a crescente descoberta de mais variabilidade intra-especifica em T. cruzi,
mais uma vez, em 2009 durante a realizagcdo do encontro satélite sobre Protozoologia,
realizado na cidade de Buzios, RJ, foi definida a nova classificagdo consenso adotada
para a identificacdo de todos os isolados do T. cruzi e utilizada até o presente momento.
A nova classificacdo (Zingales et al., 2009) foi proposta seguindo os critérios adotados
por diferentes autores (Miles et al., 1977 e 1978; Romanha 1979; Souto e Zingales
1993; Souto et al., 1996 e Brisse et al., 2000 e Freitas et al., 2006), e a espécie foi
dividida em seis grupos, classificados como: Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI.

Com a unificacdo da classificacdo dos isolados, vérios trabalhos sobre a
epidemiologia molecular e manifestacbes clinicas da Doenca de Chagas foram
publicados na literatura ap6s os devidos encontros satélites, relacionando as linhagens
do parasito com a infeccdo em humanos e ou reservatorios silvestres (Zingales et al.,
2012).

Diferencas entre a genética do parasito influenciando as propriedades bioldgicas
intra-especificas também foram analisadas ao longo do tempo. Com a decorrente
necessidade de respostas sobre as correlagcdes entre a genética do parasito com seus
parametros bioldgicos e manifestacdes clinicas apresentada na Doenca de Chagas,
alguns trabalhos foram propostos com a finalidade de se chegar a genotipagem dos
isolados em seus seis DTU’s distintas a fim de estabelecer as devidas correlacfes
(Lewis et al., 2009 e D’Avilla et al., 2009). Esses trabalhos tornam-se cada vez mais
importantes, visto que a classificagdo por apenas uma metodologia pode ndo ter a
eficiéncia de analisar as diferencas intra-especificas quando se & comparado com

técnicas que utiliza diferentes marcadores para acessar a genotipagem da espécie.

1.5 Expressao de proteinas e aspectos genéticos do Trypanosoma cruzi

A andlise protedbmica é definida como um conjunto de metodologias empregadas
para caracterizar qualitativamente e quantitativamente um proteoma. Ela pode ser
utilizada, tanto para identificar os componentes de complexos proteicos de pequenas ou
grandes organelas, ou de todo um organismo, como para identificar modificacbes pds-
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traducionais e interacGes proteinas-proteina (Tate et al., 2008). A protedbmica hoje em
dia, utiliza técnicas cada vez mais modernas e sensiveis, permit a identificacdo de uma
proteina pelo conhecimento da sua estrutura primaria, sequéncia de aminocidos,
identificacdo de modificacdes pos e co-traducionais e a localizacdo e quantificacdo de
expressao de proteinas.

O termo proteoma foi descrito Wilkins e Williams tendo como significado todas
as proteinas expressas por um genoma. Dois enfoques principais tém sido empregados
para analisar o conjunto de proteinas que atuam em um organismo em seu estado
normal. De um lado, a Eletroforese Bidimensional em Gel (2D-PAGE) e de outro, a
Cromatrografia Liquida acoplada a Espectrometria de Massas, sendo esta técnica mais
promissora para analise de mistura complexas (Mann & Kelleher, 2008).

Em T. cruzi, todos os genes codificadores de proteinas estdo organizados em
grandes unidades de transcricdo policistronicas que geram RNAS mensageiros
policistronicos precursores, 0s quais sdo processados em MRNA monocistronicos
através de um mecanismo chamado de trans-splicing (Vanhamme & Pays, 1995). O
trans-splicing € uma reacdo intermolecular da qual participam uma espécie doadora
(RNA da sequéncia lider) e um aceptor, que € 0 mMRNA que esta sendo sintetizado. A
reacdo envolve a clivagem das duas espécies de RNAs e a transferéncia da seqliéncia
lider para 0 mMRNA. A sequéncia lider confere estabilidade ao mRNA, impedindo sua
degradacdo, auxiliando também a interacdo do mRNA com os ribossomos (Vanhamme
& Pays, 1995).

Devido a complexa regulagdo pos-transcricional em T. cruzi e a consequente
baixa correlagdo entre niveis de mRNA e proteinas, é evidente a importancia da
protedmica para o estudo da expressdo proteica nesse parasito. O estudo do proteoma
das vérias formas evolutivas do parasito também pode fornecer informacgdes
complementares, tais como modificacdes pos-traducionais de proteinas, que certamente
desempenham um papel crucial na modulagéo da funcéo proteica nestes parasitas.

Uma andlise em larga escala de todo o proteoma do microorganismo foi descrita
por Sodré et al. (2009), onde a cepa CL (TcV), que havia sido referéncia para o projeto
genoma do T. cruzi, teve seu mapa protedmico analisado e descrito pela primeira vez
(EL Sayed et al., 2005). Depois disto, poucos trabalhos tém sido publicados na literatura
avaliando o perfil proteico de cepas geneticamente conhecidas e isoladas de pacientes
portadores da infeccdo por esta espécie, na tentativa de encontrar marcadores de
prognostico para as alteragdes clinicas dos pacientes.

8
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Assim, diversos estudos vém tentando ao longo do tempo correlacionar a forma
clinica com a variabilidade genética do parasito, mas at¢ o momento sem grande
sucesso (Macedo et al., 2004). Uma das caracteristicas marcantes do T. cruzi e que
poderia explicar esta dificil correlacdo, é o fato de esta espécie apresentar uma elevada
variabilidade genética. Considera-se que a populacdo natural da espécie se distribui
atualmente em seis subdivisdes genéticas ou DTU’s distintas, (Zingales et al., 2009) e a
andlise e correlacdo entre essa variabilidade genética (denominada DTU) e a existéncia
das diferentes formas clinicas, até 0 momento, sdo bastante controversos (Vago et al.,
2000; Lages-Silva, 2001; Lages-Silva et al., 2006; D’Avila et al., 2006; D avila et al,
2009).

Diferentes hipdteses tém sido propostas para explicar a falta de sucesso em
estabelecer essa correlagdo. A primeira delas estd relacionada ao fato de que os
pacientes poderiam ser infectados por varias populacfes ou subpopulacdes do parasito.
Outras hip6teses que poderiam estar relacionadas a esse insucesso sao, provavelmente,
o fato de a doenca ser um processo multifatorial, em que tanto aspectos do parasito
como do hospedeiro estdo inter-relacionados, ou ainda a escolha inadequada de alvos no
genoma do parasito utilizados como marcadores de patogenicidade na tentativa de
verificar a existéncia da tdo desejada correlacdo entre as formas clinicas da DCh com a
variabilidade genética de seu agente etioldgico.

Analises protedbmicas diferenciadas dependente da classificacdo genética da
espécie sugerem a expressdo de proteinas cepas especificas para cada um dos seis
grupos do protozoéario (Telleria et al.,2010). Estas evidéncias levantam a hipotese de
que métodos mais eficazes para analisar e comparar o proteoma das populagdes de T.
cruzi podem ser fundamentais para demonstrar correlacdo entre as manifestagdes
clinicas da doenga em relacéo ao gendtipo do parasito, principalmente devido ao fato da
regulacdo génica nos Trypanosomatideos ser pos-transcricional. Esta caracteristica do
T.cruzi pode tornar tal abordagem mais vantajosa quando comparada a estudos de
analise do genoma em relagdo as variagdes existentes no DNA das DTU’s desta espécie
(Zingales et al. 2012).

Diante destas consideracdes, a proposta desse trabalho € avaliar os parametros
bioldgicos principais e a resposta ao tratamento especifico da doenca de Chagas, de seis
cepas do T. cruzi, pertencentes a grupos genéticos distintos (Tcl, Tcll e TcVI), isoladas
de pacientes chagasicos crénicos, apresentando formas clinicas distintas da doenca de

Chagas, além de utilizar ferramentas protedmicas para determinar o proteoma
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diferencial de duas das amostras do T. cruzi, para verificar se ha correlacdo entre o
perfil proteico com os parametros bioldgicos, resisténcia ao tratamento e diferencas nas
formas clinicas da doenca, com a finalidade de identificar futuros marcadores de
prognostico desta infeccéo.

Desse modo, a analise da expressao proteica dos isolados de T. cruzi, podera ser
uma ferramenta importantissima no intuito de evidenciar a associacdo entre a
variabilidade genética de T. cruzi com aspectos clinicos e epidemioldgicos da doenga
observados na regido em estudo, e estabelecer perfis de expressdo proteica cepa
especificos que possam orientar sobre o prognostico, diagnostico ou até mesmo manejo

e tratamentos clinico e etioldgico dos pacientes acometidos pela doenca de Chagas.
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2.0 JUSTIFICATIVA

Nosso grupo tem explorado e corroborado, ao longo dos ultimos 20 anos, a
hipGtese subjacente ao modelo clonal de T. cruzi de “associagdo entre a genética do
parasito ¢ suas caracteristicas bioldgicas fundamentais”. Com a evolugdo da tecnologia
para a analise em larga escala de proteinas (proteémica) e o conhecimento do genoma
do T. cruzi, hoje é possivel realizar investigacdes criteriosas sobre alterac6es especificas
nos niveis proteicos do parasito, bem como apontar seus principais mecanismos de
regulacao.

Desse modo, a proposta deste projeto se justifica ao avaliar os parametros
bioldgicos principais e resposta ao tratamento etioldgico, de seis amostras do T. cruzi,
pertencentes a grupos genéticos distintos (Tcl, Tcll e TcVI), isoladas de pacientes
chagasicos cronicos apresentando formas clinicas distintas da doenca de Chagas. Além
de utilizar ferramentas protedmicas para determinar o proteoma diferencial de duas das
amostras do T. cruzi, para verificar se ha correlacdo entre o perfil proteico com o0s
parametros bioldgicos da espécie, resisténcia ao tratamento e diferengas na evolucgéo da
infeccdo em modelo murino e nas formas clinicas da doenca humana. Um estudo
completo da biologia dos isolados de T. cruzi sera realizado em modelo murino e em
cultivo celular e acelular. No modelo animal serd avaliada ainda a
suscetibilidade/resisténcia dos isolados ao tratamento etiolégico com uma das drogas
empregadas para o tratamento humano, o Nifurtimox.

Nossa expectativa foi corroborada com o possivel encontro de importantes
correlagbes entre a protebmica com diversas outras caracteristicas bioldgicas do
parasito, evolucdo da infeccdo em modelo murino e evolugdo clinica da doenca em
humanos e ainda sua resposta ao tratamento em modelo murino uma vez que esta
associacao ja foi constatada com o proteoma dos mesmos clones de T. cruzi (Telleria et
al. 2010) estudados por nosso grupo em modelo murino (Toledo et al., 2002), vetor (T.
infestans — Lana et al., 1998) e em relacdo a susceptibilidade ao tratamento com o
benzonidazol (Toledo et al., 2003).

A literatura registra até o0 momento, poucos trabalhos com esta abordagem. Um
deles que visou a caracterizacdo do proteoma de duas cepas de T. cruzi (DTU 1) isoladas
de pacientes apresentando cardiopatia chagasica, sem a comparacdo com 0s demais
grupos genéticos do parasita e com as demais formas clinicas da doenca (Diaz et al.,
2013).
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Acredita-se que este estudo dard contribuicdes importantes, revelando a
importancia do proteoma relacionada com a variabilidade genética no estudo de
microorganismos, sua biologia e clinica da doenca por eles causada.
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3.0 OBJETIVO GERAL:

Avaliar os parametros bioldgicos principais e resposta ao tratamento especifico
da doenca de Chagas, de seis amostras de T. cruzi, pertencentes a grupos genéticos
distintos (Tcl, Tcll e TcVI), isoladas de pacientes chagasicos cronicos, apresentando
formas clinicas distintas da doenca de Chagas e tentar correlaciond-los ao proteoma
destes parasitos.

3.1 Objetivos especificos:

. Caracterizacdo bioldgica das amostras de T. cruzi em modelo murino e reposta
ao tratamento etioldgico;

. Caracterizacdo biologica das amostras de T. cruzi em cultivo celular e acelular.

. Realizacdo de eletroforese 2D — SDS PAGE das formas epimastigotas, afim de
identificar a existéncia de alvos proteicos diferencialmente expressos nos isolados

pertencentes a linhagens genéticas Tcl e Tcll;

. Identificacdo e comparacdo do perfil de expressdo de proteinas entre duas

amostras pertencentes as DTUs Tcl e Tcll.
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4.0 ANIMAIS, MATERIAIS E METODOS:

Materiais e Métodos

O projeto foi desenvolvido seguindo o cronograma apresentado na Fig. 1

abaixo:

Amostras de T. cruzi isoladas dos pacientes:
PR150 (Tcl), 452,501,728 (Tcll), 748, 1337 (TeVI)

Camundongos swiss, fémeas, 28 a 30 dias (n = 8)
inéculo via IP, 10* tripomastigotas sanguineos

Tratamento Fase Aguda e Fase Cronica:
100mg/kg/dia, via oral, 20 dias Tratamento

Tratados Fase Aguda
(6 grupos, n=8)

Tratados Fase cronica
(6 grupos, n=8)

Nao tratados
(12 grupos, n=8)
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4.1 Amostras de T. cruzi em estudo e procedéncia dos pacientes dos quais foram

isoladas

As amostras de T. cruzi avaliadas neste trabalho foram isoladas de pacientes na
fase cronica da doenca de Chagas. Cinco deles nascidos e residentes até entdo nos
municipios de Berilo, portanto simpétricos, Vale do Jequitinhonha, Minas Gerais,
Brasil, e um paciente nascido em Januéria, MG, situado a 502 km do municipio de
Berilo e residindo atualmente no Parana (Tabela 1).

O municipio de Berilo estd localizado no Vale do Jequitinhonha, MG, a uma
distancia média de 700 quildmetros de Belo Horizonte, capital do Estado de Minas

Gerais. Januaria situa-se na regido do medio S&o Francisco, Vale do Jequitinhonha.

Tabela 1: Identificacdo das amostras de Trypanosoma cruzi, dados dos pacientes dos quais

foram isoladas e grupo genético (DTU) a que pertencem.

Cédigo  Sexo do Idade Local de Forma Grupo de
Amostra Paciente  (Anos) Nascimento Clinica T. cruzi (DTU)
PR150 Mas 57 Januéria/MG Cardiaca Tcl
452 Fem 61 Berilo/MG Cardiaca Tcell
501 Fem 22 Berilo/MG Indeterminada Tcll
728 Mas 72 Berilo/MG Mista Tcll
748 Fem 58 Berilo/MG Mista TcVI
1337 Fem 52 Berilo/MG Indeterminada TceVi

As seis amostras de T. cruzi foram devidamente genotipadas (Oliveira et al.,
2015) e pertencem a grupos genéticos distintos. Uma delas (PR150) pertence ao
gendtipo Tcl. Ela foi isolada de paciente que apresentava a forma cardiaca da DCh,
nascido na cidade de Januéria, MG, a 502 km de Berilo, que mudou para o estado do
Parana. Este paciente foi escolhido por ter adquirido a infeccdo em outra regido
endémica proxima de Berilo e apresentar infeccdo por parasito de um grupo genético
muito importante de T. cruzi, predominante na regido amazbnica e em paises da
America Central e filogeneticamente distante do grupo genético Tcll. Parasitos deste

genotipo apresentam diversas caracteristicas bioldgicas distintas de Tcll e dos grupos
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hibridos (inclusive TcVI) (Toledo et al., 2002; Macedo et al, 2010) ainda nédo detectado
no Vale do Jequitinhonha, que em pacientes apresentam evolugdo clinica benigna em
geral e resposta ao tratamento etiologico distinta (mais resistentes ou totalmente
resistentes aos farmacos usuais) dos demais grupos. Trés das outras seis amostras foram
identificadas como pertencentes a DTU Tcll e isoladas de pacientes apresentando as
formas clinicas digestiva, cardiaca, e indeterminada, respectivamente. Duas outras
amostras foram genotipadas como pertencentes ao genotipo TcVI e isoladas de
pacientes apresentando as formas clinicas mista e indeterminada da DCh,

respectivamente.

4.2 Aspectos éticos

A inclusdo dos pacientes no Programa de Doenca de Chagas ocorreu apés
assinatura do Termo de Consentimento Livre e Esclarecido aprovado pelo Comité de
Etica em Pesquisa em Humanos do Centro de Pesquisas René Rachou, Fiocruz, Belo
Horizonte, MG, protocolo: 007/2002 e da Universidade Estadual de Maringa, Pr. A
confirmacdo do diagndstico sorologico para infeccdo pelo T. cruzi, foi realizada
segundo as diretrizes da Organizacdo Mundial de Salde, que recomenda o emprego de
dois testes com principios diferentes.

4.3 Avaliacéo clinica dos pacientes

Todos os pacientes de Berilo incluidos no projeto foram submetidos a diversas
avaliagOes clinicas realizadas pela equipe regional de saude do SUS (Sistema Unico de
Salde) sobre supervisdao da Dr. Rosalia Moraes Torres, cardiologista e professora
Adjunto da Escola de Medicina da UFMG e Dr. Jodo Carlos Pinto Dias (CPgRR,
FIOCRUZ, Belo Horizonte, MG), integrantes e colaboradores do Projeto “guarda
chuva” de Doenga de Chagas no Vale do Jequitinhonha, MG, sob a coordenacdo da
Prof. Dr®. Marta de Lana.

A avaliagdo clinica dos pacientes foi realizada por anamnese, exame clinico,
Raio X do torax em PA, Raio X contrastado do es6fago e cdélon, além do
eletrocardiograma e ecocardiograma. Os pacientes apos analise dos resultados dos
exames clinicos e laboratoriais foram classificados clinicamente segundo o Consenso

Brasileiro de Doenca de Chagas (Consenso Brasileiro, 2005). O paciente procedente de

16



(O] FAVZ=T T - W 1Y, PO TR Materiais e Métodos

Januéria e residente em Maringa, PR, foi avaliado da mesma maneira pela equipe de
pesquisa do Prof. Dr. Max Jean de Ornelas Toledo da UEM/PR.

4.4 Obtencao dos isolados de T. cruzi

Para o isolamento dos parasitos dos pacientes foi empregada a técnica de
hemocultura descrita por Chiari et al. (1989). O volume de sangue coletado de cada
paciente foi de 30 mL, em tubo estéril contendo heparina (Vacuntainer BD) via
intravenosa. O sangue coletado foi transferido para tubo co6nico plastico e
imediatamente centrifugado a 3000 rpm por 10 minutos a temperatura ambiente. O
plasma foi separado e posteriormente adicionado de 5mL de meio LIT (Camargo,
1964), seguido de nova centrifugacdo nas mesmas condi¢cfes anteriores. Em seguida, o
tubo contendo a papa de hemaécias foi novamente lavado com meio LIT e centrifugado
como anteriormente. Apds a centrifugacdo, o sobrenadante foi desprezado e a camada
leucocitaria removida para um tubo cénico e suspensa em 5mL de meio LIT.
Posteriormente, as hemécias foram distribuidas em dois tubos conicos contendo 5mL de
LIT cada. Estes tubos foram incubados em estufa a 28°C e homogeneizados 3 vezes na
semana. Uma gota do sedimento de cada preparacéo foi analisada ao microscopio éptico
aos 30, 60, 90 e 120 dias apds a coleta para a deteccdo de parasitos.

