8

{2
.‘ PITIT!
AAe

=

UFSC

UNIVERSIDADE FEDERAL DE SANTA CATARINA
CENTRO CIENCIAS BIOLOGICAS
PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM BIOTECNOLOGIA E
BIOCIENCIAS

ADRIANA CORREA DA SILVA

Avaliagao do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli em
mamiferos e caracterizagao das glicoproteinas mucinas-like nessa

espécie

FLORIANOPOLIS
2021



Adriana Corréa da Silva

Avaliacao do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli em mamiferos e

caracterizagao das glicoproteinas mucinas-like nessa espécie

Tese submetida ao Programa de Pos-
graduacédo em Biotecnologia e Biociéncias da
Universidade Federal de Santa Catarina para
a obtencdo do titulo de Doutora em
Biotecnologia e Biociéncias

Orientador: Prof. Dr. Edmundo Carlos Grisard
Coorientadora: Prof.2 Dr.2 Patricia Hermes
Stoco

Floriandpolis
2021



Ficha de identificacdo da obra

da Silva, Adriana Corréa

Avaliacdo do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli em
mamiferos e caracterizagdoc das glicoproteinas mucinas-like
nessa espécie [/ Adriana Corréa da Silva ; orientador,
Edmundo Carlos Grisard, coorientadora, Patricia Hermes
Stoco, 2021.

216 p.

Tese (doutorado) - Universidade Federal de Santa
Catarina, Centro de Ciéncias Bioldgicas, Programa de Pds
Graduagdc em Biotecnologia e Biociéncias, Florianépolis,
2021.

Inclui referéncias.

1. Biotecnologia e Biociéncias. 2. interagdo parasita
hospedeiro. 3. bioimagem in vivo. 4. glicoproteinas. I.
Grisard, Edmundc Carlos. II. Stoco, Patricia Hermes. III.
Universidade Federal de Santa Catarina. Programa de Pos
Graduagdc em Bictecnoclogia e Biociéncias. IV. Titulo.




Adriana Corréa da Silva

Avaliagao do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli em mamiferos e

caracterizagao das glicoproteinas mucinas-/ike nessa espécie

O presente trabalho em nivel de doutorado foi avaliado e aprovado por banca

examinadora composta pelos seguintes membros:

Prof. Dr. Igor Correia de Almeida

Universidade do Texas em El Paso

Prof. Dr. Wanderson Duarte da Rocha

Universidade Federal do Parana

Prof. Dr. Rafael Diego Rosa

Universidade Federal de Santa Catarina

Certificamos que esta é a versao original e final do trabalho de conclusdo que foi

julgado adequado para obtengao do titulo de Doutora em Biotecnologia e Biociéncias

Documento assinado digitalmente

Glauber Wagner

Data: 07/05/2021 14:38:36-0300

CPF: 007.019.139-59

Verifigue as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Glauber Wagner

Coordenador do Programa

Documento assinado digitalmente

Edmundo Carlos Grisard

Data: 07/05/2021 14:35:27-0300
CPF:573.319.019-15

Verifique as assinaturas em https://v.ufsc.br

Prof. Dr. Edmundo Carlos Grisard

Orientador

Florianopolis, 09 de margo de 2021.



Este trabalho € dedicado a todos(as) cientistas que se
empenham no combate as Doengas Negligenciadas. Seus
exemplos de busca verdadeira pela melhoria de saude do
ser humano sdo minha motivagdo. Saude nao deve ser
privilégio, mas direto de TODA POPULACAO.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Edmundo, que me possibilitou vivenciar o “fazer
ciéncia” no sentido mais sublime do conceito. Obrigada por propiciar o prazer de
discutir os resultados, buscar respostas, sugerir hipoteses horas a fio. Sentir “tesao”
em fazer pesquisa! Encontrei no Professor um exemplo de lideranga e humildade, de
organizacgao e zelo, desde o parafuso solto até os resultados finais. Obrigada pela
dedicacdo, pelas reunides, por indicar caminhos e abrir, ndo s6 as portas do
laboratério, mas também, de uma area tao linda como Protozoologia. Além do tema
de pesquisa que me fascina, encontrei pessoas maravilhosas que me inspiram.

A coorientadora, Prof.2 Patricia, por proporcionar o equilibrio no meu
doutorado. Quando o Ed foi severo demais, a Pati foi o alento. Quando eu estava meio
perdida e indecisa, ela foi pragmatica e certeira. Obrigada pela disponibilidade e
ensinamentos, pelo poder que tem tuas palavras e teu sorriso.

Ao Prof. John Kelly, pelo exemplo de lider de grupo. A sabedoria e
simplicidade do John sdo extraordinarias e acredito que s6é quem teve a honra de
conviver com ele, consegue compreender: Calma, Respeito e o cuidado com cada
membro do grupo. Ao Martin Taylor pela genialidade e humor. Obrigado por serem a
prova que ndo necessitamos falar, precisamos SER bons cientistas.

A Prof.2 Gislaine, pelo amparo e tenacidade. Serei eternamente grata pela sua
empatia e percepcdo. Esta tese nao teria condigdes de chegar aonde chegou sem a
generosidade da Gis. Ela é uma fonte de inspiragao e forga como mulher cientista.

Poucos professores se dedicam aos estudantes como essas cinco pessoas
que citei. Foi uma honra ter convivido com vocés, pelos momentos de descontragao e
todo whisky que bebemos juntos, pelo lago que foi criado. Pela horizontalidade sem
perder a hierarquia e profissionalismo.

Ao Prof. Mario pela sabedoria, criticas e pelos momentos de convivio
gastronémico. Ao Prof. Glauber pelo auxilio na PROTO/Bioinfo e que junto com Prof.
Rafael Rosa conduziram o PPGBTC no pior momento da pds-graduagao no Brasil.

As companheiras de lab PROTO em pandemia: Bibiana, Laryssa, Amabilli e
Vanessa que foram fundamentais na reta final. Tenho um carinho e gratiddo imensa
pelos dias que dedicaram a me ajudar. Pessoas completamente diferentes uma da

outra, mas que so senti carinho e s6 coisas boas na presenca delas.



Aos meus amados IC Bruno e Thais, agradeg¢o a paciéncia e compreensao
que tiveram com o meu jeito de ser e exigir. Tenho muito orgulho de vocés. A Carime,
colega de projeto, qualificagdo, seminarios e sanduiche. A Milene, pelas valiosas
“dicas” e a todos(as) que fizeram parte da PROTO e Bioinfo: Prof.2 Patricia Quaresma,
Tati, Caibe, Vivi, Carine, Greicy, Abadio, Nati, Carol, Luiza, Ana e Bea, Jodo, Thomas,
Day, Renato, Guilherme, Tati, Erik e Vilmar.

Aos que me receberam na LSHTM e me ensinaram tanto: Fernanda, Paco,
Michael e Amanda. Para além do treinamento técnico, sou grata pela demonstragao
profissionalismo e étima convivéncia com vocés. Aos amigos que ganhei em Londres:
Shani, Dips e Archie. Obrigada pela imersao cultural, pela inclusao, pelas corregdes
sem julgamento, e pela ironia de estabelecer uma das amizades mais profundas da
minha vida com quem esta tdo longe.

A Prof?. Marilene Vainstein e Prof. Daniel Mansur por ceder acesso a
equipamentos e reagentes. Ao Prof. Alvaro Menin pelas analises histolégicas.

Aos estudantes do LIDi (LIm) e LVA, pelo sorriso e piadas no corredor. Aos
técnicos LAMEB, pelo suporte diario. Aos colegas da pos-graduagéo: “Aqui se faz e
se luta pela ciéncia brasileira!”. A APG UFSC pela defesa dos nossos direitos.

Aos que lutaram pelas agdes afirmativas. Nao tem como desejar aquilo que
nao se conhece. O acesso a universidade me permitiu conhecer possibilidades que
eram inimaginaveis para mim, mas hoje sdo metas e conquistas concretas!

Aos fomentos CAPES, CNPq e FEESC. Ao investimento na ciéncia nacional!

A minha familia, especialmente & minha méae lolanda, eu peco desculpas. Me
distanciei muito mais que os 600 km que nos separaram. Mas agradego o amor
sempre presente. Aos meus sogros, Eliane e Rogério e cunhado Gustavo, muito
obrigada pela torcida.

Ao meu companheiro, namorado, as vezes IC e agora marido, Guilherme. Nao
tenho como expressar meu agradecimento pelo amor e companheirismo. Por ter
apoiado, mesmo que contrariado, a minha decisdo de fazer doutorado em
Floriandpolis. Em manter um relacionamento a distancia. Obrigada por esse lindo
amor que nos temos. “Nem todo mundo tem a sorte de ter um Guilherme, Adriana!”.
E de fato! Alguém que compreende a distancia, a rotina sem final de semana, mesmo
quando viajou para passar o tempo inteiro me vendo fazer experimento e ainda assim,
comemora e lamenta os resultados junto. Obrigada pelas Highlands e Skye. Alguém

assim nao se acha facil. Obrigada por ser maravilhoso!



“Yocé n&o pode esperar construir um mundo melhor sem
melhorar as pessoas. Para esse fim, cada um de nds deve
trabalhar para o seu préoprio aperfeicoamento e, ao mesmo
tempo, compartilhar uma responsabilidade geral por toda a
humanidade” (Curie, Marie. 1923)



RESUMO

Trypanosoma rangeli € um protozoario transmitido pela picada de
triatomineos a mamiferos. Nenhum sintoma ou alteragdo fisiopatoldgica foram
descritos em mamiferos infectados pelo parasito, sendo o mesmo considerado nao
patogénico para esses hospedeiros. Além disso, o ciclo de vida, o tropismo tissular, a
replicagdo ou capacidade de invasao celular desse parasito sdo desconhecidas. As
glicoproteinas mucinas-l/ike, fatores de viruléncia do patégeno Trypanosoma cruzi,
foram encontradas no genoma e no proteoma de T. rangeli. Todavia, sem a
compreensao do seu papel na espécie ndao patogénica. Dessa forma, este estudo
buscou avaliar o curso da infeccdo e determinar os 6rgédos preferencialmente
infectados por T. rangeli, além de estabelecer a influéncia das mucinas desse parasito
na infecgdo de modelo murino. Para tal, foi implementada a expressao de dual-
reporter luminescente e fluorescente (Luc::Neon) através de transfecgao integrativa
no locus 18S de T. rangeli. Apos a verificagdo da manutengao dos aspectos bioldgicos
do parasito, foram conduzidos ensaios de bioluminescéncia in vivo, que revelaram
que, apos 13 dias de infecgdo em camundongos BALB/c, a quantidade de parasitos
diminui a niveis indetectaveis pela técnica de bioluminescéncia. Durante a fase inicial
da infecgao, o baco e os pulmdes sdo os 6rgaos com maior concentracao do parasito
e em machos ha também o acumulo de parasitos na prostata e tecido adiposo
gonadal, sem alterar a carga parasitaria total. Através da caracterizagdo das mucinas-
like de T. rangeli (TrMUC), que possui de 93 genes classificados em dois grupos -
TriMUCg e TrMUCp -, foi observada a reducao de infectividade e alteracao da
capacidade de T. rangeli modular a resposta pro-inflamatoéria do hospedeiro, in vivo e
in vitro, devido a superexpressao de TrMUC. Diferentemente de T. cruzi, as mucinas
de T. rangeli sao pouco ou nao sao glicosiladas, o que pode afetar sua capacidade
como aceptoras de acido sialico, apesar desse parasita possuir maquinaria de
glicosilagédo funcional. Assim, foi desenvolvido o vetor pTRIXrang: o primeiro
plasmideo integrativo especifico para T. rangeli, que promove expressao intensa do
dual-reporter Luc::Neon, permitindo verificar que o bago e pulméao concentram grande
quantidade de parasitos e os niveis de citocinas nesses 6rgdos sao alterados na

presenca do parasito.

Palavras-chave: Interacido parasita-hospedeiro; bioimagem in vivo; glicoproteinas.



ABSTRACT

Trypanosoma rangeli is a protozoan parasite transmitted by the triatomine
bite among several mammalian hosts. Since any symptoms or physiopathological
events have been described in mammalians, T. rangeli is considered non-pathogenic
for these hosts. Besides, the parasite life cycle, the tissue tropism, the replication, or
cell invasion are unknown in these hosts. The glycoproteins mucins-like are virulence
factors in Trypanosoma cruzi and were found in the T. rangeli genome and proteome.
However, uncharted role in the non-pathogenic species. Therefore, this study aims to
evaluate the course of infection and unveiled the main organs infected by T. rangeli.
Also, we establish the influence of T. rangeli mucins in a mice infection model. For that,
we performed the expression of fluorescent and Iuminescent dual-reporter
(Luc::Neon), through integrative transfection into T. rangeli 18S locus. After biological
features verification, in vivo bioluminescence was conducted, which revealed that after
13 days post-infection, the parasites load decrease below the detection threshold in
BALB/c mice. During the early phase of infection, the spleen and lungs are the organs
with higher parasite concentration, and in male mice, also prostatic lobe and gonadal
adipose tissue hold parasites, without affecting the parasite burden. Through T.
rangeli mucins (TrMUC) characterization, 93 genes were classified into two
groups: TrMUCg e TrMUCp. It was noticed a reduction of infectivity and changes in
the T. rangeli ability to modulate the host pro-inflammatory response, in vivo and in
vitro, due to TrMUC expression. Unlike T. cruzi, T'MUC are little or non-glycosylated,
which affects their ability to act as sialic acid acceptors, despite the functional
glycosylation machinery. Therefore, it was developed the pTRIXrang vector: the first T.
rangeli integrative/specific plasmid to strong expression of the dual-reporter
Luc::Neon, which allowed verification that spleen and lungs held a large number of

parasites and cytokines level in these organs are altered by T. rangeli infection.

