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RESUMO

Surtos de doenca de Chagas aguda associados a transmissédo
pela via oral tém sido reportados no Brasil e em outros paises da
América do Sul. Contudo, estudos sobre a dindmica da infeccéo
por via oral ainda sdo incipientes. O presente trabalho teve por
objetivo avaliar a interacdo in vitro e in vivo de linhagens
transfectadas de T. cruzi Tcl e Tcll com plasmideos
pTREXRFP/GFPNeo e pROCKGFPNeo. Para tanto, foram
geradas linhagens da cepa SC25 (Tcl) e SC96 (Tcll)
expressando de maneira estavel as proteinas fluorescentes RFP
e GFP, respectivamente. A cepa Y expressando GFP foi
utilizada em ensaios de interagcdo parasito-hospedeiro. Estudos
in vitro mostraram que a transfec¢do nao alterou o crescimento e
a capacidade de infecgdo das cepas. Ensaios de co-infecgdo em
células THP-1 mostraram que misturas de parasitos Tcl e Tcll
em diferentes propor¢cbes apresentaram niveis de infeccéo
inferiores aos observados para as cepas em infeccdes isoladas e
gue uma mesma célula comporta a infeccdo pelas duas
linhagens de parasitos. Triatomineos infectados isoladamente
com cada uma das cepas transfectadas apresentaram taxa de
infeccdo semelhante. Contrariamente, infecgbes mistas nos
insetos mostraram um predominio de parasitos da linhagem Tcll.
Em camundongos a infeccdo pela via oral da cepa Tcl nao foi
capaz de induzir parasitemia sanguinea detectavel nos animais.
Por outro lado, a cepa YGFP ocasionou parasitemia sanguinea
patente e nas inoculagcbes com misturas de Tcl e Tcll, apenas
parasitos Tcll foram detectados no sangue e tecidos de animais
infectados. O tratamento de tripomastigotas da cepa SC25RFP
com pepsina reduziu significativamente sua capacidade de
infeccdo em células THP-1, sugerindo que a passagem pelo
ambiente géstrico pode ter interferido negativamente na infecgéo
de camundongos pela via oral. A avaliacdo histopatologica
mostrou que o processo inflamatorio na fase aguda foi mais
intenso e com presengca de parasitismo apenas no tecido
cardiaco para a cepa YGFP. Na fase crbnica a inflamacgéo foi
reduzida e ndo foram encontrados parasitos visiveis nos tecidos
avaliados. Contudo, a PCR revelou a presenca de DNA do
parasito em todos os tecidos examinados. Os resultados do
presente trabalho sugerem que a dindmica da co-infec¢do esta
mais associada as caracteristicas das cepas de T. cruzi do que a



linhagem genética (DTU) a que elas pertencem. Parasitos
transfectados expressando genes repérteres distintos pode ser
uma ferramenta util no estudo da dindmica de infeccao mista.

Palavras-chave: via oral, infeccdo mista, RFP, GFP,
Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Acute Chagas' disease outbreaks associated with oral
transmission have been reported in Brazil and other South
American countries. However, oral infection dynamics studies are
still incipient. The present work aimed to evaluate the in vitro and
in vivo interaction of T. cruzi Tcl and Tcll transfected strains with
plasmids pTREXRFP / GFPNeo and pROCKGFPNeo.
Transfected SC25 (Tcl) and SC96 (Tcll) strains were showed
stable RFP and GFP fluorescent proteins expression,
respectively. Y strain expressing GFP was used in parasite-host
interaction assays. In vitro studies showed that transfection did
not afected the strains growth. Co-infection assays in THP-1 cells
showed that mixtures of Tcl and Tcll parasites in different
proportions had lower levels of infection than those observed for
the isolated strains and that the same cell carries infection by the
two strains of parasites. Triatomines infected with each
transfected strains showed a similar infection rate. In contrast,
mixed infections showed a predominance of Tcll lineage
parasites in the insect gut. In mice, oral infection with Tcl strain
was not able to induce detectable blood parasitemia in the
animals. On the other hand, the YGFP strain caused patent blood
parasitemia and in mixed infections only Tcll parasites were
detected in blood and tissues of infected mice. Treatment of
trypomastigotes of the SC25RFP strain with pepsin significantly
reduced their ability to infect THP-1 cells, suggesting that
passage through the gastric environment may have interfered
with the parasite capacity to infect mice by oral route. The
histopathological evaluation showed that inflammatory process
was more intense in the acute phase and YGFP parasites were
detected only in heart. In the chronic phase inflammation was
reduced and no visible parasites were found in the evaluated
tissues. However, PCR revealed parasite DNA in all examined
tissues. The present work suggest that co-infection dynamics is
more associated with the T. cruzi strain characteristics than the
genetic lineage (DTU) to which they belong. Transfected
parasites expressing different reporter genes may be a useful tool
for the study of mixed infection dynamic.

Key-words: oral route, mixed infection, RFP, GFP, Trypanosoma
cruzi.
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transfectantes e suas misturas. A: Intensidade do processo
inflamatério nas fases aguda e crbnica (0- ausente, 1-discreto, 2-
moderado e 3- intenso) presentes nas cepas transfectantes e
suas misturas. Imagens representativas de tecido hepético de
animal ndo infectado (B) e tecido hepatico de animal inoculado
com 10%TcCl € 90% TCH (C).uvvrrirerieiiiiiieee e 81



INDICE DE TABELAS

Tabela 1. Nomenclatura para as divisdes de Trypanosoma cruzi
conforme 0 consenso de 2009............eevveiiiiiiiien i 26

Tabela 2: Tempo de duplicacéo in vitro das cepas transfectadas
de T. cruzi e suas misturas em diferentes propor¢cdes em células
da linhagem THP-L........ccciiiiiiiieee e 65

Tabela 3 — Representagdo esquematica dos resultados da
deteccdo de Trypanosoma cruzi por PCR utlizando os
iniciadores S35 e S36 em amostras de tecidos de camundongos
BALB/c inoculados com cepas transfectadas Tcl e Tcll e suas
misturas. X representa amostras positivas para T.



SUMARIO

1. INTRODUGAO ...ttt 23
I I Y/ o T Ta T 1Yo 4 o - W o U 4 S RSEERR 23
1.2 Diversidade genética do T. CrUZi........ccccvvveeeiiieereeniiiiineesenenens 25

1.3 Doenca de Chagas......c..ccoerereerierienieneriesiese et e 27
1.3.1 Doenca de Chagas transmitida por via oral..................... 30

1.4 Mecanismos moleculares da infeccdo por via oral pelo T. cruzi.33

2. JUSTIFICATIVA ottt et 37
3. OBIETIVOS. ...ttt 39
4. METODOLOGIA. ... oottt 41
4.1 PArASItOS. ...cuveeirreiesireeesree e sre e 41
4.2 PlasmidE0s VELOIES. .......ueeiueieiiiee et e eiee st sine e 41
4.3 Transformagédo de células célcio competentes....................... 42
4.4 Obtencéo e restricao do DNA plasmidial............cccccccvvveereennn, 42
4.5 Transfeccdo das formas epimastigotas de T. cruzi................. 43
4.6 Selecdo de parasitos transfectados...........cccceeeeieeiiiiiiiiiiiieeenn. 43
4.7 Citometria de fUXO.........ccoveririiiiiic e 44
4.8 ENSaios de CO-CUIUIA........oouuviieiiiiiiie et 44
4.9 CEIUIAS. ... eeiiiii ettt 44
4.9.1 Infeccdo de culturas de células Vero com T. cruzi......... 44
4.9.2 Infeccao de células THP-1 com T. CruzZi..........cccvvvveennee. 45
4.10 Infeccdo em Triatoma tibiamaculata............ccccccevveveeiiiicccnnns 46
4.11 CamUNUAONQOS.....cieiieitiiiieiaeae e ettt et e e e e e e e e e sibbe e beeeeeeaeeas 47
4.11.1 Infeccdo de camundongos BALB/c por via oral com as
cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas...................... 47

4.11.2 Avaliacao histopatolégica de camundongos infectados
com as cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas........ 48

4.12 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)........ccccccvvvveeeiininnns 48



4.13 Ensaio de infeccdo em células Vero de parasitos transfectados
tratadoS COM PEPSING......ccueriiiiieieee e e e 49

5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacdo genética das cepas de T. CrUZi........ccceeveerrnnns 51

5.2 Transfecc¢éo integrativa de formas epimastigotas de T. cruzi e
selecdo de parasitos fluorescentes...........eveeeiiiiiiiiiiiiieiieeeeeen, 52

5.3 Expresséo de proteinas fluorescentes nos diferentes estagios de
vida do parasito

5.3.1 Avaliacdo do crescimento in vitro das cepas transfectadas
em cultivo axénico

5.3.2 Infeccao celular com cepas transfectantes de T. cruzi....57

5.3.3 Infeccdo de camundongos BALB/c com a cepa
SC25RFP

5.4 Avaliacdo da interacéo in vitro de cepas Tcl e Tcll em ensaios de
CO-CUIUIAL .ottt 60

5.4.1 Avaliacao do crescimento de parasitos transfectados em
co-cultivo em meio axénico

5.5 Avaliacdo da dinamica da infeccao das cepas transfectadas e
suas misturas em Triatoma tibiamaculata............ccccceeeeveiviiiiniinnn.n. 67

5.6 Avaliacdo da dindmica da infeccéo por via oral das cepas
transfectadas e suas misturas em camundongos BALB/c........ 71

5.6.2 Andlise histopatolégica dos tecidos de camundongos
BALB/c inoculados com as cepas transfectadas e suas

TVISTUIAS . eeeeeee ettt e ettt e e e e e et eeeeese st eeesesasraareeeesesesnnaeeeas 78
B. DISCUSSAD ..ottt ettt et 83
7. CONCLUSOES. .. oottt e e e, 99

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS........ovvceiivieieenn2101



23

1. INTRODUCAO
1.1 Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909) é um protozoario
hemoflagelado, pertencente & ordem Kinetoplastida e a familia
Tripanosomatidae, amplamente disperso no continente
americano, do sul dos Estados Unidos ao norte da Argentina.
Diversos trabalhos demonstraram que o T. cruzi apresenta-se
como uma espécie heterogénea, constituida por varios genotipos
gue circulam, tanto no ambiente doméstico como no silvestre,
além de manter um intimo contato com o0s seres humanos,
animais reservatérios e vetores (ZINGALES et al., 1998;
MACEDO E PENA, 1998; MACEDO et al., 2000; MILES et al.,
2009; YEO et al., 2011).

O ciclo biolégico do T. cruzi envolve a participacdo de
hemipteros hematoéfagos da  subfamilia  Triatominae
(triatomineos, conhecidos popularmente como barbeiros) e varias
espécies de mamiferos, incluindo o homem. O desenvolvimento
do parasito no triatomineo se inicia com a ingestdo de
tripomastigotas sanguineos durante o repasto sanguineo. No
trato digestdrio do inseto, os tripomastigotas se diferenciam para
epimastigotas 0s quais passam a se multiplicar por divisdo
binaria e colonizam o tubo digestivo. Ao atingirem a porcao
posterior do intestino e especialmente a ampola retal, os
epimastigotas que ficam aderidos ao epitélio intestinal se
transformam em  tripomastigotas  metaciclicos  (formas
infectantes) os quais permanecem livres e sdo eliminados para o
meio externo juntamente com as fezes e urina do inseto. A
infeccdo no hospedeiro mamifero pode ocorrer através de
diferentes mecanismos (como a contamina¢do de mucosas ou
pele, ou pela ingestdo). Uma vez no interior do hospedeiro as
formas tripomastigotas penetram no interior de células,
especialmente macréfagos e células musculares, onde se
transformam em amastigotas e passam a multiplicar-se por
divisdo binaria no citoplasma celular. Ap6és um periodo de
aproximadamente 96 a 120 horas os parasitos sofrem um
processo de elongamento diferenciando-se para tripomastigotas.
Estes parasitos apresentam elevada motilidade, rompem a célula
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e sao liberados no meio extracelular de onde poderdo atingir a
corrente sanguinea e/ou infectar novas células (Figura 1)
(BRENER, 1973; BRENER, 1997).

Dois diferentes ecossistemas sdo descritos para o T. cruzi:
um relacionado com triatomineos silvestres e geralmente
envolvendo mamiferos que convivem neste ambiente (ciclo
silvestre) e outro dependente de triatomineos domiciliados,
envolvendo primariamente humanos e animais domésticos (ciclo
domeéstico). A conexdo entre os dois ciclos é feita por mamiferos
elou triatomineos infectados que apresentam comportamento
sinantrépico. O homem é um reservatério muito mais recente de
T. cruzi e acredita-se que o0 primeiro contato entre as duas
espécies remonta ao final do Pleistoceno, 15.000-20.000 anos
atras, quando os primeiros humanos povoaram o Continente
Americano. Neste sentido, tem sido evidenciada a presenga do
DNA do parasito em mumias de 9.000 anos provenientes do
norte do Chile e sul do Peru (AUFDERHEIDE et al., 2004).

CICLO DO Trypanosoma cruzl CICLG DO Trypanosama cruzi BN
EM TRIATOMINEDS HUMANDS F OUTROS MAMIFFROS
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Figura 1: Ciclo de transmissédo do Trypanosoma cruzi, Venicio Ribeiro,
ICICT/Fiocruz.
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1.2 Diversidade genética do T. cruzi

O T. cruzi é considerado uma espécie heterogénea,
consistindo de varias subpopulacdes, que apresentam cepas
distribuidas em hospedeiros mamiferos domésticos e selvagens
além de insetos vetores (ZINGALES et al.,, 1998). Na prética,
qualquer isolado obtido de uma infec¢do natural e mantido em
laborat6rio é considerado uma cepa. Por sua vez uma cepa pode
ser constituida por uma ou mais populagbes clonais com
caracteristicas diferentes (MACEDO et al., 1992, OLIVEIRA et
al., 1998; 1999).

Para evidenciar essa alta variabilidade genética
apresentada pelo parasito, foram empregadas técnicas
bioguimicas e moleculares, como andlises de isoenzimas (MILES
et al, 1977, 1978, 1980; ROMANHA, 1982), kDNA-RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism of Kinetoplast DNA)
(MOREL et al.,, 1980), LSSP-PCR (Low Stringency Single
Specific Primer) (VAGO et al., 1996) e RAPD (Random
Amplification of Polymorphic DNA) (STEINDEL et al., 1993).

No final da década de 1970 Miles e colaboradores
analisaram o polimorfismo dos perfis eletroforéticos de seis
enzimas e sugeriram uma classificagdo em trés grupos distintos,
os quais foram denominados zimodemas Z1, Z2 e Z3 (MILES et
al.,, 1977, 1978, 1980). Romanha (1982) analisando o perfil
isoenzimatico de amostras de T. cruzi isoladas de pacientes
chagasicos, verificou a presenca de 4 zimodemas distintos,
denominados ZA, ZB, ZC e ZD. A comparacdo dos zimodemas
descritos por Romanha (1982), com aqueles descritos por Miles
e colaboradores (1977; 1978), mostrou grande similaridade entre
0s zimodemas ZA e Z2, no entanto, os demais zimodemas foram
distintos entre si. Dessa forma, admite-se que no Brasil, o T.
cruzi esteja distribuido em pelo menos seis grupos
isoenzimaticos principais: Z1, Z2 ou ZA, Z3, ZB, ZC e ZD.

Mais tarde, a divisdo das cepas de T. cruzi nos grupos 1 e
2 foi realizada através da amplificagcdo de uma regido intergénica
do mini-éxon, permitindo verificar a existéncia de uma correlacédo
com o dimorfismo do gene de rRNA 24S alfa, que é diferente
entre as cepas de T. cruzi provenientes de diferentes
hospedeiros, vertebrados e invertebrados (MACEDO et al., 1992;
SOUTO e ZINGALES, 1993; SOUTO et al., 1996; ZINGALES et
al., 1998; MACEDO et al., 2004).
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Numa tentativa de homogeneizar a nomenclatura, o grupo
1 foi renomeado linhagem T. cruzi Il (ciclo doméstico), enquanto
o0 grupo 2 foi designado linhagem T. cruzi | (ciclo silvestre)
(ANONYMOUS, 1999). Entretanto, observou-se que algumas
cepas ndo se enquadravam completamente em nenhuma destas
duas linhagens principais, 0 que sugeria a existéncia de um
terceiro grupo (SOUTO et al., 1996). Em 2000, Brisse e
colaboradores propuseram a subdivisdo da linhagem T. cruzi Il
em sublinhagens lla, lib, lic, 1id e lle.

Freitas e colaboradores (2006) estudaram o gene MSH2
reforcando a probabilidade de existirem entdo trés linhagens
distintas do parasita, classificadas como T. cruzi |, Il e lll. Porém
em 2009, durante uma reunido entre especialistas, chegou-se a
um consenso de que as cepas de T. cruzi devem ser
classificadas em seis discrete typing units (DTU), denominadas
de Tcl a TeVI (tabela 1) (ZINGALES et al., 2009).

Tabela 1. Nomenclatura para as divisdes de Trypanosoma cruzi
conforme o consenso de 2009.

DTU Abreviatura Equivaléncia
T. cruzil Tcl T.cruzil*e DTUI®
T. cruzill Tcll T.cruzi Il ®e DTU IIb°

Z3/Z1 ASAT ¢, Z3-A
T. cruzi lll Tclll d, DTU lic® e T. cruzi
ne

c d
T. cruzi IV Tclv Z3° 73-B°eDTU

la®
Z2 Boliviano ¢, IDNA
T. cruzi V TcV 1/2 clonet 39%¢e
DTU Iid°
. h
T. cruzi VI TVl Z2 Paragualo " e

DTU lle®

a: Anonymous (ANONYMOUS, 1999); b: Brisse et al. (BRISSE et al.,
2000); c: Miles et al. (MILES et al.,, 1981); d: Mendonca et al.
(MENDONCA et al., 2002); e: Freitas et al. (FREITAS et al., 2006); f:
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Souto et al. (SOUTO et al., 1996); g: Tibayrenc e Ayala (TIBAYRENC e
AYALA, 1988); h: Chapman et al. (CHAPMAN et al., 1984). Adaptado de
Zingales et al. (ZINGALES et al., 2009).

Em virtude da diversidade genética e epidemioldgica,
algumas publicacdes tém sugerido uma subdivisdo da DTU Tcl
em quatro subgrupos (HERREIRA et al., 2007; FALLA et al.,
2009; MONTEIRO et al.,, 2012), ndo estando esta inclusa na
classificacdo atual das DTU.