Apds a positivacdo da hemocultura, os parasitos foram mantidos em crescimento
exponencial a 28°C em meio LIT. Essas amostras foram criopreservadas em nitrogénio

liquido (-196° C) e armazenadas no laboratdrio em nosso banco de cepas.

4.5 Caracterizagdo morfobioldgica e susceptibilidade das amostras ao tratamento

especifico

45.1 Animais:

Foram utilizados para caracterizacdo bioldgica das 6 amostras de T. cruzi,
camundongos Swiss, fémeas, com 28-30 dias de idade, num total de 192 animais,
provenientes do Centro de Ciéncia Animal da Universidade Federal de Ouro Preto
(CCA-UFOP), MG, Brasil. Esses animais foram mantidos no CCA-UFOP segundo as
diretrizes estabelecidas pelo Conselho Nacional de controle de experimenta¢édo animal
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(CONCEA). Em funcéo destes experimentos este estudo foi submetido ao Comité de
Etica em Experimentacdo Animal da Universidade Federal de Ouro Preto (UFOP), e
aprovado como protocolo N° 26/2014.

4.5.2 Grupos experimentais:

Para cada amostra de T. cruzi quatro grupos de oito animais (total de 192) foram
inoculados por via intraperitoneal com 10.000 formas tripomastigotas
sanguineos/animal, quantificados segundo Brener (1962). Um grupo foi destinado a
caracterizacdo bioldgica e como controle ndo tratado da fase aguda, e outros dois ao
tratamento durante a fase aguda (tratamento iniciado no periodo pré-patente da
infeccdo) e crbnica (tratamento iniciado no 90° dias apo6s a confirmacdo da infecgéo)
cujos resultados foram avaliados comparativamente. O outro grupo foi utilizado como

controle infectado néo tratado da fase cronica da infeccéo.

4.5.3 Confirmacao da infec¢do: Exame de sangue a fresco (ESF):

A pesquisa de tripomastigotas sanguineos foi feita por exame de sangue a fresco
(ESF), coletado da veia caudal do animal e analisado diariamente entre o 4° e 30° dia

apos a inoculacgdo (d.a.i.) para a confirmacdo da infeccdo (Brener, 1962).

4.5.4 Avaliacdo morfologica

Esta avaliacdo so foi possivel em amostras do parasita de média a alta viruléncia.
Ela foi realizada em laminas de microscopio preparadas com 5ul de sangue a fresco
coletado como descrito anteriormente e avaliados segundo a metodologia empregada
por Chiari e Brener (1963). Foram registrados o percentual de tripomastigotas
sanguineos delgados, intermediarios, largos e muito largos, encontrados no exame ao
microscopio (aumento de 100 X) de esfregacos sanguineos realizados durante a fase

aguda da infeccdo, em animais com parasitemia patente.

4.5.5 Parasitemia (PAR)
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A contagem da parasitemia pelo ESF do sangue periférico permitiu avaliar a
curva de parasitemia dos animais ao longo da fase aguda da infecgéo e foi realizada de
acordo com a metodologia descrita por Brener (1962).

A contagem dos parasitos teve inicio no 4° dia apds a inoculagdo e nos dias
consecultivos, até que ndo fossem observados mais parasitos no ESF por cinco dias
consecutivos, ou até a morte dos camundongos. As infec¢des de camundongos por cepa
de baixa viruléncia foram acompanhadas pelo menos até o 30° (d.a.i.) quando entdo foi
realizada a hemocultura.

As curvas de parasitemia representam as médias didrias do numero de parasitos
observados no sangue periférico dos camundongos de cada grupo experimental e sua

avaliagdo permitiu determinar os seguintes parametros:

4.5.6 Periodo Pré-patente (PPP)

O PPP correspondente ao periodo compreendido entre a inoculacdo e o dia
anterior ao primeiro dia em que foi detectado parasito no sangue periférico do animal
através do exame a fresco. O resultado foi expresso em dias.

4.5.7 Periodo Patente (PP)

O PP correspondente ao periodo compreendido entre o primeiro e o Gltimo dia

de exame a fresco positivo, e expresso em dias.
4.5.8 Pico Maximo de Parasitemia (PMP)

O PMP corresponde ao pico maximo de parasitemia e foi expresso em nimero
de tripomastigotas sangiiineos/0.0lmL de sangue, detectado pelo ESF segundo a

metodologia de Brener (1962).

4.5.9 Dia do Pico Maximo (DPMP)
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O DPMP corresponde ao dia de ocorréncia do maximo de parasitemia e expresso

em dias.

4.5.10 Mortalidade (MOR)

A mortalidade dos animais foi avaliada diariamente até o 90° d.a.i, e

semanalmente até a necropsia dos animais, e expressa em percentagem cumulativa.

4.6 Tratamento dos camundongos:

4.6.1 Farmaco e Esquema de Tratamento

O farmaco utilizado para o tratamento dos animais infectados com as amostras
de T. cruzi isoladas dos pacientes foi o nitrofurano (NIFURTIMOX, NF) Lampit®
produzido pela Bayer Health Care. O tratamento com NF foi iniciado no primeiro dia do
periodo patente da infeccdo nos grupos de camundongos infectados por cada amostra
tratados na fase aguda (primeiro dia de parasitemia patente) e na fase cronica (90° dia
de apos a infeccdo). Para ambos, uma dose diaria de 100mg/Kg de peso corporal foi
utilizada. O farmaco foi administrado por gavagem na forma de suspensdo em goma

arébica, durante 20 dias consecutivos.
4.7 Andlises da evolucgdo da infeccdo e da eficacia terapéutica em camundongos:
4.7.1 Curva de Parasitemia:

A quantificacdo da parasitemia pelo ESF dos animais infectados permitiu definir
o perfil da curva de parasitemia das amostras de T. cruzi antes, durante e ap0s o
tratamento na fase aguda da infeccdo. Esta avaliagéo foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Brener (1962).

4.7.2 Mortalidade:

A mortalidade dos animais foi avaliada diariamente até o 90° d.a.i e

semanalmente até a necropsia dos animais, expressa em porcentagem cumulativa. A
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taxa de mortalidade foi calculada considerando a mortalidade cumulativa no periodo

avaliado sendo expressa em porcentagem.

4.8 Controle de cura:
4.8.1 Avaliacdes Parasitologicas:

4.8.2 Exame de Sangue a Fresco (ESF):

O exame de sangue a fresco foi empregado no controle de cura apds tratamento
entre 0 90°, 180° e 360° dias apos infeccdo em todos os grupos de animais (Brener,
1962).

4.8.3 Hemocultura (Hm):

Todos os animais foram submetidos a Hm 90, 180 e 360 dias ap6s o término do
tratamento para verificar a eficicia terapéutica do NF. A técnica foi realizada segundo
Filardi & Brener (1987).

4.8.4 Reacdo em Cadeia da Polimerase (PCR) em eluato de sangue

Para realizacdo da PCR, as amostras de sangue dos animais foram coletadas 90,
180 e 360 dias ap6s o término do tratamento em todos 0s grupos experimentais.

Na execucdo da técnica foram utilizadas aliquotas de 200 microlitros (uL) de
sangue coletadas do plexo venoso retro-orbital. O sangue foi conservado em 200 uL de
solugéo de cloridrato de guanidina (Guanidina-HCI) 6M/acido
etilenodietildinitritoteracético (EDTA) 0,2M/pH 8,0 como descrito por Avila et al.
(1991). Essa mistura de sangue/Guanidina-HCI/EDTA foi fervida sete dias apos a
coleta, a 100°C, durante sete minutos. O lisado foi estocado a temperatura ambiente até
0 momento de uso.

A extracdo de DNA foi realizada pela metodologia proposta por Gomes et al.
(1998) com algumas modificagfes. Uma aliquota do lisado foi submetida a extragdo do
DNA utilizando o kit Wizard™ Genomic DNA Purification kit (Cat #A1125 Lot
#262870) Promega, seguindo todas as recomendag0es do fabricante.

A mistura reacional para a PCR, foi preparada contendo 10 mM cloridrato de
hidroximetilaminometano (Tris-HCI)/pH 9,0, 0,1% de Triton X-100 (Tampéo PCR 10x,

21



(O] FAVZ=T T - W 1Y, PO TR Materiais e Métodos

Invitrogen Sao Paulo, SP, Brasil), 75mM de cloreto de potassio (KCI - Tampdo PCR
10x , Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil), 3,5mM cloreto de magnésio (MgCl2 —
Invitrogen, Sao Paulo, SP, Brasil), 0,2mM de cada desoxinucleotideo (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP — Sigma, St. Louis, MO, EUA ), 0,5U de Taq Platinum DNA polimerase
(Invitrogen, Sé&o Paulo, SP, Brasil), 10 pmoles de cada iniciador #121
(AAATAATGTACGGGTGAGATGCATGA) e #122
(GGTTCGATTGGGGTTGGTGTAATATA) (Invitrogen, Sdo Paulo, SP, Brasil)
descritos por Degrave et al., (1988), gerando um fragmento de banda de 330pb. A
hipbtese de contaminacdo foi eliminada através da utilizacdo de um controle negativo da
reacao e da extracdo, bem como um controle de reagentes da extracdo e da PCR.

A amplificacdo foi processada em um termociclador PTC-150 (MJ Research,
Ramsey, MA, EUA) nas seguintes condi¢des: 35 ciclos assim descritos: uma fase inicial
de desnaturacdo a 95 °C, 5 min, seguida pelo anelamento a 65°C por 1 min e etapa final
de extensdo a 72°C por 1 min; seguidos de 33 ciclos.Um ultimo ciclo com temperatura
de desnaturacdo de 95°C por 1 min, uma etapa de anelamento a 65°C por 1 min e uma
etapa final de extensdo por 10 min. O DNA amplificado foi visualizado por eletroforese
em gel eletrénico (QIAXEL/Qiagen). Controles positivos, negativos e de reagentes

foram incluidos em cada um dos ensaios realizados.

4.8.5 Avaliacéo do parasistimo tecidual (coracéo) por gPCR

Para a quantificagdo do parasitismo tecidual no coragdo de animais infectados
com as diferentes cepas de T. cruzi, nas fases aguda e crénica da infeccdo, a técnica da
reacdo em cadeia da polimerase quantitativa (QPCR) foi também utilizada. Todos o0s
animais foram necropsiados 360 dias poOs-tratamento e fragmentos de 30 mg dos
coracOes avaliados. Foram também analisados os coragdes de animais infectados e nédo

tratados com as mesmas cepas de T. cruzi.

4.8.6 Método Molecular - Reacdo em Cadeia da Polimerase quantitativa (QPCR)

O protocolo padronizado por Caldas et al., (2013) foi utilizado para realizacdo
da técnica. Os fragmentos do coracdo dos camundongos, previamente armazenados a -
80°C, foram cortados com auxilio de 1dmina de bisturi, pesados, obtendo-se fragmentos
de aproximadamente 25-30 mg. As amostras foram transferidas para tubos de 1,5 ml e
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em seguida foram realizados os procedimentos de extracdo do DNA total utilizando o
kit WizardTM Genomic DNA Purification (Promega), seguindo as recomendagdes do
fabricante ¢ com a adigdo de 20,0 uL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA) na
concentracdo de 20,0 mg/ml. Para realizar a quantificacdo do parasitismo tecidual em
coracdo de camundongos por qPCR, fez-se necessario construir uma curva padrdo para
determinar o numero de cépias do DNA do parasito existente na amostra a ser
analizada. Utilizou-se formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi, crescidas em meio de
cultura (LIT), até atingir o nimero total de 1,0 x 10® parasitos contados em camara de
Neubauer, os quais foram submetidos ao protocolo de extracdo de DNA utilizando o kit
WizardTM Genomic DNA Purification (Promega) seguindo todas as recomendacdes do
fabricante, com a adicdo de 20,0 uL de Proteinase K (Sigma-Aldrich®, USA na
concentracdo de 20,0 mg/ml (idem ao realizado com as amostras teste).

Em seguida, a concentracdo e a pureza do DNA obtido foram determinadas por
espectrofotometro (Nanodrop, GE Healthcare Products). Cada amostra foi analisada em
duplicata para amplificacdo do DNA de T. cruzi e em cada reacdo de qPCR foram
utilizados 3,0 pL da amostra de DNA extraida diluida, contendo 30,0 ng de DNA
gendmico ¢ 7,0 uL de “SYBER Green PCR Mastermix” (Applied Biosystems). Os
iniciadores para o DNA do T. cruzi foram: TCZ - F 5 -
GCTCTTGCCCACAMGGGTGC - 3 ', emque M = Aou C, e TCZ - R 5 -
CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 34 amplificando um produto de 182 pb
(Cummings e Tarleton, 2006). Separadamente para cada amostra, foi também realizada
uma reacdo para dosagem do fator de necrose tumoral murino-especifico (TNF-a),
utilizado como controle endogeno contendo 3,0 ul da amostra extraida, 30,0 ng de

DNA gendmico e 7,0 uL. de “SYBR Green PCR Mastermix” (Applied Biosystems). Os

iniciadores para 0 TNF-a foram: TNF-5241 5’-
TCCCTCTCATCAGTTCTATGGCCCA-3’, e TNF-5411 5’-
CAGCAAGCATCATAGCACTTAGACCCC-3’ - R 5 -

CCAAGCAGCGGATAGTTCAGG - 3'; amplificando um produto de 170 pb
(Cummings e Tarleton, 2006). Cada placa de reacdo de 96 pocos continha a curva
padrdo, criada a partir de uma solugéo obtida pela extracdo de DNA na concentracdo de
1,0 x 10® epimastigotas da cepa Y do T. cruzi. Dessa solucdo, procederam-se diluicdes
seriadas em agua ultra-pura autoclada (1:10) para obter os pontos da curva, que foi
medida a partir de DNA equivalente a 1,0 x 10° até de um parasito. A placa continha
controles negativos que foram submetidos a reagdo com os iniciadores especificos do T.
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cruzi e TNF-o de camundongos. Também foram utilizados como controle negativo da
reacdo pocos com iniciadores especificos do T. cruzi e 4gua, sem a presenca de DNA.
Cada amostra de DNA foi quantificada em triplicata (duplicata para T. cruzi e unicata
para TNF-a). As reagdes foram distribuidas em placas de 96 pogos (Fast 96-Well
Reaction Plate, 0,1 ml, MicroAmp™). O programa de termociclagem consistiu em
aquecimento a 95 °C por 10min, 40 ciclos: 94 °C por 15 segundos e 64,0 °C por 1
minuto. A amplificagdo foi seguida por um programa de “melting” com desnaturacdo
inicial a 95 °C por 15 segundos, resfriamento a 60 °C por 1 minuto e aumento gradual
da temperatura de 0,3 °C/s até 95 °C.

4.9 AvaliacGes Sorologicas:
4.9.1 Sorologia Convencional —(ELISA):

Para avaliacdo pela técnica de ELISA amostras de soro dos animais foram
coletadas aos trés (90 d.p.t.), seis meses (180° d.p.t.) e um ano (360° d.p.t.) apos
tratamento especifico com NF durante a fase aguda, e com os mesmos intervalos de
tempo pos-tratamento nos animais tratados na fase cronica. A reacdo de ELISA para
deteccdo de anticorpos IgG anti-T. cruzi foi realizada segundo a metodologia de Voller
et al.(1975) modificada e padronizada no Laboratério de Doenca de Chagas da UFOP
(Santos et al., 2009). Para a realizacdo da reacdo foram utilizadas microplacas de
poliestireno com 96 pocos de fundo chato, sensibilizadas com 2,5ug/mL de antigeno
alcalino da cepa da cepa Y de T. cruzi, e incubadas “over-night” em geladeira (4° C).

Ap0s o periodo de incubacdo as placas foram lavadas quatro vezes com solugéo
salina contendo Tween-20 a 0,05% (solugéo de lavagem) para eliminagdo da solucgéo
diluente do antigeno e de seu excesso, bloqueadas com 100uL/pogo de solugdo salina
tamponada (PBS) com soro fetal bovino e incubadas a 37°C, por 45 minutos. Apds esta
etapa as placas foram novamente lavadas quatro vezes com a solucdo de lavagem e
incubadas por 45 minutos a 37°C com 100pL/poco das amostras de soros diluidas a
1:80. Ap0s a incubagdo as placas foram novamente lavadas e incubadas por 45 minutos
a 37°C com 100puL/poco do conjugado anti-lgG humano (SIGMA, St. Louis, EUA)
marcado com peroxidase e diluido a 1: 8000 em solucdo salina tamponada com 0,05%
de Tween 20 (PBS-Tween). Apés a incubacdo, as placas foram lavadas quatro vezes
com solucdo de lavagem e adicionadas 100pL/pogo de solucdo contendo 3mg do
substrato orto-fenileno-diamino (OPD), 3pL H,0, (30 volumes) e 15mL tampdo citrato-
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fosfato e incubadas a 37°C, durante 5 minutos. A reacédo foi interrompida com a adigédo
de 32uL/poco de solucdo de H,SO4 2,5 M.

A leitura da reagéo foi realizada em um leitor de ELISA (Bio-Rad Model 680 -
microplate manager 5.2.1) com filtro a 490nm. As amostras contendo valores de
absorbancia iguais ou superiores ao ponto de corte (média das absorbancias de 10 soros
padrdes ndo reativos + 2 vezes o desvio padréo) foram consideradas reativas. As que
apresentaram valores de absorbancia abaixo do ponto de corte foram consideradas néo
reativas. Todas as amostras foram testadas em duplicata, sendo o valor final da

absorbancia a média da leitura das duplicatas.