Keywords: Parasite-host interaction; in vivo bioimaging; glycoproteins
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1 INTRODUGAO

1.1 Trypanosoma rangeli E SEUS HOSPEDEIROS

O Trypanosoma rangeli € um parasito hemoflagelado e heteroxénico, que
alterna seu ciclo de vida entre hospedeiros mamiferos e insetos da Familia Reduviidae
(Subfamilia Triatominae) (CUBA CUBA, 1998). Esse parasito pertence a Ordem
Kinetoplastida, que tem como principal caracteristica a presenca de uma mitocéndria
unica, que possui uma regido rica em acido desoxirribonucleico (DNA) circular,
chamada cinetoplasto. A posi¢cao do cinetoplasto em relagéo ao nucleo e ao flagelo
varia, sinalizando distintas formas do parasito, que podem ser associadas a diferentes
hospedeiros e formas de replicagdo (CAVALCANTI; DE SOUZA, 2018; FIELD;
CARRINGTON, 2009; VARGAS-PARADA, 2010). Pertencem ainda a essa ordem
taxondmica os agentes etioldgicos da doenca de Chagas (Tripanossomiase
Americana) e da Doencga do Sono (Tripanossomiase Africana), o Trypanosoma cruzi
e o Trypanosoma brucei, respectivamente, além das diversas espécies do género
Leishmania associadas a diversas manifestagdes clinicas. Essas doengas s&o de
grande importancia médica e social, uma vez que mais de um bilh&o de pessoas estao
sob risco de infecgdo e sao registradas cerca de 30 mil mortes por ano (LEE et al.,
2013; LIDANI et al., 2019; RAO et al., 2019). No setor agropecuario, os patdgenos
Trypanosoma vivax e Trypanosoma evansi, agentes da tripanossomiase bovina e Mal
das cadeiras em equinos, respectivamente, causam impactos econdmicos
significativos (AREGAWI et al., 2019; BIRHANU et al., 2015). Nao s6 mamiferos
podem ser parasitados por tripanosomatideos, mas também aves, anfibios, repteis,
peixes e até mesmo plantas, o que evidencia a grande variedade e adaptabilidade dos
tripanosomatideos, ao mesmo tempo em que possuem diversas caracteristicas em
comum (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; GULL, 2001; SKALICKY et
al., 2017).

O T. rangeli e T. cruzi sao endémicos das Américas do Sul e Central,
coincidindo com a dispersao geografica de seus vetores (AZAMBUJA et al., 2017,
FLORES-FERRER et al., 2018; GOURBIERE et al., 2012; GRISARD et al., 1999;
MACHADO et al., 2001; MAIA DA SILVA et al., 2004). Essas espécies compartilham
um grande numero de reservatorios, que incluem mamiferos das Ordens Edentata,
Marsupialia, Carnivora, Rodentia e Primata, assim como uma gama de vetores como

Rhodnius prolixus, Rhodnius domesticus e Triatoma dimidiata, dentre outros. O que
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torna comum a ocorréncia de infecgdes mistas T. cruzi/ T. rangeli, tanto em mamiferos
quanto nos triatomineos (BARRETO-SANTANA et al., 2015; DE NOYA; GONZALEZ;
GONZALEZ, 2015; MACHADO et al., 2001; VALLEJO et al., 2003, 2007; VALLEJO;
GUHL; SCHAUB, 2009). Devido a tais similaridades biologicas e ao elevado numero
de proteinas de superficie compartilhadas entre T. cruzi e T. rangeli, ha grande
ocorréncia de reagdes cruzadas em testes soroldgicos, o que pode acarretar o
incorreto diagndstico da Doenga de Chagas (BASSO; MARINI, 2015; CUBA CUBA,
1998; DE MORAES et al., 2008; GRISARD et al., 1999, 2010; WAGNER et al., 2013).

T. cruzi e T. rangeli possuem comportamentos bioldgicos
surpreendentemente distintos. Para ambas as espécies, a infeccdo dos insetos
vetores ocorre pela ingesta de formas tripomastigotas durante o repasto sanguineo
em hospedeiros mamiferos infectados. No lumen intestinal do triatomineo, o T. rangeli
se diferencia em formas epimastigotas, que podem atravessar o epitélio intestinal
alcangando a hemolinfa (Figura 1) (DE OLIVEIRA; DE SOUZA, 2001). Uma vez na
hemocele, o T. rangeli se multiplica e migra para as glandulas salivares onde, apos
penetra-las, diferencia-se em tripomastigotas metaciclicos — a forma infectante para
os hospedeiros mamiferos (Figura 2)

Assim, durante a picada do inseto, os parasitos sdo inoculados junto com a
saliva diretamente na corrente sanguinea. Essa forma de transmissao € denominada
de anterior ou inoculativa (GUARNERI; ATELLA; PRETO, 2012; MELLO et al., 1995)

Diversas particularidades da interagdo parasito-vetor ja foram elucidadas,
como a capacidade patogénica de T. rangeli para diversos triatomineos, em especial
do género Rhodnius (BARRETO-SANTANA et al., 2015). A infecgao de T. rangeli em
triatomineos pode persistir durante toda a vida do inseto, como também causar a
morte devido a perturbagao do processo de ecdise e alteracdes de reprodugdo, como
problemas de fertilidade e ovoposi¢cao (FELLET et al., 2014; PETERSON; GRAHAM,
2016). Esse parasito interfere na microbiota dos triatomineos, tendo influéncia no
retardo do desenvolvimento ninfal e aumento nos disturbios na digestado e excregao
(VALLEJO; GUHL; SCHAUB, 2009; VIEIRA et al., 2015). De forma distinta, o T. cruzi,
que ndo possui a capacidade de atingir a hemocele, mantem-se na luz intestinal do
vetor até alcangar a ampola retal onde se diferencia em tripomastigotas metaciclicos,
e é liberado com as fezes. Essa forma de infeccdo € chamada posterior ou
contaminativa (EGER-MANGRICH et al., 2001; GRISARD et al., 1999; GUEVARA et
al., 2005; STOCO et al., 2014b, 2017; VALLEJO; GUHL; SCHAUB, 2009).
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Figura 1 — Penetracado de Trypanosoma rangeli no epitélio intestinal de Rhodnius

prolixus.

Eletromicrografia de varredura demonstrando a penetragéo da cepa Choachi de T. rangeli (p)
nas células epiteliais (ec) do intestino posterior de R. prolixus experimentalmente infectado. A esquerda
etapas iniciais do processo de invasdo celular (Aumento: 7000x). A direita, finalizagdo do processo de
penetracéo (Aumento: 9500x).

Fonte: De Oliveira e De Souza (2001).

Devido as diferengas na forma de transmissao dos parasitos por seus vetores,
as espécies do género Trypanosoma podem ser divididas em duas secgoes:
Stercoraria e Salivaria. Na secao Stercoraria estao incluidas as espécies em que as
formas tripomastigotas se desenvolvem exclusivamente no intestino do triatomineo,
sendo dispersas juntamente com as fezes do inseto. Como ocorre com T. cruzi e 0
Trypanosoma carassii (patdbgeno de peixes). Na sec¢édo Salivaria estao inclusos os
tripanosomas africanos (T. brucei, T. vivax e o Trypanosoma congolense), para 0s
quais a diferenciagdo das formas tripomastigotas metaciclicas se da nas glandulas
salivares das moscas tsé-tsé (HOARE, 1972). Entretanto, casos como o de
Trypanosoma grayi, patdgeno transmitido pelas fezes de moscas a crocodilos (KELLY
et al., 2014), ou o caso de T. rangeli que € transmitido pela pica de triatomineos,
seguem em debate por apresentarem caracteristicas biolégicas ndo comuns as
sec¢des Stercoraria e Salivaria (GRISARD, 2002; MAIA DA SILVA et al., 2004;
STEINDEL et al., 1998; STEVENS; NOYES; GIBSON, 1998).
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Figura 2 — Ciclo biolégico de Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado.

llustracdo de R. prolixus infectado por T. rangeli. No detalhe, estdo demostradas as fases da
infeccdo em A) ingesta de formas tripomastigotas sanguineas. B) Diferenciagdo para formas
epimastigotas e invasao epitelial. C) Replicagdo das formas epimastigotas na hemolinfa. D) Fagocitose
por hemdécitos. E) Penetragdo dos parasitos na glandula salivar. F) Diferenciacdo em tripomastigotas
metaciclicos.

Fonte: Stoco et al. (2017).

Outra classificacdo que € aplicada aos tripanosomatideos, leva em
consideragao a capacidade de invasao celular e replicagdo em seus hospedeiros. O
T. cruzi é classificado como um parasito intracelular em mamiferos e extracelular no
vetor (ATWOOD 3RD et al., 2005; BARTHOLOMEU et al., 2014; BERN, 2015; DE
SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010; FERNANDES; ANDREWS, 2012; FIELD;
CARRINGTON, 2009); enquanto, o T. brucei é categorizado como extracelular em
hospedeiros mamiferos e invertebrados. O ciclo dos tripanosomas africanos nao
envolve penetragao celular, mas sim a replicagdo dos parasitos na corrente sanguinea
no mamifero e no intestino, proventriculo e glandula salivar de Glossina spp. (Figura
3) (RADWANSKA et al., 2018; SHARMA et al., 2009; TRINDADE et al., 2016).

Figura 3 — Classificagao de parasitos da Ordem Kinetoplastida de acordo com tipo

de infecgao em seus hospedeiros vertebrados.

A) Representacdo comparativa do ciclo de vida de T. cruzi e T. brucei. Em cada ciclo, é
demostrada a forma replicativa do parasito no vetor e inseto (7. cruzi epimastigota — triatomineo e T.
brucei tripomastigota prociclico — mosca tsé-tsé). No homem, as formas infectivas tripomastigotas em
ambas as espécies e a forma replicativa intracelular, amastigota de T. cruzi. B) Arvore filogenética de
membros do filo Euglenozoa com base em analise de BLASTp. Destaque em cores nas espécies indica
diferentes formas de replicagdo nos hospedeiros indicados na legenda interna da imagem. Barra de
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escala referente ao numero de mudangas por sitio. Nos internos: valores de bootstrap Bayesian
inference, Maximum Likelihood e Neighbor Joining. * indica classificagdo de sec¢des com base em
filogenia proposta por Fraga et al. (2016). Seta sombreada indica posicionamento, para fins didaticos,
de T. rangeli na arvore filogenética, com base no proposto por Fraga et al. (2016).
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Fonte: Bartholomeu et al. (2014) e Adaptado de Kelly et al. (2014).

No que diz respeito a T. rangeli, esse é classificado como extracelular no vetor
pois, apesar de invadir o epitélio intestinal, esse parasito ndo apresenta ciclo
replicativo no interior das células do triatomineo. Ja, ao que se refere ao hospedeiro
mamifero, muitas questdes permanecem em aberto. Apesar da existéncia equivocada
de literatura que relate a ocorréncia de replicagao e persisténcia por T. rangeli in vivo
e in vitro (DE SCORZA; URDANETA-MORALES; TEJERO, 1986); grupos de pesquisa
com maior pratica na experimentagdo com T. rangeli, e que utilizam controles
rigorosos de certificacdo de pureza de suas culturas — afim de prevenir possiveis
contaminagdes com linhagens de outras espécies —, descrevem a infeccéo por T.
rangeli como sendo de curta duragao (CUBA CUBA, 1998). A quantidade de parasitos
no sangue € crescente até atingir o pico de parasitemia, que é unico e ocorre entre 0s
3° e 5° dia po6s-infecgao (d.p.i.). A partir desse ponto, 0 numero de parasitos decresce
continuamente, persistindo em média por duas semanas (HERBIG-SANDREUTER,
1957). Com base em diferentes técnicas de detec¢do, cepas do parasito e
hospedeiros mamiferos, foi constatada a identificagado de T. rangeli em: camundongos

(Mus musculus) meses ap6s infeccao experimental através de hemocultura (GUHL,;
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VALLEJO, 2003; HERBIG-SANDREUTER, 1957); até dois anos em cobaia (Cavia
porcellus) (CUBA CUBA, 1998) e por até trés semanas através de xenodiagndstico e
hemocultura em macaco rhesus (Macaca mulatta) (HERBIG-SANDREUTER, 1957).

Herbig-Sandreuter (1957) avaliou por histopatologia diferentes tecidos de
mais de 130 camundongos recém nascidos, os quais sao particularmente susceptiveis
a infecgao pelo parasito, ndo tendo observado nenhuma alterag&o histopatolégica em
relagdo aos animais controle. Estudos recentes realizados com diferentes
hospedeiros, metodologias e cepas de T. rangeli obtiveram os mesmos resultados
(BASSO; MORETTI; FRETES, 2014; GRANUCCI; STOCO, 2013; SCHLINDWEIN;
STOCO, 2014).