1.3 Doenca de Chagas

A Tripanossomiase Americana ou doenca de Chagas é
uma infeccdo parasitaria causada pelo protozoario Trypanosoma
cruzi (CHAGAS, 1909). A Organizacdo Mundial de Saude estima
em sete milhdes o ndmero de pessoas infectadas e que 25
milhdes vivam em areas de risco de transmissdo (WHO, 2016). A
estimativa de 6bitos anuais devido a doenca de Chagas € de 14
mil e estudos econémicos calculam o custo global da doenca em
torno de 7,2 milhBes de dolares por ano (LEE et al, 2013).
Durante décadas a doenca de Chagas foi considerada uma
moléstia endémica de paises pobres, abrangendo
principalmente, a América Central e do Sul, sendo basicamente
uma patologia confinada a areas rurais, ndo constituindo, assim,
um problema de saude publica nas demais areas do mundo
(KIRCHHOFF, 2011). Entretanto, em decorréncia da emigracao,
nas ultimas décadas, de latino-americanos portadores do T. cruzi
para paises europeus, asiaticos e especialmente para o0s
Estados Unidos da América, a doenca de Chagas passou a ser
considerada um problema de saude global. Em paises néao
endémicos a infeccdo pode ser propagada verticalmente, por
transfusdo sanguinea ou por transplantes de 6Orgdos
(SCHMUNIIS, 2007, GASCON et al., 2010; BASILE et al., 2011;
PEREZ-AYALA et al., 2011; SALVADOR et al.,2014)

Cerca de 30% da populacdo infectada desenvolve
manifestacdes clinicas da doenca, o que torna a patologia
relevante em termos de saude publica e impacto econémico
(BRENER et al., 2000, PRATA, 2001; RASSI et al., 2010).

Os mecanismos de transmissdo da infeccdo chagasica
podem ser divididos em dois grupos: 1) 0s mecanismos
principais: por meio de vetores, transfusdo sanguinea,
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transmissdo oral e transmissdo vertical; e 2) mecanismos
secundarios: em acidentes de laboratério, contato com animais
infectados, transplante de 6rgaos e transmissao sexual (DIAS E
COURA, 1997; COURA, 2007).

A transmissd@o vetorial € a via mais importante para o
homem e ocorre por contaminagcdo com fezes ou urina de
triatomineos. O éxito desta via de transmissdo depende da
frequéncia com que os triatomineos defecam e se isso ocorre ou
nao durante ou seguido a hematofagia. Embora mais de 100
espécies de triatomineos sejam considerados vetores potenciais
de T. cruzi, cerca de 20 espécies apresentam importancia
epidemioldgica devido a sua capacidade de colonizar domicilios
humanos (SILVEIRA, 2000). No Brasil, cinco espécies tém
importancia epidemioldgica particular por seu comportamento
domiciliar: Triatoma infestans, Panstrongylus megistus, Triatoma
brasiliensis, Triatoma pseudomaculata e Triatoma sordida. As
demais espécies sdo silvestres e mantém um ciclo natural
envolvendo mamiferos silvestres (DIAS E COURA, 1997; DIAS E
MACEDO, 2005; SCHMUNIS, 2007; GALVAO E JUSTI, 2015)

A doenca de Chagas apresenta duas fases clinicas
sucessivas: aguda e crbnica. A fase aguda corresponde ao
periodo inicial da infeccdo pelo T. cruzi em humanos e em varios
mamiferos, podendo apresentar-se aparente ou inaparente.
Nesta fase, a parasitemia com duracdo geralmente efémera no
ser humano (entre trés e oito semanas), € detectavel por exames
parasitoldgicos diretos do sangue ou por sorologia convencional
(ELISA, RIFI ou testes Imunocromatogréaficos) (DIAS, 1984;
AMATO-NETO et al., 1997; LUQUETTI E RASSI, 2000).
Contudo, a maioria dos pacientes na fase aguda € assintomatica
e, portanto, nao diagnosticada nem clinica nem
laboratorialmente.

Na fase crbnica, cerca de 70% dos individuos infectados
pelo T. cruzi se encontram na chamada forma assintomética ou
indeterminada, que se caracteriza pela presenca de anticorpos
especificos e auséncia de sintomas clinicos da doenca. No
entanto, 30% dos individuos cronicamente infectados
desenvolvem complicacdes cardiacas ou digestivas anos ou
décadas ap6s a infecgao inicial, num estagio da doenca em que
0 parasitismo sanguineo e tecidual é escasso. Cerca de 20 a
30% dos pacientes na fase cronica desenvolvem a forma
cardiaca, que pode levar a insuficiéncia cardiaca ou morte subita
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em 70% e 30%, respectivamente. Aproximadamente 8 a 10%
dos pacientes desenvolvem manifestacbes  digestivas
caracterizadas por dilatacdo patoldgicas de gravidade variavel do
esbfago e colon, frequentemente associadas com as
manifestacdes cardiacas (PRATA, 2001; RASSI et al., 2010).
Essa fase é caracterizada por niveis parasitémicos circulantes
abaixo da capacidade de deteccdo por meio de exames
parasitolégicos convencionais, sendo a infeccdo comprovada por
métodos sorolégicos e/ou moleculares (LUQUETTI E RASSI,
2000).

Atualmente, no Brasil, h4 a predominancia de casos
cronicos da doenca de Chagas, sendo em sua maioria devido a
infeccbes passadas, de origem vetorial, relacionada a baixa
condicdo econOmica da populacdo afetada (DIAS et al., 2008;
COURA E DIAS, 2009; WHO, 2009). Nas ultimas décadas,
devido principalmente a mudancas na forma de transmissdo da
doenca, pode-se observar, casos isolados ou surtos de doenca
de Chagas na forma aguda, nos estados da Amazbnia Legal,
Bahia, Ceara, Piaui, Santa Catarina e S&o Paulo (MINISTERIO
DA SAUDE, 2012).

A transmisséo vetorial é responsavel por mais de 70% dos
casos em paises onde nao existe controle sistematico de
vetores. Da mesma forma, a transmissao transfusional pode
responder por mais de 20% dos casos em paises sem
hemovigilancia, como na Bolivia, onde metade dos doadores de
sangue esté infectada com T. cruzi (COURA E ALBAJAR-VINAS,
2010).

Em 2006, o Ministério da Saude do Brasil recebeu a
Certificacdo Internacional de Eliminacdo da Transmissdo da
Doenca de Chagas pelo Triatoma infestans, conferida pela
Organizacdo Pan-Americana da Saude. Embora a transmisséo
vetorial esteja controlada, existem varias evidéncias
experimentais e observacdes de campo que demonstram a
transmisséo do T. cruzi ao homem e varios mamiferos pela via
oral. Diferentes tipos de alimentos e veiculos de carreamento do
flagelado tém sido implicados nesta modalidade de transmissao,
geralmente sendo os casos humanos relacionados com
triatomineos infectados nas imedia¢des do evento (DIAS, 2006;
STEINDEL et al., 2008; DE NOYA et al., 2010; DE NOYA et al.,
2015). A infeccdo por via oral se tornou o mais importante e
permanente mecanismo de transmissdo da doenca de Chagas
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no Brasil, j& que a transmisséo vetorial e transfusional do T. cruzi
foram controladas (COURA, 2006).

No ano de 2012 a doenca de Chagas foi incluida na
London Declaration on NTDs, iniciativa resultante da parceria de
6rgédos publicos e privados sob a chefia da Organizagdo Mundial
de Saude (WHO). Essa iniciativa estabelece metas de controle,
eliminagcédo e erradicacdo de 10 doencas negligenciadas até o
ano de 2020. Dentre as doencas listadas estao: filariose linfatica,
leishmaniose visceral, esquistossomoses, doenga de Chagas,
entre outras. (CORASSA et al , 2016).

Embora muitos centros de pesquisa ao redor do mundo se
dediquem ao estudo da doenga de Chagas, poucos avangos no
controle da doenca e na diminuicdo de novos casos tém sido
alcancados. Em partes pela falta de recursos da maioria dos
laboratérios de pesquisa e muito pela falta de aplicabilidade dos
estudos realizados (TARLETON, 2016).

1.3.1 Doenca de Chagas transmitida por via oral

A infeccdo adquirida por via oral ndo € um quadro
epidemioldgico recente na doenca de Chagas. A transmisséo de
T. cruzi no ciclo enzodtico ocorre, principalmente, por via oral
entre mamiferos que se alimentam ocasionalmente de
triatomineos infectados que, por sua vez, se alimentam do
sangue desses animais. No trabalho original de Chagas (1909) a
infeccdo de saguis Callitrix penicilatta com triatomineos
infectados com T. cruzi foi atribuida & ingestéo dos insetos. Ainda
no ciclo natural, a predacéo entre mamiferos deve colaborar para
a transmissdo do parasito. Um mecanismo alternativo de
transmisséo para outros animais e para humanos € a ingestéo de
carne de caga crua ou mal cozida (AMUNARRIZ et al., 1991;
AGUILAR E YEPEZ,1995; VALENTE et al., 1999; 2009; ROQUE
et al., 2008).

Os primeiros registros oficiais sobre a transmisséo
experimental de T. cruzi pela via oral foram realizados na
Argentina por Natan-Larrier (1921), Brumpt (1931), Kofoid e
Donat (1933) e Cardoso (1933) em mamiferos que se
contaminaram ap6s a ingestdo de fezes de triatomineos
infectados. Posteriormente, outros autores discutiram a
possibilidade de contaminagédo acidental de alimentos com T.
cruzi (VERGANI, 1952; DIAZ UNGRIA, 1968). Mayer (1961) e
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Diaz Ungria (1964; 1967) observaram que experimentalmente,
animais podem se infectar com T. cruzi através da ingestdo de
alimentos contaminados. Varios estudos relatam a transmisséo
deste parasito pela via oral a diferentes hospedeiros através da
ingestdo de diversas espécies de vetores (RICKMANN, 1966;
DIAZ UNGRIA, 1969; DIAZ UNGRIA E SOTO BRACHO, 1970;
DIAZ UNGRIA E ZEUSS 1971; DAVIS, RUSSEL E ADAMS
1980, LAINSON et al., 1980). Roellig e colaboradores (2009)
relataram que a via de transmissdo mais ativa do T. cruzi no
ambiente silvestre nos Estados Unidos € a ingestdo de
triatomineos infectados, por guaxinins e gambas.

A partir do surgimento de novos surtos de doencga de
Chagas aguda adquirida por via oral, diversos estudos passaram
a utilizar o modelo murino na tentativa de elucidar a dindmica
dessa via de infeccdo. Estudos experimentais demonstraram que
0 curso da infeccdo oral difere da infeccdo classica
(intraperitoneal) e que ainda pode ser influenciada pela cepa do
parasito (CAMANDAROBA et al., 2002; CORTEZ et al., 2006;
DIAS et al, 2013; MAEDA et al, 2016). Outros autores revelaram
alteracbes no perfil de citocinas de ratos infectados por via oral
com relacdo a animais infectados por via intraperitoneal (KUEHN
et al., 2014), no entanto, a resposta imune do hospedeiro contra
a infeccdo por T. cruzi € um fenbmeno intrinseco que depende
da cepa do parasito, do 6rgéo infectado e do tempo de infec¢éo
(RODRIGUES et al., 2016).

Os primeiros casos de infeccdo humana pela via oral foram
registrados na Argentina quando Mazza (1936) descreveu a
infeccdo por T. cruzi apds a ingestdo de leite materno
contaminado. Diversos episddios de doenca de Chagas aguda
foram relatados no Chaco argentino, na Amazoénia equatoriana e
em varias regides da Coldbmbia, todos associados a ingestao de
carne crua ou mal cozida de animais silvestres (MAZZA E
SCHURMAN, 1930; MAZZA et al. 1931; CARPINTERO, 1978;
AMUNARRIZ et al., 1991; RODRIGUEZ et al., 1992; AGUILAR E
YEPEZ, 1995). Na Venezuela em 2007 ocorreu um surto com
103 casos em uma escola na periferia de Caracas, sendo 44
confirmados parasitologicamente. O surto foi atribuido a ingestéo
de suco de goiaba contaminado com T. cruzi (DE NOYA et al.,
2010). Apos esse evento mais dez surtos de doenca de Chagas
aguda foram relatados na Venezuela, com 249 casos e 4 mortes
(DE NOYA et al., 2015). Na Colémbia foram registrados 6 surtos
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de doenca de Chagas aguda transmitida por via oral no periodo
de 1992 a 2010. Estudos de caracterizagcdo genética utilizando
MLMT (Multilocus Microsatellite Typing) e mtMLST (mitochondrial
Multilocus Sequence Typing) em amostras de isolados de
pacientes, mostrou o envolvimento de parasitos dos genotipos
Tcl e TclV em surtos orais nesse pais (RAMIREZ et al., 2013).

A primeira descricao deste tipo de transmissdo ao homem
no Brasil ocorreu no Rio Grande do Sul e foi atribuida, entre
outras fontes, a alimentos contaminados pela urina de gamba
(NERY-GUIMARAES et al, 1968). Desde entdo, surtos
simultdneos de doenca de Chagas atribuidos a infeccdo oral
foram registrados em diferentes regibes do Brasil. Na regido
Nordeste ocorreram surtos nas cidades de Catolé da Rocha, na
Paraiba (SHIKANAI-YASUDA, 1991), Macalbas na Bahia (DIAS
et al., 2008) e Redencao no Ceara (ROQUE et al., 2008). Mesmo
naquelas regibes anteriormente consideradas ndo endémicas
para a doenca de Chagas, como Navegantes em Santa Catarina
(STEINDEL et al., 2008), e na Regidao Amazébnica nos estados do
Para, Amapéa e Maranhéo (PINTO et al., 2008; MONTEIRO et al,
2012), foram relatados diversos casos sempre associados a
formas agudas graves da doencga e mortes humanas. Nos surtos
do Norte e Nordeste do Brasil os alimentos envolvidos foram
suco de frutas regionais como acai e macaba e na regido Sul, o
caldo de cana de acucar, todos contaminados com T. cruzi.

De acordo com o Ministério da Saude (2015) no periodo de
2000 a 2013 foram notificados 1.570 casos agudos da doenca de
Chagas no Brasil, sendo 1.081 casos associados a transmissao
oral. Os estados brasileiros que registraram maior nimero de
casos foram o Pard, o Amazonas e Amapa, todos na Regido
Amazonica onde predomina a forma de transmisséo oral. Neste
mesmo periodo, foram registrados 16 o6bitos por doenca de
Chagas aguda no Brasil.

O aumento no numero de surtos orais de doenca de
Chagas aguda reportados no Brasil nos Ultimos anos pode ser
atribuido a um melhor diagnéstico e reconhecimento da doenca
através de vigilancia ativa, bem como a falta de boas praticas de
higiene no preparo dos alimentos e mudancas no ambiente
silvestre, aproximando os ecoétopos dos vetores e reservatérios
das casas (SHIKANAI-YASUDA E CARVALHO, 2015). Durante
esses surtos € necessario que o tratamento aos doentes seja
feito imediatamente para previnir a transmissédo da doenca e que
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seja realizado um detalhado levantamento epidemiolégico na
area indicando a possibilidade do aparecimento de novos casos
e apontando os vetores e reservatérios envolvidos (DIAS et al.,
2015).

No surto da doenca aguda em Santa Catarina em 2005,
apOs confirmacdo laboratorial, constatou-se que 24 pessoas
foram infectadas pelo T. cruzi. Todos os individuos determinados
positivos relataram consumo de caldo de cana que foi associado
a provavel moagem de triatomineos durante a preparagdo do
caldo de cana. Trés pacientes evoluiram para Obito sem
diagnostico e a infeccdo pelo T. cruzi pés-mortem foi
comprovada em dois casos. Os isolados de T. cruzi obtidos
através de hemocultura dos pacientes infectados foram
inicialmente genotipados como Tcll (STEINDEL et al., 2008). No
entanto, utilizando-se novos marcadores moleculares observou-
se a presenca dos genotipos Tcll e TclV em amostras isoladas
destes pacientes em fase aguda da doenca (ANDRADE et al,
2011).

Até o presente, apenas 0s genotipos TcV e TcVI de T.
cruzi ndo foram encontradas em casos humanos associados aos
surtos de transmissdo oral no Brasil, predominando Tcl e TclV
nos estados do Norte e Tcll na regido Sul do Brasil (STEINDEL
et al., 2008; MARCILI et al.,, 2009; VALENTE et al., 2009;
ANDRADE et al., 2011; MONTEIRO et al., 2011).

Apesar dos avancgos na contencdo da expansdo da doenca
de Chagas no Brasil, medidas de controle de focos naturais e
residuais de triatomineos, bem como o controle da domiciliagédo
de novos vetores e a promocdo de praticas de higiene na
prevencdo da transmissado oral devem ser tomadas (CORASSA
et al., 2016).

1.4 Mecanismos moleculares da infeccao por via oral pelo T.
cruzi

Experimentos de infec¢cdo por via oral em camundongos
mostraram que formas tripomastigotas metaciclicas séo capazes
de invadir e se replicar no epitélio da mucosa gastrica, mas sem
evidéncia de invasao da orofaringe ou do es6fago de animais. A
mucosa gastrica parece ser a Unica via de entrada do T. cruzi
para a infeccéo sistémica quando o parasito € ingerido (HOFT et
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al., 1996). Tripomastigotas possuem glicoproteinas de superficie
gue os protegem da degradacdo pelo suco gastrico mantendo
sua infectividade mesmo no ambiente &cido do estdbmago
(MORTARA et al.,, 1992). Estudos posteriores mostraram que
algumas cepas sdo capazes de se tornar ainda mais infectivas
ap6s o contato com o0 suco gastrico (CORTEZ et al.,, 2006;
COVARRUBIAS et al., 2007).

Para invadir as células epiteliais gastricas, as formas
tripomastigotas metaciclicas devem primeiramente se ligar a
camada de mucina gastrica e depois atravessa-la. Varias
moléculas de superficie do T. cruzi influenciam os mecanismos
moleculares da infeccdo por via oral e em conjunto, S&o
determinantes para a capacidade de invasdo de células
mamiferas por tripomastigotas metaciclicos das diversas cepas
de T. cruzi.

A glicoproteina de superficie gp82 € um membro da
superfamilia das trans-sialidases, altamente expressa em formas
tripomastigotas metaciclicas. Essa glicoproteina liga-se ao seu
receptor na célula hospedeira e inicia uma cascata de sinalizacéo
que promove a mobilizacdo de Ca*', necessaria para a
internalizagcdo do parasito (YOSHIDA et al., 2000). Na infeccéo
por via oral, a gp82 é resistente a degradacéo por pepsina em pH
acido (CORTEZ et al., 2006). Sendo assim, essa sialidase tem
papel na invasdo das células epiteliais da mucosa gastrica,
mediando a ligacdo a camada de mucina géastrica (NEIRA et al.,
2003) e posterior ligacdo as células epiteliais que induz uma
resposta de Ca®" bidirecional requerida para a invasdo (RUIZ et
al., 1998).