4.9. 2 Sorologia ndo convencional — Pesquisa por anticorpos anti-tripomastigotas
vivos (CF-AATYV)

A pesquisa de anticorpos anti-tripomastigotas vivos por meio da citometria de
fluxo foi realizada em amostras de soro coletadas 360 dias pos-tratamento, segundo a
metodologia de Martins-Filho et al.(1995) adaptada para microplacas por Cordeiro et
al.(2001). Como antigeno foi utilizado a cepa CL do T. cruzi, mantida no Laboratério
de Biomarcadores de Diagndstico e Monitoracdo (LBDM/CPgRR/FIOCRUZ). As
formas tripomastigotas de cultura de tecido foram obtidas a partir do sobrenadante de
culturas de células LLCMK2 infectadas com T. cruzi da cepa CL. Os parasitos foram
separados por centrifugacdo diferencial. Para a obtencdo da massa de parasitos, a
suspensdo de células foi centrifugada a temperatura ambiente, 200rpm por 10 min.
Posteriormente, os tubos foram mantidos a 33°C por 30 minutos para que as formas
flageladas pudessem se deslocar do sedimento para o sobrenadante. O sobrenadante foi
coletado e centrifugado a 4°C, 2.200 r.p.m. por 10 minutos. Os parasitos foram lavados
em PBS- 10% SBF, trés vezes, por centrifugacdo nas condicbes anteriores. As
preparacdes de tripomastigotas apresentando contaminagdo com formas amastigotas
superior a 5% foram descartadas. A suspensdo de parasitos foi entdo quantificada em
camara de Neubauer e ajustada para o ensaio de imunofluorescéncia por citometria de
fluxo na concentracdo de 5 x 10° parasitos/mL. Em placas de 96 pocos com fundo em
“U”, 50uL do soro diluido em PBS-3% SFB (1:128/1:256 e 1:512) foram incubados a
37°C por 30 minutos e ao abrigo de luz, na presenca de 50uL da suspensdo de parasitos
(2,5 x 10° parasitas/mL/poco). Ap6s a incubacéo, os parasitos foram lavados duas vezes
com PBS-3% SFB, por centrifugacdo (2.200 rpm, 10mim, 18°C) e o sobrenadante
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desprezado. Para analise de IgG total, os parasitos foram novamente incubados (na
mesma condi¢do anterior) na presenga de 50ul de anticorpo anti-lgG marcado com
isotiocianato de fluoresceina — FITC (Sigma) diluidos em PBS-3% SFB. Os parasitos
foram novamente lavados duas vezes com PBS-3% SBF (2.200 rpm, 10mim, 18°C) e 0
sobrenadante desprezado. Apds a incubacao os parasitos foram novamente lavados duas
vezes e fixados com 200 uL de solugdo fixadora para citometria - MFF (Para 10mL;
5mL de Paraformaldeido 20X e 5 mL de Cacodilato 20X e o pH ajustado para 7,2). As
amostras foram mantidas durante pelo menos 30 minutos, a 4°C e ao abrigo de luz até o
momento da leitura no citdbmetro de fluxo (FACScan-Becton Dickson, San Jose, CA,
EUA), empregando-se o software Cell Quest. As leituras das amostras foram realizadas
num periodo méximo de 24 horas apds a fixacdo dos parasitos. Para cada ensaio de
imunofluorescéncia por citometria de fluxo foi feito um controle interno da reacédo
(controle do conjugado) onde os parasitos foram incubados na auséncia de soro
humano, porém na presenca de anticorpo secundario, para monitorar ligacGes
inespecificas. Em todos os testes foram incluidas amostras controles de soros positivo e
negativo para a doenca de Chagas. As amostras de soro foram consideradas negativas
guanto a porcentagem de parasitos fluorescentes positivos (PPFP) foi menor que 20% e

positivas, quando a PPFP foi maior que 20%.

4.10 Avaliacdes histopatologicas:

As andlises histopatoldgicas foram feitas nos animais ndo tratados e tradados,
nas fases aguda e crénica. Em ambas as situacOes a necropsia foi realizada 360° dias
poOs-tratamento e comparadas aos animais controle ndo infectados e infectados néo
tratados.

Durante a necropsia foram retirados todos os 0rgaos ou parte deles, 0s quais
foram imersos em solucdo de formalina tamponada. O material foi processado como
rotineiramente em autotécnico. Cortes do 6rgdo de infeccdo principal para o T. cruzi,
coragdo, foram incluidos em parafina, cortados em micrétomo (5 um) e corados com
hematoxilina-eosina (que permitiram demonstrar os processos e lesfes inflamatérias) e
tricromico da Masson para melhor analise da existéncia e intensidade da fibrose. A
frequéncia e o numero de cortes foram executados como rotineiramente em estudos

similares, assim como a andlise das preparagdes.

26



(O] FAVZ=T T - W 1Y, PO TR Materiais e Métodos

O estudo morfométrico envolveu a andlise de inflamacéo de 20 campos ao acaso
(area total 0,8x10° um?) de cortes de uma Unica lamina por animal. O infiltrado
inflamatorio dos 6rgdos foi quantificado pela contagem das células nucleadas. O
processo inflamatério foi determinado pela diferenca entre o numero de células
nucleadas presentes num determinado 6rgdo de animais infectados com T. cruzi e 0
namero de células nucleadas observadas em animais ndo infectados + o desvio padrédo
(Maltos et al. 2004). As imagens foram analisadas com o Leica QWin software (Leica
Microsystems, Wetzlar, Germany). Para analise pelo Tricromico de Masson, foi

utilizada a comparacdo qualitativa dos tecidos.

4.11 Critério de cura

Neste trabalho foram adotados dois critérios de cura pds-tratamento para 0s
animais:

O "critério de cura classico™ (WHO, 2002; e Consenso Brasileiro em Doenca de
Chagas, 2005) que considera como curados aqueles animais que apresentaram trés
metodologias com principios distintos negativos, sendo os métodos parasitoldgico (HmM
e PCR no sangue) e sorolégico convencional (ELISA).

O outro critério considerado mais recente (Galvéo et al., 2003; Krettli, 20009,
Lana & Martins-Filho, 2015), que considera como curados 0s animais que apresentaram
negativacdo dos métodos parasitolégicos (Hm e PCR no sangue), qPCR no tecido
cardiaco, além da negativacdo da sorologia ndo convencional (CF-AATV) mesmo na

presenca da sorologia convencional (ELISA) positiva.

4.12 Perfil de infeccdo e desenvolvimento da amostras in vitro (células “VERO”):

Para o cultivo celular as células “VERO” foram descongeladas e semeadas em
garrafas estéreis de 75 cm? contendo 10,0mL de meio DEMEN (Dulbecco's Modified
Eagle Medium, Invitrogen), suplementado de 5% de soro fetal bovino inativado a 56°C
por 30min (SFB, Nutricell), 2,5% HEPES pH 7,2 1M, 1% de glutamina 2mM/ml, 0,1%
de mercaptortanol 50mM/ml, 0,2% de sulfato de gentamicina 200 ug/ml (Shering-
Plough) e incubadas a 37 °C em 5% de CO, com atmosfera umidificada 95%. As
celulas em monocamadas semi-confluentes foram infectadas com formas

tripomastigotas das amostras estudadas e lavadas utilizando PBS estéril, 24 horas ap0ds a
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infeccdo. Nestas células foram avaliadas a infectividade expressa em percentual de
células infectadas e nUmero de parasitos (amastigotas) por célula. O perfil de infeccdo e
desenvolvimento in vitro dos isolados das seis amostras foram avaliados apds 24, 48 e
72 horas, em triplicatas, segundo adaptac6es da metodologia utilizada por Andrade et
al. (2010). Apo6s 24 horas de cultura, monocamadas semiconfluentes de células
“VERO” (10%), fixadas em laminulas, foram incubadas em estufa a 5% de CO, e & 37
°C, durante 18 horas (overnight), com formas tripomastigotas metaciclicas de culturas
axénicas das diferentes subpopulaces do T. cruzi (10°), previamente submetidas &
metaciclogénese em meio Grace, a uma MOI (multiplicity of infection) de 10.

Ap0s lavagem com tampdo salina-fosfato (PBS-Phosphate Buffered Saline) para
eliminacdo de parasitos extracelulares, as culturas foram mantidas nas mesmas
condicdes de incubacdo anteriores até 0 momento da coleta das células (24, 48 e 72
horas apds o indculo). Em seguida, as culturas foram fixadas em metanol, coradas pelo
Panotico Répido e as taxas de infeccdo e desenvolvimento ou multiplicagdo foram
analisadas por microscopia éptica em aumento de 1000x.

Foi registrada a taxa de infeccdo como nimero de células infectadas em relacéo
a 100 células contadas, enquanto a taxa de desenvolvimento foi avaliada como nimero

de parasitos em relagcdo ao nimero de células infectadas.
4.13 Curvas de crescimento das formas epimastigotas

O comportamento das curvas de crescimento in vitro dos isolados em meio de
cultura acelular LIT-10% SFB (Liver Infusion Tryptose-10% Soro Fetal Bovino) foi
determinado a partir de um indculo padréo de 1 x 107 parasitos/mL em um volume final
de 3mL. Para isso, o volume utilizado no indculo referente a cada cultura foi
determinado com auxilio de cdmara de Neubauer, e as culturas, em triplicata, foram
mantidas em estufa biologica refrigerada BOD (FANEM® modelo 347) a temperatura
de 28°C £ 1°C durante o periodo de avaliagdo. O crescimento numérico foi
acompanhado diariamente através de contagem em camara de Neubauer, em aumento

de 40x ao longo de 20 dias.

4.14 Analise estatistica dos parametros biolégicos em camundongos e cultivo

celular
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Os dados dos parametros biologicos (PP, PMP, DPMP e area sobre a curva de
parasitemia) foram analisados empregando o programa Prisma for Windows, versao 5.0.
O teste de normalidade Kolmogorov-Sminorv foi empregado para todos os dados
parametros bioldgicos. Para aqueles dados que apresentaram distribuicdo normal a
avaliacdo foi feita pelo ANOVA seguido do pds-teste Newman-Keuls. Para os dados
que ndo apresentaram distribuicdo normal foi realizado o teste ndo paramétrico Mann
Whitiney.

A andlise dos parametros mortalidade e infectividade foi realizada pelo teste
Chi-Quadrado. Para avaliacédo dos perfis de crescimento em meio de cultura axénico foi
considerada a analise da &rea sob a curva (area under the curve-AUC) através do teste
de andlise de variancia Kruskal-Wallis adotado para dados ndo-paramétricos. Quando as
alteracdes foram significativas, o pos-teste de Dunns foi realizado para determinar as
diferencas especificas entre as medianas dos dados referentes aos diferentes gendétipos
do T. cruzi.

Em relagdo ao ensaio de infecgdo in vitro em culturas de células “Vero”,
considerando as subpopulacGes do parasito utilizadas na infeccdo e os tempos de
incubacdo avaliados, as diferencas significativas foram determinadas usando analise de
variancia, ANOVA two-way.

A comparacdo do numero médio de células inflamatdrias dos grupos ndo
tratados com os grupos tratados foi realizada pelo teste ndo paramétrico Mann
Whitiney. A comparacdo do parasitismo tecidual foi feita pelo teste de Chi- Quadrado.
A fibrose foi analisada pela presenca e extensdo que atinge no tecido observando-se as
imagens comparativamente.

A comparacdo do namero médio de células inflamatdrias nos grupos de animais
infectados e ndo infectados foi também analisada pelo teste de Mann Whitiney.

As diferencas foram consideradas significativas quando o nivel P de
significancia for menor ou igual a 0,05, adotando um nivel de confianga de 95%.

4.15 Cultivo acelular de T. cruzi e obtencdo de parasitos destinados as andlises da

protedbmica

Os isolados de T. cruzi foram mantidos em crescimento por adi¢éo sucessiva de
meio LIT até a obtencdo de aproximadamente 35,0 mL de cultura (fase exponencial). A
cultura foi transferida para tubos conicos e centrifugada a 3.500 rpm, a 4°C, por 30
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minutos. Apds a centrifugacdo o sobrenadante foi desprezado cuidadosamente por
inversdo e, ao sedimento foi adicionado 10 mL de solucdo salina tamponada estéril
(PBS) e a mistura submetida a nova centrifugacdo, nas mesmas condicGes descritas
anteriormente, por 15 min. Apoés repeticdo desse procedimento, o sedimento foi
transferido para um tubo de microcentifugacdo de 1,5 mL previamente pesado. Nova
lavagem deste sedimento com PBS estéril foi feita, seguida de centrifugacdo a 10.000
rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi eliminado cuidadosamente, o tubo foi
novamente pesado, sendo a massa Umida armazenada a -70°C para as andlises

protedmicas.

4.16 Preparo do extrato proteico

Aproximadamente 100 mg de pellet das formas epimastigotas mantidas em
crescimento exponencial, pertencentes aos aos grupos genéticos Tcl e Tcll foram
utilizados para a extracdo de proteinas totais. As amostras foram homogeneizadas em
500 pL de solucdo de re-hidratacdo (7 M de ureia, 2 M tioureia, 2% p / v de CHAPS,
0,002% p / v de azul de bromofenol, todos de Sigma-Aldrich, MO, EUA) contendo 1 x
Coquetel inibidor de protease (Sigma - Aldrich) a uma diluigéo final de 1/25, durante 10
min em banho de gelo. As amostras foram entdo sonicadas em gelo por meio de trés
séries de pulsos de 5 a 15 s cada, com 45 s de descanso entre as séries. Os homogenatos
foram centrifugados durante 1,5 horas a 20.000 g a 4° C para remover debris celulares.
O pellet contendo a fragdo membranar foi congelado a -80°, para posterior avaliagdo. Os
perfis electroforéticos 1 D, do extrato contendo a fracdo soltvel de proteinas, foram
usados para verificar a qualidade do extrato e para normalizar, através de andlise
densitométrica, a quantidade do total proteina presente em cada amostra.
Resumidamente, uma aliquota de 5 pl de cada amostra foi separada em condicGes
desnaturantes utilizando 12% de SDS-PAGE, apds 30 min em solucdo de fixagédo
(etanol a 40% / 7% de &cido acético), o gel foi corado em solucdo 0,02% Coomassie
Blue G-250 (Sigma-Aldrich) durante 2 h. Para analisar a quantidade de proteinas
existente em cada extrato, foi usado o software Quantity one para a quantificagéo de

proteina presente em cada canaleta do gel.

4.17 Eletroforese bidimensional do extrato proteico das formas epimastigotas

30



(O] FAVZ=T T - W 1Y, PO TR Materiais e Métodos

Para a obtencéo de geis foram empregados cerca de 150 ug de proteinas sollveis
que passaram por um processo de precipitacdo em TCA/Acetona (acido tricloroaceético e
acetona, na proporcao de 1:1:8) de cada isolado, diluidas 1:4 em tampé&o de hidratacao.
A primeira dimensdo foi realizada utilizando tiras de gel de 13 centimetros (pH 3-
10NL, GE Healthcare). Resumidamente, para cada amostra individual
aproximadamente 150 ug de proteina total foram diluidas em solucéo de rehidratacéo,
contendo 1% de DTT e 0,8% anfdlitos (Tampdo de pH 3-10NL IPG) a um volume final
de 250 pL. As proteinas foram isoeletrofocalizadas usando IPGphor 3 (GE, Healthcare)
sob o seguinte protocolo: passo 1, 14 h rehidratacdo passiva; passo 2, constante de 500
V [ h; passo 3, gradiente de 1000 V / h; passo 4, gradiente de 8000 V / 2,5 h; e um
passo final de 5, constante de 8000 V / h, perfazendo um total de 29.500 V / h). A
temperatura foi ajustada para 23 ° C. Ap0s, as proteinas isoeletrofocalizadas foram
reduzidas e, em seguida, alquilado utilizando DTT a 1% e 4% de iodoacetamida,
respectivamente, em solugdo de equilibrio (6 M de ureia, 75 mM Tris-HCI pH 8,8,
29,3% de glicerol, 2% de SDS, 0,002% de azul de bromofenol). A segunda dimensao
foi realizada a 5 ° C usando uma cuba de eletroforese com gel de 18 x 16 centimetros a
20 mA / gel, durante aproximadamente 6 h. Os géis foram fixados em uma solucéo de
2% v / v acido ortofostorico e etanol, 30% v / v solucdo de etanol e acido ortofosforico
durante a noite, em seguida, lavou-se 3 x 10 min, com 2% v / v de &acido fosférico. A
coloracdo foi realizada em 2% v / v de &cido ortofosférico, 18% v / v de etanol, 15% p /
v de sulfato de amonio e 0,002% p / v solugdo de azul de Coomassie G-250 (Sigma-
Aldrich) durante 48 h. Os géis foram descorados em 20% v / v de etanol, durante 5 min.
Os mesmos foram digitalizados usando ImageScanner 11l (GE, Healthcare). As anélises
bidimensionais (2D) de cada gel, foram realizadas utilizando o software SameSpots
(TotalLab Ltd., v. 20, Reino Unido) de acordo com as recomendacGes do fabricante.
Analise quantitativa foram realizadas com os spots que apresentaram >1.5 vezes de
alteracdo de expressdo em relagdo aos respectivos spots presentes na cepa utilizada
como referéncia; os mesmos foram considerados de interesse e selecionados para a

espectrometria de massas para identificagéo.

4.18 ldentificacdo das Proteinas pela espectrometria de massas

A selecdo dos spots protéicos diferencialmente expressos nos geis de amostras

de T.cruzi isoladas de pacientes com a forma cardiaca, foi realizada por meio do
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software Samespots utilizando as imagens obtidas apds coloracdo dos geis com
Coomassie. Os spots individuais foram manualmente excisados e submetidos ao
processo de digestdo segundo o protocolo de Helman et al. (1994). Os peptideos
presentes no sobrenadante foram analisados em espectrometro de massas Q-Exactive
LC-MS/MS (Thermo) disponivel no Ndcleo de Pesquisa em Ciéncias Bioldgicas da
UFOP. Foram utilizados como parametros de identificacdo peptideos com valos
esperado menor ou igual a 0,05, FDR menor ou igual a 3% e porcentagem de cobertura
maior ou igual a 8%, com pelo menos um peptideos unico para cada proteina
identificada. Como parametros de busca, foram utilizados a carbonila metilacdo de
cisteina com modificacdo fixa, oxidacdo de metionina com modificacdo variavel, isotipo
permitido de perda de clivagem, tolerancia de 0,1 Da para tanto o ion precursor e o
fragmentado. Espectros MS e MS/MS foram obtidos em modo reflector positivo. Os
dados provenientes dos espectros MS/MS foram analisados na plataforma Proteome
Discoverer v.1.4 (Thermo), o qual através da utilizacdo do algoritmo SEQUEST,
forneceu dados sobre a identidade das sequéncias peptidicas/protéicas. Os banco de
dados utilizado para as buscas foi o0 do T. cruzi obtido na base de dados UNIPROT. A
tolerancia de massa foi +0.1 Da para os ions precursores e £0.15 Da para 0s ions
provenientes de fragmentacGes. As buscas permitiram no maximo 1 sitio de ndo
clivagem pela tripsina, a carbamidometilagdo de cisteinas e a possivel oxidagcdo de

metioninas.