A capacidade de divisao de T. rangeli, até o momento, é descrita apenas para
a forma epimastigota (PRESTES et al., 2019). Diversos trabalhos buscaram observar
a replicagao do parasito durante a infeccdo em mamiferos ou in vitro com a utilizagéao
de diferentes tipos celulares como macréfagos e fibroblastos (EGER-MANGRICH et
al., 2001; OSORIO et al, 1995, TANOURA et al., 1999). Esses trabalhos
demonstraram a capacidade de sobrevivéncia de T. rangeli em cultura e registram a
ocorréncia de uma forma amastigota-like intracelular. Contudo, apesar da morfologia
arredondada, ndo apresenta divisdo celular dentro das condigdes experimentais
testadas, ndo sendo considerada uma amastigota tradicional e que n&o evolui para
formas tripomastigotas como €& observado para T. cruzi. Osorio et al. (1995)
demostraram que amastigotas-like de T. rangeli sdo formas intracelulares viaveis, uma
vez que sao capazes de sustentar infeccdo em R. prolixus alimentado com
macrofagos infectados. De forma que os autores sugerem que a manutencdo do
parasito no hospedeiro mamifero, poderia ocorrer através de uma forma encriptada
(OSORIO et al., 1995). Todavia, ndo ha consenso acerca dessa observacao, pois ha
outros autores que associam a manutencado de uma parasitemia subpatente a um
indicativo de replicagdo celular. Dessa forma, hd a demanda de novos estudos
utilizando técnicas mais sensiveis e que possam indicar caminhos mais solidos que

os tracados por estudos realizados a 30 ou 50 anos atras.

1.2 SEQUENCIAMENTO DO GENOMA DE Trypanosoma rangeli
A elucidagdo do genoma de um organismo permite diversas inferéncias e

comparacgdes. Além da determinagdo do numero de cromossomos € possivel saber a
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organizagao dos genes, analisar quais conjuntos de genes sao compartilhados entre
especies, avaliar a presenga de elementos genéticos moveis, assinaturas génicas
relacionadas a interagdo patdgeno-hospedeiro, analise de resisténcia a farmacos,
entre outras possibilidades que visam elencar alvos terapéuticos e vacinais. Essas
sdo apenas algumas das frentes de trabalho que a era gendmica possibilitou nas
ultimas décadas (BUSCAGLIA; KISSINGER; AGUERO, 2015).

Nessa linha, El-Sayed et al. (2005) publicaram o genoma de T. cruzi,
simultaneamente com as divulgagdes dos genomas de T. brucei (BERRIMAN et al.,
2005) e Leishmania major (IVENS et al.,, 2005), permitindo refinar diversas
informacgdes quanto a constituicdo génica dessas espécies (CHOI; EL-SAYED, 2012;
EL-SAYED et al., 2005; TEIXEIRA et al., 2012). Alguns anos apos, uma nova leva de
genomas de tripanosomatideos foi publicada (CARNES et al., 2015; KELLY et al.,
2014; LLANES et al., 2015; REAL et al., 2013), dentre eles, o genoma de T. rangeli
(STOCO et al., 2014b).

Comparando o genoma de T. rangeli ao dos demais tripanosomatideos
patogénicos, nota-se que aproximadamente 93% dos genes de T. rangeli s&o comuns
a esses outros tripanosomatideos, possuindo somente 512 genes exclusivos (STOCO
et al., 2014b). Do ponto de vista filogenético, T. cruzi e T. rangeli sdo muito proximos,
como demonstrado em diversos estudos (BARTHOLOMEU et al., 2014; BELTRAME-
BOTELHO et al., 2016b; DA SILVA et al., 2004; FRAGA et al., 2016; VILLAFRAZ et
al.,, 2018), o que sugere a possibilidade de que T. rangeli tenha caracteristicas
biolégicas no hospedeiro mamifero semelhantes a T. cruzi. Contudo, apesar de
filogeneticamente mais distante de T. brucei, o T. rangeli apresenta semelhancas
guanto ao ciclo biolégico de tripanosomas africanos como a transmissao anterior no
vetor, por exemplo (STOCO et al., 2014b).

Com relacao as diferengas entre T. rangeli e T. cruzi, destaca-se a reducgéao
do numero de copias génicas das familias relacionadas a fatores de viruléncia, tais
como as proteinas de superficie associadas a mucinas (MASP), trans-sialidases e
mucinas. Diversos determinantes de viruléncia ja foram estudados em T. cruzi,
incluindo a fungao de diversas glicoproteinas de superficie (que serao abordadas em
maior detalhe no tépico 1.4); o papel da sinalizagdo celular que promove o
acionamento de endocitose para internalizacdo do parasito e a importancia de certas

enzimas que auxiliam a sobrevivéncia intracelular de T. cruzi, entre outros eventos.
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Muito do que se sabe quanto a funcado de fatores de viruléncia em T. cruzi é
proveniente de técnicas de manipulagdo genética, que permitiram a determinagao da
funcao bioldgica de diversas moléculas a partir de abordagens como superexpressao,
delecdo, fusdo a genes repdrteres e mutagdes sitio dirigidas (TAYLOR; HUANG;
KELLY, 2011).

Algumas dessas abordagens de estudos funcionais ja propiciaram
importantes contribuigbes no entendimento da biologia de T. rangeli, como a
expressao de proteinas fluorescentes durante a interagédo parasito-vetor (GUEVARA
et al., 2005), a elucidagao da rota biossintética de tripanotiona a partir de expresséao
heter6loga (ROMERO et al., 2015) e avaliagdo da contribuicdo de tripanotiona
redutase no sistema antioxidante por superexpressao (BELTRAME-BOTELHO et al.,
2016a). Parte desses trabalhos sdo anteriores ou se encontravam em andamento,
quando foi publicada a primeira versdo do genoma de T. rangeli, fundamentados nos
dados de transcriptoma desse parasito (GRISARD et al., 2010) ou em clonagens
baseadas em sequéncias de genes ortdlogos. Consequentemente, com a publicagado
do genoma se espera potencializar os estudos funcionais de diversos genes de T.
rangeli, utilizando a abordagem de gendémica reversa (BEVERLEY, 2003).

Para tal, ferramentas moleculares como plasmideos sdo essenciais para os
estudos funcionais (BATISTA et al., 2010; TAYLOR; HUANG; KELLY, 2011), sendo
amplamente utilizados para edigdo génica em T. cruzi, T. brucei e Leishmania spp.
Entretanto, para T. rangeli ainda sdo escassos os estudos de genética reversa. Até o
momento, utiliza-se plasmideos com sequéncias de T. cruzi, que podem nao ser
reconhecidos ou serem regulados diferentemente em outra espécie e, por esse

motivo, ndo apresentam resultados plenamente satisfatérios em T. rangeli.

1.3 FERRAMENTAS MOLECULARES NA INTERACAO PATOGENO-
HOSPEDEIRO

A clonagem génica é considerada um dos grandes marcos na area biomédica,
e talvez o método mais importante em todo campo biotecnolégico. Através da
clonagem do DNA, se pode conhecer a fungao dos genes e a regulacdo da expressao
génica, permitindo a descoberta de mecanismos biolégicos que revolucionaram a
industria biotecnolégica e farmacéutica (COHEN et al., 1973; COHEN, 2013). Por
certo, na area de parasitologia nao seria diferente (BEVERLEY, 2003).
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Plasmideos de expressao génica para tripanosomatideos comegaram a ser
desenvolvidos no final da década de 80, e contribuiram para a elucidagdo dos
elementos de regulagcéo da expressédo génica em tripanosomatideos. O vetor pTEX
foi um importante plasmideo gerado por Kelly et al. (1992), sendo o primeiro plasmideo
epissomal estavel para expresséo em T. cruzi e Leishmania spp. A partir do uso desse
plasmideo, foram descobertas algumas das sequéncias regulatorias especificas de T.
cruzi como as sequéncias flanqueadoras do gene da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), que contém regides ndo traduzidas (UTR — do inglés
untranslated region) que promovem o controle da transcricdo de gene constitutivo
(KELLY et al., 1992). A partir do conhecimento dos elementos basicos de um vetor
para tripanosomatideos, diferentes modificagdes foram feitas para melhorar o controle
e eficiéncia das transfeccdes, de acordo com a maquinaria de expressdo de cada
espécie (BOUVIER et al., 2013; TAYLOR; HUANG; KELLY, 2011). Assim, com base
no vetor pTEX, diversos plasmideos foram gerados como pRIBOTEX, pTREX,
pTcINDEX, pTRIX entre outros, que foram amplamente empregados no estudos de
engenharia genética em T. cruzi (BATISTA et al., 2010; BOULANGER, 2018;
DAROCHA et al., 2004; KELLY et al., 1992; MARTINEZ-CALVILLO et al., 1997;
TAYLOR; KELLY, 2006; VAZQUEZ; LEVIN, 1999).

Dentre essas ferramentas, publicagdes recentes demonstram o grande
potencial do uso de parasitos geneticamente modificados para monitoramento in vivo
de infecgées (COSTA et al., 2018; HYLAND et al., 2008; LEWIS et al., 2014;
MCLATCHIE et al., 2013). Um dos maiores desafios da doenca de Chagas € a
compreensao do carater silencioso dessa doenga. Apds o primeiro contato com o
parasito, o paciente passa por uma fase aguda, na qual é possivel visualizar formas
tripomastigotas na corrente sanguinea. Apds a diminuigdo da quantidade de parasitos
circulantes devido a resposta imune celular, o hospedeiro passa por longo periodo
sem sintomas. Contudo, aproximadamente 30% dos infectados apresentam
acometimento do coragao e 6rgaos do trato gastrointestinal décadas apds a infecgéo
(BERN, 2015; PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018). Com um nimero extremamente
baixo de parasitos, até mesmo as técnicas que visam a identificagao por amplificagao
de acido nucleico podem ser falhas em detectar o parasito e ndo retratam o estado
metabdlico do patdégeno. Essa caracteristica bioldégica € relatada em diversos

protozoarios, o que afeta diretamente a avaliagao da eficacia de novos tratamentos,
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uma vez que, a diminuicdo drastica da parasitemia nao significa a cura da doenca
(FIELD et al., 2017; TAVARES et al., 2017).

Felizmente, técnicas mais sofisticadas e acuradas tornam possivel a
investigacdo de questdes bioldgicas que ainda ndo sdo compreendidas e, cujo
entendimento € essencial para o avango na busca por novos tratamentos e prevencao
das doencgas negligenciadas (KRATZ, 2019), podendo ainda auxiliar na compreensao
de questdes bioldgicas complexas como o ciclo de T. rangeli no hospedeiro mamifero.

McLatchie et al. (2013) e Lewis et al. (2014) desenvolveram metodologia
baseada em parasitos bioluminescentes para avaliagdo da eficacia de drogas para o
tratamento de infecgbes por T. brucei e por T. cruzi. Essa técnica foi recentemente
aperfeicoada pela expressao fusionada do gene da enzima luciferase com a proteina
verde fluorescente mNeonGreen (Neon), sendo essa de maior fotoestabilidade e
brilhancia do que a GFP (HOSTETTLER et al., 2017; SHANER et al., 2013). Devido a
alta sensibilidade da abordagem de bioluminescéncia e fluorescéncia combinadas,
Costa et al. (2018) relatam a detecgédo a nivel de um unico parasito no tecido do

hospedeiro (Figura 4).

Figura 4 — Abordagem de fluorescéncia guiada por bioluminescéncia.

A) Bioimagem de 6rgdos de camundongo BALB/c infectado com T. cruzi (fase crénica — dia 117).
B) Avaliacéo de histologia fluorescente da regido assinalada em A. C) Identificagdo de forma amastigota
de T. cruzi préxima ao nucleo da célula hospedeira.

Fonte: Costa et al. (2018).

1.4 GLICOPROTEINAS DE SUPERFICIE

Como explanado brevemente, ao comparar o genoma de T. cruzi ao de T.
rangeli, foi identificado que os genes que codificam para proteinas de superficie
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concentram grande parte das diferengas entre essas duas espécies (STOCO et al.,
2014b). Mais precisamente, uma distingdo no numero de copias génicas das
glicoproteinas mucinas, trans-sialidases e MASP, como demonstrado na Tabela 1.

Essas glicoproteinas atuam em processos chave da interagdo do T. cruzi com
seus hospedeiros. Para o estabelecimento de uma infec¢do intracelular sao
necessarios processos como o reconhecimento, adesao e internalizagéo do parasito
na célula hospedeira. A etapa de adeséo envolve o reconhecimento de moléculas de
superficie pelas células do parasito e do hospedeiro (DE SOUZA; DE CARVALHO;
BARRIAS, 2010; MCCONVILLE; FERGUSON, 1993). Estima-se que
aproximadamente 50% dos genes codificantes de T. cruzi sejam traduzidos em
proteinas de superficie, sendo que Nakayasu et al. (2009) indicam que 12% dos genes
de T. cruzi codificam proteinas localizadas na superficie do parasito por ancoramento
através de glicosilfosfatidilinositol (GPI) (NAKAYASU et al., 2009; QUEIROZ et al.,
2014).

Ancoras GPI sdo modificacdes pds-traducionais presentes em todos os
organismos eucariotos, sendo particularmente abundantes em protozoarios. Nao por
acaso, a primeira estrutura de GPIl completamente elucidada foi a da glicoproteina
variante de superficie (VSG) de T. brucei em 1987 (FERGUSON et al., 1988;
SCHMITZ et al., 1987). Proteinas desse tipo sdo expressas em todos os estagios de
desenvolvimento de T. cruzi e estao presentes em membros de familias multigénicas
notoriamente descritas como essenciais para a patogenicidade do parasito como as
trans-sialidases, mucinas, MASP e metaloproteases gp63 (ATWOOD 3RD et al.,
2005; BUSCAGLIA et al., 2006; FREITAS-JUNIOR; BRIONES; SCHENKMAN, 1998;
MORTARA et al., 2001; NAKAYASU et al., 2009; PEREIRA, 1983; QUEIROZ et al.,
2014; RUIZ et al., 1998).

Tabela 1 — Comparagao de familias multigénicas entre Trypanosoma rangeli e

Trypanosoma cruzi.