Algumas cepas de T. cruzi apresentam deficiéncia de gp82
e acabam por expressar uma glicoproteina de superficie de 30
kDa (gp30) que também é capaz de induzir a sinalizagcdo por
Ca**. No entanto, a gp30 apresenta menos afinidade & mucina
gastrica que a gp82 resultando em niveis mais baixos de
parasitemia em camundongos experimentalmente infectados
com cepas deficientes de gp82 (CORTEZ et al., 2003; CORTEZ
et al., 2012). Outra glicoproteina importante no processo de
invasdo celular é a gp90. Essa glicoproteina é abundantemente
expressa em formas tripomastigotas metaciclicas agindo como
modulador negativo na invasédo celular (MALAGA E YOSHIDA,
2001). Para parasitos que expressam gp82 e gp90 em altos
niveis, existem duas particularidades: 1) parasitos que
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expressam gp90 suscetivel a digestdo por pepsina apresentam
alta infectividade apds a exposicdo ao suco gastrico ou 2)
parasitos que expressam gp90 resistente a digestdo por pepsina
apresentam baixa capacidade infectiva (RUIZ et al.,, 1998).
Formas tripomastigotas metaciclicas e epimastigotas expressam
ainda as mucinas gp35/50 que assim como as gp82, ligam-se as
células alvo e provocam uma mobilizacdo de Ca?*, contudo,
menos intensa que a induzida por gp82 (YOSHIDA et al., 1989;
RUIZ et al., 1998).

A severidade da doenca de Chagas aguda reportada em
pacientes infectados por via oral pode ter como causa a
degradacdo da gp90 (regulador negativo da infeccdo)
(YOSHIDA, 2009). Cepas isoladas de pacientes em fase aguda
da doenca infectados por via oral mostraram uma baixa
capacidade de infeccdo celular in vitro, mas apresentam
elevados niveis de parasitemia e mortalidade em camungongos
experimentalmente infectados por via oral (COVARRUBIAS et
al., 2007; TESTON et al., 2016).

A degradacéo da gp90 e por consequéncia 0 aumento da
infecciosidade do T. cruzi na infeccéo oral, foram comprovados
utilizando uma cepa isolada durante o surto de doenca de
Chagas aguda em Santa Catarina. Esse isolado apresenta altos
niveis de expressédo de gp90 detectados pelo anticorpo Mab5E7,
no entanto, apds passagem em estdbmago de camundongos o
anticorpo ndo foi mais capaz de detectar essa glipoproteina,
comprovando que alguns isolados se tornam mais virulentos em
infec¢des orais (COVARRUBIAS et al., 2007).
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2. JUSTIFICATIVA

Dezenas de surtos de doenca de Chagas aguda tém sido
reportados no Brasil, a maioria associados a transmissao oral.
Essa via de transmissdo da doenca para humanos e outros
mamiferos, foi demonstrada experimental, clinica e
epidemiologicamente. No entanto, estudos sobre a dindmica da
infeccdo por via oral ainda séo incipientes e diante da elevada
variabilidade genética do parasito precisam ser mais
investigados.

Apesar dos avangos na caracterizacdo molecular do T.
cruzi, pouco se sabe sobre os mecanismos que determinam as
formas clinicas da doenca de Chagas. No Brasil a grande maioria
dos casos cronicos da doenca esta relacionada apenas com T.
cruzi Il, o que levanta a hipétese de selecao dessa linhagem
genética do parasito durante a infeccdo humana (GOMES et
al.,1998; MACEDO et al.,, 2004). Estudos sugerem que as
caracteristicas bioldgicas do parasito, como infecciosidade e
capacidade de multiplicacdo, podem favorecer a selecdo de
parasitos pertencentes a linhagem genética T. cruzi Il e contribuir
para a patogenicidade da doenga (PENA et al., 2011). O estudo
de caracterizagdo das cepas de T. cruzi isoladas no surto de
doenca de Chagas aguda em Santa Catarina mostrou que
vetores e reservatérios capturados em areas proximas ao local
do surto apresentaram co-infecgdo com T. cruzi | e T. cruzi Il,
enquanto cepas isoladas de humanos na fase aguda
apresentaram infeccdo apenas com T. cruzi Il (STEINDEL et al.,
2008). Utilizando as mesmas cepas, porém técnicas moleculares
distintas, observou-se que uma cepa caracterizada apenas como
T. cruzi Il nesta nova abordagem mostrou uma mistura de
populacdes pertencentes aos gendtipos T. cruzi Il e T. cruzi IV
(ANDRADE et al, 2011). Neste sentido, a presenca de um ou
mais genotipos pode estar relacionada as diferentes
manifestacdes clinicas da doenca aguda em humanos observada
durante esse surto (ANDRADE et al, 2011).

A avaliacdo in vitro da interacdo parasito-célula utilizando
diferentes cepas de T. cruzi mostrou auséncia de correlacéo
entre as caracteristicas biolégicas de infectividade, parasitemia e
mortalidade in vivo e as taxas de infeccdo e multiplicacédo
intracelular em trés diferentes linhagens celulares (TOMA et al.,
2000). Estudos de co-infecgdo experimental em camundongos
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com as cepas JG e CL Brener de T. cruzi mostraram que animais
co-infectados apresentaram uma diminuigdo da inflamacéo e da
gravidade da doenca sugerindo algum mecanismo de modulagéo
da resposta imunologica (RODRIGUES et al., 2010). A via oral
de infeccdo presente nos surtos de doenca de Chagas aguda
ainda é pouco compreendida. Estudos experimentais indicam
que animais inoculados por via intragastrica com diferentes
formas evolutivas de T. cruzi e de diferentes genétipos
apresentam parasitemia mais tardia e mais discreta com relagéo
aos animais inoculados por via intraperitoneal (CAMANDAROBA
et al., 2002; DOMINGUES et al.,, 2016). O perfil de infeccédo
mostrou diferencas em relagdo as taxas de infecciosidade e
mortalidade e ao perfil histopatolégico nos animais inoculados
com tripomastigotas sanguineos e metaciclicos (DIAS et al,
2013).

O modelo murino tem se mostrado uma importante
ferramenta para melhor compreender a dindmica da infeccéo
pelo T. cruzi. Em camundongos, a doenca de Chagas manifesta-
se de forma semelhante a observada na infeccdo em humanos,
sendo influenciada pelo background genético do animal e pela
cepa infectante. Apesar de esse modelo ser amplamente
utilizado na pesquisa com T. cruzi, 0s mecanismos de interacao-
parasito-hospedeiro ainda precisam ser mais bem elucidados.

Para isso, 0 estabelecimento de um modelo experimental
murino reprodutivel de infeccdo pela via oral, bem como a
utilizacdo de parasitos geneticamente modificados expressando
proteinas fluorescentes de facil deteccdo, podem ser valiosos no
estudo da interagéo parasito-hospedeiro.
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3. OBJETIVOS

Objetivo Geral

Desenvolver linhagens Tcl e Tcll de Trypanosoma cruzi
expressando proteinas fluorescentes para estudo da interacéo
parasito-hospedeiro

Objetivos Especificos:

» Transfectar as cepas Tcl e Tcll com plasmideos
integrativos contendo as sequéncias das proteinas RFP e GFP;

= Avaliar a expressdo de proteinas fluorescentes nos
diferentes estagios de vida do parasito;

= Avaliar o crescimento de cepas transfectadas em ensaios
de co-cultura;

= Avaliar a dindmica da infeccdo das cepas transfectadas
Tcl e Tcll de T.cruzi e suas misturas em Triatoma tibiamaculata;

= Avaliar a dindmica da infeccdo das cepas transfectadas
Tcl e Tcll de T.cruzi e suas misturas em camundongos Balb/C;

= Detectar e estimar pela gPCR a carga parasitaria tecidual
em camundongos infectados com as cepas transfectadas Tcl e
Tcll e suas misturas;

= Avaliar a distribuicdo tecidual das cepas Tcl e Tcll e suas
misturas em diferentes 6rgdos através de histopatologia.
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4. METODOLOGIA
4.1 Parasitos

Para este estudo foram utilizadas a cepa SC25 de T. cruzi,
isolada de Didelphis marsupialis (STEINDEL et al., 1995) e
pertencente a DTU Tcl e as cepas SC96, isolada em 2005
através da hemocultura de um paciente em fase aguda durante
um surto de doenca de Chagas por via oral em Santa Catarina
(STEINDEL et al., 2008) e Y de T. cruzi também isolada de um
paciente na fase aguda da doenca (SILVA & NUSSENZWEIG,
1953), ambas pertencentes a DTU Tcll. Os parasitos foram
mantidos a 27°C em meio LIT (liver-infusion tryptose),
suplementado com 10% de soro bovino fetal através de repiques
semanais. A fim de comprovar que as cepas pertenciam as DTUs
correspondentes foi realizada a amplificacdo diferencial de um
fragmento do espacador ndo-transcrito do gene do mini-éxon
segundo protocolo descrito por Souto e colaboradores (1996).

4.2 Plasmideos vetores

Foram utilizados 0s vetores pROCKGFPNeo,
pTREXGFPNeo e pTREXRFPNeo, gentiimente cedidos pela Dra.
Santuza M. R. Teixeira da Universidade Federal de Minas Gerais
(UFMG). O vetor pROCKGFPNeo descrito por DaRocha e
colaboradores (2004) permite a integracdo de genes exdgenos
via recombinacdo homoéloga com o loco de RB-tubulina, um gene
multicépia, o que facilita o evento de recombinacéo (figura 2A).
J& os vetores de expressdo pTREXGFPNeo e pTREXRFPNeo
sdo derivados do vetor pTREX descrito por Vazques e Levin
(1999). Eles contém as seguintes sequéncias: espacador
ribossomal que € parte integrante do promotor de rRNA,;
promotor de RNA ribossémico que assegura um alto nivel de
transcricdo do gene reporter; HX1 que é um sinal altamente
eficiente para processamento do mRNA por trans- splicing; gene
codificador da proteina verde fluorescente de Aquorea victoria
(GFP) ou a proteina vermelha fluorescente (RFP) de Discosoma
spp; regido intergénica e 3'UTR do gene de gGAPDH, que séo
sinais para trans-splicing e poliadenilacdo do gene de Neomicina,
respectivamente e regido codificadora para a neomicina
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fosfotransferase (NEOT) que confere resisténcia a neomicina e ao
seu analogo G418 (figura 2B).
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Figura 2: Esquema representativo dos vetores de expressao: (A)
pROCKGFPNeo e (B) pTREXGFP/RFPNeo.

4.3 Transformacéo de células célcio competentes

Aliguotas de bactérias E. coli (cepa DH5a), tratadas
previamente com CaCl, (SAMBROOK et al., 1989), foram
misturadas com o plasmideo, e entdo mantidas em banho de
gelo por 30 minutos, transformadas por choque térmico a 42°C
por 45 segundos e em seguida transferidas para banho de gelo
por 2 minutos. A este material foram adicionados 300 pL de meio
SOC liquido (2% de triptona, 1% de extrato de levedura, 0,5% de
NaCl 1M, pH 7,0) sendo incubado por 1 hora a 37 °C sob
agitacdo constante (100 rpm). Em seguida, toda a suspensédo da
cultura transformada foi plaqueada em meio LB (Luria Bertani)
agar (1,5%) suplementado com 100ug /mL de ampicilina.

4.4 Obtencéo e restricdo do DNA plasmidial

O DNA plasmidial dos clones considerados positivos foram
preparados utilizando o “kit” PureYeld™ PlasmidMidiprep System
(Promega), de acordo com instrucdes do fabricante. As amostras
de DNA plasmidial obtidas foram dosadas em espectrofotdmetro
BioPhotometer (Eppendorf) a 260 nm, sendo o grau de pureza
das amostras determinado pela relacdo da absorbéncia a
260/280nm.

As digestbes do DNA plasmidial foram realizadas nas
propor¢cbes de uma unidade da enzima de restricdo Nhel (New
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England, BioLabs) para cada 1 pg de DNA, na presenca do
tampéo especificado pelo fabricante a 37°C overnight. Em
seguida o DNA foi precipitado na presenca de isopropanol 100%
e centrifugado a 14000 rpm por 30 minutos. Esse precipitado foi
lavado com etanol 70% e novamente centrifugado por 5 minutos.
Apoés secagem o precipitado de DNA foi solubilizado em &gua.
Os produtos das digestbes do DNA plasmidial foram submetidos
a eletroforese em géis de agarose 1% em tampdo TBE 1X
(0,01M de Tris base, 0,09% de acido bérico anidro, 0,1% de
EDTA 0,5M pH 8,0), nos quais as amostras foram aplicadas na
presenca do tampdo de amostra 2X (0,25% de azul de
bromofenol, 0,25% de xilenocianol, 30% de glicerol). Apos
coloracdo por 0,5 pg/mL de brometo de etideo os géis foram
visualizados a luz ultravioleta e fotografados.

4.5 Transfeccao das formas epimastigotas de T. cruzi

Epimastigotas na fase exponencial de crescimento foram
transfectados utilizando o aparelho Nucleofector® (Lonza, Basel),
nas seguintes condicdes: 5 x 10’ parasitos cultivados em meio
LIT foram centrifugados, lavados duas vezes com PBS e
ressuspendidos em tampdo de eletroporacdo (H,O contendo
0,5M NaPQO,, 0,3M KCI, 0,5M Hepes e 50mM CaCl,). A essa
suspenséo de células foram adicionados 10ug de DNA plasmidial
e o volume final de 100ul foi transferido para cubetas de
eletroporacdo de 0,4 centimetros (cm) de abertura. O programa
U-33 do aparelho de transfeccéo foi selecionado e apds pulso
Unico, os parasitos foram transferidos para tubos contendo agar-
sangue e 2 ml de meio LIT e mantidos a 27°C.

4.6 Selecéo de parasitos transfectados

Para a selecédo dos parasitos transfectados foi utilizado o
antibiético G418 (Geneticin) (Sigma-Aldrich). Este composto é
um aminoglicosideo relacionado com a Gentamicina e €
amplamente utilizado como agente seletivo. Por ser um analogo
de sulfato de neomicina, ele interfere diretamente na sintese de
proteinas em células eucariéticas. Apos 24 horas da realizacdo
do processo de transfecgcdo, as culturas foram acrescidas de
G418 em uma concentragao inicial de 250ug/ml.
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4.7 Citometria de fluxo

Para a analise de T. cruzi por citometria de fluxo 200 ul da
cultura dos parasitos transfectados foram lavados duas vezes
com PBS e o sedimento celular foi suspendido em 500ul do
mesmo tampao para a avaliacdo (50.000 eventos) em citdbmetro
FACSCantoll (BD Biosciences). Os dados da citometria de fluxo
foram analisados por tamanho (FSC) e complexidade (SSC) para
a escolha da populagdo. A identificagdo dos parasitos
fluorescentes foi realizada em histograma utilizando os canais
FITC e PerCP. Os dados obtidos foram analisados pelo
programa Flowing® 2.5.1. (Turku).

4.8 Ensaios de co-cultura

Para os ensaios de co-cultura em meio axénico, misturas
contendo um total de 4 x 10° formas epimastigotas/ml foram
cultivados em meio LIT nas seguintes proporgbes: 90% de
parasitos Tcl e 10% de parasitos Tcll, 50% de ambas as cepas e
10% de Tcl e 90% de Tcll. As amostras foram submetidas a
andlise por citometria de fluxo utilizando os canais FITC para
deteccao de fluorescéncia verde e PerCP para deteccdo de
parasitos expressando fluorescéncia vermelha. Os ensaios em
triplicata foram realizados em dias alternados por um periodo de
até treze dias e analisados no programa Flowing® 2.5.1. (Turku).
O teste t de Student foi utilizado para a comparacdo dos
percentuais de parasitos fluorescentes apresentados pelas cepas
no primeiro e Ultimo dia do co-cultivo.

4.9 Células
4.9.1 Infeccao de culturas de células Vero com T. cruzi

Células Vero foram cultivadas em garrafa de cultura de 75
cm?em meio DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) + 5%
de soro bovino fetal (SBF) a 37°C, 5% CO, por repiques
semanais. As células foram infectadas com formas
tripomastigotas provenientes de cultura axénica das cepas
SC25RFP, SC96GFP e YGFP por um periodo de 12 horas em
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meio DMEM. Apdés incubacdo as monocamadas foram lavadas
com PBS para remogdo de parasitas nado internalizados e
novamente incubados em meio DMEM a 37°C, 5% CO,. A partir
de 72 horas apos a infeccao as formas tripomastigotas presentes
no sobrenadante foram coletadas e utilizadas nos ensaios de
infeccdo de células da linhagem THP-1 e infeccdo de
camundongos Balb/C.

4.9.2 Infeccao de células THP-1 com T. cruzi

As células THP-1 (linhagem humana de origem monocitica,
derivada de paciente com leucemia monocitica aguda -
ATCC#TIB-202) foram cultivadas em garrafa de cultura de 75
cm? em meio RPMI- 1640 (Roswell Park Memorial Institute —
HiMedia Laboratories) pH 7,4 suplementado com 10% SBF, 12,5
mM de Hepes (Gibco), 2 mM de Glutamax®, (Gibco), 1 mM de
Piruvato de Sddio (Gibco) e mantidas a 37°C com atmosfera de
5% de CO:..

As células foram mantidas através de repiques semanais
na densidade de 3 x 10° células por ml em 12 ml. A identificacéo
de células vidveis foi determinada com o uso do corante de
viabilidade celular Azul de Trypan (0,02 %), quantificadas em
camara de Neubauer e ajustadas na concentracdo desejada em
meio RPMI.