32



(O] FAVZ=T T - W AV, LTSRN Resultados

5.0 RESULTADOS
5.1 Parametros biologicos
5.1.1 Infectividade (INF)

Das seis amostras de T. cruzi estudadas neste trabalho ( PR150 — Tcl, 452, 501 e
728 — Tcll, 748 e 1337 — TcVI), apenas quatro delas ( 452, 501, 728 - Tcll e 1337 -
TcVI) foram capazes de apresentar parasitemia patente em camundongos Swiss. Os
outros dois isolados foram submetidos a diversas tentativas de diferenciacdo das formas
epimastigota em tripomastigota (metaciclogénese) e sua posterior inoculagdo em
camundongos das linhagens Swiss e Balb/C, endo resultaram em parasitemia patente. O
percentual de infectividade para esses quatro isolados foram de 100% e todos o0s
animais infectados apresentaram exame de sangue a fresco positivo, ou seja, parasitemia

patente.
5.1.2 Parasitemia (PAR):

Animais infectados ndo tratados (INT) com as cepa 728 (1,2 x 10°+ 1,1 x 10°
mm?) e 501 INT (2,1 x 10° + 1,0 x 10° mm?), representantes do gendtipo Tcll, foram os
que apresentaram maiores areas sob a curva (AUC) de parasitemia, mas ndo houve
diferencas estatisticas entre elas (Figura 2A). Essas mesmas duas cepas apresentaram
apos as analises, o maior nimero de parasitos no sangue periférico (Figura 2). A
amostra que apresentou a menor &rea sob a curva foi o 1337 (2,8 x10° + 2,7 x10°),
pertencente ao genotipo TcVI.

Comparativamente, em relacdo aos animais infectados e tratados na fase aguda
da infeccdo (ITFA), as amostras que apresentaram as maiores areas sob a curva foram:
1337- TcVI (4,4 x10* + 3,6 x10* mm?) e 728 - Tcll (2,6 x10* + 1,2 x10* mm?), ambas
pertencentes aos genoétipos TcVI e Tcll, respectivamente. A amostra isolada de animais
infectados e tratados na fase aguda que apresentou a menor area sob a curva foi o0 501 -
Tell (1,6 x10* + 1,4 x10* mm?) (Figura 2). Ndo houve diferenca estatistica entre os
pares de amostras 728 - Tcll (ITFA) vs 501 - Tcll (ITFA), 728 - Tcll (ITFA) vs 501 -
Tcll (ITFA), 728 - Tcll (ITFA) vs 501 - Tcll (ITFA) com P > 0.05. J& os pares de
isolados 501 - Tcll (ITFA) vs 1337 - TcVI (ITFA), 501 - Tcll (ITFA) vs 452 - Tcll
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Figura 2: A) Curvas de parasitemia observadas em camundongos Swiss inoculados com

10.000 tripomastigotas sanguineos e ndo tratados, infectados com as amostras de

Trypanosoma cruzi (452, 501, 728 - Tcll e 1337 - TcVI1) isoladas de pacientes com infeccéo
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chagésica crénica do municipio de Berilo, Vale do Jequitinhonha, MG, Brasil. B,C,D e E
— Curvas de parasitemia comparando 0s grupos infectados tratados com os isolados
infectados ndo tratados na fase aguda da infeccdo. (INT: infectado ndo tratado, ITFA:

infectado e tratado na fase aguda).

5.1.3 Periodo Pre-Patente (PPP):

O PPP corresponde ao tempo em dias apés o indculo em que se observa a
presenca das formas tripomastigotas no sangue periférico do camundongo, expresso em
dias pés-infeccdo. Os PPPs avaliados nesse trabalho, variaram de 6,75 + 0,82 a 12,25 +
0,45 dias nas amostras de camundongos infectados ndo tratados, e de 8,50 = 0,3273 a
12,88 + 0,79 dias nss amostras de animais infectados e tratados na fase aguda da
infeccdo. A amostra que apresentou maior PPP foi a 728 - Tcll, com a média do periodo
pré-patente de 12,88 + 0,79 dias. A amostra que mostrou o menor PPP foi o 501
também Tcll, com média de 6,75 + 0,82 dias (Tabela 2). Ao avaliar a existéncia de
diferenca significativa (P<0,05) entre as duplas de um mesmo isolado (INT vs ITFA),
observou-se a existéncia de diferencas apenas entre as amostras pertencentes ao
gendtipo Tcll (isolados 452 e 501) - (Tabela 2).
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Tabela 2: Média dos pardmetros bioldgicos avaliados em camundongos infectados com as
amostras 728, 501, 452 (Tcll) e 1337 (TcVI) de Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes
na fase crodnica da doenca de Chagas residentes em Berilo, Vale do Jequitinhonha, Minas

Gerais, Brasil.
PPP PP PMP DPMP
Amostra

s de
Teruzi/ | INTATEA D INTITFA  p INT/ITEA o INTATFA D
DTUs

13.00 = 112500 =

452 6,87 + 0,29/ ) s 0.01 Py 003 1325+131

s 0,002 ’ - o 0,398
(Tell) | g50+0,3273 2694037 16195 + 4763 12,00 + 0,75

501 6,75+ 082/ Zégi /i zggggg /i 17,50 + 1,35/

oo 0,019* ’ 0.0* 0,0% 0,008*
(Tcl) 9.37 +0,37 412+ 0.85 5063 + 993 11,00 + 0,53

12.25 + 0,45/ 28,68 + 111000 + 12,88 +1,28/

728 2,05/ 49128 0,01

o 0,91 0.14 i 0,512
(Tet) 1 1288079 16,13 + 5,76 25000 + 7474 11,88 £0,74

1337 | 10.25+088/ 1;5 /i 00g 38500%16474/ a 1650+143/

o 0,658 ! o s 0,043*
(TeVi) 9.50 + 0,42 400+ 080 17625 + 4367 1275+ 0,88

PPP: periodo pré-patente; PP: periodo patente; PMP: pico méaximo de parasitemia; DPMP:
dia do pico maximo da parasitemia; INT: infectado ndo tratado; ITFA: infectado tratado
fase aguda; DTU: Discrete Typing Unity; *apresenta diferenca significativa.

5.1.4 Periodo Patente PP:

O periodo patente corresponde ao periodo compreendido entre o primeiro dia em
gue se observou a existéncia do parasito no sangue periférico do camundongo até o
ultimo dia antes de zerar a parasitemia, verificada por pelo menos cinco dias
consecutivos ap0s a primeira negativacdo do exame de sangue a fresco. Para este
parametro, a amostra ndo tratada, que apresentou maior media do PP, foi a 728 (Tcll)
com 28,88 + 2,05 dias. A amostra ndo tratada, que apresentou a menor média do PP, foi

a 1337, unica amostra TcVI que apresentou parasitemia patente em modelo murino com
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média de PP de 11,13 + 2,37 dias. Entre as amostras de T. cruzi inoculadas em animais
tratados na fase aguda da infeccdo, a 728 (Tcll) também foi a que apresentou a maior
média do PP, de 16,13 + 5,76 dias. A amostra que demonstrou a menor média de PP foi
a 452 (Tcll), com 3,62 £ 0,37 dias. Foram observadas diferencas significativas (P <
0,05) no parametro PP quando foram comparadas as amostras 452, 501 (Tcll) e 1337
(TcV1) nos grupos INT vs ITFA (Tabela 2).

5.1.5 Pico maximo de parasitemia:

A amostra que apresentou maior PMP nos camundongos foi a 501 (Tcll), com
média de 200000 + 40525 tripomastigotas/0,1mL de sangue no 17° dia de infecgdo. Os
animais infectados com a amostra 1337 (TclV) foram o0s que apresentaram o menor
PMP, com média de 38500 + 16474 tripomastigotas/0,1mL no 16° dia de infeccdo. Ja
nos grupos dos camundongos infectados e tratados na fase aguda da infeccéo, a amostra
que apresentou maior meédia de PMP foi 728 (Tcll), de 25000 + 7474
tripomastigotas/0,1mL de sangue no 11° dia de infeccdo. A amostra que apresentou a
menor média de PMP no grupo de animais tratados foi a 501 (Tcll), com 5063 + 993
tripomastigotas/0,1mL de sangue no 11° dia de infecgéo.

Na anélise do pardmetro PMP, foram encontradas diferencas significativas (P<
0,05) entre os pares 501 (Tcll) INT vs 501 TFA e 1337 (TcVI) INT vs 1337 ITFA,
como demonstrado na Tabela 2 . Ndo foram encontradas diferencas significativas (P>
0,05) entre os pares de amostras 728 (Tcll) e 452 (Tcll) comparando-se 0S grupos

tratados e néo tratados (Tabela 2).

5.1.6 Dia do pico maximo de parasitemia DPMP:

A média do DPMP variou entre 12° e 17° dias nos grupos de animais nédo
tratados, e do 11° ao 12° dias nos grupos de animais tratados na fase aguda. O par de
amostras 501 (Tcll) e 1337 (TcVI) (Tabela 2) foi o Unico que apresentou diferencas
significativas (P > 0,05) na comparagdo entres os grupos de animais tratados e néo
tratados foi:. N&do houve variacdo significativa no DPMP comparando os isolados nao

tratados, diferentemente do observado na comparacao dos grupos tratados. (Tabela 2).
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5.1.7 Mortalidade (MOR)

Nos grupos de camundongos inoculados com as diferentes amostras do T. cruzi
ndo foram detectadas mortalidade até o 360° dia pds-tratamento, periodo que os animais

foram mantidos sob observacéo no biotério.

5.1.8 Caracterizacdo morfologica dos parasitos no sangue periférico

Em todas as amostras de T. cruzi avaliadas foi demonstrada uma predominancia
de formas intermediarias durante todo o PP, exceto na amostra 1337 (TcVI) na qual foi
verificada predominancia de formas delgadas no inicio da infec¢do, posteriormente
substituidas por formas intermediarias e largas ao longo do periodo de observacéo.

Na Figura 3 estd demonstrada a avaliacdo do polimorfismo dos parasitos no
sangue periférico de camundongos infectados com a amostra 1337 (TcVI),
representadas em percentual de formas finas, intermediérias e largas observadas durante
os dias em que a parasitemia encontrava-se mais elevada durante a fase aguda da

infeccdo (Figura 3).

_

Figura 3: Polimorfismo representativo dos tripomastigotas sanguineos provenientes dos
camundongos infectados com a amostra de T. cruzi 1337 (TcVI) . A: forma delgada; B:
forma intermediéria; C: forma larga.

5.2 Susceptibilidade/Resisténcia das amostras de T. cruzi ao Nifurtimox.

5.2.1 AvaliacGes Parasitoldgicas
5.2.1.1 Exame a fresco (ESF)
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No grupo de animais ITFA (infectados e tratados na fase aguda) a positividade
global no ESF pds-tratamento foi de 0% (0/32) e a positividade desta técnica nos
diferentes grupos de animais ndo apresentou variacdo. Este exame ndo foi capaz de
detectar parasitos em animais infectados com as amostras Pr 150 (Tcl) e 748 (TcVI). No
grupo dos animais INT o ESF foi capaz de detectar parasitos em 100% (32/32) dos
animais.

O ESF néo foi realizado em animais ITFC (infectados e tratados na fase
crbnica), uma vez que na fase cronica da infeccdo, este exame é quase sempre negativo
devido a parasitemia subpatente resultante da resposta imune que o animal ja

desenvolveu.

5.2.1.2 Hemocultura (Hm)

A positividade da hemocultura poés-tratamento realizada no grupo de animais
ITFA variou de 0 a 46.9%, dependendo do grupo experimental, tempo de avaliagcdo
pos-tratamento e do gendtipo de cada cepa. A Hm aumentou a taxa de deteccdo de
fracasso terapéutico na maioria dos animais quando comparada ao ESF, exceto em
animais infectados com as amostras 1337 (TcVI) e 452 (Tcll), nos quais ndo foi
observada positividade por esta técnica. No grupo de animais INT, a realizacdo da
hemocultura foi desnecessaria, pois todos os animais foram positivos no ESF (dados
ndo mostrados individualmente).

Amostras de sangue de animais do grupo ITFC (n=32) foram submetidas a Hm
e esta foi positiva em 31,25% (10/32) dos animais. A positividade desta técnica nos
diferentes grupos experimentais variou de 0 a 50%. No grupo de animais INT a Hm foi
capaz de detectar parasitos em 93,75% (30/32) dos animais, e a positividade desta
técnica nos diferentes grupos de animais variou de 90 a 100% (dados ndo mostrados).
Animais infectados com as amostras 501 e 728 (ambas Tcll) ndo tratados apresentaram

100% de positividade nesta técnica (dados ndo mostrados).

5.2.1.3 Reacéo da cadeia da polimerase - PCR

Entre os 32 animais ITFA, 19 (59,3%), 27 (84,3%) e 32 (100%) apresentaram
resultados negativos na PCR, 90, 180 e 360 dias ap0s o tratamento, respectivamente. A
positividade global na PCR foi de 41,7% (13/32) em animais infectados com as
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diferentes cepas de T. cruzi tratados na fase aguda da infeccdo. A PCR demonstrou
sucesso terapéutico em todos 0s grupos experimentais, tratados na fase aguda da
infeccdo, uma vez que essa metodologia foi negativa em todos os grupos 360 (d.p.t).
Vale ressaltar, que a PCR foi diminuindo sua postividade ao longo das avaliacbes
(Tabela 3). Nao foi necessaria a realizacdo da PCR em amostras de sangue de animais
infectados e ndo tratados com todas as cepas, uma vez que estas apresentaram resultados
positivos no ESF (dados ndo mostrados).

Entre os 32 animais ITFC, apenas 8 apresentaram resultados positivos na PCR
180 (d.p.t), e nenhum animal apresentou PCR positiva na avaliacdo de 360 (d.p.t). A
positividade da PCR neste grupo foi de 25% (8/32) em animais infectados com as
diferentes cepas de T. cruzi. A positividade desta técnica nos diferentes grupos de
animais ITFC variou de 0 a 40%. Animais infectados com as cepas 1337 (TcVI) e 452
(Tcll) e negativos na Hm, foram também negativos na PCR. Amostras de sangue de
animais INT, negativos na Hm, apresentaram cerca 70% de positividade na PCR (dados
ndo mostrados). Entre os diferentes grupos de animais INT a positividade da PCR

variou de 15 a 100% (dados ndo mostrados).

Abaixo esta demonstrado um gel eletrdnico representativo dos resultados de

amostras de T. cruzi apos a realizagdo da PCR, bem como os dados do tamanho de pares

de bases apresentado por cada amostra no eletrofenograma (Figuras 4 e 5).

Figura 4: Gel eletronico representativo, demonstrando os produtos amplificados (330 pb)
de diferentes amostras de DNA, extraidas do sangue de camundongos infectados com as
diferentes amostras do Trypanosoma cruzi utilizadas nesse estudo.
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Figura 5: Eletrofentograma demonstrativo das primeiras cinco amostras de Trypanosoma

cruzi existentes no gel eletrénico, demarcando em vermelho o pico de 330 pb, caracteristico

do K-dna do Trypanosoma cruzi.

5.2.1.4 Avaliagéo do parasistimo tecidual (coragéo) por gqPCR

Para a realizacdo da metodologia de PCR para quantificagdo do parasitimo em

tecido cardiaco de animais infectados com as diferentes amostra de T. cruzi utilizadas

nesse trabalho, foi necessario gerar uma curva padrdo para cada placa. A Figura 6A

ilustra um grafico de amplificagdo “ARn” x Ciclo na apresentacdo logaritmica das seis

diluicdes seriadas utilizadas para determinacdo da curva padrdo. As linhas coloridas
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representam as curvas de amplificacdo de DNA do T. cruzi. A magnitude do sinal de
fluorescéncia normalizada (ARn) foi calculada a cada ciclo, obtida pela razdo entre o
“Syber® Green”/ROX (corante) subtraida do baseline - “ARn” = Rn (ciclo) - baseline.
O “Rn” ou reporter normalizado corresponde ao sinal de fluorescéncia do corante
“Syber® Green” normalizado pelo sinal de fluorescéncia da referéncia passiva (corante
ROX) existente na mistura da reacdo de PCR. A baseline é ajustada em cada amostra
automaticamente durante os estagios iniciais da PCR, quando ha poucas varia¢des no
sinal. A linha azul claro na horizontal corresponde ao threshold, que é ajustado
automaticamente ou manualmente, mas quando necessario, para ser considerada a
regido de crescimento exponencial da amplificacdo localizada acima do baseline.

A Figura 6B apresenta uma curva padrdo gerada a partir da regido linear da
curva de amplificacdo das seis diluicdes utilizadas. Os valores da eficiéncia (E) foram
maiores que 97,5% e do coeficiente de correlacdo (R2) foram todos maiores que 0,99
(Figura 6B).
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Figura 6: Curvas representativas de qPCR: A) Grafico de amplificagdo (ARn x ciclo) do
Trypanosoma cruzi demonstrando a amplificagdo de DNA nas seis diluicbes seriadas
utilizadas (1 x 10° — 1 x 10°) em escala logaritimica para ajustes do Threshold (linha azul).
Cada conjunto de linhas coloridas refere-se a um ponto da curva. B) Curva padrdo gerada a

partir da regido linear da curva de amplificacéo.

Apos confeccdo da curva padrdo, foram avaliadas amostras dos cora¢Bes dos
animais dos grupos tratados e ndo tratados de cada cepa. Amostras de animais dos
grupos infectados ndo tratados (controles) de cada cepa apresentaram qPCR com

intenso parasitismo, tanto na fase aguda como na fase cronica da infeccao.
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No grupo dos animais infectados e tratados na fase aguda, o parasitismo tecidual
detectado indiretamente por esta técnica foi de 37,5% (12/32) (Tabela 3). Apesar deste
fato, todas as amostras amplificaram corretamente o gene enddgeno (TNF-a), o que
confirma a correta realizagcdo da técnica e permitindo a confiabilidade nos resultados
obtidos.

Nos grupos de camundongos infectados e tratados na fase cronica, 100% dos
tecidos cardiacos dos animais amplificaram o fragmento de DNA caracteristico para o
T. cruzi. Ap6s quantificacdo do DNA, foi observada positividade tecidual na PCR com
indices bem mais elevados quando comparados com os animais infectados pelas
mesmas amostras de T. cruzi tratados na fase aguda da infeccdo (Tabela 3).

Vale chamar atencdo que o parasitismo cardiaco foi sempre mais intenso nos

tecidos dos grupos de animais infectados e ndo tratados na fase crénica da infec¢ao.

5.3 Avaliacbes Soroldgicas
5.3.1 Sorologia Convencional - ELISA

No grupo de animais INTFA a ELISA detectou 100% de positividade em
amostras coletadas de animais infectados com todas as cepas e coletadas trés (64/64),
seis (62/62) meses e um ano apdés o tratamento (dados ndo apresentados).

No grupo de animais ITFA a ELISA foi positiva em 100% (32/32) dos animais
infectados com as amostras coletadas de camundongos com trés meses apOs O
tratamento (Figura 7 e Tabela 3). Em amostras coletadas seis meses ap0s 0
tratamento, a ELISA foi positiva na maioria (93,75% - 30/32), exceto em dois animais
infectados com a cepa 501 (Tcll) que apresentaram resultado negativo, 0 mesmo
resultado aconteceu na avaliacdo de 360 (d. p.t) (Figura 7 e Tabela 3).