Determinagao do numero de copias multigénicas de T. rangeli com base nas sequéncias
peptidicas de MASP, GP63, Trans-sialidase, Amastina, DGF, KMP-11, Tuzina e RHS provenientes do
genoma de T. cruzi (CL Brener Esmeraldo - V. 7.0) disponivel em TriTrypDB. Valores apresentados na
tabela indicam numero de copias genicas em genoma diploide como indicado pelo método de validagao
pela identificacdo dos genes cdpia Unica msh2, msh6 e gpi8. Determinagdo de numero de cépias de
mucinas realizado através de busca da sequéncia que codifica o peptideo sinal do gene
AUPL00006796 de T. rangeli.
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Familia Génica T. rangeli T. cruzi
SC-58 CL Brener
MASP 50 1465
GP63 444 449
Trans-sialidases 120 1481
Amastins 72 27
DGF 422 569
KMP-11 148 40
Tuzin 34 83
RHS 689 777
Mucin 15 992
mshé 2 2
msh2 2 2
gpi8 2 2

Fonte: Stoco et al. (2014).

A estrutura geral de uma ancora GPl compreende uma cauda lipidica
contendo um fosfatidilinositol ou inositolfosfoceramida ligada a um residuo de
glicosamina (GIcN) seguido de trés residuos de manose (Man). A terceira Man, oposta
ao residuo GIcN, geralmente é ligada a proteina por uma etanolaminafosfato entre a
hidroxila C6 da Man a um grupo a-carboxil da extremidade carboxi-terminal (C-
terminal) do aminoacido (KINOSHITA, 2016; MICHAEL A.J. FERGUSON, 2017). As
proteinas destinadas a receber uma ancora GPl sdo sintetizadas com duas
sequéncias sinal: um peptideo sinal amino-terminal (N-terminal) de enderecamento
da proteina para o reticulo endoplasmatico (RE) e, uma sequéncia sinal C-terminal
que sinaliza para clivagem e transferéncia a uma ancora GPI pré-montada. A ligagéo
da ancora GPI a extremidade C-terminal da proteina ocorre através de uma reagao
de transamidacao catalisada pela enzima GPI transamidase (AMTHAUER et al.,
1993; EISENHABER et al., 2014; GERBER; KODUKULA; UDENFRIEND, 1992;
SIGNORELL; MENON, 2009) (Figura 5A). H& uma infinidade de adicbes e
modificagdes de carboidratos que podem ser encontradas em ancoras GPI, indicando
que essa estrutura atua em outros processos biolégicos e ndo s6 como um elemento
de fixagado de proteinas a membrana celular (Figura 5B) (MCCONVILLE; FERGUSON,
1993).

De forma geral, as proteinas ancoradas a GPI participam de importantes

processos bioldgicos, tais como: sinais de transdugado, endocitose, regulagcdo do
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complemento, apresentagao de antigenos e interagbes patdégeno-hospedeiro (ZHOU
et al., 2018). Essas glicoproteinas podem revestir extensivamente a membrana
plasmatica e atuar nos eventos de ades&o e invasdo de células hospedeiras,
modulacdo e evasdo da resposta imune (DUBOIS; DEMICK; MANSFIELD, 2005;
LEGUIZAMON et al., 1994; MUCCI et al., 2002). Em diversos desses eventos
descritos em T. cruzi, o conjunto de glicoproteinas mucinas e trans-sialidases ativas
(aTS) operam de forma concatenada para execugao de suas fung¢des, como descrito

nos topicos a seguir.

Figura 5 — Ancoramento de proteinas por GPI.

A) Representagao dos elementos necessarios para sinalizagdo de ancoramento por GPI, com
detalhe da caracteristica fisico-quimica da porgdo C-terminal de sinalizacdo para ancoramento e
montagem de proteinas a GPI pela enzima transamidase na membrana interna do RE. B) Exemplos
de estruturas de ancora GPl presentes em diferentes protozoarios. (Representacdo dos
monossacarideos: @ manose; O galactose; N glicosamina; I N-acetilglicosamina; @ acido sialico;
AEP: 2-aminoetilfosfonato).
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Fonte: Adaptado de Signorell e Menon (2009) e Ferguson, Hart e Kinoshita (2017).

1.4.1 Trans-sialidases e mucinas-like de Trypanosoma cruzi

Em T. cruzi sdo descritos mais de 1.400 genes codificantes para trans-
sialidases, sendo a maior familia multigénica dessa espécie (CAMPETELLA et al.,
1992; EL-SAYED et al., 2005; PEREIRA, 1983). Essa familia de enzimas é bastante
heterogénea, nao apenas em estrutura, como também em relagdo ao papel que
exercem como fatores de viruléncia. Todas trans-sialidases possuem um peptideo
sinal, ancora GPIl e o motivo VTV (VTVXNVXLYNR) conservado ou degenerado na
porcdo C-terminal, que compde o dominio lectina-ike (AMAYA et al., 2003;
BUSCHIAZZO et al., 2002). Enquanto que, somente alguns grupos possuem o
dominio catalitico neuraminidase N-terminal; o motivo Asp box (SxDxGxTW), que
pode ser encontrado em repeti¢cdes, ausente ou degenerado (FREITAS et al., 2011,
PEREIRA et al., 1980; SCHENKMAN et al., 1994) e as repeti¢gdes antigénicas SAPA
(doinglés Shed Acute Phase Antigen) na porgao C-terminal (BUSCAGLIA et al., 1999;
POLLEVICK et al., 1991). Devido a presenga de diferentes combinagbes dessas
regides e distintas funcbes, a superfamilia das trans-sialidases foi categorizada em

classes por Schenkman et al. (1994) e Freitas et al. (2011), a saber:
e TcS I: Codifica para enzimas com atividade catalitica de hidrdlise e
trans-glicosidase de acido sialico (Sia — do inglés Sialic acid) ou que

possuem mutagdes pontuais e atuam como lectinas (receptores de Sia)
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(CREMONA et al., 1995, 1999; SCHENKMAN; PONTES DE
CARVALHO; NUSSENZWEIG, 1992; UEMURA et al., 1992). Devido a
intima relagdo dessas trans-sialidases com as mucinas-like, essa
classe é descrita com detalhes ao longo esta secéo.

e TcS IlI: Inclui glicoproteinas como gp85, gp90, gp82 e SA85, ASP-2,
gue sao descritas como extremante importantes para os processos de
adesao e invasao celular. Apesar de pertencerem ao mesmo grupo por
semelhancgas estruturais, sabe-se que essas glicoproteinas atuam de
formas distintas para a promog¢ao da entrada nas células do hospedeiro
mamifero (ALVES; COLLI, 2008; KAHN et al, 1991; MAEDA;
CORTEZ; YOSHIDA, 2012; MAEDA et al., 2016; RAMIREZ et al., 1993;
RUIZ et al., 1998; TAKLE; CROSS, 1991);

e TcS lll: Abrange proteinas com fungdes regulatérias as vias classica e
alternativa do sistema complemento do hospedeiro mamifero. Esse
grupo é classicamente representado pela proteina FL-160, CRP (do
inglés Complement Regulatory Protein), entre outras (BEUCHER,;
NORRIS, 2008; VAN VOORHIS; EISEN, 1989).

e TcS IV: Essa é uma classe de fungcado desconhecida, contudo, possui
0s mesmos motivos presentes no grupo TcS |, com algumas alteragdes
que impedem a atividade catalitica e repeti¢cdes altamente antigénicas,
mas diferentes das repeticbes SAPA do grupo TcS | (BURNS et al.,
1992).

e TcS V - VIl: Ainda sem fungdo determinada, Freitas et al. (2011)
descreveram a estrutura, padrdao de expressao e classificacao dos
membros desses grupos. Porém, pouco se sabe sobre essas
proteinas. Esses autores relatam a capacidade de variagao antigénica
de TcS V, mas ainda sdo considerados grupos pouco estudados
(HERREROS-CABELLO et al., 2020).

A descri¢ao das trans-sialidases em T. cruzi teve inicio a partir da observagao
da atividade neuraminidase de extratos proteicos do parasito (PEREIRA, 1983).
Schenkman et al. (1991) demonstram que essas enzimas ndo sé hidrolisam o Sia das
células do hospedeiro, como também, o transferem para a superficie do parasito.
Assim, houve a concatenacao os dados reportados por Previato et al. (1985) e Pereira

et al. (1983), descrevendo o mecanismo como o Sia € incorporado a membrana por
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T. cruzi pela dupla atividade — hidrolise e trans-glicosidase — de uma mesma enzima
(SCHENKMAN; PONTES DE CARVALHO; NUSSENZWEIG, 1992; SCHENKMAN et
al., 1991; UEMURA et al., 1992). Ao ser sequenciado o gene TCNA, compreende-se
que T. cruzi possui o dominio catalitico neuraminidase (também chamado sialidase)
com identidade de 30% ao encontrado em bactérias (PEREIRA et al., 1991; UEMURA
etal., 1992).

T. cruzi, assim como diversos outros eucariotos inferiores, ndo é capaz de
sintetizar Sia (PREVIATO et al., 1985). Dessa forma, o parasito possui uma
maquinaria capaz de roubar esse carboidrato (DA FONSECA et al., 2019;
SCHENKMAN et al., 1993a). O Sia € comumente encontrado nas extremidades de N-
glicanas, O-glicanas e glicoesfingolipideos, e s&o um grupo de carboidratos de nove
carbonos de cadeia principal com um grupo acido carboxilico na posicédo C1. Mais de
50 moléculas sé&o classificadas com Sia, sendo o membro mais conhecido o acido N-
acetilneuraminico — Neu5Ac (GHOSH, 2018; VARKI; SCHAUER, 2009). Essa
diversidade quimica contribui para a enorme variedade de estruturas de Sia nas
superficies celulares, pois, a sintese de certos tipos de Sia ocorre de forma
espécie/tecido especifica. Essa regulacdo pode ser associada as preferéncias de
interacado de certos patdgenos a tipos celulares especificos (HADLEY, 1986; VARKI,;
SCHAUER, 2009).

O Sia é extremamente abundante na superficie de células animais; por
exemplo, sdo encontrados mais de 10 milhdes de moléculas de Sia por hemacia
humana, sendo parte do padrdées de reconhecimento eritrocitario como os sistemas
ABO, Duffy e Lewis (WARD; O'SULLIVAN; O’'DONNELL, 2019; WU, 2019). O Sia
pode ser mantido na superficie celular ou secretado por vesiculas e proteinas livres.
Devido a carga eletronegativa relativamente forte, o Sia atua no transporte de ions e
drogas, estabilizacdo conformacional de proteinas, regulacdo da afinidade de
receptores, aumento de viscosidade de secregdes, repulsao eletrostatica entre células
e protecao de moléculas contra proteases ou glicosidases (VARKI; SCHAUER, 2009).
Essa ultima funcdo, esta associada com o fato de que o Sia pode interferir no
reconhecimento de receptores enzimaticos, epitopos proteicos e glicoepitopos.
Todavia, o préprio Sia serve como ligante para lectinas, como por exemplo as Siglecs
que sao receptores especificos de Sia (ZHOU et al., 2018). Como o Sia regula
diversos processos, varios patdégenos podem utiliza-lo para influenciar na sinalizagéo

celular do hospedeiro, como as toxinas colérica, tetanica e pertussis, enzimas
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sialidases do virus influenza e trans-sialidases de T. cruzi (CHANG; NIZET, 2020;
VARKI; SCHAUER, 2009).

A trans-sialidase do grupo | de T. cruzi (TcTS) catalisa a hidrolise do Sia
presente na extremidade terminal de glicolipideos, glicoproteinas e oligossacarideos
sialilados via ligagado a-2,3. Se na presenga de uma molécula aceptora, a enzima
executa a transferéncia do Sia — de forma especifica — a residuos B-galactopiranosil
(BGalp) formando ligagbes a-2,3 a glicoconjugados, como os presentes nas
glicoproteinas as mucinas. Na auséncia de aceptor, essa enzima promove a hidrolise
liberando o residuo de Sia no meio aquoso (SCHENKMAN et al., 1993a). A TcTS nao
€ capaz de remover Sia de qualquer glicoconjugado. Residuos de Sia ligados através
de ligagdo a-2,6, a-2,8 e a-2,9 sdo doadores de Sia muito ruins; bem como, a presenca
de dissacarideos adjacentes ou fucose em posicdes laterais ao residuo de galactose
terminal impedem completamente a clivagem (BUSCHIAZZO et al., 2002;
SCHENKMAN et al., 1994; SCHENKMAN; PONTES DE CARVALHO;
NUSSENZWEIG, 1992; SCHENKMAN; DIAZ; NUSSENZWEIG, 1991a).

Sabe-se que o parasito expressa TcTS ativas muito semelhantes a TcTS
inativas (iTS) (UEMURA et al., 1992) e essa alteragao ocorre naturalmente devido a
substituicdo do residuo Tyr3#2 por His no sitio catalitico, modificado a capacidade
enzimatica da TcTS (CREMONA et al., 1995; FREIRE-DE-LIMA et al., 2015).
Contudo, apesar de enzimaticamente inativas, as iTS atuam como lectinas, ou seja,
reconhecem e se ligam ao Sia do hospedeiro. Todeschini et al. (2002) demonstram
que iTS se ligam a linfécitos T CD4+ através de CD43 (leucosialin) (CREMONA et al.,
1999; TODESCHINI et al., 2002, 2004). As TcTS estao localizadas na superficie do
parasito ligadas a ancora GPI, mas também, podem ser secretadas por vesiculas ou
estarem livres no meio extracelular por agao da enzima fosfolipase C (AFFRANCHINO
et al., 1989; BUSCAGLIA et al., 1999; LANTOS et al., 2016; LEGUIZAMON et al.,
1994). Assim, as TcTS sao capazes de desregularem a sinalizagéo celular de forma
indiscriminada, desencadeando agbes como apoptose em timécitos (MUCCI et al.,
2006), modulagao de citocinas em células T residentes do bragco (FREIRE-DE-LIMA
et al., 2017), trombocitopenia (TRIBULATTI et al., 2005), e altera¢des histologicas em
diversos 6rgaos, eventos que auxiliam o parasito a estabelecer a infeccao (DA
FONSECA et al., 2019; FREIRE-DE-LIMA et al., 2015).