Células THP-1 coletadas no 4° dia de crescimento foram
gquantificadas e induzidas a diferenciacdo em fagdcitos aderentes
semelhantes a macréfagos conforme descrito por Schwenden e
colaboradores (1996). Em placas de 24 pogos contendo
laminulas de vidro estéreis, foram cultivadas 1,5 x 10°
células/poco em meio RPMI completo acrescido de Forbol-12-
miristato-13-acetato (PMA) (Sigma-Aldrich) na concentracdo de
100 ng/ml a 37°C com atmosfera de 5% de CO, por 72h. As
células THP-1 diferenciadas foram infectadas com
tripomastigotas oriundos de cultura celular (células VERO) das
cepas SC25RFP e YGFP e de suas misturas na proporcdo de
5:1 parasito/célula. Apos periodo de incubacdo de 4 horas as
monocamadas foram lavadas com PBS para remocdo de
parasitos nao internalizados e novamente incubadas em meio
RPMI completo a 37°C, 5% CO,. As culturas foram avaliadas em
microscopio de fluorescéncia nos tempos: 24 e 72 horas apés a
infeccdo e a taxa de infeccdo foi determinada através do
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percentual de células infectadas em 200 células contadas
aleatoriamente. O tempo de duplicagdo das cepas Tcl, Tcll e de
suas misturas foi determinado pelo website doubling-time.com
utiizando a seguinte formula:

_ (T1-TO)Log2
~ Log(N1) — Log(NO)

Onde:

TD = tempo de duplicacao

T1 =tempo final de observacéo

TO = tempo inicial de observacao

N1 = nimero médio de parasitos por célula apés 72 horas de interagéo
NO = nimero médio de parasitos por célula apds 24 horas de interagcédo

4.10 Infeccdo em Triatoma tibiamaculata

Os triatomineos foram mantidos em insetario em
condicbes de temperatura, umidade relativa e luz controladas,
sendo alimentados em intervalos de 15 dias. Para estudos de
interacdo parasito-vetor, grupos de 10 ninfas de 3°instar de T.
tibiamaculata foram alimentadas artificialmente com as cepas
transfectadas SC25RFP, YGFP e suas misturas em diferentes
proporgoes.

Para a alimentacdo artificial cerca de 5 ml de sangue
murino desfibrinado e inativado foram misturados a 3 ml de
cultura contendo, aproximadamente, 10° formas epimastigotas.
Essa suspensédo foi colocada em alimentadores artificiais e a
alimentacdo realizada conforme o descrito por Garcia e
colaboradores (1989). Durante todo o experimento a temperatura
dos alimentadores foi mantida constante em 37°C por meio da
passagem de agua aquecida, sendo o conteldo dos
alimentadores homogeneizado a cada 30 minutos para evitar a
sedimentacdo dos parasitos. Ao término de 2 horas os
alimentadores foram retirados e as ninfas mantidas em
condicbes controladas, alimentadas quinzenalmente e o
desenvolvimento dos parasitos foi monitorado através de
microscopia convencional e de fluorescéncia.

Apbs 45 dias de infeccdo o intestino médio e ampola retal
dos triatomineos foram retirados para a realizacdo de extragéo



47

de DNA através do método de fenol-cloroférmio. Foram
realizados ensaios de PCR convencional para determinacdo da
infeccdo e de PCR em tempo real (qQPCR) para quantificar as
propor¢cbes de parasitos Tcl e Tcll presentes nas amostras de
intestino dos insetos.

4.11 Camundongos

Camundongos BALB/c oriundos do Biotério Setorial do
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (MIP)
foram utilizados para ensaios de co-infecgédo por via oral. Todos
os procedimentos foram realizados na observancia dos preceitos
estabelecidos pelo Colegiado Brasileiro de Experimentacéo
Animal — COBEA, tendo sido aprovados pela Comiss&o de Etica
em Uso de Animais da Universidade Federal de Santa Catarina
(Protocolo PP00847/CEUA).

4.11.1 Infecgdo de camundongos BALB/c por via oral com
as cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas

Grupos de 8 camundongos fémeas da linhagem Balb/C
com 5 a 6 semanas de idade foram infectados pela via oral por
gavagem em um volume de 0,3 ml de caldo de cana contendo 5
x 10° tripomastigotas das cepas transfectadas SC25 (Tcl), YGFP
(Tcll) e de suas misturas nas seguintes proporcoes: Tcl 90%/
Tcll 10%, Tcl 50%/ Tcll 50% e Tcl 10%/ Tcll 90%. Os animais
foram mantidos em biotério climatizado em ciclo claro/escuro de
12 horas com racao e agua ad libitum.

A parasitemia sanguinea foi realizada em intervalos de
dois dias a partir do 2° dia apds a inoculacéo até o trigésimo dia
pela técnica de Brener (1962) em microscépio de fluorescéncia.
Foram determinados o periodo pré-patente, a duracdo da
parasitemia e a mortalidade cumulativa. Os dados médios *
desvio padrdo da média de cada dia de contagem foram
utilizados para determinacdo da curva de parasitemia. Os
animais que ndo apresentaram parasitemia sanguinea detectavel
no exame de sangue a fresco foram submetidos a hemocultura e
PCR para comprovacéo da infeccao.
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4.11.2 Avaliagcdo histopatolégica de camundongos
infectados com as cepas transfectadas de T. cruzi e suas
misturas

Dois animais infectados de cada grupo foram sacrificados
por deslocamento cervical 24 horas ap0s a infec¢do (Tempo 1) e
em seguida foram coletados o estbmago, duodeno e reto para
avaliacao histopatoldgica. No 22° dia apds a infeccao (Tempo 2)
foram sacrificados dois animais de cada grupo e no 45° dia apds
a infeccdo (Tempo 3) todos os animais sobreviventes foram
sacrificados. Foram coletados 0s seguintes 6rgédos dos animais
eutanasiados nos tempos 2 e 3: estdmago, duodeno, reto,
coracdo, musculo esquelético, figado e baco. Cada 6rgdo foi
dividido em duas partes, uma delas foi fixada em formalina
tamponada (10%) e processada através da técnica de histologia
convencional. Para tanto, cortes seriados de 5um de espessura
foram corados com hematoxilina-eosina e examinados em
microscopio Optico em toda a sua extensao, determinando-se a
presenca do parasito (parasitismo tecidual) e a caracterizacdo do
infiltrado inflamatério. A intensidade do parasitismo e do
processo inflamatério foram assim classificados: (0) = auséncia
de parasitismo ou de inflamacéo, (1) = grau discreto, (2) = grau
moderado e (3) = grau intenso. A outra parte do material foi
preservada em &lcool 70% a 4°C para as andlises de PCR
convencional e gPCR.

4.12 Reacao em cadeia da polimerase (PCR)

As amostras de tecido de animais e insetos infectados
coletadas foram submetidas a extragdo de DNA gendmico
através do método de fenol-cloroférmio (SAMBROOK E
RUSSELL 2001) e em seguida dosadas em espetrofotbmetro
(BioPhotometer, Eppendorf) para a determinacdo da qualidade e
pureza do DNA extraido. Com a finalidade de detectar a
presenca do parasito nesses tecidos foram utilizados 10 pmol/ul
dos iniciadores S35 (AAA TAA TGT ACG GGT GGA GAT GCA
TGA) e S36 (GGG TTC GAT TGG GGT TGG TGT) dirigidos a
regido dos minicirculos do kDNA de T. cruzi, em reacdes de PCR
contendo 50 ng do DNA a ser analisado, 200uM de dNTP e 1
unidade de Tag DNA polimerase (GoTaq Green Master Mix —
Promega) em tampdo fornecido pelo fabricante. As reacdes
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iniciaram-se com uma etapa de desnaturacdo do DNA a 94°C
durante cinco minutos. Em seguida foram realizados 34 ciclos de
desnaturacdo (94°C por um min), ligacdo dos iniciadores a
sequéncia alvo (60°C por um min) e elongamento da cadeia de
DNA pela polimerase (72°C por um min), sendo esses passos
realizados em um termociclador Veriti 96-Well Thermal Cycler
(Applied Biosystems). Os produtos de PCR obtidos foram
resolvidos em géis de poliacrilamida 10% e corados pelo brometo
de etideo (1 mg/ml)

As amostras detectadas positivas através da PCR
convencional foram utilizadas para identificacdo e quantificacéo
diferencial dos parasitos através da deteccdo dos genes
repérteres RFP e GFP pela técnica de PCR em tempo real
(gPCR).

Para o gene repérter RFP, os seguintes iniciadores foram
utilizados: RFP F: (AGG TCA AGA CCA CCT ACATG) e RFP R:
(CTC GTA CTG TTC CAC GAT G) e para o gene reporter GFP
foram utilizados os iniciadores: GFP F: (GAA GCG TTC AAC
TAG CAG AC) e GFP R: (GTG GAC AGG TAA TGG TTG TC).
As reacOes foram realizadas utilizando o reagente GoTag®
gPCR Master Mix (Promega), com 0,5uM de cada iniciador e
100ng do DNA molde em um volume final de 10pL no aparelho
ABI Prism 7900 HT SDS (Applied Biosystems). Um controle
negativo sem DNA foi adicionado para cada conjunto de
iniciadores em todas as placas. As condi¢des térmicas foram de
95°C por 10minutos, seguido de 40 ciclos de 95°C por 15s e
60°C por 1min. A etapa final foi incluida para a obtencao da
curva de dissociagdo (95°C, 60°C e 95°C por 15s cada). ), que
apresenta um Unico pico e temperaturas de Melting distintas para
cada gene, sendo em torno de 85,5°C para RFP e 79°C para o
GFP.

Visando a quantificacdo dos parasitos, uma curva padrao
foi estabelecida com 7 diluicbes seriadas (1:10) de
concentragdes conhecidas dos plasmideos pTREXRFPNeo e
pROCKGFPNeo contendo os genes reporteres RFP e GFP
respectivamente.

4,13 Ensaio de infeccdo em células Vero de parasitos
transfectados tratados com pepsina.
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Para avaliar o efeito da pepsina (enzima presente no suco
gastrico) sobre a capacidade de infec¢ao celular das cepas Tcl e
Tcll, os parasitos foram incubados pelo periodo de 1 hora
juntamente com 2 mg/ml de pepsina (Pepsin from porcine gastric
mucosa- Sigma-Aldrich) em tampédo citrato pH 3,5. Apds
incubacado, os parasitos foram lavados em PBS adicionados a
cultura de células Vero na proporcédo de 5 parasitos por célula
(MAEDA et al., 2016). Apés 4 horas de interacdo as
monocamadas de células foram lavadas com PBS para a retirada
dos parasitos ndo internalizados e incubadas em meio DMEM
com 5% de soro bovino fetal & 37°C em atmosfera de 5% de
CO,. Vinte e quatro horas apds a infeccdo, as monocamadas
celulares foram coradas com Giemsa e a taxa de infeccdo foi
determinada pela contagem de células infectadas em 200 células
contadas aleatoriamente.

Parasitos das cepas transfectadas Tcl e Tcll ndo tratados
com pepsina foram utilizados como controle. Adicionalmente,
1mg/ml de BSA foi incubado com 2 mg/ml de pepsina em tampé&o
citrato pH 3,5 por 1 hora a 37°C para comprovar a atividade da
enzima. ApOs a incubacdo o BSA tratado com a enzima foi
submetido a eletroforese em SDS-PAGE e corado com
Comassie Blue. Uma amostra de BSA ndo tratada na
concentracédo de 1 mg/ml foi utilizada como controle.
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5. RESULTADOS
5.1 Caracterizacao genética das cepas de T. cruzi

Com o intuito de confirmar se as cepas selecionadas para
esse estudo, SC25 e SC96, apresentavam as caracteristicas
genéticas correspondentes as DTUs Tcl e Tcll, respectivamente,
foi realizada a amplificacdo diferencial de um fragmento do
espagador ndo-transcrito do gene do mini-éxon segundo
protocolo de Souto e colaboradores (1996). Apés amplificacédo
especifica desse gene, a amostra de DNA da cepa SC25
apresentou um perfil de banda de 350 pares de base (pb),
caracteristico de cepas pertencentes a DTU Tcl e a cepa SC96
apresentou perfil de banda caracteristico de linhagens
pertencentes a DTU Tcll (300pb) (figura 3).

Tcl Tcll SC25  SC96

Figura 3: Perfis de DNA obtidos através da amplificacdo do gene do
mini-éxon de T.cruzi. PM:; Padrdo de peso molecular (plasmideo pUC
digerido com a enzima Hae Ill); Tcl: Cepa Colombiana representativa da
DTU Tcl; Tcll: Cepa Y representativa da DTU Tcll; CN: Controle
negativo da reacdo de amplificacao.
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5.2 Transfeccdo integrativa de formas epimastigotas de T.
cruzi e selecado de parasitos fluorescentes

Com o0 objetivo de gerar parasitos transfectantes que
expressassem proteinas fluorescentes, parasitos das cepas
SC25 foram transfectados com o vetor de expressao
pTREXRFPNeo e parasitos da cepa SC96 foram transfectados
com pROCKGFPNeo. Apés 24 horas da transfeccdo, ja foi
possivel observar parasitos expressando as proteinas RFP e
GFP, evidenciando o sucesso do processo de transfeccdo. As
populagBes de parasitos transfectados e resistentes ao G418
apresentaram intensas fluorescéncias vermelha e verde, quando
examinadas em microscoépio de fluorescéncia (figura 4). Tanto a
mobilidade quanto a morfologia normal dos parasitos foram
mantidas, indicando que o processo de transfeccdo nao alterou
as caracteristicas morfoldgicas das células.

A B

Figura 4: Expressdo de RFP e GFP pelas formas epimastigotas de T.
cruzi. A: Cepa SC25 expressando proteina vermelha fluorescente; B:
Cepa SC96 expressando proteina verde fluorescente. Imagens obtidas
em microscoépio de fluorescéncia (Olympus) utilizando objetiva de 100X,
filtros para rodamina (A) e FITC (B).

Com a finalidade de selecionar apenas os parasitos que
expressassem proteinas fluorescentes, doses crescentes de
G418 (250; 500; 750 até 1000 ug/ml) foram utilizadas. Parasitos
nao transfectados também foram expostos as mesmas
concentragbes do antibiético para avaliagdo do tempo de
sobrevivéncia. Nas concentragdes acima de 500 pg/ml foi
observada a morte dos parasitos controle apds 4 ou 5 semanas
para a cepa SC25 e 6 semanas para a cepa SC96.
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O processo de selecdo foi bem sucedido para os parasitos
da cepa SC25RFP utilizando doses de G418 acima de 500
pg/ml. Diferencas quanto ao nivel de expressdo e porcentagem
de parasitos fluorescentes ndo foram observadas quando as
culturas  transfectadas foram  expostas a  diferentes
concentracdes do antibidtico. Para avaliar a estabilidade da
expressdo de RFP, parasitos foram cultivados durante seis
meses na auséncia de Geneticin. A retirada total do antibiotico
nao alterou os niveis de expresséo da proteina fluorescente que
se mantiveram constantes e semelhantes aos niveis
apresentados por parasitos cultivados com as demais
concentracOes de G418 (figura 5).

As culturas de parasitos com as concentracdes de 500;
750 e 1000 pg de Geneticin e ainda parasitos cultivados na
auséncia do antibiético foram submetidos a andlise por citometria
de fluxo. Os histogramas resultantes dessa analise permitem a
determinacdo da porcentagem de parasitos fluorescentes em
comparagdo com o perfil gerado pela cepa nado transfectada.
Para todas as culturas analisadas as porcentagens de parasitos
fluorescentes foram de 95 a 97%, evidenciando 0 sucesso no
processo de selecdo e demonstrando que o nivel de expressao
das proteinas fluorescentes ndo pode ser aumentado pelo
incremento da concentracdo de antibidtico.
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PerCP-A

PercP-a PerCP-4

Figura 5: Comparacdo entre parasitos transfectados expostos a
diferentes concentracfes de Geneticin (G418). Imagens resultantes da
andlise por citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o perfil de
parasitos ndo transfectados (preto) e parasitos expressando RFP
(vermelho). Parasitos transfectados expostos a concentragdo de 500
pg/ml de G418 (A); 750 pg/ml (B); 1000 pg/ml (C) e parasitos cultivados
na auséncia da droga (D). PerCP — filtro para deteccdo de emissdo em
488 nm.

Para a cepa SC96GFP, embora fossem utilizadas as
mesmas concentragdes do antibidtico, a visualizacao e a selegéo
de parasitos expressando fluorescéncia verde tornaram-se cada
vez mais dificeis. No entanto os parasitos dessa cepa
transfectada apresentavam resisténcia a grandes doses de
G418. Com a finalidade de selecionar apenas clones de
parasitos expressando GFP, foram realizadas clonagens por
diluicdo limitante, no entanto, apenas parasitos ndo-fluorescentes
foram encontrados.

Devido a dificuldade na obtencdo de parasitos
expressando GFP, epimastigotas da cepa SC96 foram
submetidos a um novo processo de transfeccao, utilizando neste
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momento o vetor de expressao pTREXGFPNeo e apos 24 horas,
parasitos fluorescentes ja foram visualizados em microscopio de
fluorescéncia. Assim sendo, a cultura dos parasitos transfectados
foi dividida em dois tubos e iniciou-se o processo de sele¢cdo com
0 uso de 250 pg e 400 pg/ml de G418. Duas semanas apos a
adicdo do antibidtico observou-se uma consideravel queda na
densidade dos parasitos e foi possivel observar uma grande
porcentagem de parasitos fluorescentes. Doses crescentes de
Geneticin foram adicionadas até a concentracdo de 1 mg/ml e
em seguida, os parasitos foram clonados por diluicdo limitante a
fim de selecionar apenas clones fluorescentes. Apds 0 processo
de clonagem foi possivel observar que os niveis de fluorescéncia
apresentados pelos parasitos ainda se mostravam bastante
distintos, embora n&o fossem observados parasitos né&o
fluorescentes.

Os parasitos transfectados foram submetidos a citometria
de fluxo e o0s histogramas resultantes dessa andlise
possibilitaram determinar que aproximadamente 96% dos
parasitos da cepa SC96GFP estavam fluorescentes em relacéo
ao perfil gerado pela cepa nao transfectada (figura 6). Esses
dados mostram que os diferentes niveis de fluorescéncia
observados em microscépio ndo interferem na andlise realizada
por citometria de fluxo, que independentemente do nivel de
fluorescéncia, foi capaz de detectar o parasito.

FITC-4

Figura 6: Histograma dos parasitos da cepa SC96GFP. Imagem
resultante da analise por citometria de fluxo no aparelho FACSCanto II.
O histograma mostra o perfil de parasitos expressando GFP (verde) em
relacdo aos parasitos ndo transfectados (preto). Filtro para FITC.
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Os parasitos da cepa SC96GFP passaram a ser cultivados
na auséncia do antibiético G418 para avaliar a estabilidade da
expressdo da proteina fluorescente verde e apds trés meses
observou-se que a cultura desses parasitos se comportava de
forma semelhante a culturas cultivadas na presenca do agente
de selecao (figura 7). Os histogramas resultantes da analise por
citometria de fluxo mostram que os parasitos cultivados na
presenca de Geneticin (1 mg/ml) apresentaram
aproximadamente 96% de parasitos fluorescentes, enquanto que
aqueles cultivados na auséncia do antibiético apresentaram 93%
de parasitos fluorescentes.