No grupo de animais ITFC a ELISA foi positiva em animais infectados com
todas as amostras coletadas trés (32/32), seis (32/32) meses e um ano ap6s o tratamento
(Figura 6 e Tabela 3). No grupo de animais INTFC a ELISA também detectou 100%
de positividade nas amostras coletadas em todos os trés tempos apOs o tratamento
(dados ndo demonstrados).

Em geral houve queda significativa na absorbancia dos grupos ITFA nos trés
tempos de coleta (90, 180 e 360 d.p.t), ja para os grupos infectados e tratados na fase

cronica da infeccéo, essa queda nédo foi observada (Figura 7).
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Figura 7: Absorbancia observada na sorologia convencional (ELISA) dos camundongos
infectados com as quatro cepas de Trypanosoma cruzi (501, 452, 728 — Tcll e 1337 —
TcVI), avaliados nos tempos de 90, 180 e 360 dias ap0s o tratamento com o Nifurtimox nas
fases aguda e crbnica da infeccdo. ITFA = grupos infectados e tratados na fase aguda da
infeccdo; ITFC = grupos infectados e tratados na fase crénica da infecgdo; CN = controle

negativo; Cutt-of — linha continua, com valor aproximado de 0,4.
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5.3.2 Sorologia ndo convencional - CF-AATV

Na pesquisa de anticorpos anti-tripomastigotas vivos pela citometria de fluxo a
negatividade global observada em ambos os grupos de camundongos infectados e
tratados na fase aguda da infeccdo foi de 62,5% em animais na avaliacdo feita 360 dias
pos-tratamento (Tabela 3). Os animais que apresentaram o maior indice de negatividade
para essa metodologia foi o grupo infectado pela cepa 452 pertecente ao gendtipo Tcll,
negativo em 87,5% (7/8) dos camundongos. A amostra de T. cruzi que demonstrou a
maior resisténcia ao farmaco foi a 728 (Tcll), com 25% (2/8) animais com CF-AATV
negativa (Tabela 3).

No grupo de animais infectados e tratados na fase crénica da infec¢do (ITFC), a
metodologia de CF-AATYV foi positiva em 100% dos grupos. (Tabela 3).
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Tabela 3: Resultados das técnicas parasitolégicas/molecular (Hm, PCR e gPCR), soroldgica convencional (ELISA) e soroldgica ndo convencional (CF-

AATV), utilizadas como controle de cura nos animais infectados com amostras de Trypanosoma cruzi tratados na fase aguda e cronica da infeccao.

Resultados Negativos (ITFA)
Sorologia ndo
Meétodos parasitolégicos/molecular (%4) Sorologia convencional (%) | convencional
(%) Cura Total
Cepas de T. gPCR FC-ALTA (%) (*0)
) HC (%) PCR no sangue (%) ELISA (%)
cruzi (%)
90 130 360 o0 130 360 360 20 150 360 360 360
(d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) {(d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) {d.a.t) (d.a.t)
452 100 100 100 23 100 100 87.5 0 0 0 873 87.3
(IcII) (8/8) (5/8) (5/8) (2/8) (28 (5/8) (78 (0/8) (0/8) (0/8) (7/8) (7/8)
501 62,5 12,5 100 12.3 100 100 75 0 25 23 75 75
(IcII) (5/8) (1/8) (5/8) (18 (28 (5/8) (6/8) (0/8) (2/8) (2/8) (6/8) (6/8)
718 100 100 100 100 62.3 100 23 0 0 0 25 3
(TeIl) (8/8) (88) @8 | @ | @™ | @8 | @8 | ©%) | ©08) | @8 (2/8) 218)
1337 100 100 100 100 75 100 625 0 0 0 62,3 62,5
(TeVI) (8/8) (0/8) (3/8) (28 (6/8) (B/8) (3/8) (0/8) (0/8) (0/8) (3/8) (3/8)
20,6 331 100 59,3 8437 100 625 0 6,25 6,25 62,3 62,5
Total () (29/32) (17/32) (32/32) (19/32) | (27/32) | (3232 | (20/32) (0/32) 232y (2/32) (20/32) (20/32)
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Resultados Negativos (ITFC)
PCR AATV
HC (%) PCR no sangue (%) ELISA (%) (%4) Cura Total (%)
Cepas de T. (%)
e 20 180 360 20 180 160 60 20 180 360 160 360
(d.a.t) (d.a.t) (d.a.t) (dat) | (dat) | (daf) | (dat) | (dat) | (dat) | (dat) (d.at) (d-a.t)
452 100 100 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
(TcII) (8/8) (2/8) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (0/2) {0/8) (0/2) {0/8) (0/8) {0/32)
501 23 100 100 30 30 100 0 0 0 ] 0 0
(TcII) (/%) (8/8) (8/8) (4/8) @8 (8/8) (0/8) {0/8) (0/8) (0/8) (0/8) (0/32)
g 100 100 100 100 50 100 0 0 0 0 0 0
(TcII) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (4/8) (8/8) (0/'8) (0/8) (0/8) {0/8) (0/8) (0/32)
1337 30 100 100 100 100 100 0 0 0 0 0 0
(TeVT) (4/2) (3/3) (8/8) (8/8) (8/8) (8/8) (0/8) {0/8) (0/8) (0/8) (0/8) (0/32)
6875 100 100 873 73 100 0 0 0 0 0 0
Total (n) ’ ; a9/3 . . 1 - . - ; . ;
(22/32) (3232) | (32532) | sy | 4esn | GX3L) | s | 0532 | (0E2 (0/32) (0/32) (0/32)

ITFA: infectado tratado fase aguda, ITFC: infectado tratado fase cronica, ESF: exame de sangue a fresco, Hm: hemocultura, PCR: Reacdo da cadeia

da Polimerase, gPCR: reacdo de PCR quantitativa realizada nos tecidos cardiacos dos animais.
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5.4 Perfis de Susceptibilidade ao Nifurtimox e critério de cura dos animais.

Considerando o critério de cura classico proposto pelo Consenso Brasileiro de
doenca de Chagas em 2005, que visa a negativacdo de todos os testes parasitoldgicos e
soroldgico convencional, o indice de cura encontrado na avaliacdo final de 360 (d.p.t)
para ogrupo de animais ITFA foi muito baixo, apenas 6,25%. Ao longo das trés
avaliacbes foi observado um aumento progressivo na negativacdo dos métodos
parasitologicos (Hm e PCR no sangue) chegando a 100% de negativacdo na ultima
avaliacdo (360 d. p. t). Também pode ser obeservada uma queda na absorbancia da
sorologia convencional ao longo das trés avaliagdoes em todos os grupos ITFA. (Figura
7). Na avaliacdo feita no 360° (d.p.t), a absorbéancia dos soros de todos 0s grupos
experimentais (ITFA) estava bem proximo ao cutt-of. Vale ressaltar, que outras
avaliacBes ndo foram possiveis, pois 0s camundongos possuem em média dois anos de
vida, e ndo teriamos tempo suficiente para esperar essa SOroconversao nos grupos
experimentais uma vez que estes animais foram necropsiados para avaliagOes
histopatoldgicas e qPCR em tecido cardiaco destes mesmos animais.

Na avaliacdo da resposta ao tratamento na fase cronica da infec¢do considerando
o critério cléssico de cura, ndo foi observada cura em nenhum dos animais infectados e
tratados, tdo pouco queda na absorbancia da sorologia convencional nos trés tempos de
avaliacdo.

Por outro lado e considerando o critério de cura mais atual que considera como
curado o animal que apresenta a negativacdo de métodos soroldgico ndo convencional,
aqui representando por metodologia analoga a Lise Mediada por Complemento (LMC°),
a AATV juntamente com a negativacdo dos testes parasitologicos, agora acrescido da
PCR no sangue e principalmente da gPCR em tecidos, foi verificado um indice de cura
parasitologica de 62,5% (20/32) dos animais, ou seja, dez vezes maior que 0 observado
no critério de cura cléssico.

A sorologia ndo convencional (CF-AATYV), avaliada 360 d. p.t, demonstrou uma
alta taxa de negativacao em relacdo a sorologia convencional (ELISA) no mesmo tempo
de avaliagdo. Os mesmos animais que apresentaram a CF-AATV negativa,
apresentaram a gPCR quantitativa no tecido cardiaco além da Hm e PCR no sangue,
também negativos, o que nao foi observado nos grupos controles INT com cada uma

das amostras estudadas.
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No grupo de animais ITFC, ndo foi observada cura em nenhum dos animais
infectados por todas as amostras de T. cruzi. A AATV e gPCR feitas na avaliacdo de
360 d. p.t, apresentaram resultados positivos em 100% dos animais.

Com essas andlises, podemos afirmar que as quatro amostras avaliadas nesse
trabalho, foram consideradas resistentes ao farmaco Nifurtimox, pelo critério de cura
classico, e parcialmente sensiveis ao tratamento por este farmaco pelo critério de cura

mais atual.

5.5 AvaliacGes histopatoldgicas:

A avaliacdo quantitativa do processo inflamatorio cardiaco em camundongos do
grupo INT foi realizada paralelamente ao grupo ITFA e ITFC, um ano apos o término
do tratamento. Os animais dos grupos INT que apresentaram 0s maiores indices de
infiltrado inflamatdrio no tecido cardiaco foram os infectados com amostras do genétipo
Tcll (Figura 8 A). O grupo de animais INT com a amostra 501 (Tcll), apresentou o
maior indice de inflamacdo no tecido cardiaco. O grupo de animais INT que
demonstraram menos inflamacdo, foi o infectado pela amostra 1337, pertencente ao
genotipo hibrido, TcVI. Esta amostra apresentou diferencas significativas entre o
namero de infiltrado inflamatdrio em relacdo a todos 0s outros grupos experimentais
(Figura 8A e B). Todos os grupos de animais INT demonstraram diferencas
significativas em relacdo ao grupo infectado e tratado com a mesma amostra de parasito,
considerando o processo inflamatorio (Figura 8A).

Em relagdo aos grupos de animais ITFA da infecgdo, ndo foram observados
processos inflamatorios exercebados no tecido cardiaco, e a contagem dos nucleos do
infiltrado inflamatorio, ficou bem préxima ao dos grupos controles ndo infectados como
demonstrado na Figura 8A.

Ja para os grupos de animais na fase cronica da infeccdo, ndo houve diferenca
significativa entre os grupos tratados e ndo tratados infectados pela mesma amostra
(INT vs ITFC), ou seja, o tratamento ndo foi capaz de reduzir o processo inflamatério
no tecido cardiaco dos animais. Entretanto, foi observada diferenca significativa entre
os animais infectados com amostras pertencentes a grupos genéticos distintos. A
amostra 1337 (TcVI), assim como na fase aguda da infeccdo, também apresentou as
menores taxas de infiltrado inflamatorio no tecido cardiaco dos animais, e diferencas

significativas quando comparada aos demais grupos experimentais (Figura 8A).
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Na avaliacdo da deposicdo de coladgeno no tecido cardiaco de animais infectados

com as diferentes amostras de T. cruzi, verificou-se neoformacéo discreta de coladgeno

nos grupos de animais INT em relacéo aos tratados, independentemente do tratamento

ter sido realizado nas fases agudas ou cronicada infec¢do (Figura 8C).
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Figura 8: A) Quantificacdo do numero de células inflamatdrias no coracdo de animais

infectados com amostras de Trypanosoma cruzi. A linha tracejada no gréafico representa a

média entre o nimero de ndcleos celulares encontrados no tecido cardiaco dos animais ndo
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infectados. Indices acima da linha tracejada sdo considerados tecido inflamado. B)
Fotomicrografias representativas da avaliagdo do processo inflamatério da amostra 501
(Tcll): aspecto histolégico anormal em animais infectados néo tratados, com presenca de
grande quantidade de infiltrado inflamat6rio no grupo ndo tratado, tanto na fase aguda,
como na fase cronica da infeccdo. Normalidade histoldgica em animais infectados e tratados
na fase aguda da infeccdo. C) Fotomicrografias representativas do processo de deposicédo de
colégeno para avaliacéo de fibrose no tecido cardiaco de animais infectados com a cepa 501

(Tcll), (Tricromico Masson, Bar = 50 mm).

5.6 Avaliacdo da curva de crescimento em meio de cultura acelular

Os perfis de crescimento dos seis isolados em meio de cultura acelular (LIT)
estdo apresentados comparando amostras de cada genotipo de T. cruzi entre si (Figura
9A).

Foi observada reducdo significativa na mediana da &rea sob a curva (Area Under
the Curve AUC) apenas entre os isolados PR150 (Tcl) e 728 (Tcll). Os Isolados,
PR150 (Tcl) e 728 (Tcll) apresentaram a menor e a maior AUC, respectivamente, e

diferenca significativa no crescimento em cultura acelular. (Figura 9B).
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Figura 9: A) Curva de crescimento em meio acelular dos seis isolados de Trypanosoma
cruzi pertencente a genotipos distintos, Tcl, Tcll e TcVI. B) Comparacao entre as areas sob
a curva (AUC) dos dois isolados, 728 (Tcll) e PR150 (Tcl), que apresentaram a maior e a

menor area sob a curva respectivamente.

Na comparacdo da média de resultados das duas amostras do genoétipo TcVI
(1337 e 748) com as trés amostras pertencente ao gendtipo Tcll (501, 452 e 728), foi
possivel observar que a amostra que apresentou a maior capacidade de crescimento em
meio LIT foi a 728 (Tcll). Amostras de um mesmo gendtipo mantiveram crescimento
em meio LIT com perfis muito semelhante ao longo dos vinte dias de avaliagdo (Figura
10).
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Figura 10: Comportamento diferencial de crescimento médio em cultura acelular em meio
LIT ds gendtipos Tcll (A) e TcVI (B) do Trypanosoma cruzi.

5.7 Avaliacéo dos perfis de infectividade e desenvolvimento in vitro
O comportamento bioldgico dos seis isolados de T. cruzi em meio celular,

qguando submetidos a avaliacdo dos perfis de infectividade e multiplicacdo em cultura

em células “Vero” apds 24, 48 e 72 horas de incubagao estd mostrado na (Figura 11).
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Figura 11: Perfil representativo da infecgdo em células “Vero” de amostras de
Trypanosoma cruzi isoladas de pacientes chagasicos cronicos pertencentes a trés genotipos
distintos (Tcl, Tcll e TcVI). A) Controle ndo infectado correspondente as células sem
infeccdo pelo T. cruzi. B) Infeccdo moderada apds 48h de infecgdo pela cepa 1337 (TcVI)
apresentando poucas células infectadas e com ndmeros reduzidos de amastigotas
intracelulares. C) Infeccdo intensa, correspondente ao periodo de 72 h ap6s infeccdo pela
cepa 501 (Tcll) demonstrando grande nimero de células infectadas por campo e grande

numero de amastigotas intracelulares.

A Figura 12 representa as taxas de infeccdo e desenvolvimento das amostras de
T. cruzi em células Vero ao longo das 72 horas avaliadas. Foi avaliadas em todas as
amostras a capacidade de infectar estas células apds 24 horas de incubagdo. De forma
geral, as taxas de infectividade duplicaram a partir de 48 horas apdés o indculo,
correspondendo ao periodo de multiplicagdo do parasito no interior da célula
hospedeira. Ja o isolado 1337 (TcVI) apresentou perfis de infectividade e
desenvolvimento intracelular trés vezes mais elevado do que os demais genotipos, no
tempo de 24 horas, mantendo-se estavel nos demais tempos avaliados (Figura 12).
Entre 48 e 72 horas ap0s a incubacdo, as taxas de infectividade e multiplicacdo das
amostras de T. cruzi permaneceram estaveis, com exce¢do do aumento na taxa de

mutiplicacdo intracelular observado na amostra 501 (Tcll). Todos os outros isolados
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apresentaram perfil ascendente em relacdo ao numero de células infectadas, variando as

taxas de multiplicacdo das amostras ao longo do tempo, significativamente ou néo
(Figura 12).
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Figura 12: Perfil comparativo de infeccdo em células “Vero” de amostra de Trypanosoma
cruzi pertencentes a trés genotipos distintos nos diferentes tempos de infec¢do. A) NUmero
de células infectadas em cada 100 células contadas. B) Nimero de formas amastigotas por
célula. C) A razdo entre 0 nimero de amastigotas em relacdo ao numero total de celulas
infectadas. Os simbolos (* e #) representam os pares que apresentaram diferenca estatistica

significativa entre si (p<0,05).

A Figura 13 representa as taxas de infeccdo e desenvolvimento in vitro das

diferentes amostras avaliadas em relacdo ao seu gendtipo e em cada tempo de avaliacgéo.
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As amostras 1337 (TcVI) e 728 (Tcll) foram capazes de parasitar mais células
em relacdo as cepas PR150 (Tcl), 748 (TcVI), 452 e 501 (Tcll), 48 horas apds o
indculo. No entanto, o nimero de amastigotas por célula infectada foi semelhante entre
as duas cepas, refletindo, nesse momento, habilidade de infeccdo semelhante em
parasitos dos dois genotipos (Tcll e TcVI). Apos 72h de incubagdo, embora ndo tenha
sido observada diferenca entre o nimero de células infectadas, a taxa de multiplicacéo
das formas amastigotas da amostra 501 (Tcll) foi superior a observada para o restante
dos isolados, apresentando variacdo significativa entre elas (p< 0,05). Esses dados
mostram que as cepas 728 (Tcll) e 1337 (TcVI) apresentaram infectividade mais
precoce. Em contrapartida, a maior capacidade replicativa in vitro de todas as cepas
avaliadas foi apresentada pela amostra 501 (Tcll), pois esta apresentou 0 maior numero
de amastigotas por células apés 72h de infeccdo (Figura 13).

Os isolados 501 (Tcll) e 1337 (TcVI) apresentaram maior taxa de infectividade
do que as outras amostras no tempo de 24h, mantendo-se estavel ao longo das 72 horas
avaliadas. O numero de amastigotas total apresentado pela amostra 501 (Tcll) foi maior
em compara¢do a amostra 1337 (TcVI), nos tempos de 24 e 48h. O maior nimero de
células infectadas observado na amostra 501 mostra ser esta de rapida infectividade,
pois 72h apos o indculo o nimero de amastigotas por célula infectada deste isolado foi
muito superior a todas as outras amostras (Figura 13).
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Figura 13: Perfil comparativo de infecgdo em células “Vero” de amostras de Trypanosoma
cruzi pertencentes a genotipos distintos em um mesmo intervalo de tempo. A) NUmero de
células infectadas em 100 células contadas. B) Numero de formas amastigotas por célula.
C) Razdo entre 0 nimero de amastigotas e nimero total de células infectadas. As letras

indicam os pares que apresentaram diferenca estatistica significativa (p<0,05).