As mucinas para serem aceptoras de Sia, possuem uma vasta quantidade de

O-glicosilagdes. Esse tipo de modificacdo pés-traducional ocorre em residuos de Ser
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e Thr, de forma muito semelhante as mucinas originalmente descritas nos epitélios
pulmonar e digestivo de mamiferos — e por essa razdo sdo denominadas mucinas-like
(ALVES; COLLI, 1975; RUIZ et al., 1993; SCHENKMAN et al., 1993a). Na pratica, as
glicosilagbes compreendem mais de 60% da massa molecular das mucinas, tornando
essa proteina extremamente hidrofilica. Dessa forma, aminoacidos como Cys, Phe,
Trp e Tyr sdo pouco comuns ou ausentes na proteina madura (ALLEN; KELLY, 2001;
DI NOIA et al., 1996).

Essas glicoproteinas ndo formam estruturas secundarias ou terciarias
complexas, sendo semelhantes a um “algodao doce”. As mucinas possuem um cerne
proteico extensivamente recoberto por glicoconjugados. Uma N-acetilglicosamina
(GlcNAc) é ligada ao grupo hidroxil dos residuos de Ser e Thr, seguido de até cinco
galactoses - que podem ser furanoses (Galf) ou piranoses (Galp). Na por¢ao mais
distal em relagdo ao core proteico, ha um residuo de BGalp na maior parte das
mucinas-like, e ao qual sera ligado o Sia via ligacdo a2,3 pela TcTS. Assim, as
mucinas-like de T. cruzi diferem de outras glicoproteinas O-glicosiladas de mamiferos,
que sao constituidas de N-acetilgalactosamina (GalNAc) (ALMEIDA et al., 1994; DE
LEDERKREMER; AGUSTI, 2009; MORTARA et al., 1992; SCHENKMAN et al.,
1993b).

A atividade biolégica das mucinas ¢é estritamente ligada as modificagcées pos-
traducionais que as constituirem; de modo que, diferengas nas moléculas de glicanas
ou em suas disposi¢bes na glicoproteina, podem possuir significado biolégico
relevante. Por exemplo, a presenca de Galf em algumas cepas de T. cruzi como
Tulahuen DTU VI (do inglés Discrete Typing Units) e Dm28c DTU | (AGRELLOS et al.,
2003; JONES et al., 2004), mas completamente ausente nas cepas Y DTU Il e CL
Brener DTU VI (DE LEDERKREMER; AGUSTI, 2009). Ainda, Arruda et al. (1989)
demonstraram que anticorpos anti-Galf impedem a invasao celular de T. cruzi, além
do fato de Galf ser ausente em mamiferos (DE ARRUDA; COLLI; ZINGALES, 1989).
Outra descrigao importante em relagéo as glicanas de mucinas é a pré-existéncia de
anticorpos liticos anti-aGal em humanos e o aumento da titulacido desses anticorpos
em pacientes chagasicos. Tripomastigotas de cultura celular sédo lisados por esses
anticorpos de forma independente de sistema complemento. Apesar de aGal nao ser
um aceptor de Sia, essa glicana esta presente em somente parte das mucinas-like,

que coexistem na membrana plasmatica do parasito em microdominios distintos as
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mucinas sialiladas (ALMEIDA et al., 1994; GAZZINELLI et al., 1991; LANTOS et al.,
2016).

As mucinas constituem a familia génica mais heterogénea de T. cruzi, sendo
composta por aproximadamente 850 genes (~ 6% dos genes codificantes de T. cruzi)
(AGUERO et al., 2000; CAMPO et al., 2004; DI NOIA et al., 1998). Elas s&o
classificadas em trés familias: TcMUC, TcSMUG e TSSA, sendo as TcMUC e
TcSMUG subdivididas em dois tipos de acordo com sua massa molecular e numero
de repeticbes em fandem, dentre outras caracteristicas. Todas as mucinas possuem
como elementos basicos uma sequéncia que codifica para um peptideo sinal N-
terminal, uma sequéncia C-terminal para ancoramento a GPI, e diversos residuos de
Ser e Thr. Além disso, cada classe de mucina possui caracteristicas proprias, a
saber:

e Familia_TcMUC: Dispersas por todo genoma do parasito, essas

mucinas chamam ateng¢ao por estarem em blocos genémicos contendo
TcTS e MASP. A expressado génica de tripanosomatideos ocorre de
forma policistrénica, o que indica que esses genes sdo expressos de
forma coordenada, o que vai ao encontro da fungao bioldgica dessas
proteinas. TcMUC sao encontradas sobretudo durante a infeccéo no
hospedeiro mamifero, sendo TcMUC | mais expressa pela forma
amastigota e TcMUC |l pela forma tripomastigota. Estruturalmente
TcMUC | se diferencia pela presenca de repeticobes em tandem
compostas por oito Thr, uma Lys e duas Pro (motivo TsKP2) e uma curta
regiao hipervariavel, enquanto TcMUC Il é produto de sucessivas
mutagdes ampliando o tamanho da regiao hipervariavel, e diminuindo
o numero de repeticdes em tandem (CAMPO et al., 2004; DI NOIA et
al., 1996). Cada um desses tipos possui assinaturas especificas
préprias para sinalizagao do peptideo sinal e ancora GPI (DI NOIA et
al., 1998).

e Familia TcSMUG (do inglés Small Mucin Gene family): Essa familia

compreende aproximadamente 80 genes agrupados em repeticdes no
genoma do parasito, e que sdo mais expressos nas formas
epimastigotas. As TcSMUG sao categorizadas em TcSMUG-S e
TcSMUG-L em relagao ao tamanho de seu RNA mensageiro (MRNA)

(Large e Small). Possuem poucas diferengas entre si, contudo, o
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fosfolipidio ao qual TcSMUG ¢ ligada a GPI difere em epimastigotas e
tripomastigotas metaciclicos (URBAN et al., 2011).
e Familia TSSA (do inglés Trypomastigote Small Surface Antigen):

Essa familia € composta por genes copia unica, porém polimérficos
entre as linhagens de T. cruzi. Por esta razdo, a TSSA é descrita como
um possivel marcador sérico cepa-especifico. Apesar da similaridade
com as demais mucinas-like, essa proteina de = 15 kDa, n&o possui
regiao rica em Ser e Thr e possui fungao de adesina (BALOUZ et al.,
2015; DI NOIA et al., 2002).

As mucinas per se sao moléculas altamente heterogéneas devido a fatores
como: (i) possuirem genes de diferentes tamanhos, (ii) apresentarem sequéncia
aminoacidica hipervariavel, (iii) possuirem padrao de glicosilagao distintos (diferentes
carboidratos em varias conformagdes e arranjos e (iv) serem diferencialmente
expressas conforme a forma do parasito, tornando a superficie de T. cruzi um mosaico
complexo.

Além das mucinas, ha na superficie de T. cruzi as TcTS, MASP e diversas
outras proteinas ancoradas a GPI e transmembrana. Para operacionalizar tamanha
diversidade de moléculas de superficie, as TcTS e mucinas ndo estao dispersas
aleatoriamente pela membrana. Recentemente, Lantos et al. (2016) verificaram que
as glicoproteinas envolvidas na adesao e invasao do parasito estdo dispostas em
microdominios formados por balsas lipidicas (LANTOS et al., 2016; NOBLE et al.,
2014). As balsas lipidicas sdo um dos tipos de estruturas utilizadas para a
compartimentalizacdo da membrana plasmatica. Composta por diferentes
quantidades de esterdis, como o ergosterol, as balsas lipidicas sdo regides da
membrana plasmatica onde a bicamada lipidica € mais espessa e rigida. As diferentes
espessuras e composicoes lipidicas determinam quais os tipos de GPI sdo agrupados
(como demonstrado na Figura 5B). Caso nao houvesse compartimentalizagao celular,
as reagoes bioquimicas levariam tanto tempo para ocorrer ao acaso, e praticamente
nenhum processo bioldgico aconteceria (DAVIES; RIEPER; TUSZYNSKI, 2013;
MARIN; MARTIN; SABATER, 2009). Dessa forma, a compartimentalizacdo em
organelas € importante para otimizagdo dos processos citolégicos.

Sabe-se também que diversos dos fatores de viruléncia de T. cruzi sao
dispersos no meio extracelular. As TcTS sao liberadas na forma de proteinas livres,

sendo a por¢cao SAPA importante para estabilizagdo e aumento da meia vida séria da
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enzima (BUSCAGLIA et al., 1999). Como a TcTS, outras glicoproteinas como gp90,
gp85, MASP e mucinas foram identificadas em vesiculas extracelulares. Dessa forma,
as glicoproteinas do parasito interagem organizadas em diferentes estruturas (Figura
6) (BAYER-SANTOS et al., 2013; GONCALVES et al., 1991; LANTOS et al., 2016;
NOGUEIRA et al., 2015; TORRECILHAS et al., 2020).

Figura 6 — Organizagéo de mucinas e trans-sialidases na superficie de Trypanosoma

cruzi.

T. cruzi
tripomastigota

= 150 nm de separagio entre dominios 100 nm
de mucinas e trans-sialidase
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Catalitico o BT 2 @ Acido Sialico
SAPA 7 ' © pGal
S0 A ‘ @ oGal
Ancora GP|— v r L
Mucina Glicanas
Trans-sialidase  Sializada  Gp85 MASP Proteinas genéticas genéricas

Fonte: Adaptado de Mucci et al. (2017)
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Com relagdo a fungdo mucinas como fatores de viruléncia, pode-se sumarizar

alguns dos papeis biolégicos dessas glicoproteinas, associadas ou ndo ao Sia, como:

a)

Mucinas sialiladas impedem a opsonizacao por anticorpos anti-a-galactosil.

Anticorpos anti-a-galactosil, presentes no soro de pacientes com Doenga de
Chagas sao capazes de desestabilizar a membrana do parasito induzindo a
lise em tripomastigotas de T. cruzi (independente de sistema complemento).
Contudo, a presencga de Sia interfere no reconhecimento destes anticorpos
devido a carga eletronegativa dessa glicana, conferindo protegdo ao
parasito (ALMEIDA et al., 1994; MORTARA et al., 1992; PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2000; TOMLINSON et al., 1994a).

Envolvimento de mucinas no processo de adesdo e invasdo celular. A

mucina ao ser recoberta por Sia, ndo é mais reconhecida por anti-a-
galactosil. Todavia, passa a ser reconhecida por outros anticorpos contra o
epitopo Ssp-3, que impedem a invasao celular. Dessa forma, observa-se a
direta associagao do Sia e a entrada na célula do hospedeiro. Além disto, ja
foi demonstrado que mucinas purificadas de tripomastigotas de T. cruzi se
ligam espontaneamente a membrana de cultura de células in vitro, e Sia é
um importante elemento na interagdo no hospedeiro mamifero
(SCHENKMAN; VANDEKERCKHOVE; SCHENKMAN, 1993;
SCHENKMAN et al., 1991; SCHENKMAN; DIAZ; NUSSENZWEIG, 1991b;
TOMLINSON et al., 1994b; YOSHIDA et al., 1989).

Acdo anti-proteases. As mucinas possuem um papel protetor contra as

proteases presentes no trato intestinal do inseto vetor, particularmente no
estagio de epimastigotas (ACOSTA-SERRANO et al., 2001; MORTARA et
al., 1992).

Sinalizac&do de Ca?" intracelular. Mucinas podem desencadear mobilizagao

de Ca?* na célula hospedeira, processo que esta associado aos estagios
iniciais da invasao do T. cruzi (DORTA et al., 1995; MORENO et al., 1994;
RUIZ et al., 1998).

Capacidade de inducao de resposta pré-inflamatoria. Foi descrita a indugao

da producéo de citocinas como interleucina-12 (IL-12) e fator de necrose
tumoral a (TNF-a) a partir da interacdo de mucinas (em especial a ancora
GPI) com receptores do tipo Toll-like 2 (TLR2) de macrofagos (ALMEIDA;
GAZZINELLI, 2001; CAMARGO et al., 1997).
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1.4.2 Sialidases e mucinas-like de Trypanosoma rangeli

As mucinas e sialidases sdo descritas em outras espécies além de T. cruzi.
Em T. brucei foi detectada a expressao de trans-sialidases ativas e de prociclinas, que
sao moléculas aceptoras de Sia em formas prociclicas do parasito, a qual possui
diversas repeticbes dos motivos proteicos Gly-Pro e Gly-Pro-Gly-Gly-Thr. As formas
tripomastigotas de T. brucei apresentam as VSG como principais glicoproteinas de
superficie que atuam de forma distinta das mucinas (HICKS et al., 2000; RODITI et
al., 1998).

Em Leishmania major e Leishmania mexicana, a proteofosfoglicana
proveniente de formas promastigotas apresenta diversas semelhangas quanto a
constituicdo de aminoacidos e glicanas com TcMUC. Com mais de 70% de sua massa
molecular constituida de carboidratos, seu cerne € composto principalmente de
residuos Ser, Pro e Ala e possui diversos residuos de Ser e Thr fosfoglicosilados
(HICKS et al., 2000; ILG et al., 1996).

Em T. carassii, parasito de peixes de ciclo inteiramente extracelular e
classificado na secgéo Salivaria, também foram descritas trans-sialidases ativas e
mucinas, sendo expressas em formas tripomastigotas. As mucinas de T. carassii sao
caracterizadas pela alta presenca de residuos de Thr, Gly, Ser, Ala, Val e Pro e
possuem, assim como as TcMUC a capacidade de receber Sia transferido por trans-
sialidases (AGUERO et al., 2002; LISCHKE et al., 2000).