B
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Figura 7: Comparacdo entre parasitos transfectados cultivados na
presenga ou auséncia de Geneticin (G418). Imagens resultantes da
analise por citometria de fluxo. Os histogramas apresentam o perfil de
parasitos ndo transfectados (preto) e parasitos expressando GFP
(verde), ambos da cepa SC96. Parasitos transfectados expostos a
concentracdo de 1 mg/ml de G418 (A) e parasitos transfectados

cultivados na auséncia da droga (B). Filtro para FITC.

5.3 Expressao de proteinas fluorescentes nos diferentes
estagios de vida do parasito

5.3.1 Avaliagdo do crescimento in vitro das cepas
transfectadas em cultivo axénico

Para avaliar se 0 processo de transfeccdo e a expresséo
de proteinas fluorescentes alteram o padrdo de crescimento de
formas epimastigotas, foram realizadas analises comparativas
dos perfis de crescimento dos parasitos transfectadas e
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selvagens das cepas SC25 e SC96. Curvas de crescimento das
cepas transfectadas e suas cepas parentais mostraram perfil de
crescimento semelhante. O nimero maximo de parasitos no 10°
dia de cultivo para as cepas SC25 e SC25RFP atingiu 4 x 10’
parasitos/ml e para as cepas SC96 e SC96GFP o pico ocorreu
no 10° e 11° dia de cultivo, respectivamente, atingindo 3 x 10’
parasitos/ml (figura 8A e 8B). Os resultados demonstram que o
procedimento de transfeccdo ndo ocasionou diferengas no
crescimento e no tempo de duplicacdo in vitro das cepas
transfectadas em relacdo as cepas parentais.
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Figura 8: Analise comparativa de crescimento das cepas transfectadas
de Trypanosoma cruzi em relagdo as cepas parentais. A: Curvas de
crescimento das cepas SC25 e SC25RFP; B: Curvas de crescimento
das cepas SC96 e SC96GFP. O numero inicial de parasitos foi de 4 x
10° parasitos/ml. Os dados representam a média de trés replicatas
biolégicas e desvio padrdo de contagens diarias para cada uma das
cepas.

5.3.2 Infecgcdo celular com cepas transfectantes de T.
cruzi

Com a finalidade de avaliar a expressdo de proteinas
fluorescentes na forma amastigota e a capacidade de infeccéo
celular das cepas transfectadas, células da linhagem Vero foram
infectadas com formas tripomastigotas provenientes de cultura
axénica das cepas SC25RFP e SC96GFP. No terceiro dia apés a
infeccdo com a cepa SC25RFP foi possivel observar formas
amastigotas fluorescentes no interior das células. Seis dias apés
a infeccdo, os nucleos das células Vero e dos parasitos foram
corados com DAPI. As amostras foram visualizadas em
microscopio de fluorescéncia e observou-se que 0s parasitos
transfectados da cepa SC25 foram capazes de completar o ciclo
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intracelular e manter a fluorescéncia nas formas amastigota e
tripomastigota. (figura 9).

Em vérias tentativas de infeccdo de células Vero com
parasitos da cepa SC96GFP nado foram observadas formas
amastigotas em seu interior indicando que a cepa transfectada
foi incapaz de infectar esta linhagem celular. Por esse motivo
foram utilizadas células THP-1 que possuem a capacidade de
fagocitar o parasito facilitando sua internalizacdo na célula. No
dia seguinte a infeccdo, foram observadas no interior das células,
formas amastigotas verdes fluorescentes e sua visualizacéo
tornou-se cada vez mais frequente com o passar dos dias,
indicando a ocorréncia do processo de multiplicacéo intracelular
(figura 10). Embora os amastigotas estivessem presentes na
cultura celular, ndo foram observadas formas tripomastigotas no
interior das células ou mesmo no sobrenadante, indicando que o
processo de diferenciacdo de amastigotas para tripomastigotas
nao ocorreu. Varias tentativas de infec¢do foram realizadas, mas
em nenhuma delas os parasitos da cepa SC96GFP foram
capazes de completar o ciclo intracelular. Diante disso, 0s
ensaios subsequentes de co-infec¢do celular foram realizados
com parasitos da cepa Y transfectados de maneira integrativa
com o plasmideo pPROCKGFPNeo (desenvolvida pela aluna de
mestrado Ana Paula Machado do Nascimento) que apresenta
alta capacidade de infeccao celular.

Figura 9: Células Vero infectadas com parasitos da cepa SC25RFP
coradas com DAPI. A figura A representa formas amastigotas de T.
cruzi expressando proteina fluorescente (RFP); B representa células
Vero e parasitos corados com DAPI e C representa a sobreposicdo das
imagens A e B. Imagens obtidas em microscopio de fluorescéncia
(Olympus), utilizando objetiva de 100X.
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Figura 10: Células THP-1 infectadas com parasitos fluorescentes da
cepa SC96GFP. A figura A representa células THP-1 infectadas com
parasitos da cepa SC-96GFP visualizadas em campo claro; B
representa formas amastigotas de T. cruzi expressando proteina
fluorescente visualizadas utilizando filtro para FITC; C representa a
sobreposicéo das imagens de campo claro e de fluorescéncia. Imagens
obtidas em microscoépio de fluorescéncia (Olympus) utilizando objetiva
de 40X.

5.3.3 Infeccdo de camundongos BALB/c com a cepa
SC25RFP

Nas primeiras infeccbes de camundongos da linhagem
BALB/c inoculados com tripomastigotas da cepa SC25, néo
foram visualizados parasitos no sangue para ambas as cepas,
selvagem e transfectada. Esses animais foram entdo submetidos
a hemocultura, onde aproximadamente 0,5 ml de sangue foi
retirado através de puncdo cardiaca e inoculado em meio LIT.
Ap6s um periodo de 30 dias essas hemoculturas foram
examinadas, sendo observada a presenca de parasitos para
ambas as cepas, comprovando a capacidade das cepas SC25 e
SC25RFP de infectarem camundongos. Os parasitos
recuperados através de hemocultura foram utilizados para novas
infeccées em células Vero. Em seguida, 5 x 10* formas
tripomastigotas foram coletadas do sobrenadante das culturas de
células infectadas com ambas as cepas SC25 e utilizadas para
inoculagdo de camundongos BALB/c. Ap6s 16 dias foram
visualizados parasitos no sangue dos camundongos infectados.
Nos animais infectados com a cepa transfectante SC25RFP,
formas tripomastigotas sanguineas expressando a proteina RFP
foram observadas em microscopio de fluorescéncia (figura 11).
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Figura 11: Infeccdo de camundongos BALB/c com tripomatigotas
fluorescentes da cepa SC25RFP provenientes de cultura de células
Vero. Em (A) imagem de tripomastigota sanguineo expressando RFP
obtida em microscopio de fluorescéncia Olympus, com objetiva de 100x,
utilizando filtro para rodamina, e sobreposta com imagem em luz
transmitida (B).

5.4 Avaliacdo da interacdo in vitro de cepas Tcl e Tcll em
ensaios de co-cultura

541 Avaliacdo do crescimento de parasitos
transfectados em co-cultivo em meio axénico

Com o intuito de verificar se a presenca de uma linhagem
do parasito poderia interferir na cinética de crescimento de outra
linhagem em meio axénico, foram realizados ensaios de co-
cultura em meio LIT. Os parasitos foram cultivados em misturas
com as proporc¢des descritas no item 4.8 e submetidos a analise
por citometria de fluxo para determinar se as proporgbes se
mantinham ao longo do cultivo (figura 12).
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Figura 12: Dot plot de epimastigotas das cepas SC25RFP e SC96GFP.
Imagem resultante da analise por citometria de fluxo no aparelho Facs
Canto Il. O dot plot representa os perfis de quantidades semelhantes de
parasitos expressando RFP e GFP. Filtros para FITC e PerCP.

Para a cepa SC25RFP, quando cultivada juntamente com
a cepa SC96GFP, houve um crescimento significativo na
quantidade de parasitos vermelhos (Tcl) identificados em todas
as proporcOes avaliadas. Esse fato mostrou-se mais evidente no
grupo em que a proporc¢ao inicial foi de 10% de SC25RFP e 90%
de SC96GFP, onde ao final do co-cultivo a cepa Tcl apresentou
um percentual trés vezes maior de parasitos com relacdo ao
primeiro dia de cultivo, mesmo a cepa SC25RFP apresentando
um tempo de duplicagéo superior a cepa SC96 (figura 13A).

Diferente do observado anteriormente, o co-cultivo entre as
cepas SC25RFP e YGFP, mostrou um aumento significativo na
propor¢do de parasitos Tcll nos grupos em que o inéculo inicial
foi de 90% de parasitos Tcl/ 10% Tcll e 50% de parasitos de
ambas as cepas. Nao houve mudancas significativas nas
propor¢cbes 10% Tcl e 90% Tcll (figura 13B). A cepa YGFP
possui um tempo de duplicagdo em torno de 24 horas o que
poderia explicar 0 aumento da proporcado desses parasitos ao
longo do co-cultivo com a cepa SC25RFP, cujo tempo de
duplicacdo é de aproximadamente 36 horas. No entanto, a
mesma tendéncia ndo foi observada no co-cultivo entre a
SC25RFP e SC96GFP.
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Figura 13: Andlise de crescimento in vitro de epimastigotas das cepas
transfectadas de T. cruzi em co-cultivo realizado com diferentes
propor¢cdes de cada cepa. A: Co-cultivo dos parasitos das cepas
SC25RFP e SC96GFP e B: Co-cultivo dos parasitos das cepas
SC25RFP e YGFP. Os dados representam a média de trés replicatas
biolégicas e desvio padrdo de andlises de citometria de fluxo realizadas
em dias alternados no aparelho FACSCanto Il. *p < 0,05, **p < 0,005 e
***p < 0,0005 utilizando teste t de Student para comparacbes das
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porcentagens obtidas no primeiro e Gltimo dia de co-cultivo para todas
as proporcoes avaliadas.

5.4.2 Avaliacdo da co-infeccdo experimental de células
THP-1 com as cepas transfectadas e suas misturas

O percentual de células infectadas nos casos de co-
infeccdo mostrou-se inferior aos valores apresentados em
infec¢des isoladas tanto para a cepa de T. cruzi Tcl quanto para
Tcll em todos os tempos avaliados. Vinte e quatro horas apoés
infeccdo as cepas isoladas Tcl e Tcll apresentaram percentuais
semelhantes de células infectadas, no entanto, superiores aos
apresentados pelos demais grupos (figura 14 A).

Ja apds 72 horas de infeccdo houve um aumento no
percentual de células infectadas por parasitos da cepa Tcll,
apresentando diferencas significativas (p< 0,0005) em relag&o ao
percentual de células infectadas por parasitos Tcl (figura 16).
Ambas as cepas isoladas apresentaram percentuais de infec¢éo
celular superiores ao encontrado nas misturas em diferentes
proporgbes (p< 0,0005). A mistura contendo 90% de parasitos
Tcl e 10% Tcll apresentou um percentual superior aos demais
grupos co-infectados (figura 14 A). Os resultados demonstram
gue a dindmica da co-infec¢éo in vitro de linhagens distintas de
T. cruzi apresenta diferencas significativas com relacdo as
infec¢des celulares com apenas uma cepa, independentemente
da proporcgéo de parasitos de cada cepa utilizada como in6dculo.
Com relacdo a proporcdo de parasitos Tcl e Tcll presente em
cada mistura, ndo houve diferenca significativa com relacdo a
proporgdo de parasitos vermelhos e verdes encontrados no
tempos 24 e 72 horas (figura 14 B). Foi observado parasitos Tcl
e Tcll co-habitando uma mesma célula 72 horas apds a infecc¢éo.
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Figura 14: Representagdo grafica do percentual de células THP-1
infectadas com as cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas em
diferentes propor¢6es nos tempos 24 e 72 horas ap6és a infeccéo (A) e a
propor¢éo de parasitos Tcl e Tcll encontrados nas misturas (B). Os
resultados representam média e desvio padrdo de contagens em
triplicata. Utilizado o teste estatistico Two-way ANOVA seguido de teste
de Bonferoni *p<0,05, ** p < 0,005 e *** p <0,0005.

Apb6s 24 horas de infecgdo, o nimero total de amastigotas
contados aleatoriamente em 200 células THP-1, foi semelhante
em todos os grupos avaliados. No entanto, ap6s 72 horas a cepa
Tcll apresentou um numero significativamente maior de
amastigotas com relacdo aos demais grupos (figura 15 e 17).
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Figura 15: Representagdo grafica do numero total de amastigotas
presentes em células THP-1 infectadas com as cepas transfectantes de
T. cruzi e suas misturas em diferentes propor¢cdes nos tempos 24 e 72
horas apds a infeccdo. Os resultados representam média e desvio
padrao de contagens em triplicata. Utilizado teste estatistico Two-way
ANOVA seguido de teste “post-hoc” de Bonferoni *p<0,05, ** p < 0,005
e *** pn <0,0005.

O numero total de amastigotas contados nos tempos 24 e
72 horas foram utilizados para calcular o tempo de duplicacéo
em células THP-1, das cepas transfectantes e suas misturas. Os
resultados estdo dispostos na tabela 2 que mostra a cepa Tcl
com um tempo de duplicacdo superior a cepa Tcll, porém muito
semelhante aos definidos para as misturas de parasitos de
ambas as cepas em diferentes proporgoes.

Tabela 2: Tempo de duplicagédo in vitro das cepas transfectantes
de T. cruzi e suas misturas em diferentes proporcées em células
da linhagem THP-1.

Cepas e Misturas Tempo de duplicacdo
SC25RFP (Tcl) 38,07
YGFP (Tcll) 17,24
90% Tcl/ 10% Tcll 30,23
50% Tcl/ Tcll 35,08

10% Tcl/ 90% Tcll 33,42
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Figura 16: Ensaio de infeccao de células THP-1 com as cepas
transfectadas Tcl e Tcll. Células e parasitos corados com giemsa em
diferentes tempos de infeccdo. Células infectadas com parasitos da
cepa Tcl (A) e cepa Tcll (C) 24 horas ap0s infec¢do. Células infectadas
com parasitos da cepa Tcl (B) e cepa Tcll (D) 72 horas apés infecgao.
As barras pretas correspondem a 20 pm.
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Figura 17: Ensaio de infec¢éo de células THP-1 com as misturas das
cepas transfectantes de T. cruzi em diferentes tempos de infeccéo. A:
24 horas apo0s a infeccdo. B: 72 horas ap0s a infec¢éo. Utilizados filtros
rodamina e FITC para visualizacdo de parasitos RFP e GFP
respectivamente. As barras brancas correspondem a 20 pm.

5.5 Avaliacdo da dindmica da infeccdo das cepas
transfectadas e suas misturas em Triatoma tibiamaculata

Triatomineos foram alimentados artificialmente com as
cepas transfectadas e suas misturas em diferentes proporgoes.
Para visualizar a infeccdo com os parasitos fluorescentes,
amostras de fezes e urina desses insetos foram coletadas quinze
dias ap6s a alimentacdo. Em triatomineos infectados
exclusivamente com a cepa SC25RFP (Tcl) foram observadas
formas epimastigotas do parasito expressando a proteina
vermelha fluorescente. Nos grupos de insetos infectados
exclusivamente com a cepa YGFP (Tcll) e nas misturas das
cepas transfectantes em diferentes proporcées foram observados
apenas parasitos expressando GFP. Nao foram visualizadas
formas tripomastigotas metaciclicas nas fezes ou urina dos
insetos avaliados.

Transcorridos 45 dias da alimentacao artificial, o intestino e
a ampola retal dos insetos foram retirados e utilizados para
extragdo de DNA e posterior ensaio de PCR para a deteccdo de
T. cruzi. Nos triatomineos alimentados exclusivamente com
parasitos da cepa Tcl o percentual de insetos infectados foi de
75, ja no grupo alimentado com 90% de parasitos Tcl e 10 % de
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parasitos Tcll a taxa de infeccéo foi de 89%. Nos demais grupos,
100% dos insetos apresentaram infecgao.

No intuito de avaliar se a propor¢cdo de parasitos
transfectantes das misturas utilizadas na alimentacao artificial se
mantinha ao longo de 45 dias de infec¢do, as amostras positivas
para PCR convencional foram utilizadas em ensaios de gPCR,
para a quantificacdo do numero de parasitos encontrados em
100 ng de DNA do triatomineo. A figura 18 mostra as curvas de
dissociagdo dos iniciadores para os genes GFP e RFP e as
curvas padrdo para quantificacdo com valores de R? de 0,998 e
0,993 para GFP e RFP respectivamente.

R-: (1,998
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Figura 18: PCR em tempo real para quantificacdo dos genes GFP e
RFP presentes nos tecidos de triatomineos e animais infectados com
cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas em diferentes
propor¢des. Curvas de dissociacdo do DNA amplificado de GFP com
pico em torno de 79°C (A) e de RFP com pico em torno de 85,5°C (D).
Curvas de amplificacdo de GFP (B) e RFP (E) demonstrando
amplificagdo nas diluicdes seriadas do DNA proveniente do plasmideo
pROCKGFPNeo e pTREXRFPNeo respectivamente. Curvas padrao
geradas a partir da regido linear de cada curva de amplificacdo de GFP
(C) e RFP (F).

As figuras 19 A e B indicam os resultados da quantificacdo
dos parasitos transfectantes realizada pela qPCR. Em quatro
amostras foram detectados numeros de parasitos abaixo do
limite de quantificacéo (10?), ou seja, possuiam carga parasitaria
inferior a 100 parasitos, 0 que permite afirmar sua positividade,
mas ndo permite quantifich-las com precisdo. A essas amostras
foi atribuido o numero arbitrario de 50 parasitos/ 100 ng de DNA
apenas para que fosse possivel inseri-las no gréfico.

Todos os grupos de triatomineos infectados apresentaram
quantidades semelhantes de parasitos ndo sendo encontradas
diferencas significativas entre o nimero de parasitos em infec¢cao
isolada ou em co-infeccdes com diferentes proporcdes de
parasitos Tcl e Tcll (figura 19 A). No entanto, quando analisamos
0 numero de parasitos vermelhos (Tcl) e verdes fluorescentes
(Tcll), observamos um ndmero maior de parasitos pertencentes a
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linhagem Tcll no grupo de insetos infectados com 50% de ambas
as cepas (figura 19 B).