Os demais isolados ndo apresentaram alteragdo significativa no perfil de
infectividade em comparagdo a cepa 501 (Tcll), e ainda, mantiveram o nimero de
amastigotas por célula inferior a esta amostra em todos os tempos avaliados, sendo
todas as amostras considerados isolados com baixas taxas de replicagdo (Figura 13).
Uma excecdo, entretanto, é o aumento na taxa de desenvolvimento intracelular dos
isolados 1337 (TcVI) e PR150 (Tcl) observado 48 horas ap6s o inoculo, em

comparacdo a amostra 501 (Tcll).
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5.8 Expressao diferencial de proteinas das formas epimastigota

Neste trabalho foi realizada inicialmente a analise da expressdo diferencial da
fracdo sollvel de proteinas das formas epimastigotas de duas amostras do T. cruzi, Pr
150 pertencente ao genoOtipo Tcl, e 452 pertencente a DTU Tcll, ambas isoladas de
pacientes chagéasicos cronicos apresentando forma clinica cardiaca e procedentes de
dois municipios de areas endémicas distintas, ambos do estado de Minas Gerais.

Para tal avaliagdo os extratos proteicos retirados de trés pellets distintos de cada
cepa, foram submetidos a isoeletrofocalizacdo e posterior eletroforese em gel de 13 cm,
pH 3 a 10, para separagdo dos spots de acordo com a massa molecular de cada um
(Figura 14).

Apds a corrida, os seis géis (trés de cada cepa) foram analisados pelo programa
Samespots. Vale ressaltar, que ja na observacdo visual dos geéis é possivel observar
claramente diferencas de composi¢éo proteica entre as duas amostras avaliadas (Figura
14).

Nessa primeira etapa do trabalho identificamos mais de 200 spots com fold ou
diferenca de expressao, acima de 1,5 em cada dupla de gel sobreposto, totalizando mais
de 500 spots identificados nas trés duplas analisadas. Em uma avaliacdo mais rigorosa,
com os spots identificados nos trés geis, foi possivel identificar nas trés triplicatas de
cada gel 48 spots comuns, todos com fold acima de 1,5, como demonstrado na Figura
15.

Dos 48 spots retirados, 18 eram exclusivos do extrato proveniente da amostra
representante do genotipo Tcl, Pr 150, e 19 exclusivos do extrato proteico do isolado
452 (Tcll). Onze spots foram comuns entre as duas amostras de T. cruzi nas trés
triplicatas distintas.

Ap0s o término dessa analise, os spots foram excisados nas triplicadas, digeridos
com tripsina e submetidos a identificacdo das proteinas na plataforma Q-Exactive LC-
MS / MS - Thermo Scientific. Para as buscas de identidade utilizou-se o banco de
sequencias proteicas para o T. cruzi do UNIPROT, com 53.369 sequéncias descritas e
25.989.068 residuos.

Foram identificadas cinco proteinas relacionadas com o processo de transcri¢éo
e traducdo, sete relacionadas com a resposta ao estresse, duas com 0 processo de
sinalizacdo celular, uma com o modelamento de proteinas, quatro com sintese e

degradacéo proteica, duas com o processo de metabolismo de carboidratos, duas com
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metabolismo de nucleotideos, sete com metabolismo de aminoacidos, quatro com

metabolismo de lipideos e trés proteinas relacionadas com a fungdo estrutural, como
demonstrado na Tabela 4.
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Figura 14 Perfil bidimensional comparativo das amostras de Trypanosoma cruzi pertencentes a dois genotipos distintos, 452 (Tcll) e PR150 (Tcl).

Géis corados com Coomassie G-250. Algumas proteinas diferencialmente expressas estao identificadas por setas vermelhas nos dois géis.
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Tabela 4: Proteinas identificadas nos géis referentes as amostras de T. cruzi PR150 (Tcl) e 452 (TcII) que apresentaram altera¢do de expressdo > 1,5
vezes.
Massa Massa
N° p . Peptideos % Molecular  Molecular
Spot/Cepa Gene Proteina Identificada Acesso Unicos Cobertura Pl Esperada  Observada

(kDa) (kDa)
Transcrigao/Tradugao
22-PR150 EF2 Elongation factor 2 K4DM24 21 30,02 6,04 94,1 66,33
56-452 TCP20 Chaperonin TCP20 Tc00.1047053509583.10 24 43,46 7,69 59 51,52
72-452 EF1A Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) Tc00.1047053510119.20 1 51,89 8,76 49,1 43,99
73-PR150 EF1A Elongation factor 1-alpha (EF-1-alpha) Tc00.1047053510119.20 1 55,9 8,76 49,1 43,52
101- PR150 RGG2 RNA-binding protein RGGm Tc00.1047053509105.90 7 23,26 8,76 334 34,89
139- PR150 EIF5A Eukaryotic initiation factor 5a Tc00.1047053506925.120 11 63,47 5 18 22,86
Resposta a estresse
26-452 HSP85 Heat shock protein 85 Tc00.1047053507713.30 51 49,43 5,15 80,7 65,09
26- PR150 HSP85 Heat shock protein 85 P06660 35 46,16 515 80,7 65,28
35-452 HSP70 Heat shock protein 70 (HSP70) Tc00.1047053511211.170 6 49,93 557 733 56,29
35- PR150 HSP70 Heat shock protein 70 (HSP70) Tc00.1047053511211.170 7 38,85 557 733 55,14
41-452 HSP70 Heat shock 70 kDa protein Tc00.1047053507029.30 13 50,23 597 70,9 58,63
41- PR150 HSP70 Heat shock 70 kDa protein Tc00.1047053507029.30 30 56,79 597 709 58,10
71- PR150 TDR1 Thiol-dependent reductase 1 Tc00.1047053509105.70 3 31,69 5,97 50,7 44,43
125-452 HRF IgE-dependent histamine-releasing factor Tc00.1047053506207.50 4 16,47 4,64 19,6 28,05
131-452 SODB Iron superoxide dismutase Tc00.1047053509775.40 2 63,95 8,6 26,1 26,57
140-452 GPX Glutathione peroxidase-like protein Tc00.1047053503899.130 7 38,76 6 19,6 23,19
Sinalizagdo Celular
105-452 SPSYN Spermidine synthase Tc00.1047053503855.20 1 37,84 541 33,1 34,01
143-452 RAB11 Small GTP-binding protein Rab11 Tc00.1047053506151.30 10 53,46 8,13 23,8 20,58
Modelamento de Proteinas
43- PR150 HSP60 Chaperonin HSP60 Tc00.1047053507641.290 47 69,95 5,5 59,1 52,49
44- PR150 HSP60 Chaperonin HSP60 Tc00.1047053507641.290 38 78 55 59,1 51,87
Sintese/Degradacéo Proteinas
59- PR150 CP Carboxypeptidase Tc00.1047053504153.160 21 43,74 6,3 57,6 47,36
108- PR150 MT2598 Peptidase M20/M25/M40 Tc00.1047053509213.120 7 16,46 558 51,2 34,57
127-452 PSMB2 Proteasome beta 2 subunit Tc00.1047053508461.430 10 26,82 8,95 33,2 28,05
137-452 PSMB5 Proteasome beta 5 subunit Tc00.1047053503781.70 6 17,36 5,9 34,9 25,39
137- PR150 PSMB5 Proteasome beta 5 subunit Tc00.1047053503781.70 9 27,01 5,9 34,9 24,73
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Metabolismo de Carbohidratos

24- PR150 PPDK
51-452 PEPCK
51- PR150 PEPCK

Pyruvate phosphate dikinase
Glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase
Glycosomal phosphoenolpyruvate carboxykinase

Metabolismo de Nucleotideos

34- PR150 MTHFD1
46-452 ADSS

Tetrahydrofolate synthase
Adenylosuccinate synthetase

Metabolismo de Aminoacidos

36- PR150 UROC1 Urocanate hydratase

38- PR150 UROC1 Urocanate hydratase

42-452 GPMI 2,3-Bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
42- PR150 GPMI 2,3-Bisphosphoglycerate-independent phosphoglycerate mutase
56-452 HAL Histidine ammonia-lyase

80- PR150 TAT Tyrosine aminotransferase

93-452 GOT1 Aspartate aminotransferase

111-452 ARG Arginase

112-452 PDXK Pyridoxal kinase

Metabolismo de Lipideos

113-452 PGFS Prostaglandin F synthase

115-452 ETFA Electron-transfer-flavoprotein, alpha polypeptide
116-452 PGFS Prostaglandin F synthase

118-452 HCD2 Short chain 3-hydroxyacyl-coa dehydrogenase
119- PR150 PGFS Prostaglandin F synthase

Estrutural

28- PR150 SMP-1 Calpain-like cysteine peptidase

102-452 TUuBB Beta tubulin

102- PR150 TUBB Beta tubulin

142-452 TUBA Alpha tubulin

QIGN79
Tc00.1047053507547.90
Tc00.1047053508441.20

Tc00.1047053511517.60
Tc00.1047053508731.60

Tc00.1047053504045.110
Tc00.1047053504045.110
Tc00.1047053506247.330
Tc00.1047053506247.330
Tc00.1047053506247.220
Tc00.1047053510187.30
Tc00.1047053510945.70
Tc00.1047053507031.90
Tc00.1047053509059.50

Tc00.1047053511287.49
Tc00.1047053503559.109
Tc00.1047053511287.49
Tc00.1047053509717.90
Tc00.1047053511287.49

Tc00.1047053506563.210
Tc00.1047053506563.40
Tc00.1047053506563.40
Tc00.1047053411235.9

14

35

14

14

18

44,58
42,86
60,76

14,95
50,81

17,19
38,37
56,14
62,27
39,89
49,52
47,85
56,82
41

57,09
69,78
51,77
57,19
54,96

13,73
43,44
12,44
18,4

8,4
8,37
8,48

7,2
8,21

6,77
6,77
5,92
5,92
7,91
6,21
8,32
6,18
6,38

7,84
8,54
7,84
8,79
7,84

4,97
4,81
4,81
5,06

100,7
58,8
58,5

70,4
68,4

32,5
33,5
32,5
35,5
32,5

78,2
49,47
49,47
49,8

65,28
50,30
50,08

56,58
53,45

55,85
55,85
53,45
53,13
51,52
40,58
38,91
32,16
29,35

31,87
31,87
32,16
31,58
31,88

63,29
34,99
35,21
21,68
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Os niveis de alteracdo na expressdo para cada proteina descrita nas Tabelas
anteriores podem ser observados na Figura 15. As moléculas identificadas foram
categorizadas de acordo com sua funcdo bioldgica em proteinas envolvidas na resposta
a transcricdo e traducdo, resposta ao estresse, processo de sinalizacdo celular,
modelamento de proteinas, sintese e degradacao proteica, metabolismo de carboidratos,
metabolismo de nucleotideos, metabolismo de amino&cidos, metabolismo de lipideos e
proteinas relacionadas com a funcéo estrutural.

A amostra representante do genétipo Tcll, 452, demonstrou maior expressao de
proteinas relacionadas com a resposta ao estresse (Figura 15). Muitas das proteinas
desse grupo estdo relacionadas com a protecdo no processo de replicagéo, transcricéo e
traducdo, e podem gerar certa resisténcia a cepa em relacdo ao processo de degradacao
proteica. Outras proteinas expressas nesta mesma amostra e importantes em relagdo a
protecdo contra o0 extress oxidativo sdo a Glutathione peroxidase-like protein, Iron
superoxide dismutase e Thiol-dependent reductase 1. As demais proteinas estdo
relacionadas com o metabolismo basal do T. cruzi.

Em relacdo a amostra PR150 (Tcl), em geral, houve maior expressdo de
proteinas relacionadas com o metabolismo basal do parasito e funcédo estrutural (Figura
15). Foram encontrados para essa amostra, poucos grupos proteicos relacionados com a
resposta ao estresse.
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Figura 15: Diferenca nos niveis de expressdo das proteinas identificadas nas duas amostras de Trypanosoma cruzi, Pr 150 — Tcl e 452 — Tcll. Os
resultados representam a média + erro padrdo do aumento ou diminuicdo de expressdo nas triplicatas de géis para cada genétipo. As chaves acima no
grafico indicam quais proteinas pertencem a cada amostra, e 0 nimero na frente do nome de cada gene corresponde ao nimero do spot identificado
(exemplo da primeira coluna no gréafico: 22 EF2, 22 corresponde ao nimero do spot identificado na cepa PR 150 (Tcl), e EF2 ao gene que codifica a
proteina Elongation Factor 2, conforme descrito na Tabela 4).
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6.0 DISCUSSAO:

A espécie T. cruzi é dividida em seis linhagens genéticas distintas, mais
conhecidas como DTUs identificadas como Tcl, Tcll, Tclll, TclV, TcV e TcVI
(Zingales et al., 2009). Sabendo-se entdo que esta espécie é predominantemente clonal
(Tibayrenc et al., 1986; Tibayrenc & Breniére, 1988) e que nela a ocorréncia de
fendmenos de hibridizacdo sdo raros (Westemberg et al., 2005), a hipdtese subjacente
ao modelo clonal é a existéncia de correlacdo entre a sua genética com suas
propriedades biologicas ja foi comprovada em relacdo ao seu desenvolvimento em
cultivo celular e acelular (Laurent et al., 1997; Revollo et al., 1998), na evolucdo da
infeccdo em hospedeiro vertebrado (Lana et al., 1998; Toledo et al., 2002) e
invertebrado (Lana et al., 1998) e susceptibilidade as drogas (Andrade et al., 1992;
Murta et al., 1998; Toledo et al., 2003, 2004), inclusive em infecces mistas em
vertebrados (Lana et al., 2000; Martins et al., 2007) e hospedeiros invertebrados (Pinto
etal., 1998).

Presume-se assim que parasitos mais proximos ou geneticamente semelhantes
apresentariam propriedades bioldgicas mais parecidas, ao passo que parasitos menos
semelhantes ou geneticamente distintos apresentariam propriedades mais diversas
(Tibayrenc and Breniere, 1988), dentre elas a resposta ao tratamento etioldgico,
infectividade e viruléncia, conforme demonstrado experimentalmente por varios autores
(Lana et al., 1998; Toledo et al., 2002, 2003). Porém, ha controvérsias entre autores na
determinacédo destas correlagfes (Buscaglia et al., 2006) o que estimula a continuidade
de estudos neste sentido.

Varios estudos que exploram essa hipOtese tém sido cruciais para o
conhecimento da correlacdo entre a genética e as propriedades biologicas do T. cruzi,
extendendo-se a epidemiologia da doenga, morbidade, curso clinico e resposta ao
tratamento especifico em modelo experimental (Luquetti et al., 1986; Andrade et al.,
1992; Coura e Castro, 2002).

Andrade, (1974) e Andrade & Magalhaes, (1997), demonstraram pioneiramente
que o comportamento bioldgico e a relacdo parasito-hospedeiro pode ser essencial na
determinacdo das manifestacGes clinicas e patologicas da Doenca de Chagas. Esses
mesmos autores, demonstraram que diferentes populacdes de T. cruzi provenientes de
distintas localidades, podiam ser agrupadas em trés tipos de Biodemas (I, 11 e 111), cada

um apresentando caracteristicas bem distintas em relagdo aos parametros
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morfobiologicos e histopatoldgicos em camundongos Swiss. O Biodema | com as cepas
representantes (Y e Peruviana), apresentando alta viruléncia, picos de parasitemia altos,
predominancia de formas sanguineas finas e reticulotropica ou macrofagotrépica. J& o
Biodema Il (cepas representativas isoladas do Recdncavo Baiano, Ba) com
multiplicacdo lenta, picos de parasitemia irregulares e tardios, predominancia de formas
sanguineas largas ao longo da infecgdo, com baixa porcentagem de formas finas no
inicio da infeccdo e miotropismo; e o Biodema Il (cepa Colombiana como
representante) que apresenta multiplicacdo lenta, altos picos de parasitemia e
predominancia de formas largas ao longo da infeccdo, com tropismo para musculatura
esquelética.

Nosso trabalho se propds a estudar amostras de T. cruzi de trés grupos genéticos
ou DTUs distintas (Tcl, Tcll e TcVI), isoladas de pacientes chagasicos crénicos do Vale
do Jequitinhonha, que apresentam formas clinicas distintas da doenca de Chagas, tanto
em relacdo aos pardmetros bioldgicos in vivo e in vitro, inclusive a resposta ao

tratamento com o Nifurtimox em modelo murino,na fase aguda e crénica da infeccéo.

6. 1 Caracterizacdo biologica de T. cruzi e resultados aqui obtidos

Estudo prévio de caracterizacdo genética das amostras aqui estudadas
comprovou que trés delas pertencem a DTU Tcll, enquanto duas amostra sdo
pertencentes a linhagem TcVI (Oliveira et al., 2015), e apenas uma a DTU Tcl (Abolis
et al.,, 2011). Todas estas DTUs sdo muito associadas a infecgdes humanas e as
manifestacdes clinicas comuns da doenca de Chagas no Brasil Central (Tcll) e Norte e
diversos paises do Norte da América Latina (Tcl), além de paises do Cone Sul (Tcll e
TcVI) (Zingales et al., 2012).

Das seis amostras de T. cruzi avaliadas nesse trabalho, apenas quatro delas
apresentaram parasitemia patente suficiente para viabilizar os diversos grupos
experimentais em camundongos. As amostras PR150 (Tcl) e 748 (TcVI) néo
demonstraram infectividade em camundongos Swiss, porém com parasitemia muito
baixa ou subpatente.

Todas as outras quatro amostras de T. cruzi (452, 501 e 728 — Tcll e 1337 —
TcVI) apresentaram 100% de infectividade em camundongos Swiss, avaliados pelo
exame de sangue a fresco (ESF) ao longo de todo periodo patente da infec¢do. Dessa

forma, foi possivel demonstrar as caracteristicas biologicas das amostras e a evolugdo
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da infeccdo em camundongos Swiss, incluindo os diveros parametros bioldgicos da
curva de parasitemia como, periodo pré-patente (PPP), periodo patente (PP), dia do pico
maximo de parasitemia (DPMP), pico maximo de parasitemia (PMP), morfologia dos
parasitos no sangue periférico, taxa de mortalidade e resisténcia ou susceptibilidade ao
tratamento com o nifurtimox.

Trabalhos semelhantes tém sido realizados em humanos por nossa equipe de
estudo na Regido do Vale do Jequitinhonha. Silva JC et al., (2013), avaliando os
parametros bioldgicos principais de 8 amostras de T. cruzi (Tcll) isoladas de criancas
com infeccdo chagasica na mesma regido, demonstraram predominancia de isolados
com baixa viruléncia, alta infectividade e baixos indices de parasitemia no sangue
periférico em modelo murino. Esses dados corroboram os resultados encontrados neste
trabalhno com amostras aqui estudadas apresentando perfil genético idéntico. Nesse
estudo, ndo foram identificadas isolados que apresentassem picos de parasitemia
elevados, e a maioria apresentou baixa viruléncia e durante o periodo patente da
infecgdo predominio de formas intermediarias a largas.