Em T. rangeli foram descritas 120 cépias genes que codificam para uma
enzima sialidase (TrSA) com 70% de identidade a TcTS. Todavia, constatou-se a
completa auséncia de atividade trans-glicosidase, mas alta atividade de hidrolise do
Sia, superior a apresentada por T. cruzi e T. brucei, que possuem a dupla capacidade
catalitica. Dessa forma, T. rangeli é capaz de remover Sia ligado a a2-3-Gal, e com
menor eficiéncia a2-6-Gal, diferentemente de TcTS que reconhece apenas a2-3-Gal
(PONTES-DE-CARVALHO; TOMLINSON; NUSSENZWEIG, 1993).

Em relacdo a estrutura primaria, a maior diferenca em entre as enzimas
dessas espécies € a auséncia das repeticoes SAPA em TrSA. Entretanto, sabe-se
que ndo altera a capacidade enzimatica de TcTS (POLLEVICK et al., 1991).
Entretanto, com relagao a estrutura terciaria, a partir de analises por cristalografia foi
possivel identificar que o padrao de interagdo enzima-ligante é diferente entre TcTS e
TrSA. Dentre as divergéncias descritas, em TrSA nao ha a formagéo de ligagao de

hidrogénio entre os residuos Tyr342 - Glu?* na presenca do ligante, como ocorre em
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TcTS. Assim, apesar da conservagdo de importantes residuos como Tyr34?,
responsavel pela inatividade de TcTS(CREMONA et al., 1995), a alteragdo em outros
residuos interfere na atividade trans-glicosidase em T. rangeli. (AMAYA et al., 2003;
BUSCHIAZZO; CAMPETELLA; FRASCH, 1997). Ensaios alterando 5 aminoacidos
(Met%-Val, Ala®8-Pro, Ser'?-Tyr, Gly?**-Tyr e GIn?84-Pro) em TrSA foram capazes de
induzir atividade de transferéncia de Sia (PARIS et al., 2005).

Essa incapacidade das TrSA em realizar a transferéncia de Sia para a
membrana do parasito, tem sido estudada para a melhor compreensao da atividade
das trans-sialidases de outras espécies e também na busca de novos farmacos ou
vacinas visando a interrupgdo da atividade de TcTS (BUEREN-CALABUIG;
PIERDOMINICI-SOTTILE; ROITBERG, 2014; PARIS et al., 2005; PIERDOMINICI-
SOTTILE; PALMA; ROITBERG, 2014). Estudos da expresséao heterdloga de TcTS por
T. rangeli, observaram o aumento na interagdo in vitro, apesar de ser
significativamente inferior em relagdo a T. cruzi. Contudo, ndo foram observadas
modificagdes na sobrevivéncia ou aumento de infectividade in vivo. Esses resultados
indicam que a expresséo da TcTS por T. rangeli foi capaz de alterar o padréo de
interacao parasito-célula, levantando a hipdétese de que a participagdo de outras
moléculas é requerida nesse processo (GRANUCCI; STOCO, 2013; SCHLINDWEIN;
STOCO, 2014).

Com relacdo as mucinas-like em T. rangeli, Abate et al. (2005) descreveram
a auséncia de mucinas nessa espeécie utilizando uma sequéncia completa de mucina
de T. cruzi na busca por sequéncias ortélogas. Entretanto, Wagner et al. (2013)
detectaram no estudo do proteoma de superficie de T. rangeli, a expressao de uma
glicoproteina de 33 kDa similar a TcMUC em formas tripomastigotas, comprovando a
presenga e a expressdao de mucinas em T. rangeli. Apesar da comprovagao da
existéncia de mucinas em T. rangeli por estudos protedmicos (WAGNER et al., 2013)
e gendmicos de T. rangeli (STOCO et al., 2014b), nao ha nenhuma informagao quando

a estrutura e fungcéo dessas moléculas no ciclo biolégico de T. rangeli.
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2 PREFACIO

A compreensdo da biologia de T. rangeli € um curioso quebra-cabegas.
Diferentes grupos de pesquisa buscaram elucidar o ciclo de vida do parasito ao longo
dos mais de 100 anos da descrigdo da espécie, de acordo com suas expertises, tais
como: analise filogenética, gendmica, protedmica, interagdo parasito-hospedeiro
mamifero e invertebrado, gendmica reversa, dentre outras. E assim, constrdi-se o
conhecimento acerca desse parasito. Contudo, ainda permanecem em aberto
questdes importantes como a infectividade para mamiferos.

O fato de T. rangeli ser nao-patogénico a mamiferos, mas filogeneticamente
proximo a diversos tripanosomatideos causadores de sérias doencas, elenca o T.
rangeli como uma ferramenta de potencial biotecnoldgico para produgéo de antigenos,
modelo de modificacao de fatores de viruléncia e até mesmo veiculo vacinal (BASSO;
MARINI, 2015; BASSO; MORETTI; FRETES, 2014; GUPTA et al., 2019; JERS et al.,
2014; Ll et al., 2015; WHEELER; TYLER, 2011). Entretanto, sem a compreensao da
infeccdo de T. rangeli em mamiferos, a utilizagdo da espécie permanecera estagnada
por questdes de seguranca do processo de desenvolvimento e produgdo de um
produto biotecnolégico. Dessa forma, esta tese se propds a contribuir com a
elucidacao do ciclo de vida de T. rangeli em hospedeiros mamiferos através de duas
abordagens distintas, porém complementares.

No capitulo |, sera descrita a abordagem de bioimagem in vivo e ex vivo na
qual desenvolvemos um plasmideo especifico para a espécie, que expresse um
reporter duplo visando estudar o curso de infecgcdo em camundongos e a identificagao
do protozoario nos tecidos do hospedeiro. Desse modo, indica-se com precisao 0s
sitios de maior concentragdo do parasito, guiando os estudos subsequentes desta
tese e futuras aplicagbes para elucidacao do ciclo de vida do parasito. Parte da
execucgao experimental do capitulo | foi realizada durante o estagio do Programa
Doutorado Sanduiche no Exterior (PDSE/CAPES - Edital 47/2017) na instituicdo
London School of Hygiene & Tropical Medicine (LSHTM) sob supervisao do Professor
John Kelly, com continuidade do trabalho no laboratério de Protozoologia - UFSC.

No capitulo I, aborda-se a fung¢ao biolégica das mucinas de T. rangeli. Visto
que essas glicoproteinas exercem uma fungao essencial na promogao da infectividade
em T. cruzi, sugere-se que as mucinas também exercem um importante papel nas

interagdes do T. rangeli com seus hospedeiros, independente da atividade de trans-
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sialidases. Assim, foi realizada a caracterizagdo da influéncia da expressao de
mucinas homaologas e heterdlogas proveniente de T. cruzi por T. rangeli na interagao
parasito-hospedeiro, indicando a influéncia dessas glicoproteinas com elementos do
sistema imune relacionados a eliminacédo do parasito, com suporte do conhecimento

obtido e relatado no capitulo I.



CAPIiTULO |

Avaliacao do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli em

mamiferos

49
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3 OBJETIVOS |

Avaliar a infecgdo por T. rangeli através da expressao de sistema dual-reporter

bioluminescente e fluorescente em modelo murino.

Objetivos especificos:

VL.

Selecionar sequéncias do loci rRNA de T. rangeli para integracéo
gendmica por recombinagao homaologa;

Modificar o vetor pTRIX2 Luc::Neon por substituicdo das sequéncias de
rRNA de T. rangeli;

Analisar a eficiéncia de transfecgdo, homogeneidade da populagéo
transfectada e estabilidade da expressdao dos genes luciferase e
mNeonGreen;

Verificar a manutengdo das caracteristicas biologicas de T. rangeli
expressando Luc::Neon;

Avaliar a dindmica in vivo de infeccdo de T. rangeli em camundongos
BALC/c

Determinar a ocorréncia de tropismo tissular de T. rangeli em mamiferos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 CULTIVO DA FORMA EPIMASTIGOTA

As formas epimastigotas das cepas Choachi (SCHOTTELIUS, 1987) e SC58
(STEINDEL et al., 1991) de T. rangeli e da cepa Y de T. cruzi foram cultivadas em
meio Liver Infusion Tryptose (LIT) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB)
(Thermo Fisher Scientific) (ou 20% de SFB no caso da cepa SC58) com 10 U/ml de
penicilina, 10 ug/ml de estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) e mantidas a 27,5°C
através de passagens a cada 4 dias.

Devido ao perfil de clonalidade inerente a essas espécies, todas as cepas
selvagens e transfectadas utilizadas neste estudo foram constantemente submetidas
a passagem ciclica em triatomineos e camundongos. Para linhagens transfectadas,
ap6s a confirmacao de integracdo, os cultivos foram mantidos sem antibiético de
selegao por periodo ndo superior a 15 dias, quando elevadas concentragbes da droga
foram adicionadas ao meio de cultivo, ndo gerando alteragbes nas taxas de
crescimento.

Todas as linhagens utilizadas e geradas no presente estudo foram
criopreservadas no Laboratério de Protozoologia (MIP/CCB/UFSC), que esta incluido
no Certificado de Qualidade em Biosseguranga da UFSC (N°101/99 CTNBio), sendo
o laboratério habilitado para manuseio e geragdo de organismos geneticamente

modificados.

4.2 EXTRAGCAO DE DNA

Para extracdo de DNA genémico, formas epimastigotas em fase exponencial
de crescimento foram coletadas, lavadas trés vezes com tampao fosfato salino (PBS
- do inglés Phosphate-buffered Saline) pH 7,4 por centrifugagdo a 1.270 x g por 10
min a temperatura ambiente (TA). Apds, foi adicionado aos parasitos 500 ul de tampao
de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8,0; 1% Dodecil Sulfato
de Sdédio - SDS) e 0,1 pg/ul de proteinase K (Sigma-Aldrich) por 16 horas a 37°C. O
DNA foi extraido pelo método de fenol/cloroférmio (GREEN; SAMBROOK, 2012) e
tratado com 200 pg/ml RNAse A (Sigma-Aldrich) por 1 h a 37°C. A pureza e a

integridade do DNA foram avaliadas por espectrometria no equipamento
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BioPhotometer (Eppendorf) por absorbancia 260/280 nm e por eletroforese em gel de
agarose 1% corados por 1 ug/ml brometo de etideo, sendo o DNA extraido

armazenado a - 20°C.

4.3 ADAPTAGCAO DO VETOR pTRIX2-LUC::NEON-HYG

4.3.1 Busca de sequéncias do locus rRNA de Trypanosoma rangeli

As sequéncias de T. rangeli foram obtidas do banco de dados do Laborat6rio
de Protozoologia e do Laboratério de Bioinformatica da UFSC, cuja montagem do
genoma é baseada na concatenacgado dos dados da publicagéo original (Stoco et al.
2014) com os dados gerados na plataforma PacBio (Pacific Biosciences), em
colaboracdo com o Laboratério do Dr. Bjorn Andersson do Karolinska Institutet,
Suécia.

Para a busca do locus de rRNA foi utilizada da sequéncia KJ742907
depositada no banco de dados Genbank como referéncia do gene 18S de T. rangeli
(STOCO et al., 2014b). A sequéncia completa do plasmideo pTRIX2 Luc::Neon-Hyg
foi gentilmente cedida por Costa et al. (2018) e utilizada como referéncia de sequéncia
do promotor de rRNA de T. cruzi para busca e analise por similaridade.

Para o alinhamento local foi utilizado o pacote de ferramentas Basic Local
Alignment Search Tool (BLAST) (NCBI) (ALTSCHUL et al., 1990) e para os
alinhamentos multiplos globais, o plataforma Clustal Omega do European
Bioinformatics Institute (EBI) (SIEVERS; HIGGINS, 2014).