Dos oito insetos infectados com 90% de parasitos Tcl e
10% Tcll, cinco apresentaram amplificacdo apenas para o gene
GFP e trés apresentaram positividade para os genes GFP e RFP
indicando a presenca das duas cepas. A maioria dos
triatomineos co-infectados apresentou uma propor¢do maior de
parasitos Tcll, com excec¢do de um inseto que apresentou uma
quantidade duas vezes maior de parasitos Tcl com relacdo ao
numero detectado de parasitos Tcll presentes nesse triatomineo.

No grupo de triatomineos alimentados com 50% de
parasitos de ambas as cepas, apenas um inseto apresentou co-
infeccao por Tcl e Tcll, onde a carga parasitaria de Tcll foi duas
vezes maior que Tcl. Os demais insetos do grupo apresentaram
infeccdo apenas por Tcll com valores entre 10° e 2x10°
parasitos/ 100 ng DNA. O grupo de insetos alimentado com 10%
de parasitos Tcl e 90% de parasitos Tcll apresentou infeccéo
apenas pela cepa transfectada Tcll.
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Figura 19: Representacdo grafica do ndmero de parasitos detectados
por qPCR em 100 ng de DNA de triatomineos experimentalmente
infectados com as cepas transfectadas Tcl e Tcll de T. cruzi e suas
misturas em diferentes propor¢des. A: Valores totais de parasitos
detectados nas misturas. B: Nimero de parasitos Tcl (representados
pela cor vermelha) e parasitos Tcll (representados pela cor verde).
Utilizado teste t para comparagfes entre os grupos (*p< 0,05).

Os resultados obtidos a partir da quantificacdo diferencial
dos parasitos foram utilizados para determinar a proporcdo de
parasitos presentes em cada mistura apos 45 dias de infeccdo. O
grupo de triatomineos alimentado com sangue contendo um
indculo inicial de 90% de parasitos Tcl e 10% Tcll apresentou
apos 45 dias de infeccdo uma proporcdo de aproximadamente
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20% de parasitos Tcl e 80% de parasitos Tcll. Um aumento na
propor¢do Tcll também foi observado no grupo de insetos
infectados com 50% de ambas as cepas, onde a proporcdo de
parasitos Tcl foi menor que 10%. No grupo onde a proporcao
inicial de parasitos Tcl era 10% foram encontrados apenas
insetos infectados com a cepa Tcll (figura 20).
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Figura 20: Percentual de parasitos transfectados Tcl e Tcll detectados
pela g°PCR em amostras de intestino e ampola retal de T. tibiamaculata
experimentalmente infectados com T. cruzi apos 45 dias de infecc¢éo.
Teste two-way ANOVA realizado comparando as proporg8es do in6culo
inicial e de valores obtidos apos 45 dias de infeccdo. *** (p< 0,0005), **
(p< 0,005).

5.6 Avaliacdo da dindmica da infeccdo por via oral das cepas
transfectadas e suas misturas em camundongos BALB/c

Todos os grupos de animais infectados com as cepas
transfectadas de T. cruzi e suas misturas apresentaram
parasitemia sanguinea, com um periodo pré-patente médio de 7
dias e um periodo patente médio de 14 dias, com excecdo dos
animais infectados exclusivamente com parasitos da cepa
SC25RFP, que n&o apresentaram parasitemia positiva. As
contagens dos parasitos no sangue foram realizadas em
microscopio de fluorescéncia e para todos os grupos analisados
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foram encontrados apenas parasitos verdes fluorescentes, ou
seja, pertencentes a linhagem Tcll (YGFP).

Animais infectados exclusivamente com parasitos YGFP
apresentaram pico de parasitemia no 10° dia apds infeccéo
enquanto que o0s demais grupos apresentaram picos de
parasitemia no 12° dia. O nimero maximo médio de parasitos foi
semelhante entre os grupos de animais infectados com 100% de
YGFP e 50% de ambas as cepas. Ja os animais infectados com
as demais propor¢des apresentaram um numero médio de
parasitos mais elevado, como demonstra a curva de parasitemia
(figura 21), no entanto, essas diferengas nao foram significativas.
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Figura 21: Curva de parasitemia média em camundongos BALB/c
inoculados por via oral. Os valores correspondem a média e desvio
padrdo da parasitemia de 6 animais por grupo, inoculados com 5x10*
tripomastigotas das cepas transfectantes de T. cruzi e suas misturas.

Os camundongos inoculados com 100% de parasitos da
cepa SC25RFP foram submetidos a puncdo cardiaca para a
retirada de aproximadamente 0,8 ml de sangue que foi
posteriormente semeado em meio LIT & 27°C por um periodo de
60 dias. As hemoculturas desses animais foram avaliadas aos
15, 30, 45 e 60 dias de cultivo e nao foram visualizados
parasitos, demonstrando que a cepa SC25RFP quando
inoculada por via oral, ndo foi capaz de provocar infeccdo em
camundongos BALB/c.

Embora os animais infectados com 100% de parasitos Tcll
e as misturas em diferentes proporgdes tenham apresentado um
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perfil parasittmico semelhante, foram observadas diferencas
com relagdo a taxa de sobrevivéncia desses animais. O grupo de
camundongos infectados exclusivamente com parasitos Tcll
apresentou a mesma taxa de sobrevida (100%) dos animais
inoculados exclusivamente com parasitos Tcl, o0s quais
apresentaram parasitemia e hemocultura negativas . Ja os
animais inoculados com 90% de parasitos Tcl e 10% Tcll
apresentaram mortalidade de 100% no 24° dia apés a
inoculagdo. Os demais grupos apresentaram taxas de
sobrevivéncia em torno de 90% (figura 22).
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Figura 22: Percentual de sobrevivéncia em camundongos BALB/c
infectados com as cepas transfectadas de T. cruzi e suas misturas em
diferentes proporcdes.

Os animais inoculados com as cepas transfectadas e suas
misturas foram sacrificados nos tempos 24 horas (T1), 22 dias
(T2) e 45 dias (T3) apos a infeccao. Fragmentos de tecido foram
retirados e submetidos a extracdo de DNA e subsequente
amplificacdo de um fragmento de KDNA de T. cruzi com a
finalidade de detectar a presenca do parasito nos diversos
o6rgdos analisados. A deteccdo do parasito ocorreu em pelo
menos um tecido para os animais dos grupos inoculados com
100% Tcll, 90%Tcl/ 10% Tcll e 50% de ambas as cepas em
todos o0s tempos analisados. Nos animais inoculados
exclusivamente com a cepa SC25RFP (100% Tcl) ndo foram
detectados parasitos nos tecidos independente do tempo de
infeccdo e para animais inoculados com 10% Tcl/ 90% Tcll foi
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possivel detectar o DNA de T. cruzi em tecidos apenas nos
tempos 1 e 2 (tabela 3).

Tabela 3 — Representacdo esquematica dos resultados da
deteccdo de Trypanosoma cruzi por PCR utlizando os
iniciadores S35 e S36 em amostras de tecidos de camundongos
BALB/c inoculados com cepas transfectadas Tcl e Tcll e suas
misturas. X representa amostras positivas para T. cruzi e NR
representa amostras nao realizadas.

T1 (24 horas p.i.) T2 (22 d.p.i.) T3 (45 d.p.i.)
o = 5 G =
= — = [ —
= =& = | &
o =2 ] (] (=]
Orgéos Y 0 D R ey D - g g ) ) g B
zle|l- L IRE R G R R R
ololam]la|lamlolols || laoalal]ls |5
o o o o o o (=] = =] o o o o o
—l—]lalol—l—|l-]|Jalol=Jl=|—1ln]—
Coracdo NR [MNR |NR JNR |NR XX X| X ] X
Misculo Esquelético |MR |NR [NR MR [NR XI1X|X]X
Figado MR [NR |NR JHR |NR Xl XX
Baco MR [NR |NR JNR |NR Xl X]|X
Estdmago XX X| X X
Duodeno K| XX
Reto XX X]| X XX X| X Xl X

As amostras de tecidos positivas para PCR convencional
foram submetidas a técnica de PCR em tempo real (qPCR) com
a finalidade de estimar o nimero de parasitos presentes nos
tecidos de animais infectados.

Todas as amostras de tecido analisadas apresentaram
amplificacdo por gPCR apenas para o gene GFP com
temperatura de Melting em torno de 79°C, indicando a presenca
exclusiva de parasitos pertencentes a linhagem Tcll. Apesar de
positivas a maioria dessas amostras apresentou carga parasitaria
abaixo do limite de quantificacdo,que foi definido como 100
parasitos, impossibilitando a quantificacdo absoluta. A figura 23
mostra a representacdo grafica do nUmero maximo de parasitos
Tcll (GFP) detectados pela qPCR em camundongos BALB/c
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infectados com T. cruzi nas diferentes proporcdes e em
diferentes tempos de infeccéo.

Apenas tecidos pertencentes a animais inoculados com
50% de Tcl/ Tcll e 10% de Tcl e 90% de Tcll apresentaram carga
parasitaria acima do limite de quantificacdo (10° parasitos). Os
animais infectados com 50% de Tcl/Tcll e sacrificados 24 horas
ap6s a infeccdo apresentaram um numero méaximo de 370
parasitos/100 ng de DNA localizados em tecido retirado do reto.
Vinte dois dias ap6s infeccdo o nimero maximo de parasitos
encontrado foi de 5000 parasitos/100 ng de DNA no coracgéo e de
250 parasitos/100 ng de DNA no musculo esquelético. Nos
animais infectados com 10% Tcl e 90% Tcll o nimero méximo de
parasitos encontrados foi de 715 parasitos/100 ng de DNA no
tecido cardiaco no segundo tempo de infeccdo analisado (22

d.p.).
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Figura 23: Representagéo grafica do nimero maximo de parasitos Tcll
(GFP) detectados pela gPCR em tecidos de camundongos BALB/c
infectados com T. cruzi nas diferentes propor¢des e tempos de infeccéo.
As siglas representam os Orgdos analisados: CO: coragdo, ES:
estdbmago, FG: figado, BA: bago, DU: duodeno, ME: mausculo
esquelético e RE: reto. Circulos coloridos representam a quantidade de
parasitos/100 ng de DNA.
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5.6.1 Avaliacdo do perfil de infeccdo em células Vero de
parasitos transfectados Tcl e Tcll tratados com pepsina.

Resultados anteriores mostraram que embora a cepa
SC25RFP (Tcl) tenha capacidade de infeccao em células Vero e
THP-1 e em camundongos BALB/c quando inoculada por via
intraperitoneal, esta cepa ndo apresentou o mesmo perfil de
infeccdo quando inoculada por via oral. Diante disso levantamos
a hipétese de que a pepsina (enzima componente do suco
gastrico) poderia interferir na capacidade de infec¢cdo da cepa
Tcl.

Ap6s infeccéo celular, foi observado que o percentual de
células infectadas com parasitos Tcl que foram tratados com
pepsina foi significativamente inferior ao percentual apresentado
por parasitos da mesma cepa ndo tratados com a enzima.
Diferencas no percentual de células infectadas com parasitos
Tcll ndo foram observadas (figura 24A). A atividade da pepsina
foi comprovada pela degradacdo de 1 mg/ml de BSA (figura
24B).
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Figura 24: Ensaio de infeccdo de células Vero com parasitos
transfectadas das cepas Tcl e Tcll tratados com pepsina. A: percentual
de células infectadas com parasitos Tcl e Tcll. B: BSA em SDS-PAGE
corado com Comassie Blue utilizado como controle da atividade da
enzima pepsina. * p<0,05 Two-way ANOVA.
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5.6.2 Andlise histopatolégica dos tecidos de
camundongos BALB/c inoculados com as cepas
transfectadas e suas misturas

Nos cortes histolégicos de estdbmago, duodeno e reto
coletados de animais sacrificados 24 horas apés a infeccdo, ndo
foram observadas alteracBes histopatoldgicas. Independente do
grupo, o aspecto dos tecidos analisados foi semelhante ao de
animal controle néo infectado.

Os tecidos de animais inoculados com 100% de parasitos
Tcl coletados 22 dias apdés a infeccdo (fase aguda) nao
apresentaram alteracdes histopatologicas. J4 o0s animais
infectados exclusivamente com parasitos Tcll apresentaram
processo inflamatorio discreto no figado, musculo esquelético,
estbmago e duodeno. As alteracSes mais significativas foram
observadas no coragdo com infiltrado inflamatério de intensidade
moderada (figura 25 A), com distribuicdo difusa e presenca de
parasitismo tecidual discreto (figura 25 D).

Nos animais infectados com 90% de parasitos Tcl e 10%
Tcll na fase aguda (22 d.p.i) foram observadas alteracbes
histopatolégicas apenas no coragdo, figado, estbmago e reto.
Todos os tecidos apresentaram infiltrado inflamatério de
intensidade moderada, com distribuicdo difusa e auséncia de
parasitismo tecidual (figura 26 C). Nesse mesmo tempo de
infeccdo, animais inoculados com 50% de ambas as cepas
apresentaram  alteracdes histopatologicas de diferentes
intensidades em todos os 6rgdos com exceg¢do do baco e
musculo esquelético. No coragéo foram observadas as maiores
alteracbes com infiltrado inflamatério intenso, lesdo tecidual e
presenca de intenso parasitismo tecidual (> 10 ninhos de
amastigotas) (figura 25 C). Nos animais inoculados com a
mistura 10% de parasitos Tcl e 90% Tcll foram observados
infiltrados inflamatérios de grau discreto no estbmago, de grau
discreto a moderado no figado (figura 27 C) e de grau moderado
a intenso no coragdo, com presenca de lesdo tecidual. Para esse
grupo ndo foram encontradas formas amastigotas nos tecidos
analisados.

Na fase crbnica, os animais inoculados com 100% de
parasitos Tcl ndo apresentaram alteracdes histopatoldgicas e
para os demais grupos foi observada uma diminuicdo da
intensidade do processo inflamat6rio no tempo 45 dias apds a
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infeccdo. Camundongos infectados com 100% de Tcll
apresentaram foco inflamatério discreto na maioria dos tecidos e
um grau moderado de inflamag&o no estbmago e reto. Ndo foram
visualizadas alteracdes histopatolégicas no musculo esquelético.
Nos grupos de animais infectados com 50% de ambas as cepas
e 10% de parasitos Tcl e 90% Tcll foram observados focos
inflamatérios de intensidade discreta no coragdo, figado,
estbmago e reto, mas nao foi observado parasitismo tecidual na
fase cronica da infeccao (45 d.p.i).

Nas figuras abaixo estdo representados os 6rgdos que
apresentaram as alteracBes histopatolégicas mais significativas
com relacéo ao processo inflamatorio e parasitismo tecidual.

Coracgao

Fasze aguda Fase crénica
T 1

=

Em 100%Tc
&3 100% Tci

3 0% Tel' 10% T
O 50% TelTel

2 10% Tel 30% Tl

e

Intensidade da Inflamagao
- ma

Intensidade do parasitismao
tecidual
a

L

Fasaaguda

Figura 25: Analises histopatolégicas de secgbes de tecido cardiaco
corados por HE de animais inoculados com as cepas transfectadas e
suas misturas. A: Intensidade do processo inflamatorio nas fases aguda
e cronica e parasitismo tecidual na fase aguda (0- ausente, 1-discreto,
2- moderado e 3- intenso) presentes nas cepas transfectadas e suas
misturas. Imagens representativas de tecido cardiaco de animal néo
infectado (B), tecido cardiaco de animais infectados com 50% de
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parasitos Tcl e Tcll (C) e tecido cardiaco de animais infectados com
100% de parasitos Tcll (D). As barras indicam 20 um e as setas indicam
ninhos de amastigotas.
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Figura 26: Andlises histopatol6gicas de secc¢des de estdbmago coradas
por HE de animais inoculados com as cepas transfectadas e suas
misturas. A: Intensidade do processo inflamatério nas fases aguda e
cronica (0- ausente, 1-discreto, 2- moderado e 3- intenso), presente nas
cepas transfectadas e suas misturas. Imagens representativas de
estbmago de animal ndo infectado (B) e estdbmago de animal inoculado
com 90% de Tcl e 10% de Tcll (C). As barras indicam 20 pum.
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Figura 27: Analises histopatoldgicas de sec¢des de figado coradas por
HE de animais inoculados com as cepas transfectadas e suas misturas.
A: Intensidade do processo inflamatério nas fases aguda e crénica (O-
ausente, 1-discreto, 2- moderado e 3- intenso) presentes nas cepas
transfectadas e suas misturas. Imagens representativas de tecido
hepatico de animal ndo infectado (B) e tecido hepético de animal
inoculado com 10%Tcl e 90% Tcll (C). As barras indicam 20 pum.
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6. DISCUSSAO

A doenca de Chagas € uma enfermidade endémica na
América Latina, afetando em torno de oito milhdes de pessoas no
mundo, sendo considerada atualmente um problema de saulde
publica global (WHO, 2015). Desde sua descoberta em 1909,
pelo pesquisador Carlos Chagas, avancos no desenvolvimento
de técnicas diagnésticas e de caracterizagdo bioldgica,
bioguimica e molecular do T. cruzi, vem sendo aprimoradas.
Apesar disso, pouco se sabe sobre 0s mecanismos que
determinam as diferentes formas clinicas da doenca de Chagas.

A via oral é provavelmente a mais antiga estratégia de
dispersdo do T. cruzi entre os mamiferos, incluindo o homem
(ROQUE et al., 2008). A transmissao por essa via pode ocorrer
pela ingestdo de vetores e mamiferos infectados ou, através de
alimentos contaminados com o parasito a partir de triatomineos
ou suas dejecOes, ingestdo de carne crua ou mal cozida de
animais infectados, ou ainda alimentos contaminados por
secrecdo das glandulas peri-anais de marsupiais infectados
(DIAS, 2006).