Anteriormente, diversos autores ja haviam demonstrado com estudos prévios
que amostras de T. cruzi, isoladas de casos humanos da Doenca de Chagas em
diferentes areas endémicas, geralmente apresentam viruléncia baixa a média, além de
amostras com parasitemia subpatente como apresentado por duas amostras neste estudo
(PR150 Tcl e 748 TcVI). Existem raras excecBes na literatura como no caso da cepa
VL-10, também isoladas de um caso humano de Virgem da Lapa, MG, considerada
altamente virulenta e inflamatdria, causando intensas lesbes cardiacas em modelo
murino e em cées (Andrade, 1974, Carneiro et al., 1991; Oliveira et al., 1997; Devera et
al., 2002, Caldas et al., 2013). Outros exemplos séo a cepa Y (Silva & Nussenzweig,
1953) e Be-62 que, no entanto, também apresentava baixa viruléncia quando recém
isolada e nas suas primeiras 20 passagens sucessivas em modelo murino (Lana et al.
1986).

Teston et al., (2013), avaliando os parametros bioldgicos do isolado PR150
(Tcl), incluido em nosso trabalho, em camundongos Swiss, ja haviam observados que
essa amostra de T. cruzi apresentava indices extremamente baixos de parasitos no
sangue periférico, com parasitemia subpatente na maioria dos animais. Incluimos esta
amostra em nosso estudo por entendermos a grande importancia de avaliar isolados de

T. cruzi proveniente de paciente chagasico do gendtipo Tcl, tdo presente em humanos
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em vasta area da América latina, e principalmente na tentativa de corelacionar os dados
bioldgicos das amostras de T. cruzi com a expressao diferencial de proteinas.

Corroborando ainda nossos achados, Devera et al., (2002), estudando o
comportamento morfobioldgicos de nove amostras de T. cruzi isoladas de casos
humanos da doenca de Chagas de trés areas endémicas de Minas Gerais (Pains,
Iguatama e algumas delas isolada de pacientes de Berilo, municipio onde esta sendo
realizando o presente estudo, tais autores também observaram o predominio de
biodemas Il e 111 na avaliacdo em modelo murino. Ainda foi verificada associacdo entre
alta parasitemia com as cepas isoladas de pacientes apresentando a forma cardiaca da
doenca de Chagas, e baixa parasitemia nas amostras isoladas de pacientes apresentando
forma indeterminada da doenga. Tais comparacfes ndo puderam ser realizadas no
presente trabalho, ja que todos os isolados avaliados apresentaram baixa parasitemia
durante todo periodo patente da infeccao.

Na analise dos aspectos morfobioldgicos com a genética dos parasitos, Toledo et
al., (2002), avaliando clones de diferentes genétipos (19, 20, 39 e 32 de Tibayrenc &
Ayala 1988), equivalentes a Tcl, Tcll e hibridos, concluiram que os isolados
pertencentes as DTU’s II e hibridos, foram menos virulentas em camundongos,
corroborando os resultados desse trabalho.

Por sua vez, Andrade et al., (2010), estudando o comportamento biol6gico em
modelo murino e a genotipagem das amostras de T. cruzi isoladas dos pacientes
envolvidos no acidente com a transmissao oral da doenca de Chagas em Santa Catarina,
Brasil, puderam confirmar que todos os isolados pertencentes a DTU Tcll, pertenciam
ao Biodema I, baixas parasitemia, viruléncia, taxa de mortalidade, patogenicidade e
lesGes histopatoldgicas com tropismo tecidual apresentado por cada isolado.

Os resultados obtidos demonstraram que amostras de uma mesma linhagem séo
homogéneas em relacdo ao comportamento biologico (infectividade, PPP, PP, curva de
parasitemia), morfologia dos tripomastigotas sanguineos e mortalidade em
camundongos.

No tocante aos parametros biolégicos (PPP, PP, PMP, DPMP) de genétipos
distintos, todos os isolados apresentaram diferencas significativas entre os dois
gendtipos (Tcll e TcVI). Os isolados caracterizados como pertencentes ao genotipo Tcll
apresentaram resultados semelhantes, conforme encontrado por Oliveira-Silva et al.,
(2015), que avaliaram amostras de T. cruzi isoladas de criancas da mesma regido

também caracterizadas geneticamente como pertencentes ao gendtipo Tcll. Em relagéo
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a amostra 1337 (TcVI), todos os parametros demonstraram diferencas significativas em
relagdo a Tcll, conforme observado por Andrade et al.; (2009), que avaliaram amostras
de parasito genotipados como TcVI, isolados dos pacientes que ingeriram caldo de cana
contaminado com as formas tripomastigotas metaciclicas do parasito em Santa Catarina.

Neste trabalno ndo foi observada mortalidade nos animais infectados,
salientando assim a baixa viruléncia das amostras estudadas. Estes resultados estdo de
acordo com outros estudos prévios que também demonstraram baixa viruléncia de cepas
isoladas de humanos residentes no centro e no sul do Brasil (Andrade, 1974; Carneiro et
al., 1991; Aradjo et al., 1999; Oliveira-Silva et al., 2015).

Em relacdo aos outros parametros avaliados, todas as curvas de parasitemia
obtidas em camundongos Swiss inoculados com as quatro amostras de T. cruzi
apresentaram evolucdo lenta, com dias de pico maximo de parasitemia (DPMP)
medianos a tardios, observados entre 11 e 27 dias apds a infeccdo dependendo da cepa
avaliada.

As amostras 501 e 728 (Tcll), as mais virulentas, foram significativamente
distintas das demais em relacdo ao periodo pré-patente e dia do pico maximo de
parasitemia, ambos mais precoces, além de possuirem os maiores picos de parasitemia
quando comparadas com as demais. Por outro lado, a cepa 1337 (TcVI) apresentou um
dos maiores PPP (11 dias) e DPMP mediano (16 dias), além de ter apresentado periodo
patente (PP) e pico maximo de parasitemia (PMP) menores em relacdo as demais.
Assim, a demora na confirmacéo da infec¢do dos camundongos infectados por esta cepa
e 0 menor e tardio pico de parasitemia observado nestes animais sdo aspectos
indicativos de sua menor viruléncia em relacdo as demais cepas (Tcll) estudadas.

O estudo da morfologia dos tripomastigotas no sangue periférico foi possivel de
ser realizado nas quatro amostras estudadas, tendo sido verificado um predominio de
formas largas do parasito na fase aguda. O porcentual destas formas foi crescente ao
longo da infeccdo, aspecto este esperado para cepas de baixa viruléncia como
demonstrado por Andrade (1974). Este dado corrobora outros trabalhos (Carneiro et al.,
1991; Devera et al., 2002) nos quais foi observada correlagéo entre a parasitemia e
morfologia dos parasitos.

A cepa 501, que apresentou maior parasitemia, apresentou também maior
percentual de formas intermediarias no inicio da infeccdo em relacdo as demais
amostras de T. cruzi avaliadas. Além disso, a ascensdo da curva de parasitemia nesta

amostra coincidiu com a predominancia destas formas que sdo presentes em cepas com
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intensa multiplicacdo parasitaria (Pizzi,1953; Andrade, 1974). Entretanto, as formas
intermediérias foram finalmente sendo substituidas por formas largas no decorrer da
infecgdo, o que foi verificado também para as demais amostras do parasito.

Ja a cepa 1337 (TcVI), demonstrou predominio de formas delgadas no inicio do
periodo patente, sendo substituidas pelas formas intermediarias e largas ao londo de
toda infeccdo. Estes resultados corroboram outros estudos de caracterizacdo
morfologica de T. cruzi que envolvem esta DTU ou tipo biolégico ou Biodema da
amostra de T. cruzi equivalente (Brener, 1965; Andrade 1974; Brener, 1977; Andrade &
Magalhaes,1997, Devera et al., 2002).

Em relacdo a avaliagdo do comportamento dos quatro isolados in vitro, foi
observado que em relagdo as amostras de T. cruzi em meio acelular (LIT) e celular
(células “Vero”), houve diferencas significativas no crescimento e infectividade dos
isolados, principalmente relacionadas ao grupo genético de cada amostra. As amostras
pertencentes ao genotipo Tcll (452, 501 e 728), apresentaram crescimento exponencial
em meio LIT e infectividade semelhantes, e significamente diferentes dos isolados da
DTU TcVI (748 e 1337). Esses dados corroboram e reforcam a hipétese da correlacao
entre a genética e a biologia da espécie T. cruzi (Andrade et al., 1997).

Utilizando a mesma metodologia e com o mesmo objetivo, Rimoldi et al.,
(2012) avaliaram amostras de T. cruzi isoladas de gatos domésticos e vetores da doenga
de Chagas com intuito de verificar a diferenca genétipo especifica frente ao crescimento
em meio acelular (LITOs autores puderam confirmar também a hipétese de correlacédo
genética com aspecto bioldgico da cepa; no caso, a curva de crescimento exponencial
em meio LIT, semelhante ao verificado em nossos resultados.

Nogueira-Paiva et al., (2015), utilizando a mesma metodologia de curva de
crescimento e infeccdo realizada neste trabalho e avaliando o perfil de diferenciagéo ou
troca genética entre os isolados da cepa Be-62 e Be-78, submetidos ao isolamento por
hemocultura apds passagem em camundongos Swiss, observaram diferencas
significativas entre os perfis de crescimento dos isolados em meio LIT e em células
“Vero”. Os isolados geneticamente prOximos apresentaram crescimento em meio
acelular e infecgdo em células semelhantes, e os isolados mais distantes geneticamente,
apresentaram crescimento e infectividade significativamente diferentes entre si, ou seja,
estes resultados foram semelhantemente ao encontrado nesse estudo e confirmam a

hipbtese de estudo aqui explorada.

70



(O] LAVZ=T T - W Y/ LSRR Discussao

Em relacdo ao tratamento, quando se avaliou os resultados de animais
infectados e tratados na fase aguda (ITFA) da infeccdo, foi verificada reducédo
significativa da parasitemia, da area sob a curva de parasitemia e do pico maximo de
parasitemia, corroborando com resultados obtidos em outros trabalhos de quimioterapia
experimental em modelo murino (Toledo et al., 2004; Caldas et al., 2008; Olivieri et al.,
2010; Teston et al., 2013).

A definicdo do padréo de susceptibilidade ou resisténcia das amostras de T. cruzi
ao NF foi obtida apos a realizacdo de técnicas parasitolégicas (Hm, PCR no sangue) e
soroldgicas (ELISA), seguindo o critério de cura estabelecido no Consenso Brasileiro
de 2005, que considera como curado aqueles animais que apresentaram todos 0s exames
citados negativos, além de um critério mais atual (Lana e Martins-Filho, 2015), que
considera como  curado animais com  negativacdo  dos  métodos
parasitologicos/molecular (Hm, PCR no sangue e qPCR no tecido cardiaco) juntamente
com a sorologia ndo-convencional (CF-AATV).

Analisando detalhadamente os resultados obtidos no ESF, foi observado que esta
técnica ndo foi capaz de detectar fracasso terapéutico em animais infectados tratados na
fase aguda da infeccdo, demonstrando entdo a sua limitacdo em detectar parasitos em
animais tratados nao curados, corroborando com outros trabalhos (Brener, 1962; Toledo
et al., 2003; Martins et al., 2008; Teston et al., 2013) por ser de baixa sensibilidade em
relacdo aos demais testes parasitologicos em modelo murino.

Por outro lado, a hemocultura realizada em animais negativos no ESF, foi capaz
de detectar parasitos no sangue dos animais tratados na fase aguda, apresentando
porcentuais variados (0 a 30%) de acordo com o grupo experimental e a DTU da cada
amostra. Ja na fase crbnica, 68,75% (22/32) dos animais tratados apresentaram
resultados negativos na hemocultura 90 dias ap6s o tratamento. Diminui¢do na
porcentagem de positividade na hemocultura em animais infectados com alguns
gendtipos do T. cruzi e tratados nas fases aguda e crénica da infeccdo também foram
demonstrados por Toledo et al. (2003), que observaram percentuais de cura mais
elevados em clones de T. cruzi pertencentes a DTU Tcll em relagdo aos grupos hibridos
(onde se inclui parasitos TcVI) e principalmente da DTU Tcl. Por esta razdo, ndo é
recomendado que esta técnica seja utilizada sozinha no controle de cura, ja que sua
sensibilidade ¢é baixa e dependente do estoque de T. cruzi envolvido na infec¢do (Lana
et al., 2000; Toledo et al., 2002; Martins et al., 2007, 2008).
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Animais tratados, tanto na fase aguda quanto cronica da infeccdo e com
hemocultura negativa, foram a seguir, avaliados pela PCR no sangue. Esta técnica
detectou 40,3% (13/32) de fracasso terapéutico em animais infectados tratados na fase
aguda e em 25% (8/32) dos animais tratados na fase cronica. Maior sensibilidade da
PCR na deteccéo de fracasso terapéutico em relacdo ao ESF e a hemocultura tem sido
sistematicamente verificada em camundongos (Martins et al., 2007, 2008; Miyamoto et
al., 2008; Caldas et al., 2008), cdes (Guedes et al., 2004) e inclusive em humanos
(Machado-de Assis et al. 2012).

A sorologia convencional — ELISA nos animais tratados nas fases aguda e
cronica demonstrou o possivel fracasso terapéutico. Todavia, dois animais infectados
com a cepa 501, tratados na fase aguda e avaliados seis meses pdés-tratamento,
apresentaram resultados negativos nesta técnica. Tais discrepancias entre métodos
soroldgicos e parasitologicos foram igualmente descritas neste modelo experimental
(Martins et al., 2008; Miyamoto et al., 2008; Oliveira-Silva et al., 2015). Tais
implicacdes derivam do fato de que algumas cepas de T. cruzi ndo provocam alta
producdo de anticorpos dificultando a sua constatacdo, como abordado por Breniére et
al. (1989) e Santos et al. (2009). Portanto, faz-se necessario realizar avaliacdes mais
tardias nos animais a fim de se averiguar a soronegativacdo, a semelhanca do que se
observa em humanos (Castro et al., 2002; Lana & Martins-Filho, 2015).

Em uma recente revisdo sobre critério de cura pos-tratamento, Lana & Martins-
Filho, (2015), abordaram a necessidade de realizacdo de testes soroldgicos capazes de
apresentar soronegativacdo mais rapidamente frente a sorologia convencional. Um
destes testes € a CF-AATV, sorologia ndo convencional que pesquisa anticorpos anti-
tripomastigotas vivos, indicativos de infeccdo ativa (Krettli e Brener, 1982). Diversos
trabalhos publicados utilizando essa metodologia tem demonstrado a capacidade desta
técnica apresentar ap0s o tratamento especifico resultados soroldgicos negativos antes
da sorologia convencional, tanto em humanos, como em animais de experimentagdo
(Martins et al., 2015; Oliveira-Silva 2015; Lana & Martins-Filho, 2015). Neste trabalho,
62,5% dos animais tratados na fase aguda e avaliados 360 dias pds-tratamento,
apresentaram resultados negativos na CF-AATYV, sendo o mesmo observado na qPCR,
técnica de mais elevada sensibilidade, realizada no tecido cardiaco dos animais. Vale
ressaltar aqui que os testes parasitologicos (Hemocultura e PCR) foram sempre
negativos e de maneira decrescente nas avaliagOes sucessivas (90, 180 e 360 d.p.t.),
além de ndo apresentarem inflamacéo e depoésito de coldgeno no tecido cardiaco na
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analise histopatoldgica. Em contrapartida apenas 6,25% apresentaram sorologia
convencional (ELISA) negativa. Resultados semelhantes em camundongos foram
publicados por Martins et al., (2008), quando os autores verificaram a eficiente
capacidade da sorologia ndo convencional FC-AATV em agrupar os animais infectados
tratados e ndo curados ou dissociados pelo critério classico de cura, no grupo do animais
tratados e curados.

Krettli e Brener (1982) ja haviam descrito em camundongos, a capacidade de
métodos soroldgicos ndo convencionais (LMC®) associados a métodos parasitologicos
(xenodiagnostico) consistentemente negativos em demonstrar  soronegativacao
antecipadamente em relacéo a sorologia convencional (ELISA) em pacientes chagésicos
cronicos  submetidos ao tratamento com  Nifurtimox ou Benzonidazol.
Semelhantemente, Galvéo et al, (1993) reafirmaram a hipOtese anterior. Estes autores
fizeram acompanhamento dos pacientes utilizando a lise mediada pelo complemento
(LMC*) associado com a hemocultura, de um grupo de pacientes tratados por cerca de
dez anos, observando também, a capacidade de métodos sorolégicos ndo convencionais,
juntamente com parasitoldégico consistentemente negativos, demonstrar cura
parasitologica anterior a sorologia convencional (ELISA), pois estes testes quando
negativos indicam a auséncia de infeccéo ativa pelo T. cruzi.

Martins-Filho et al., (1995) demonstraram a capacidade de um novo método
sorolégico ndo convencional lido por citometria de fluxo (CF-AATV), em separar 0
soro de pacientes chagasicos em grupos tratados e ndo curados, dissociados e curados,
anteriormente a sorologia convencional (ELISA). Dados semelhantes foram obtidos por
Wendling et al.,, (2011) que avaliando a sorologia por CF-AATV de pacientes
naturalmente infectados pelo T. cruzi, demonstraram um percentual de cura mais
elevado pela sorologia ndo convencional em comparagdo com a ELISA. Esses dados
corroboram com a revisdo de Lana & Martins-Filho (2015), que abordaram a crescente
necessidade de busca por novas metodologias de controle de cura que apresentem rapida
negativacao, ao contrério do indicado pelo critério classico de controle de cura proposto
pelo Consenso Brasileiro de Doenca de Chagas (2005) uma vez que a sorologia ndo
convencional (ELISA, HAI e IFI) detecta anticorpos ndo necessariamente relacionados
a presenca do parasito, incluindo dentre eles os anticorpos de memoria como bem
revisto e discutido por Kretlli (2009).

Sendo assim, foi demonstrado que todas as amostras estudadas seriam resistentes
ao farmaco NF pelo critério classico de controle de cura, tanto na fase aguda quanto na
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fase crénica da infeccdo em modelo murino, exceto o isolado 501 (Tcll), que apesar de
resistente ao tratamento apresentou cura em 6,25% dos animais (exames parasitologicos
e sorologicos negativos na avaliagdo de 180 e 360 dias pds-tratamento). Esses
resultados estdo de acordo com os dados obtidos por Oliveira-Silva et al, (2015), que
avaliando amostras da mesma regido do presente estudo encontraram percentual de cura
relativamente baixo.

Entretando quando avaliamos o processo de cura dos animais infectados pelo
critério mais atual e moderno, foi demonstrada uma porcentagem de cura dez vezes
maior que o critério classico (62,5%), indicando assim, que a aplicacdo de medotologias
mais modernas, eficazes e com capacidade de antecipar os indicadores de cura em
relagdo a sorologia convencional (ELISA), é de extrema importancia e necessidade. O
interessante € que os animais foram também negativos na qPCR .