4.3.2 Desenhos de iniciadores e clonagens in silico

A partir da analise do locus rRNA, foram selecionadas trés sequéncias
pertencentes a regido nao traduzida a montante do gene 18S para clonagem no vetor
pTRIX2 Luc::Neon-Hyg. As diferentes combina¢des de clonagem dessas regides
deram origem aos vetores pTRIXrang, pTRIXrang2, pTRIXrang3 e posteriormente
pTRIXrang4. Assim, para cada regidao foram desenhados iniciadores para as Reagdes
em Cadeia da Polimerase (PCR — do inglés Polymerase Chain Reaction) visando a
amplificagdo dos fragmentos desejados com a adicdo de sitios para enzimas de
restricdo nas extremidades dos amplicons. As sequéncias dos iniciadores estao

disponiveis na Tabela 2.
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Nome do iniciador Sequéncia Enzm.|a~de Amplicon Clonado em
Restrigao
rDNArangeli F 5 — ATTGAGAGCTAGCGTGTGTCATTATCACCGCTC Nhel
] 1254 pb pTRIXrang
rDNArangeli R 5 — ACGAGAGGCGCGCCGATGATCTTTTTTGTTGGTTTCG Ascl
Promoter rangeli F 5 — ACTGTCGAGCTCGCTTTCTCTTGCGGGACTG Sacl
. 837 pb pTRIXrang2
Promoter rangeli R 5 — GACATTGGATCCCCGCACCACACCAGCC BamHI
o Tr rDNAF2 5 — ATTGAGAGCTAGCCTGCTGTGTGTTGTTGTTGTTG Sacl
L - , 696 pb pTRIXrang3
o Tr_rDNA R2 5 — GGCGCGCCTGTATGTGCGTGCGCTTGGTG BamHI
£ Tr_Intergenic Il F 5 — ATCCATGCTAGCGTCAACTACCAACAACCGATAATG Nhel 376 ob TRIX 4
ran
Tr_Intergenic Il R 5 — CTTGCTGGCGCGCCTTCTGAGGCATGCATGGCTAAG Ascl P P g
Tr_PromF_B 5 — TGCAATGAGCTCCGTGTGTCATTATCACCGCTC Sacl 561 pb*
Tr PromR 5 — ACTTAGGGATCCGCAGTCCTCTCTCTTTTCAC BamHI P pTRIXrang4
Tr PromF A 5 — TGCAATGAGCTCAAAAAATGGCTGGTGTGGTGC Sacl 1017 pb*
Hygro F_PROTO 5 — GAATCCATGAAAAAGCCTGAACTCACC 1026 bb gene
Hygro R_PROTO 5 — ACTAGTCTATTCCTTTGCCCTCGGAC P Higromicina

vetor

Hygro 500 Fw
M13 R

5 — ACGACACCGTCAGTGCGTCC
5 — TCACACAGGAAACAGCTATGAC

diferentes combinacgdes

auxiliares

RESh F 5 — ATTTAAATATGGAGGACGCCAAGAACATC

3’'gapdh R 5 - AGGTTGTTCTGCAGCGTTG

Tr_18S probe F 5 — GCATGGCTCATTACATCAGAC 594 pb DJET
Tr_18S probe R 5 — ACGAACCCTTTAACAGCAACAG

pJET 1.2 Foward 5 — CGACTCACTATAGGGAGAGCGGC D 0JET

pJET 1.2 Reverse

5 — AAGAACATCGATTTTCCATGGCAG

S35
S36
KP1L

5 — AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA
5 — GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT
5 — ATACAACACTCTCTATATCAGG

VALLEJO; GUHL; SCHAUB,

2009)

ID: Inserto dependente; * produto formado com o iniciador Tr_Prom R. Sitios de restricdo em negrito e itdlico na sequéncia do iniciador.

Fonte: Autora.
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Para avaliagdo de presenga e auséncia de sitios de restricao, foi utilizada a
ferramenta NEBcutter V2.0 (VINCZE; POSFAI; ROBERTS, 2003). O desenho dos
iniciadores foi realizado com auxilio dos programas Primer Select (DNAStar) e
FastPCR (Primerdigital) (KALENDAR et al., 2017). A sintese dos iniciadores realizada
pela empresa Integrated DNA Technologies (IDT). Através da plataforma online
Benchling® (Benchling) foram realizadas as andlises do perfil restricdo e clonagens
virtuais, bem como a edicdo dos mapas plasmidiais. Para a confecc¢ao final dos mapas

foi utilizado o programa Snapgene Viewer® (GSL Biotech).

4.3.3 Amplificagao das sequéncias génicas

A amplificagdo dos insertos foi realizada por PCR contendo 50 ou 100 ng de
DNA gendmico da cepa SC58 de T. rangeli, 10 pmol de cada iniciador e mix do kit da
enzima Taq DNA polimerase Phusion Flash High-Fidelity® (Thermo Fisher Scientific)
conforme especificacdo do fabricante. As PCR foram realizadas em termociclador
Veriti® (Applied Biosystems) com a seguinte programagdo: uma etapa de
desnaturacdo do DNA a 98°C por 30 s; seguida de 35 ciclos de desnaturacao (98°C
por 10 s), ligacao de iniciadores (58-62°C por 20 s) e extensao (72°C por 40 s), e
etapa unica de extensao a 72°C por 5 min.

Os produtos de PCR foram resolvidos em géis de agarose (1 a 1,5% de
concentragéo), corados por brometo de etidio (1 ug/ml), visualizados sob fonte luz
ultravioleta e fotografados digitalmente no equipamento ChemiDoc (Bio-Rad). Para as
clonagens, os produtos de interesse foram excisados do gel de agarose e purificados
utilizando o kit QIAquick® Purification (Qiagen) de acordo com as especificagdes do

fabricante.

4.3.4 Clonagens

Foi utilizado o vetor pJET (Thermo Fisher Scientific) para as clonagens dos
produtos de PCR, a saber: O volume de 1 pl do produto da PCR foi ligado a 50 ng do
plasmideo pJET na presenca da enzima T4 DNA ligase e tampao de ligagao
(Promega), por 30 min a TA. Os produtos de ligagao foram utilizados na transformacgao
da bactéria Escherichia coli DH5a calcio-competente que foram plaqueadas em meio
Luria Bertani (LB) contendo 250 pg/ml de ampicilina e mantidas por 18 h a 37°C. As
colbnias transformantes foram selecionadas de acordo com presenca do inserto de

massa molecular esperado, verificado por PCR utilizando os iniciadores pJET1.2 F e
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pJET1.2 R que se ligam na regiao flanqueadora do sitio multiplo de clonagem. Os
clones positivos foram selecionados para extragcdo de DNA plasmidial com kit QIAprep
Spin Miniprep Kit (Qiagen). Os plasmideos gerados foram sequenciados pelo método
de Sanger para confirmacéo da sequéncia da DNA. A analise do sequenciamento foi
realizada pela ferramenta de alinhamento de sequéncias da plataforma Benchling,
utilizando a sequéncia tedrica obtida da clonagem in silico contra o eletroferograma
obtido do sequenciamento (utilizando o algoritmo MAFFT e configuragdo padréo da
plataforma) (KATOH; STANDLEY, 2013).

Para subclonagem, aproximadamente 15 pg de DNA plasmidial foram
clivados com 20 U enzima de restricdo correspondente aos sitios de restricao
introduzidos nas sequéncias dos insertos conforme descrito na Tabela 2. Da mesma
forma, foram removidas as sequéncias de rRNA de T. cruzi presentes do plasmideo
pTRIX2-Luc::Neon-Hyg. Apos a digestdo completa dos vetores, os produtos das
restricdes foram submetidos a eletroforese em gel de agarose 1% para exciséo e
purificagdo dos fragmentos de interesse utilizando o kit QIAquick® Purification
(Qiagen). Os fragmentos purificados foram ligados nos vetores de expressao com
enzima T4 DNA ligase utilizando a proporgao inserto:vetor de 3:1 em 20 ul de reacgao,
por 30 min a TA. As reacbes de ligacao foram integralmente utilizadas na
transformacao de E. coli DH5a calcio-competentes e as coldnias resultantes foram
triadas por PCR, diretamente das col6nias, utilizando os iniciadores do inserto de
interesse (Tabela 2). As colbnias que apresentaram plasmideos recombinantes

tiveram seu DNA plasmidial extraido e novamente verificado por sequenciamento.

4.4 DETERMINAGAO DE ICs0 DO ANTIBIOTICO DE SELECAO

Em placa de 96 pocos, foi realizada diluigado seriada (fator de diluicao 2) de
Higromicina B (Hyg — do inglés hygromicin) (Thermo Fisher Scientific), considerando
a concentragao inicial de 8 mg/ml (15,18 mM) em meio LIT 10% SFB. De cada
linhagem testada, foi coletada a quantidade de cultivo de epimastigota referente a
1,5x108 parasitos por pogo do ensaio. Os cultivos foram lavados duas vezes por
centrifugacédo em PBS pH 7,4 a 1.270 x g por 10 min, suspendidos em meio LIT com
10% SFB e distribuidos na placa contendo antibiético para (volume final de 200 pl).
Controle positivo: parasitos nao tratados com Hyg. Controle negativo: pogos sem

parasito (controle de ndo contaminacao). O ensaio foi incubado a 27,5 °C por 72 h.
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Apos, foi adicionado 20 ul da solugao 250 pg/ml Alamar Blue sob condigbes estéreis
e incubado a 37 °C por 4 h. A leitura de fluorescéncia foi realizada na multileitora de
placas TECAN (excitagdo 530 nm / emissao 590 nm) (LAMEB/UFSC). Com aquisi¢cao
dos dados com ganho 6timo e ganho fixo (obtido de experimentos anteriores para
comparacgao de replicata biolégica).

A andlise dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 8.4.0.
Utilizando os paréametros concentracdo em Log[uM]; normalizagdo dos dados em
funcdo de atividade da droga. Na qual, o maior valor de fluorescéncia obtido do
controle positivo corresponde a 0% de atividade de Hyg e menor fluorescéncia obtida
da maior concentracao de droga corresponde a 100% de atividade; Regressédo nao
linear (log(inhibitor) vs. normalized response -- Variable slope). Para calculo de 1Cgo,
foi utilizada a ferramenta on line Quick Calcs GraphPad Prism
(https://www.graphpad.com/ quickcalcs/chemMenu/) (SEBAUGH, 2011). Os ensaios

foram realizados em triplicata técnica e duplicata bioldgica.

4.5 TRANSFECCAO

Para o procedimento de insercdo do DNA recombinante nos parasitos, 10 ug
do plasmideo pTRIXrang (e suas versdes) foram digeridos com 20 a 40 U das enzimas
de restricdo Sacl e Ascl (NEB — do inglés New England Biolabs) para remogcao da
maquinaria de replicacdo plasmidial. Apds a completa digestdo, os produtos das
restricdes foram submetidos a eletroforese e a banda correspondente as sequéncias
compreendidas entre os bragos de homologia de rRNA de T. rangeli (5,8 kb) foram
excisadas e purificadas com kit QIAquick® Purification (Qiagen). O produto purificado
foi quantificado no espectrofotometro Picodrop (Picodrop) no comprimento de onda
de 260 e 280 nm. O volume e quantidade de DNA foram ajustados para a obtencéo 3
a 5 ug de DNA em 20 pl de agua ultrapura e incubados a 72°C por 20 min (valores
correspondentes para uma transfecgao).

Entre 20 a 24 h antes da transfecgéo, cerca de 1x10% epimastigotas de T.
rangeli, provenientes de cultivo em meio LIT, foram tratadas de 20 mM de hidroxiuréia
(HU) para sincronizagao do ciclo celular dos parasitos (OLMO et al., 2018). Apds a
sincronizagao, os parasitos foram lavados duas vezes em PBS pH 7,4 por
centrifugacéo a 1.270 x g por 10 min e suspendidos brevemente em 190 pl de tampéo
Tb-BSF (90 mM Naz2HPO4 pH 7,3; 5 mM KCI; 50 mM Hepes 7,3; 150 yM CaClz)


https://www.graphpad.com/%20quickcalcs/chemMenu/
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juntamente com o plasmideo linearizado, e entdo, transferidos para cubetas de
eletroporagao de 0,2 cm (Bio-Rad). A mistura foi submetida a eletroporagdo em pulso
Unico utilizando o programa X-014 do equipamento Nucleofector® Il (Lonza) (OLMO
et al., 2018; PACHECO-LUGO et al., 2017). Apos a transfecgéo, os parasitos foram
adicionados em 3 ml de meio NNN (Neal, Novy e Nicolle)+LIT com 20% SBF e
incubados a 27,5°C. Apos 24 h, foi realizada diluigdo seriada dos parasitos
transfectados em placa de 24 pocos, utilizando 500 ul de parasitos por linha da placa
(=1x107) contendo 20% SFB e 50% de meio NNN+LIT condicionado (meio
previamente utilizado no cultivo de parasitos) (ARCHER, 2009). Quatro concentragbes
do antibiotico de selegao Hyg foram escolhidas de acordo com o valor de ICso da droga
para cada cepa. As placas de diluicdo formam seladas com fita microporosa e
incubadas a 27,5°C em estufa umida. Semanalmente, as placas foram observadas a
olho nu quanto a turbidez e ao microscoépio para avaliagcado da morfologia, mobilidade
e expressao de Neon pelos parasitos.

Os parasitos transfectados, mas nao utilizados na diluicdo seriada (1 ml
remanescente) foram mantidos em meio NNN+LIT com 50 pg/ml por duas semanas.
Apods, a concentragcdo de Hyg foi abruptamente elevada para 1 mg/ml para cepa
Choachi e 2 mg/ml para SC58 (backup).

4.6 AVALIACAO DE EXPRESSAO DE LUC::NEON

4.6.1 Fluorescéncia direta
Ao longo do periodo de selegao, os parasitos transfectados foram visualizados
semanalmente em microscopio de fluorescéncia (Olympus Bx40-FL e IX83 —
LAMEB/UFSC) quanto a expressdo de Neon (excitagdo 506 nm / emisséo 517 nm)
(SHANER et al., 2013). As fotomicrografias foram registradas com camera digital
através do programa CellSens Dimension 1.12 (Olympus) e as analises realizadas no
programa ImagedJ (NIH).

4.6.2 Citometria de fluxo
Para a determinagao da porcentagem da populacao de parasitos expressando
a proteina fluorescente, foram realizados ensaios de citometria de fluxo utilizando o
equipamento FACS Canto Il (BD Bioscience) (LAMEB/UFSC). Para esta analise, 100

Ml do cultivo de epimastigotas foram adicionados a 1 ml de PBS pH 7,4 filtrado e
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acondicionados em tubos acrilicos proprios para utilizagdo no equipamento descrito.
Para cada amostra, foram adquiridos no minimo 20.000 eventos com laser de argénio
(488 nm) e filtros de emiss&o FITC (515-545 nm) e PerCP (670-735 nm).

A analise dos dados foi realizada no programa FlowJo X 10.0.7r2 (Tree Star).
E os dados graficos estdo demonstrados na forma de histograma de numero de
células (normalizado pelo eixo Y) pela intensidade de fluorescéncia FITC-A. O valor

de intensidade de fluorescéncia foi obtido da mediana de FITC-A.