Nas Ultimas duas décadas diversos surtos de doenca de
Chagas aguda adquirida por via oral, a maioria associado a
ingestdo de alimentos contaminados com T. cruzi, tem sido
reportados em diferentes paises da América do Sul (VALENTE et
al.,, 1999; STEINDEL et al., 2008; VARGAS et al.,, 2011; DE
NOYA et al, 2015). Muitos desses surtos relatam o possivel
envolvimento de triatomineos infectados que s&o muitas vezes
triturados juntamente com diversos tipos de alimento que em
seguida sdo ingeridos, podendo causar infecgcbes com casos
agudos graves de doenca de Chagas (STEINDEL et al., 2008; de
DE NOYA et al., 2015). Co-infec¢ao por diferentes linhagens de
T. cruzi em triatomineos presentes em areas endémicas para
doenca de Chagas (SPITZNER et al., 2007) e nos arredores de
locais onde ocorreram surtos agudos da doenca de Chagas
(ANDRADE et al., 2011) e ainda relatos de casos de co-infecgéo
humana por diferentes linhagens de T. cruzi (VAGO et al;, 2000;
MANTILLA et al., 2010), sugerem que eventos de infec¢cdo mista
ocorram com frequéncia principalmente no ambiente silvestre. No
estado do Espirito Santo foram encontrados parasitos das
linhagens Tcl, Tcll, Tclll e TclV no tecido cardiaco de um Unico
paciente (DARIO et al, 2016)
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Embora a transmissédo do T. cruzi por via oral esteja se
tornando um mecanismo frequente (BASTOS et al., 2010; DIAS,
2015; NOYA et al., 2015), pouco se sabe sobre a dindmica da
infeccdo por esta via quando ha o envolvimento de linhagens
genéticas distintas do parasito. Neste contexto se coloca o
objetivo central do trabalho que € avaliar os aspectos biolégicos
e moleculares da intera¢do in vitro e in vivo das linhagens Tcl e
Tcll de T. cruzi em triatomineos e no modelo murino pela
infeccado por via oral.

Considerando que as linhagens de T. cruzi apresentam
caracteristicas morfolégicas muito semelhantes e a necessidade
da realizacdo de ensaios que envolvam duas linhagens de
parasitos simultaneamente, se fez necessario o desenvolvimento
de cepas de T. cruzi transfectadas de forma estavel com gene
reporteres. Neste sentido, proteinas fluorescentes como a RFP e
GFP permitem a realizacdo de ensaios de co-infeccao facilitando
sua deteccdo nos tecidos de animais e em triatomineos
experimentalmente infectados, além de possibilitar estudo de
dindmica de crescimento em ensaios de co-cultivo in vitro.

Para T. cruzi, o primeiro plasmideo desenvolvido foi o
pPTEX (KELLY et al., 1992). Os autores observaram que apos a
transfeccdo, o plasmideo circular se mantinha de forma
epissomal no parasito e normalmente era perdido na auséncia do
antibiético de selegéo. Posteriormente, foram desenvolvidos os
plasmideos pRIBOTEX (MARTINEZ-CALVILLO, 1997) e seu
derivado, o pTREX (VASQUEZ E LEVIN, 1999), ambos contendo
o promotor de RNA ribossémico que garante alto nivel de
expressao dos genes repdrteres inseridos. A linearizacao desses
plasmideos possibilita a sua integracdo no genoma do parasito
(LORENZI et al., 2003). DaRocha et al. (2004) construiram um
plasmideo contendo um cassete de expressédo direcionado ao
locus da tubulina de T. cruzi. Este plasmideo permite a
integracdo de genes exdgenos via recombinacdo homologa com
0 locus de R-tubulina, um gene multicépia, facilitando assim o
evento de recombinacgdao.

O vetor de expressao pROCKGFPNeo, descrito por
DaRocha e colaboradores (2004), foi utilizado para transfectar
epimastigotas da cepa SC96. Vinte e quatro horas apds a
eletroporacdo observou-se parasitos fluorescentes e 0s mesmos
foram submetidos a pressao seletiva frente ao G418. Entretanto,
0 nUumero de parasitos expressando fluorescéncia verde foi
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decaindo drasticamente ao longo de sete semanas, embora, 0s
parasitos continuassem resistentes ao antibiético. Segundo Pires
e colaboradores (2008), é possivel que o parasito tenha perdido
0 gene GFP em eventos de recombinacao, que podem afetar a
expressao de proteinas fluorescentes, mas garantiu a expressao
do gene de resisténcia ao antibidtico. Em virtude desses
resultados uma nova transfeccdo da cepa SC96 foi realizada
utiizando o plasmideo pTREXGFPNeo desenvolvido por
DaRocha e colaboradores (2004). A expressdo da GFP foi
comprovada 24 horas apOs a transfeccdo e a selecdo dos
parasitos na presenca de G418 demonstrou um aumento no
ndmero de células fluorescentes, embora com niveis de
expressao heterogéneos. Contrariamente, Goyard e
colaboradores (2014) utilizando o mesmo plasmideo pTREX
reportaram que parasitos transfectados da cepa CL Brener
apresentando uma emissdo homogénea de fluorescéncia. Este
resultado sugere que diferencas no nivel de expressdo e na
heterogeneidade de fluorescéncia podem estar relacionadas &s
difrencas genética entre os diferentes gendétipos de T. cruzi, ou
mesmo entre as diferentes cepas de um mesmo genotipo
(RAMIREZ et al., 2000).

A cepa SC25 transfectada com o plasmpideo
pTREXRFPNeo apresentou parasitos fluorescentes 24 horas
apos a transfecgdo e a selecao com G418 resultou em parasitos
expressando elevados niveis de fluorescéncia e de maneira
estavel. Pires e colaboradores (2008) observaram parasitos
fluorescentes doze horas apés a transfeccdo com esse mesmo
plasmideo, no entanto, mesmo na presenca de G418 nao foram
observados parasitos expressando proteina fluorescente apos
vinte dias. Ao transfectar epimastigotas da cepa CL Brener com o
mesmo plasmideo, DaRocha e colaboradores (2004),
observaram apenas 10% de parasitos fluorescentes, proporcéo
essa que foi reduzida a 1% apds 17 dias. Ao utilizar o vetor
PTREXGFP para transfectar a cepa CL Brener, Guevara e
colaboradores (2005) observaram 100% dos parasitos
fluorescentes apds sete dias na presenca de 500 ug de G418.
Porcentagens semelhantes de parasitos fluorescentes foram
observadas para as cepas SC25RFP e SC96GFP, entretanto, a
selecdo dos parasitos sO ocorreu aproximadamente trés meses
apos a transfeccdo. O processo de selegcdo de parasitos
transfectados de maneira integrativa com o plasmideo pTREX, é
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mais lenta que aqueles transfectados de maneira epissomal
(LORENZ]| et al., 2003).

A estabilidade da expressdo das proteinas fluorescentes
foi avaliada cultivando-se os parasitos transfectantes na auséncia
de G418, e os resultados obtidos com os dois genes repérteres
mostraram a manutencao dos niveis de expressao das proteinas
fluorescentes até seis meses apoOs a retirada do antibidtico,
sugerindo a integragéo do plasmideo no genoma do parasito.

Diferencas no percentual de parasitos fluorescentes que
variam de experimento para experimento, e também de acordo
com a cepa utilizada podem ser observadas ap0s a transfeccéo.
Essas diferencas podem ser ocasionadas por pequenas
variacbes nas condicdes de crescimento de cada cultura,
interferéncias no processo de eletroporagéo ou na quantidade de
DNA plasmidial adicionado as células e ainda, que algumas
cepas possam ser menos susceptiveis a transfeccdo (RAMIREZ
et al., 2000). Apesar disso Pires e colaboradores (2008)
desenvolveram diversas linhagens de T. cruzi expressando
proteinas fluorescentes que mantiveram as caracteristicas
biolégicas das cepas parentais, enquanto que Ramirez e
colaboradores (2000) n&o conseguiram gerar parasitos
transfectados de cepas pertencentes a linhagem Tcl. Estes
autores atribuem o insucesso ao fato do promotor ribossomal
presente na construcdo utilizada ser proveniente de uma cepa
Tcll. Esses dados contrastam com os resultados do presente
trabalho, no qual parasitos fluorescentes da cepa SC25 (Tcl)
foram obtidos de maneira estdvel mesmo sem a presenca de
G418.

Os parasitos transfectados das cepas SC25 e SC96 nao
apresentaram diferencas significativas de crescimento em
relacdo as respectivas cepas parentais. Esses resultados
corroboram os dados reportados por Kessler e colaboradores
(2013) para a cepa Dm28c transfectada, sugerindo que o
processo de transfeccdo n&o alterou a capacidade de
crescimento in vitro dos parasitos.

Células Vero e THP-1 foram infectadas com formas
tripomastigotas provenientes de cultura axénica a fim de
comprovar a expressdo de RFP e GFP em diferentes fases do
ciclo de vida de T. cruzi. Formas amastigotas fluorescentes em
processo de divisdo foram observadas no citoplasma celular para
ambas as cepas, mantendo o mesmo padrédo de expressdo de
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RFP e GFP. Resultados semelhantes foram reportados por
Goyard e colaboradores (2014) e Pires e colaboradores (2008),
em células Vero infectadas com diversas linhagens de T. cruzi
expressando proteinas fluorescentes. Da mesma forma,
amastigotas de Leishmania amazonensis transfectadas com RFP
nao demonstraram alteracées no nivel de expressao da proteina
fluorescente na infec¢do de macréfagos (ROCHA et al., 2012).

Camundongos da linhagem BALB/c inoculados com
tripomastigotas de cultura celular da cepa SC25RFP
apresentaram  tripomastigotas  sanguineos  fluorescentes
circulantes no sangue. Outros autores mostraram a presenca de
tripomastigotas sanguineos de T. cruzi expressando GFP (PIRES
et al., 2008) e tripomastigotas sanguineos de Trypanosoma vivax
expressando a proteina vermelha E2-Crimson (GOYARD et al.,
2014) no sangue de camundongos experimentalmente
infectados.

Camundongos BALB/c inoculados com a cepa SC96GFP
nao apresentaram parasitemia sanguinea detectavel, mesmo
ap0s varias tentativas. Por esse motivo e ainda por néao
possuirem capacidade de completar o ciclo intracelular em
células THP-1, os experimentos de interagcéo parasito-célula e de
infeccdo em camundongos BALB/c e triatomineos foram
realizados com a cepa transfectante YGFP. Essa cepa foi
desenvolvida pela aluna Ana Paula Machado do Nascimento
durante seu mestrado, e apresenta alta capacidade de
multiplicacao intracelular e infeccdo em camundongos.

O desenvolvimento de parasitos transfectados que
expressem de maneira estavel e integrativa proteinas
fluorescentes além de facilitar a deteccdo e visualizacdo do T.
cruzi, pode auxiliar na triagem de novos farmacos (KESSLER et
al., 2013; MIRANDA et al., 2015), além de proporcionar o uso de
novas técnicas na tentativa de elucidar mecanismos de infec¢éo
celular e patogenicidade da doenca de Chagas (FERREIRA et
al., 2016).

Ensaios de co-cultura em meio axénico com diferentes
propor¢cbes de parasitos das cepas transfectadas SC25RFP e
SC96GFP foram avaliados por citometria de fluxo em dias
alternados por um periodo de 12 dias. Todas as proporgdes
avaliadas mostraram um perfil de crescimento favoravel a cepa
SC25RFP, em especial no cultivo dos parasitos na proporgdo
10% da cepa SC25RFP e 90% da cepa SC96GFP, apesar da
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cepa Tcl apresentar um tempo de duplicacdo superior a Tcll (36
horas para SC25RFP e 30 para SC96GFP). Resultados
semelhantes foram observados por Araljo e colaboradores
(2007) com a cepa M1 (Tcl) e JCPD4 (Tcll) em uma mistura de
mesma proporc¢ao. Esses autores mostraram que a cultura mista
apresentou um perfil de crescimento in vitro mais relacionado ao
observado para a cepa Tcl, sugerindo a existéncia de algum
mecanismo de modulacdo do crescimento dos parasitos Tcll em
co-cultura.

No entanto, quando o mesmo ensaio foi realizado com as
cepas SC25RFP (Tcl) e a cepa YGFP (Tcll), os resultados
mostraram um perfil de crescimento favoravel a cepa Tcll em
pelo menos duas propor¢cdes avaliadas. Esses resultados
sugerem que a dinamica da co-infeccdo pode estar mais
relacionada ao tempo de duplicagdo das cepas utilizadas do que
a DTU que elas pertencem, visto que a cepa Y apresenta um
tempo de duplicacdo em torno de 19 horas.

Para avaliar a dinamica da co-infeccdo, células da
linhagem THP-1 foram infectadas com os parasitos transfectados
das cepas SC25RFP (Tcl) e YGFP (Tcll) isoladamente e com as
suas misturas em diferentes proporgfes. Os resultados obtidos
mostraram que em co-infecgdes os percentuais de células
infectadas foram inferiores aos demonstrados em infec¢des com
as cepas isoladamente. Mesmo nas propor¢des em que o inéculo
inicial era de 90%, ou seja, muito préximo ao indculo utilizado na
infeccdo isolada, as taxas de infeccdo ainda se mostraram
inferiores. Tal fato mostrou-se mais evidente 72 horas apés a
infeccdo, sugerindo que durante a co-infec¢do exista algum tipo
de modulacao que reduz a capacidade de infeccao dos parasitos
na presenca de infeccdo mista. Apesar de apresentarem
percentuais de infecgdo inferiores aos demonstrados pelas cepas
Tcl e Tcll, o nimero de amastigotas presentes nas células
infectadas com misturas de parasitos mostrou-se semelhante ao
numero de amastigotas presentes nas células infectadas com
parasitos Tcl. No entanto, 0 nUmero de amastigotas encontrado
em células infectadas com parasitos Tcll foi muito superior
indicando uma maior capacidade de replicagdo da cepa Y. O
mesmo fato foi observado por Toma e colaboradores (2000) ao
utilizar cepa de T. cruzi, incluindo a cepa Y, com diferentes niveis
de viruléncia para camundongos frente a 3 linhagens celulares.
Neste estudo os autores mostraram que cepas de baixa
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viruléncia para camundongos ocasionaram as maiores taxas de
infeccdo e multiplicagdo intracelular, a excecdo da linhagem
celular L929, onde a taxa de multiplicacdo intracelular foi maior
paraacepa.

Apesar das misturas de parasitos apresentarem diferengas
no percentual de células infectadas com relacdo as infeccdes
isoladas, a proporcdo de parasitos Tcl e Tcll encontrados ao
longo das 72 horas de infec¢cdo permaneceu a mesma. Embora
nao existam diferengas significativas nas proporgbes de
parasitos, notou-se um pequeno percentual de células co-
infectadas. Estudo de infec¢cdo celular utilizando parasitos
fluorescentes de diferentes linhagens mostrou que apenas 1%
das células apresentou co-infec¢éo, sugerindo que a infeccdo de
diferentes cepas de T. cruzi em uma mesma célula seja um
evento raro (PIRES et al., 2008).

Apoés observar diferencas no padrdo de infeccdo celular
com misturas de parasitos Tcl e Tcll, o objetivo seguinte deste
trabalho foi avaliar a dindmica da infeccdo dessas misturas no
inseto vetor. Triatomineos da espécie Triatoma tibiamaculata
foram utilizados nesse estudo devido ao fato de essa espécie ter
sido encontrada nos arredores do local onde ocorreu o surto de
doenga de Chagas aguda em Santa Catarina (STEINDEL et al.,
2008). Estudos realizados com isolados de T. cruzi provenientes
desses insetos mostraram co-infeccdo dos triatomineos por
parasitos Tcl e Tcll (STEINDEL et al., 2008; ANDRADE et al,
2011). Contudo, a caracterizacdo molecular de 9 cepas isoladas
de pacientes em fase aguda da infec¢do, mostrou que todos
isolados foram Tcll e apenas um isolado também apresentou
parasitos TclV (STEINDEL et al., 2008; ANDRADE et al, 2011). A
auséncia de parasitos da linhagem Tcl em todos os isolados de
pacientes, sugere uma maior adaptagdo da linhagem Tcll em
humanos. Estudos realizados com cepas naturalmente mistas e
com misturas artificiais de parasitos Tcl e Tcll em macréfagos
murinos e humanos mostrou uma selecéo favoravel da linhagem
Tcll ao longo de trés passagens consecutivas nestas linhagens
celulares (PENA et al., 2011).

Neste estudo, insetos T. tibiamaculata foram alimentados
artificialmente com sangue de camundongo contaminado com
parasitos das cepas transfectantes Tcl e Tcll e suas misturas em
diferentes proporgdes. Apods 15 dias de infec¢do ao examinar as
fezes elou urina dos triatomineos infectados foi possivel
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visualizar parasitos fluorescentes, demonstrando que o0s
transfectados foram capazes de manter o mesmo nivel de
fluorescéncia no interior dos insetos vetores. Outros autores
relataram a visualizacdo de parasitos de T. cruzi e Trypanosoma
rangeli fluorescentes em intestino e hemolinfa de R. prolixus
experimentalmente infectados (SANTOS e BUCK, 2000;
GUEVARA et al., 2005). Nos insetos infectados exclusivamente
por Tcl foram observados parasitos expressando fluorescéncia
vermelha e no grupo de insetos infectados exclusivamente com
Tcll e nos grupos onde continham misturas de ambas as cepas
foram visualizados apenas parasitos verdes fluorescentes,
indicando que possivelmente os insetos infectados com misturas
ja demonstrassem uma proporcdo maior de parasitos Tcll apos
aos 15 dias de infecgdo. Foi observado que os parasitos
transfectados foram capazes de manter a fluorescéncia

Para confirmar o observado por microscopia de
fluorescéncia, o intestino e ampola retal desses insetos foram
retirados apos 45 dias de infeccdo e submetidos a extracdo de
DNA. Amostras de todos os grupos infectados foram submetidas
a PCR convencional cujos resultados mostraram que 75% dos
insetos alimentados exclusivamente com parasitos Tcl e 89%
dos insetos alimentados com 90% de parasitos Tcl e 10% Tcll
apresentavam infeccéo por T. cruzi. Nos demais grupos todos os
triatomineos estavam infectados. As amostras positivas foram
utilizadas em ensaios de gPCR para a quantificagdo de parasitos
Tcl e Tcll presente nos insetos.

Triatomineos infectados com as cepas Tcl e Tcll e suas
misturas apresentaram quantidades semelhantes de parasitos,
no entanto a proporcao de parasitos Tcl e Tcll observadas nos
grupos onde havia mistura das duas cepas foi drasticamente
alterada ao longo dos 45 dias de infec¢cdo. Houve aumento
significativo na proporcao de parasitos Tcll nos grupos em que o
indculo inicial era de 90% de parasitos Tcl e 10% Tcll e 50% de
parasitos de ambas as cepas. Para o grupo onde a proporgéo
inicial era de 10% de parasitos Tcl e 90% de Tcll foram
detectados apenas parasitos Tcll.