Ainda foi verificado que dentro de uma mesma linhagem (Tcll) as amostras séo
homogéneas em relagdo ao comportamento bioldgico (infectividade, PPP, PP, curva de
parasitemia, morfologia dos tripomastigotas sanguineos e mortalidade) em
camundongos enquanto a Unica amostra da linhagem TcVI foi diferente das amostras
Tcll. Este trabalho demonstrou ainda que foi possivel diferenciar as amostras de T. cruzi
em relacdo a resposta ao tratamento especifico com o Nifurtimox na fase aguda e
cronica da infeccdo em modelo murino, pois parasitos de ambas DTUs foram sensiveis
ao tratamento pelo critério de cura mais recente, embora pelo critério de cura classico,
tenha sido observado um indice de cura muito baixo, de apenas 6,25% nos animais da
linhagem Tcll tratados na fase aguda.

Sendo assim, a auséncia de correlacdo entre a genetica do parasita e a resposta
ao tratamento aqui observada pode ser entendida, uma vez que parasitos TcVI podem
ser resultantes de fendmenos de hibridizacdo entre Tcl e Tcll (Westenberger et al, 2005)
e que a amostra desta DTU aqui estudada apresenta-se semelhante e geneticamente mais
proxima de Tcll do que de Tcl, que infelizmente ndo foi avaliada neste sentido por ndo
ter sido possivel obter parasitos suficientes da amostra Pr 150, representante desta DTU,
para se fazer esta avaliagdo. No entanto, a mesma amostra foi avaliada por Teston et al.,
(2013) em relacdo a resposta ao tratamento em modelo murino com o farmaco
Benzonidazol na fase aguda da infeccdo, e foi verificado que este isolado é parcialmente
resistente ao tratamento (51,7 % de cura), semelhante as amostras de outros gendtipos
estudadas nesse trabalho na fase aguda da infecdo. No entanto a literatura registra
inimeros resultados demonstrando a resisténcia de clones (Toledo et al., 2003),
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amostras e cepas de T.cruzi (Filardi e Brener, 1987; Garcia et al., 2005) pertencentes a
este gendtipo resistentes ao tratamento com os farmacos usuais, uma realidade também
presente na populacdo de paises da América Central onde Tcl é predominante (Risso et
al., 2011; Zingales et al., 2012; Blanchet et al., 2014).

Em relacdo ao tratamento na fase cronica da infeccdo, 100% dos animais de
todos os grupos, demonstraram fracasso terapéutico considerando ambos os critérios de
cura adotados nesse estudo. Diversos autores ja demonstraram que na fase crénica da
infeccdo chagésica, tanto em animais como em humanos, que os indices de cura sdo
baixos ou ausentes, tanto na avaliacdo utilizando animais como modelo experimental,
como em pacientes humanos (Toledo et al., 2004; Garcia et al., 2005; Martins et al.,
2008; Abollis et al., 2011; Oliveira-Silva et al., 2015; Viotti et al., 2006; Zingales et al.,
2012 e Machado de Assis et al., 2012). Esta realidade explica a auséncia de correlacdo
entre a genética das amostras de T. cruzi aqui estudadas e a resposta ao tratamento.

Toledo et al. (2003), avaliando a resposta ao tratamento com Benzonidazol em
camundongos Swiss, infectados com clones de diferentes genétipos principais (19, 20,
39 e 32), observaram indices de cura na fase cronica da infeccdo sempre inferiores a
fase aguda, principalmente com os animais infectados com os clones correspondentes ao
genotipo Tcll, semelhante ao observado neste trabalho.

Por outro lado, Oliveira-Silva et al. (2015) ja haviam demonstrado que todos os
animais infectados com as diferentes cepas isoladas de pacientes da mesma regido e
pertencentes ao gendtipo Tcll, tratados na fase cronica da infeccdo, apresentavam
métodos parasitologicos negativos (Hm e PcR), e ELISA e ATTV positivos na
avaliacdo de 180 d.p.t, corroborando os resultados desse estudo que demonstrou
auséncia de cura parasitolocia nos animais infectados e tratados na fase crénica da
infeccdo.

No entanto, por se tratar de infeccdo cronica, talvez fosse necessario fazer
avaliacbes bem mais tardias nestes animais no intuito de verificar soronegativagéo, a
semelhanca do que se observa em humanos (Luquetti & Rassi, 2002; Lana & Martins-
filho, 2009).

6.2 Protedmica diferencial em T. cruzi
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Em relacdo a expressdo de proteinas do T. cruzi, Atwood et al., (2005) e Sodreé et
al., (2009) descreveram 0 mapa protedmico da cepa CL do T. cruzi, e apds estas
publicacBes comegaram a surgir os primeiros trabalhos de proteémica deste protozoario.

Telleria et al., (2010), avaliaram pioneiramente a expressao diferencial de clones
do parasito pertencente as seis DTUs distintas e observaram a correlagdo entre a
expressdo diferencial e as linhagens genéticas do protozoario. Os autores realizaram um
mapeamento da expressdo diferencial nos diferentes grupos filogenéticos em 26
estoques clonais do Trypanosoma cruzi. Foi observado um alto nivel de correlacdo entre
distancia genética, conforme estabelecido pelos marcadores isoenzimaticos (multilocus
enzimatico), e as diferencas de expressdo proteica avaliadas pelos proteomas das
amostras.

Uma diferenca importante desse nosso estudo para o trabalho de Telleria et al.,
(2010), foi a utilizacdo de amostras do parasito isolados de pacientes chagasicos
cronicos pertencentes a dois grupos genéticos distintos e filogeneticamente distantes
(Tcl e Tcll), ambos apresentando a forma clinica cardiaca da doenca de Chagas, e ndo a
utilizacdo de clones do parasito. Os clones sdo originarios de apenas um Unico
organismo que foi separado individualmente por micromanipulacdo ao microscépio e
mantidos em processo de crescimento exponencial em meio de cultura acelular (LIT),
todos iguais bioldgica e genéticamente. Por sua vez, uma amostra ou cepa do T. cruzi
pode ser constituida por conjunto de subpopulac@es diferentes geneticamente contidas
numa mesma amostra, que podem apresentar diferencas bioldgicas, dentre elas a
resposta ao tratamento, e capacidade de causar alteracdes patoldgicas que resultam no
desenvolvimento das diferentes manifestagdes clinicas da doenca de Chagas .

No trabalho de Telleria et al., (2010) varias proteinas foram identificadas e
puderam ser associadas a determinados grupos genéticos ou DTUs. No presente
trabalho, foi encontrado um padrdo semelhante de expresséo. Certos grupos de proteinas
foram mais expressos no genotipo Tcl e outros no genétipo Tcll. Os autores ainda
sugeriram que estudos como esse abrem caminho para a procura de novos alvos
diferencialmente expressos que possam servir como biomarcadores especificos em nivel
subespecifico de diferentes patdgenos.

Diante desta perspectiva, um dos objetivos especificos principais desse trabalho
foi avaliar se realmente é possivel verificar a existéncia de expressao diferencial de

proteinas nos diferenetes grupos genéticos do T. cruzi.
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Na literatura, trabalhos como esse sdo extremamente raros. Uma abordagem
semelhante foi realizada por Nakayasu et al., (2009) na qual os autores avaliaram a
expressdo proteica das formas epimastigotas da cepa Y do T. cruzi (Tcll), isolada de
uma paciente chagasica, e muito utilizada como parametro em testes de drogas, por ser
uma cepa parcialmente resistente ao tratamento etioldgico da doenca de Chagas. Os
autores verificaram uma alta expressdo de proteinas relacionadas com o metabolismo do
parasito, motilidade, transporte, patogénese, ligantes de DNA/RNA, proteina, e
sinalizacdo celular.

Diaz et al., (2011) avaliaram a expressdo diferencial de proteinas em duas
amostras de T. cruzi pertencentes ao genotipo Tcl, isoladas de dois pacientes
colombianos, um na fase aguda da infeccdo e outro na fase cronica e com miocardite.
De forma semelhante ao nosso trabalho, os autores encontraram um enorme percentual
de proteinas relacionadas ao metabolismo basal do parasito, além de demonstrar a
presenca de proteinas relacionadas com o0 a resposta ao estresse mais expressas na
amostra de T. cruzi isolada do paciente na fase aguda da infeccéo, ndo sendo observada
associacdo entre a expressdo diferencial com as manifestacGes clinicas ou fase da
doenca apresentada pelos pacientes. As 29 proteinas identificadas foram agrupadas em
sete categorias funcionais: metabolismo 31%, citoesqueleto 13,7%, enderecamento de
proteinas 13,7%, defesas antioxidantes 20,6%, sintese protéica e ciclo celular 13,7%,
catabolismo 6,8%, e adesdo celular 3,4%.

Um grupo de proteinas diferencialmente expresso e muito importante para a
correlacdo genética versus aspectos bioldgicos encontrados neste trabalho foi o de
moléculas relacionadas com a resposta ao estresse. Dez proteinas foram identificadas no
grupo de amostras aqui estudadas, quatro identificadas na amostra PR150 (Tcl) (o
grupo de Heat shock protein, contendo trés proteinas e Thiol-dependent reductase 1),
além de seis identificadas na cepa 452 (Tcll) (Heat shock protein, IgE-dependent
histamine-releasing factor, Iron superoxide dismutase, Glutathione peroxidase-like
protein).

Quanto as proteinas Heat shock, Urményi et al., (2014) publicaram uma
importante revisdo na literatura sobre a relevancia dessas proteinas no contexto da
biologia do T. cruzi. E sabido que esse protozoario tem um ciclo de vida complexo que
envolve hospedeiros invertebrados e vertebrados. Durante seu ciclo de vida o parasito
esta sujeito a diversos tipos de estresse, particularmente o estresse térmico (Contreras et
al., 1985). Para lidar com esse desafio ambiental os autores acima observaram que,
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chaperonas moleculares e proteases sdo altamente expressas no parasito relacionadas a
resposta ao estresse térmico (Urményi et al., 2014).

Vérias familias de HSPs sdo sintetizadas pelo T. cruzi (Urményi et al., 2014),
incluindo membros das principais classes HSP como HSP70, HSP90, Hsp100, Hsp40, e
pequenas HSPs, que mostram caracteristicas conservadas e Unicas para a especie
(Urményi et al., 2014). Na revisao citada anteriormente, foram descritos os padrbes de
expressdo génica desse grupo de proteinas e discutiu-se sua relevancia na biologia do
parasito, principalmente em relacdo a resisténcia ao tratamento.

HSPs e a resposta ao estresse térmico de protozoarios tém sido objeto de varios
comentarios recentes. Parasitos digenéticos sdo submetidos freqlientemente a mudancas
de temperatura durante os seus ciclos de vida e HSPs sdo, como esperado, partes
importantes na resposta ao a esse estresse (Folgueira e Requena 2007; Vonlaufen et al.,
2008; Shonhai et al., 2011). Assim, tem sido demonstrado que parasitos que expressam
maior quantidade de proteinas HSPs possuem maior capacidade de transitar entre o
ciclo silvestre e 0 doméstico da doenca de Chagas, além de possuirem maior capacidade
de infeccdo nos diferentes reservatérios vertebrados e até mesmo no homem (Urményi
et al., 2014). HSPs em T. cruzi também foram associadas aos mecanismos de
sobrevivéncia intracelular do parasito, metaciclogénese e viruléncia (Folgueira e
Requena 2007;. Shonhai et al., 2011).

Segundo Richter et al., (2010) o estresse térmico pode provocar alteracbes em
diversas organelas do parasito. Dentre elas se incluem modificacGes no citoesqueleto,
fragmentacdo do reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, diminui¢do do nimero
de lisossomos e mitocondrias, alteracbes na permeabilidade da membrana e diminuigéo
da traducdo (Richter et al., 2010). Parasitos que expressam uma maior quantidade
dessas proteinas podem ser mais resistentes a esses danos, principalmente durante o
processo de invasdo celular. As duas amostras avaliadas nesse estudo (PR150 e 452),
demonstraram uma expressdo elevada desse grupo proteico, 0 que pode indicar ou
sugerir, infectividade em células de vertebrados, insetos vetores e possivel resisténcia ao
tratamento especifico para a doenca de Chagas.

As duas amostras ( PR150 — Tcl e 452 — Tcll) infectaram muito bem células
Vero. Entretanto quando comparamos a infeccdo em modelo murino, somente a cepa
452 (Tcll) foi capaz de infectar camundongos e gerar parasitemia patente, o que talvez
pode ser explicado pela maior expressdo de proteinas Heat Shock como aqui
demonstrado no estudo da protedbmica. Essas proteinas, além de proteger o parasito
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contra o estresse térmico, exercem papel de protecdo contra o estresse oxidativo, muito
importante no processo de infecgdo de células de mamiferos pelo T. cruzi (Richter et al.,
2010; Urményi et al., 2014). Durante esse processo, 0 parasito é fagocitado pelos
macrofagos, ficam retidos nos vacuolos parasitarios, recebem agressées das enzimas
lisossomais e espécies reativas de oxigénio. Cepas que expressam altos niveis de
proteinas HSPs, como ocorreu na cepa 452 (Tcll), podem escapar do vacuolo parasitario
com maior facilidade, infectar o citoplasma, garantindo assim o seu ciclo de vida
(Urményi et al., 2014) multiplicando-se mais intensamente no hospedeiro e resultando
consequentemente em parasitemias mais elevadas.

Uma outra proteina pertencente ao grupo de resposta ao estresse e identificada
na cepa PR150 (Tcl) foi a Thiol-dependent reductase 1, homdloga a proteina TC52 do
T. cruzi segundo Silva et al., (2012). Essa proteina esta relacionada com o processo de
protecdo do parasito contra o estresse oxidativo durante a infeccdo da célula hospedeira
(Silva et al., (2012).

Murta et al., (2008) avaliando a expressdo proteica em diferentes cepas do T.
cruzi submetidas ao tratamento com o benzonidazol, observaram maior expressdo da
Thiol-dependent reductase 1 em cepas consideradas resistentes ao tratamento especifico.
Os mesmos autores sugeriram ainda que cepas que possuem superexpressao dessa
proteina podem escapar mais facilmente do sistema imune e apresentar alta viruléncia.
Infelizmente, a amostra Tcl aqui estudada (PR 150) por ndo apresentar parasitemia que
permitisse fazer a avaliagdio em camundongos comparada a amostras Tcll, e
contrapondo alguns dos resultados publicados na literatura referentes a Tcl e seus clones
que demonstram que amostras pertencentes a esse genotipo, apresentam predominancia
de formas largas ao longo da infeccdo, multiplicacdo lenta, altos picos de parasitemia,
tropismo para musculatura esquelética e alta resisténcia ao tratamento etioldgico em
modelo murino (Andrade, 1974; Andrade & Magalhdes, 1997 e Toledo et al., 2002,
2003 e 2004), tambem n&o permitiu avaliar sua resposta ao tratamento .

De maneira similar, Garzon et al., (2013) observaram que parasitos
geneticamente modificados com a supressdo do gene Tc52 eram menos virulentos em
camundongos BALB-C quando comparados aos protozoarios que superexpressavam tal
gene. Os autores observaram que os camundongos infectados com os parasitos que
superexpressavam a proteina especifica, apresentavam parasitemia mais elevada,
causavam maiores danos inflamatorios no tecido cardiaco dos animais, alem de

supressao da producdo de IL-2 e inibicdo da proliferacdo de células T reguladoras.
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Uma outra importante proteina identificada na cepa 452 (Tcll) foi a IgE-
dependent histamine-releasing factor.Essa proteina estd relacionada com a alta
capacidade de gerar inflamacéao cronica (Macdonald et al., 1997). Talvez essa expresséo
possa justificar maior capacidade dessa cepa em gerar uma das maiores taxas de
inflamacédo no tecido cardiaco dos camundongos infectados, tanto na fase aguda como
na fase cronica da infeccéo e inclusive em humanos entre as quatro amostras estudadas,
trés delas Tcll. Ndo foram encontrados artigos na literatura que demonstram a
identificacdo dessa proteina associada a infeccao por T. cruzi. No homem, a expressao
desse gene esta relacionada a processos inflamatdrios cronicos, principalmente das vias
aéreas, como respostas alérgicas e quadro asmatico (Kashiwakura et al., 2012).

De todas as proteinas identificadas nesse trabalho, o grupo relacionado com a
resposta ao estresse possui a maior importancia em relacéo ao processo de infectividade,
protecdo térmica e resisténcia ao tratamento. O restante dos grupos de proteinas esta
relacionado com o metabolismo basal do parasito, sendo ainda demonstradas
importantes diferencas genétipo especifica (Tcl x Tcll)
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7.0 CONCLUSOES

Podemos concluir com esse trabalho, que a hipotese de correlagdo entre genética
versus aspectos bioldgicos das amostras de T. cruzi foi corroborada. Foi verificado que
dentro de uma mesma linhagem (Tcll), as amostras sdo homogéneas em relagdo ao
comportamento biologico (infectividade, PPP, PP, curva de parasitemia, morfologia dos
tripomastigotas sanguineos e mortalidade) em camundongos, parametros bioldgicos in
vitro (crescimento em meio LIT, infeccdo e replicagdo e em células “Vero”), enquanto a
amostra da linhagem TcVI foi significativamente diferente das amostras Tcll em
relagdo aos mesmos parametros avaliados.

Conclui-se ainda que todas as amostras estudadas sdo resistentes ao farmaco NF
(6,25% de cura) pelo critério classico de controle de cura, tanto na fase aguda quanto na
fase cronica da infeccdo em modelo murino. Entretanto, quando foi avaliado o processo
de cura dos animais infectados pelo critério mais recente, foi demonstrada uma
porcentagem de cura dez vezes maior em comparagao ao critério classico (62,5%),
indicando assim, que a aplicacdo de medotologias mais modernas, eficazes e com
capacidade de antecipar os indicadores de cura em relacdo a sorologia convencional
(ELISA), é de extrema importancia e necessidade.

A abordagem de andlise de protedmica utilizada permitiu a identificacdo de
alvos diferencialmente expressos entre essas duas cepas (Tcl e Tcll). A busca
continuada de tais moléculas, particularmente em estagios associadas a infeccdo do
hospedeiro vertebrado (formas amastigotas e tripomastigotas), poderdo revelar
importantes marcadores de prognaostico da infeccéo chagasica.
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8.0 PERSPECTIVAS

e Avaliar a expressdo diferencial em larga escala (Shotgun) das formas

amastigotas e tripomastigotas de todas as amostras de T. cruzi utilizadas neste

trabalho e entre amostras de um mesmo genétipo;

e ldentificar as proteinas diferencialmente expressas nos pares de cepas

pertencentes a grupos geneticos distintos;

e ldentificar os alvos diferencialmente expressos que possam Servir como

marcadores de prognostico da infeccdo ou doenca causada pelo T. cruzi.

e Publicacdo dos trabalhos que essa tese ira gerar.
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