Esses resultados sugerem na co-infeccdo em T.
tibiamaculata, com as cepas utilizadas houve uma moduc¢éo do
crescimento dos parasitos durante a infeccdo no inseto, ja que os
triatomineos infectados exclusivamente com a cepa Tcl ou Tcll
apresentaram taxas de infeccdo e nUmero de parasitos
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semelhante, enquanto que na co-infeccdo o numero de parasitos
Tcl cai drasticamente. InfecgBes mistas experimentais em
Triatoma infestans utilizando diferentes clones Tcl e Tcll de T.
cruzi mostraram que ndo houve um padrdo de predominancia de
uma linhagem em relagédo a outra durante a infeccdo (PINTO et
al., 2000) o que sugere que 0 sucesso na manutencao da co-
infeccdo ou o aumento de uma populacdo em detrimento de
outra esteja relacionado principalmente a caracteristicas
intrinsecas das cepas de T. cruzi e da adaptacéo dessa linhagem
ao inseto vetor. No entanto, estudos de infeccdo mista
experimental em R. prolixus utilizando parasitos Tcl e Tcll
demonstraram a predominancia de parasitos Tcl em co-
infeccdes, sugerindo uma maior adaptacdo dessa linhagem a
infeccdo nessa espécie de triatomineo (ARAUJO et al, 2007) e
ainda que a co-infeccdo pode melhorar o crescimento e a
metaciclogénese de T. cruzi nesse mesmo vetor (ARAUJO et al.,
2014).

Para avaliar a dinamica da infeccdo no hospedeiro
mamifero, camundongos BALB/c foram inoculados por gavagem
com caldo de cana contendo os parasitos Tcl e Tcll e suas
misturas em diferentes propor¢cdes. Sete dias apds a infeccdo
foram visualizados parasitos fluorescentes no sangue de animais
de todos os grupos inoculados, exceto nos camundongos
inoculados exclusivamente com a cepa SC25RFP (Tcl).

Apés a realizacdo de hemocultura e PCR foi comprovado
que a cepa Tcl ndo ocasionou infeccdo em camundongos
inoculados por via oral. Contudo, a cepa SC25, caracterizada
como cepa Tcl de média viruléncia, ocasiona parasitemia patente
em camundongos quando inoculada por via intaperitoneal
(STEINDEL et al., 1995). Esse fato foi comprovado no presente
trabalho onde foi possivel recuperar parasitos transfectantes da
cepa SC25 do sangue de animais infectados pela via
intraperitoneal, sugerindo que a via de inoculacdo possa ter
afetado a capacidade de infeccdo da cepa Tcl. Estudos de outros
autores mostraram que animais inoculados por via oral utilizando
gavagem apresentaram niveis de parasitemia inferiores aos
demonstrados por animais inoculados com 0 mesmo nimero de
parasitos por via intaperitoneal (DIAS et al., 2013; DOMINGUES
et al.,, 2015). Niveis superiores de parasitemia e mortalidade
foram encontrados em camundongos inoculados por via oral
guando comparados com animais inoculados por via intragastrica
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(gavagem), sugerindo que o processo de gavagem pode interferir
na sobrevivéncia ou capacidade de infeccdo de algumas cepas
de T. cruzi (BARRETO-DE-ALBUQUERQUE et al., 2015).

Os animais inoculados com a cepa Tcll isoladamente e
com as misturas em diferentes proporcdes apresentaram perfis
parasitétmicos semelhantes, ndo demonstrando diferencas
significativas com relacdo ao dia do pico de parasitemia e ao
numero maximo médio de parasitos detectados por exame de
sangue a fresco. A contagem dos parasitos em microscépio de
fluorescéncia, mostrou apenas formas tripomastigotas
sanguineas expressando a GFP, o que indica a presenca apenas
de parasitos Tcll (YGFP). A cepa Y apresenta grande
capacidade de multiplicacao intracelular e € amplamente utilizada
em estudos de infeccdo animal por apresentar altos niveis de
patogenia e mortalidade para camundongos (SILVA E
NUSSENZWEIG, 1953) e ainda possui a capacidade de
estabelecer infeccdo em camundongos quando inoculada por via
oral (DIAS et al., 2013).

Apesar da semelhanca no perfil parasitémico apresentado
pelos animais inoculados com 100% de Tcll e animais dos
grupos inoculados com as misturas, as taxas de sobrevivéncia
variaram de 100% para os animais do grupo infectado apenas
por Tcll e em torno de 90% nos grupos infectados com 50% de
ambas as cepas e 10% de parasitos Tcl e 90% Tcll.
Surpreendentemente, os animais do grupo inoculado com 90%
de parasitos Tcl e 10% de parasitos Tcll apresentaram uma taxa
de mortalidade de 100%. Mesmo com um inéculo inferior quando
comparado aos demais grupos, a infeccdo nesses animais
mostrou-se mais agressiva. Nao ocorreu mortalidade no grupo de
animais inoculados com 100% de Tcl, o que ja era esperado
tendo em vista que o0s camundongos desse grupo nao
apresentaram infeccéo por T. cruzi.

Os animais infectados foram sacrificados em diferentes
tempos de infeccdo. Amostras de tecidos retiradas desses
animais foram divididas em duas partes, uma para ensaios
histopatolégicos e outra para a realizacdo de PCR para
determinar a presenca de T. cruzi em diversos 6rgédos. Como ja
era esperado ndo foram detectados parasitos nos tecidos de
animais inoculados com 100% de parasitos Tcl em todos os
tempos avaliados.
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Nos animais sacrificados 24 horas ap6s a infec¢éo, foram
detectados parasitos presentes no reto de camundongos
inoculados com a cepa Tcll e nos grupos inoculados com
misturas. Nao foram detectados parasitos no estdbmago ou
duodeno. Cortes histolégicos de estbmago de animais inoculados
com T. cruzi por via oral foram analisados no quarto dia de
infeccdo e assim como no presente trabalho ndo foram
encontrados parasitos nesse 6rgdo (MAEDA et al., 2016).

J4 no segundo tempo de infeccdo (22 d.p.i.) foram
detectados parasitos no coracao, musculo esquelético, estbmago
e reto de animais infectados apenas por Tcll. Nos demais grupos
foram detectados parasitos em todos os Orgdos analisados:
coracdo, musculo esquelético, figado, baco, estbmago, duodeno
e reto. Na fase aguda da infeccdo o numero de parasitos
circulantes é alto e ha maiores chances de detectar os parasitos
espalhados por diversos oOrgdos antes que a infeccdo se
estabeleca e os parasitos comecem a se concentrar nos tecidos
pelos quais tém tropismo. Quarenta e cinco dias apés a infeccéo,
periodo considerado fase crénica na infeccdo experimental em
camundongos, foi detectado um numero menor de O6rgdos
parasitados com relagdo a fase aguda. Foram encontrados
parasitos no coragdo, estdmago e reto de animais infectados
com 100% de Tcll e parasitos presentes no coragao, baco e reto
no grupo de animais inoculados com 50 % de ambas as cepas.
Esses resultados corroboram com o estudo que demonstra a
deteccdo de um numero maior de parasitos na fase aguda da
doenga de Chagas experimental utilizando diversas cepas Tcll
como in6culo (GRUENDLING et al., 2015).

As amostras de tecidos positivas para a PCR convencional
foram utilizadas em ensaios de qPCR com o objetivo de
quantificar os parasitos presentes nos tecidos. Em todas as
amostras analisadas, mesmo naquelas provenientes de animais
inoculados com misturas de parasitos, foram observadas
amplificacdes apenas para o gene GFP, o que confirmou que a
cepa Tcl (RFP) ndo foi capaz de estabelecer infeccdo por via
oral. Estudo realizado com diferentes cepas Tcl mostra uma
diversidade no perfil de infeccdo e patogenicidade dessas
linhagens que podem estar mais associadas ao ambiente
domiciliar (Tclpom - responsavel por manifestacdes clinicas mais
graves da doenca) ou ao ambiente silvestre (Tcl) (CRUZ et al.,
2015). Essa diversidade pode também estar relacionada a
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capacidade de infeccdo da mucosa gastrica e resisténcia dos
parasitos Tcl ao ambiente gastrico, promovendo ou inibindo a
infeccao por via oral (YOSHIDA, 2008).

Para a determinacdo do numero de parasitos presentes
nas amostras de tecido dos animais infectados por parasitos Tcll,
foi determinado o limite minimo de quantificacdo, ou seja, a
menor concentracdo em que o produto analisado é quantificado
de forma fiavel (BURD, 2010). Padronizagdo anterior a esse
estudo demonstrou um limite de quantificacdo de 10® parasitos/
100 ng de DNA para os iniciadores RFP e GFP utilizando SYBR
Green.

Os grupos de animais infectados com Tcll e misturas
apresentaram, em sua maioria, carga parasitaria inferior a 10?
parasitos/ 100 ng de DNA, ndo permitindo uma quantificagdo
precisa do numero de parasitos presentes na amostra. No
entanto, esses resultados apontam a presenca de baixos niveis
de parasitismo tecidual em animais inoculados por via oral. Um
numero maior de parasitos foi encontrado no coragdo de animais
infectados com 50% de ambas as cepas na fase aguda da
doenca, no entanto ndo foram detectadas cargas parasitarias
superiores a 10* parasitos/ 100 ng de DNA. Na fase cronica
houve uma diminuicdo do nimero de parasitos encontrados em
todos os tecidos. Camundongos infectados oralmente com cepas
Tcl e TclV apresentaram baixos niveis de parasitismo tecidual na
fase aguda da infeccdo, no entanto, o nimero de parasitos
encontrados na fase crdnica foi superior aos detectados nesse
trabalho (MAEDA et al, 2016) e camundongos infectados por vial
com TclV apresentaram carga parasitaria acima de 10* parasitos
/ 30 mg de tecido na fase aguda da doenca (TESTON et al.,
2016). Os resultados encontrados por esses autores se devem
principalmente ao fato de que nesses estudos foram utilizadas
cepas provenientes de pacientes infectados por via oral em fase
aguda da doenca de Chagas, sugerindo que esses isolados
estejam mais adaptados aos mecanismos que determinam a
patogenia na infecc¢ao oral.

Embora o T.cruzi Tcl esteja envolvido em surtos da doenca
de Chagas aguda adquirida por via oral (MARCILI et al., 2009;
VALENTE et al., 2009; MONTEIRO et al., 2013) e que algumas
cepas dessa linhagem sejam capazes de provocar infeccéo
experimental por via oral em camundongos (CAMANDAROBA et
al., 2002; DIAS et al., 2013), a cepa Tcl SC25RFP né&o foi capaz
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de infectar camundongos BALB/c pela via oral. A hipé6tese
levantada para elucidar essa questdo era de que os parasitos da
cepa SC25RFP pudessem ser degradados em contato com o
suco gastrico. Contudo, dados da literatura mostram que formas
tripomastigotas possuem glicoproteinas de superficie que
impedem sua degradacéao frente ao ambiente acido do estémago
(MORTARA et al.,, 1992; COVARRUBIAS et al., 2007). No
presente estudo, quando tripomastigotas de cultura da cepa
SC25RFP Tcl foram incubados por 1 hora com pepsina em
tampdo citrato pH 3,5, simulando o0 ambiente gastrico,
observamos que a morfologia e motilidade dos parasitos se
manteve preservada.

Apesar da pepsina ndo provocar a morte das formas
tripomastigotas de T. cruzi, essa enzima pode ter efeito na
degradacao de glicoproteinas especificas que estdo associadas
a invasao celular (COVARRUBIAS et al., 2007). Para verificar se
esse fendbmeno ocorreu durante a infeccdo oral com a cepa
SC25RFP, formas tripomastigotas tratadas com pepsina em
tampédo citrato pH 3,5 durante 1 hora foram utilizadas para
infectar células da linhagem Vero. Apds 24 horas de infeccao,
observou-se que os tripomastigotas tratados com pepsina
apresentaram uma reducao estatisticamente significativa na taxa
de infeccdo celular em relacdo aos parasitos ndo tratados,
sugerindo que o contato com o ambiente gastrico pode ter
reduzido a capacidade de infeccdo para camundongos. A
capacidade reduzida de invaséo celular durante a infeccdo oral
apresentada pela cepa SC25RFP (Tcl), pode estar associada a
ineficiéncia de formas tripomastigotas migrarem através da
mucosa gastrica e atingirem células epiteliais iniciando o
processo de invasdo e multiplicagdo (MAEDA et al., 2016).
Tripomastigotas da cepa YGFP (Tcll) tratados e né&o tratados
com pepsina ndo apresentaram diferenca nos perfis de infeccéo
para células Vero.

Os tecidos dos animais inoculados com as cepas
transfectadas e suas misturas foram analisados com relacdo a
intensidade do processo inflamatério e parasitismo tecidual com
0 uso da técnica de histopatologia convencional. Nos tecidos
coletados no tempo 1 (24 horas apos a inoculagao), ndo foram
observadas alteracbes histopatolégicas e presenca de
parasitismo tecidual. Contudo, a PCR convencional e a gPCR
foram capazes de detectar parasitos presentes no reto dos
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animais infectados com tripomastigotas Tcll e nos grupos onde
foram inoculados misturas de parasitos Tcl e Tcll. Ao utilizar a
gPCR na deteccdo de parasitos presentes em amostras de
sangue de animais infectados com T. cruzi, Caldas e
colaboradores (2012) observaram maior sensibilidade desta
técnica com relagdo a exames de sangue a fresco,
principalmente durante a fase crénica da doenca, onde 0s niveis
de parasitemia sdo extremamente baixos. O mesmo foi
observado em amostras de tecidos de animais infectados, onde
tanto a PCR convencional quanto a qPCR apresentaram maior
capacidade de deteccdo de parasitismo tecidual em relagcdo as
andlises histopatolégicas (GRUENDLING et al., 2015;
DOMINGUES et al., 2016).

Na fase aguda (22 d.p.i.) foram observadas alteragbes
histopatolégicas em todos os 6rgaos analisados, com excecédo do
baco, que ndo apresentou alteracfes teciduais em comparacao
ao grupo ndo infectado. As alteracdes mais significativas foram
observadas no coracdo com a presenca de infiltrados
inflamatérios de grau moderado a intenso e presenca de
parasitismo tecidual de grau discreto a intenso. Esses resultados
ja eram esperados uma vez que a cepa Y apresenta conhecido
tropismo pelo tecido cardiaco e raramente € encontrada
causando alteracfs teciduais no baco (PENIN et al., 1990;
DIEGO et al., 1991).

O comportamento da cepa Y em infeccdo oral parece
diferir da infeccao classica (intraperitoneal) apenas com relacéo a
intensidade da inflamacéo e parasitismo tecidual, onde animais
infectados por via intraperitoneal apresentam niveis mais
elevados de inflamacao e parasitos presentes no tecido. Embora
0 tropismo pelo tecido cardiaco se mantenha na infec¢do oral,
foram encontrados focos inflamatérios de grau discreto a
moderado no estdmago de todos os animais infectados com Tcll
durante a fase aguda da infeccdo, embora na auséncia de
parasitos na histopatologia. A baixa sensibilidade da técnica
histopatolégica pode ter contribuido para a ndo deteccao de
parasitismo tecidual no estbmago de camundongos infectados.
Resultados semelhantes foram reportados por Domingues e
colaboradores (2016) ao infectar oralmente camundongos
BALB/c com parasitos da cepa Tulahuén.

A deteccao de um nimero maior de parasitos em coragéo
de animal inoculado com uma mistura de igual propor¢do de
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parasitos Tcl e Tcll pela qPCR foi comprovada apos analise
histopatolégica desse mesmo tecido. Foi observado grau intenso
de parasitsmo tecidual (>10 ninhos de amastigotas)
acompanhado de intenso processo inflamatdrio. Estes resultados
revelam a eficiéncia e sensibilidade da técnica de qPCR que
detectou e quantificou o parasitismo tecidual de maneira mais
rdpida e menos laboriosa que a técnica histopatolégica.

Na fase crénica (45 d.p.i.), foi observada uma diminuicéo
da intensidade do processo inflamatério e auséncia de
parasitismo tecidual em todos os grupos infectados com
parasitos Tcll em diferentes proporc¢des. Animais infectados com
diferentes cepas Tcll por via intraperitoneal também
apresentaram uma diminuicdo ainda que discreta da intensidade
de inflamacdo e parasitismo tecidual na fase cronica
(GRUENDLING et al., 2015). Ja animais infectados por via oral
com as cepas CL e G e acompanhados por um periodo de 6
meses apos a infeccdo apresentaram um aumento nos niveis de
inflamacao durante a fase crénica (RODRIGUES et al., 2016).

A dindmica da infeccéo de T. cruzi por via oral, bem como
a dindmica das co-infec¢cbes com o envolvimento de diferentes
linhagens do parasito tém se mostrado bastante diversificada.
N&o ha indicios que possam associar a presenca de um genotipo
em particular com a determinacdo do curso da infec¢do. Os
resultados apresentados até 0 momento sugerem que a dinamica
da infecgdo por via oral com misturas de cepas estejam mais
associadas as caracteristicas de infecciosidade de cada cepa ou
isolado de T. cruzi, que propriamente associadas as DTUs a que
elas pertencam.
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7. CONCLUSOES

Os resultados obtidos no presente estudo nos permitem
concluir que:

= A transfeccdo das cepas SC25 e SC96 com os
plasmideos pTREXRFPNeo e pTREXGFPNeo respectivamente,
permitiu obter linhagens estaveis de parasitos transfectados;

= O processo de transfeccdo ndo alterou as caracteristicas
morfoldgicas e de crescimento dos epimastigotas transfectados
com relacdo as cepas parentais;

= O desenvolvimento de parasitos expressando proteinas
fluorescentes possibilitou o estudo da dindmica das co-infec¢bes
in vitro e in vivo;

= PopulagBes mistas de parasitos SC25RFP e YGFP em
diferentes proporcdes ocasionaram taxas de infeccdo em células
THP-1 inferiores as apresentadas pelas cepas isoladamente;

= A infeccdo de Triatoma tibiamaculata com misturas de
parasitos da cepa SC25RFP e YGFP em diferentes proporcdes
apos 45 dias de infeccdo mostrou um predominio de parasitos
YGFP no curso da infecgéo;

= A cepa SC25RFP embora tenha ocasionado parasitemia
sanguinea em camundongos inoculados pela via intraperitoneal,
nao foi capaz de infectar camundongos pela via oral;

= O tratamento de tripomastigotas de cultura da cepa
SC25RFP com pepsina reduziu a capacidade de infeccdo para
células THP-1;

= A intensidade do parasitismo tecidual determinado pela
cepa YGFP em animais infectados com diferentes proporcdes de
Tcl e Tcll pela via oral se assemelhou ao observado na infec¢do
com a cepa parental;
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= A cepa YGFP determinou maior intensidade do processo
inflamatério e parasitismo tecidual durante a fase aguda da
infeccdo de camundongos pela via oral.
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