4.6.3 Avaliagao de atividade de luciferase in vitro

4.6.3.1 Ensaio com formas epimastigotas

Para ensaios in vitro de atividade de luciferase, foi utilizado o kit Dual-
Luciferase Reporter Assay System (Promega), gentiimente cedido por Prof. Dr. Daniel
Mansur, com modificagdes, a saber: A quantidade equivalente a 2x10° parasitos de
cada linhagem foram coletadas e centrifugadas a 1.270 x g por 10 min. Os
epimastigotas foram lavados em PBS pH 7,4 e ap6s a centrifugagéo, o PBS foi retirado
por pipetagem para completa remogdo do tampdo. Os parasitos foram
homogeneizados em 20 pl do reagente diluido Passive Lysis Buffer e incubados por
15 min a TA. Durante a incubacéo, 50 pl o reagente Luciferase Assay Reagent Il (LAR
II) foram distribuidos nos pogos de ensaio, executado em triplicata, em placa branca
de 96 cavidades. Apds a incubacédo, 10 pl do lisado foram adicionados aos pocgos do
ensaio e imediatamente a luminescéncia foi quantificada na multileitora de placas
TECAN (LAMEB/UFSC). Os dados de luminescéncia total foram registrados, assim
como os dados de fluorescéncia obtidos com os filtros Green1 (510 a 580 nm) e
Magenta (400 a 450 e 600 a 650 nm) para certificagdo do comprimento de onda
esperado para Red-Shifted Photinus pyralis luciferase (PpyRE9h)que possui pico de
emissao em 617 nm (MCLATCHIE et al., 2013).

4.6.3.2 Ensaio com formas tripomastigotas sanguineas

Para quantificacdo dos parasitos circulantes na corrente sanguinea de
camundongos experimentalmente infectados, foram coletados diariamente 5 ul de
sangue proveniente de corte da ponta da cauda, e homogeneizados em 20 ul de
Passive Lysis Buffer. A mistura foi incubada por 15 min a TA e armazenada a —20° C
até ultimo dia do experimento. Ao final, todas as amostras coletadas foram analisadas

em duplicata técnica de quatro camundongos infectados, seguindo o protocolo
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descrito no tépico anterior. Como controle, foi utilizada amostra de sangue de

camundongo nao infectado.

4.7 AVALIACAO DE INTEGRAGAO GENOMICA

471 PCR

Para verificagdo da insergao do cassete de expressdo pTRIXrang no genoma
dos parasitos, foi realizada PCR com a Tag DNA polimerase GoTaq Master Mix
(Promega). Foram adicionados a reagao 100 ng de DNA gendmico e 10 pmol dos
iniciadores Hygro F_PROTO e 18S probe R. A reacdo da PCR foi realizada no
termociclador Veriti® (Applied Biosystems) com programa: desnaturagdo do DNA a
95°C por 5 min; seguido de 35 ciclos para desnaturagao (94°C por 60 s), ligagdo dos
iniciadores (58°C por 30 s) e extensao (72°C por 3 min), e extensao final a 72°C por
10 min. A analise dos produtos amplificados foi realizada por eletroforese em gel de

agarose, conforme descrito no topico 4.3.3.

4.7.2 Southern Blot

A conferéncia da inser¢gao do cassete no genoma de T. rangeli, foi também
realizada através de hibridizacao de DNA marcado com peroxidase, conforme descrito
por Southern (1975), com modifica¢des. Para tal, foi extraido 80 ug de DNA gendémico
de cada linhagem transfectada e suas respectivas cepas parentais, como descrito no
item 4.2. O DNA foi digerido com 60 U de enzima de restricao BamHI| a 37°C por 18
h. O produto de digestao foi submetido a separacgao eletroforética em gel de agarose
0,8% em tampao TBE (890 mM Tris, 890 mM Acido Bérico, 20 mM EDTA) e submetido
a corrente de 20 V por aproximadamente 6 h, juntamente com marcador de massa
molecular 1 kb Ladder (NEB). Apds, o gel foi corado com brometo de etidio e
fotografado ao lado de régua fluorescente como padrao de escala. Na sequéncia, o
gel foi imerso em uma solugéo de 250 mM HCI (solugéo de depurinagao) por 12 min;
lavado em agua ultrapura por =2 min e em seguida adicionada a solugao contendo 1,5
M NaCl, 0,5 M NaOH (solugao de desnaturagao) por 25 min. Apés, o gel foi lavado em
agua ultrapura e adicionada solugédo com 1,5 M NacCl, 0,5 M Tris pH 7,5 (solugao de
neutralizagéo) por 30 min. Todas as etapas de incubagao do gel foram realizadas sob

agitacao leve. O DNA clivado foi transferido para membrana de Nylon (Sigma-Aldrich)
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por capilaridade promovida por diferenga de concentragado da solugdo SSC 20x (3M
NaCl, 300mM NaszCesHs07 pH 7) por 18 h (SOUTHERN, 1975).

Para obtenc&o das sondas, foi utilizado o produto da amplificagdo gerado
pelos iniciadores 18S probe F e 18S probe R com o plasmideo 18Sprobe pJET como
DNA molde, gerando a sonda “18S”. Para produg¢ao da sonda “Hyg”, os iniciadores
Hyg 500 Fw e Hyg PROTO R e o plasmideo pTRIXrang4 foram empregados como
iniciadores e DNA molde, respectivamente. Apds a amplificacdo dos produtos, foi
executado o protocolo preconizado pelo fabricante do kit ECL Gold Hybridization
Buffer (GE Healthcare) para a marcagao das sondas com enzima peroxidase.

Ap0s a transferéncia, o DNA foi fixado a membrana no equipamento UV Cross
Linker (GE Healthcare) com configuragéo de luz ultravioleta de 1200 J. A seguir, a
membrana foi hibridizada com 250 ng de cada sonda marcada. Para detecc¢ao do sinal
luminescente foi utilizado filme radiografico exposto a membrana por 2 h e revelado
no processador de filme radiografico SRX-101A (Konica Minolta Medical & Graphic,
INC — China).

4.8 CURVA DE CRESCIMENTO

Para avaliacao das taxas de replicacado, formas epimastigotas das linhagens
transfectadas e parentais foram cultivadas por meio NNN+LIT por no minimo 7 dias.
Desse cultivo, foram coletados 2x10° parasitos/ml e transferidos a tubos conicos de
centrifugagcéo de 15 ml contendo meio LIT com 10% SFB (ou 20% de SFB no caso da
cepa SC58), ajustando o volume final para 4 ml. Diariamente, foram coletadas
aliquotas de até 20 pl de cada cultivo e realizada dilui¢des (1:20, 1:50 ou 1:100).
Através de contagem em camara de Neubauer foi determinada a concentracdo dos
parasitos cultivados. O experimento foi realizado em ftriplicata e os resultados foram
analisados no programa GraphPad Prism 8.4.0. para analise estatistica e confeccao

dos gréficos.
4.9 INFECCAO INTRACELOMICA
Foram utilizados os triatomineos provenientes do insetario do Laboratério de

Protozoologia/lUFSC, mantidos a temperatura de 26°C, umidade relativa de 65% e

alimentados quinzenalmente com camundongos Swiss (Biotério Central/UFSC)
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sedados com cetamina e xilazina (15 mg/kg + 150 mg/kg), acordo com protocolos
aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA/UFSC) (Protocolo
9923170516).

A infecgao intraceldémica foi realizada com epimastigotas das cepas Choachi
pTRIXrang e Choachi selvagem cultivas em meio LIT, lavadas trés vezes em PBS e
homogeneizados em meio LIT com 10% SFB. O volume de cultivo foi ajustado para
obtencgao de 15x108 parasitos/ml. Essa solugéo foi inoculada em 30 ninfas de 4° a 5°
estagio de R. prolixus, por grupo experimental, através injegdes de aproximadamente
10 ul com seringa BD ultra fine Il (calibre G31) entre a divisdo dos esternitos, junto ao
conexivo mais proximo da coxa posterior (JURBERG et al., 2014). Ap6s 8 semanas
da infecgéo, a hemolinfa e glandulas salivares foram observadas quanto a morfologia,
motilidade e fluorescéncia dos parasitos. Para aquisicdo de imagens, a hemolinfa e
glandulas salivares foram dispostas em placa de 24 pogos, mantidas umidas com PBS
e fotografadas no microscopio investido Olympus IX83 através do programa CellSens

Dimension 1.12 (Olympus).

4.10 DIFERENCIACAO IN VITRO DE Trypanosoma rangeli

Para obtencao in vitro de formas tripomastigotas de T. rangeli, foi seguido o
protocolo de Koerich et al. (2002), com modificagdes. Um total de 1,2x108 formas
epimastigotas em fase exponencial de crescimento foram lavados duas vezes em PBS
pH 7,4 por centrifugacao a 1.270 x g por 10 min a TA. Posteriormente, os parasitos
foram cultivados em meio Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM) pH 8,0; 5%
SFB e 6 mM de L-glutamina (Thermo Fisher Scientific) por 8 dias a 27,5°C em garrafas
de cultura de 25 cm?. Transcorrido o periodo de incubacao, os parasitos foram corados
com Giemsa (Merck) e visualizados em microscépio Optico para determinacao da
porcentagem de parasitos diferenciados em tripomastigotas (KOERICH et al., 2002).
Dessa forma, foram considerados aptos para os experimentos taxas de diferenciacéo
superiores a 85% para cepa Choachi e 70% para cepa SC58.

Para registro da fluorescéncia direta, os parasitos foram lavados em PBS e
colocados sobre laminulas circulares de 13 mm, dispostas em placas de 24 pogos.
Apods 20 min, os parasitos foram fixados com 2% de paraformaldeido em PBS, sendo
0s pocos lavados apds 20 min com 500 pl de PBS. Na sequéncia, os parasitos foram

corados com 50 pl de DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) a 1 ug/ml por 5 min, sendo as



62

laminulas lavadas brevemente em PBS e agua ultrapura e dispostas sobre laminas

com meio de montagem Hydromount (National Diagnostics).

4.11 INFECCAO EXPERIMENTAL EM CAMUNDONGO

Foram utilizados camundongos da linhagem BALB/c, entre 4 a 9 semanas de
idade, provenientes do Biotério Setorial do MIP, onde os animais foram mantidos em
caixas de contencdo ventiladas, com acesso a agua e alimento ad libitum. Os
experimentos seguiram os protocolos aprovadas pela CEUA-UFSC (Protocolo de
autorizacao 9923170516).

Para as infecgdes em camundongo, foram utilizados tripomastigotas diferenciados
in vitro, como descrito no tdpico anterior. A quantidade referente a 1x107
tripomastigotas/animal foi centrifugada e homogeneizada em PBS. A infecg¢ao foi
realizada por injecao intraperitoneal (i.p.) de 200 ul da suspensao de parasitos no

quadrante inferior esquerdo.

4.11.1 Observacgao direta de parasitos no sangue (Método Pizzi-Brener)

A parasitemia dos camundongos infectados foi avaliada diariamente por
exame a fresco do sangue a partir das 6 h da infeccdo. Para isso, os camundongos
foram alocados em caixa de contengdo com a cauda exposta para o manipulador. Por
secgdo da ponta da cauda, foi coletado 5 uyl de sangue e aplicado em lamina.
Imediatamente, foi disposta uma laminula 22 x 22 mm sobre o sangue, deixando
espalhar naturalmente a amostra.

Em microscopio, sob objetiva de 40x, foram contatos os parasitos presentes
em 50 campos uniformemente distribuidos pela laminula. As contagens foram
realizadas em todos os animais de cada grupo diariamente até que a parasitemia nao
fosse mais detectavel por trés dias seguidos.

Para o calculo do numero de parasitos por mililitro, foi utilizada a féormula
descrita por Castro et al. (2000), sendo utilizado o fator de corregdo 51,33x10* para
todas as contagens deste trabalho, com base nos parametros: area do campo 40x =
0,18857 mm; area da laminula = 484 mm, fator de corre¢ao volume por ml =200 e n’

= média de parasitos em 50 campos.

Area da laminula
n' =n'.|— .200 = n’.51,33x10* = n parasitos/ml
Area do campo
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A analise dos dados foi realizada no programa GraphPad Prism 8.4.0 e os
resultados expressos na forma de média e erro padréo.

4.11.2 Bioimagem in vivo e ex vivo

Nos pontos experimentais determinados para a analise in vivo, foi
administrado 150 mg/kg d-luciferina (Thermo Fisher Scientific) por via i.p. Apds 2 min,
os animais foram anestesiados com Cetamina (100 mg/kg) e Xilasina (10 mg/kg) por
via i.p. Apos aproximadamente 10 min, os animais foram posicionados no interior no
equipamento /VIS Lumina Il (Perkin Elmer) e as imagens capturadas e analisadas pelo
programa Living Image 3.1 (CBiot/lUFRGS). Configuragbes de aquisigao: Controles
nao tratados F/Stop 1, Binning Large, Exposure time 5 min. Camundongos infectados:
F/Stop 1, Binning Medium, Exposure time 2 min, seguido de uma segunda aquisigao,
F/Stop 1, Binning Large, Exposure time 5 min. Para cada animal foram adquiridas
imagens de luminescéncia e fotografia na posigéo ventral e dorsal.

De acordo com experimentos de curva de parasitemia, foram estabelecidos
quatro momentos para avaliagao ex vivo, nos quais o reagente analogo de timidina 5-
etinil-20 deoxiuridina (EdU), foi administrado para analise de parasitos em replicagéo
(WARD et al., 2020). Nesses pontos experimentais, apos 1 h da aquisi¢céo in vivo, o
substrato d-luciferina foi novamente injetado i.p. (150 mg/kg), aguardado 2 min para
circulagcdo do substrato e entdo os animais foram anestesiados. A eutanasia dos
animais foi realizada por pungao cardiaca, seguida de perfusdo com 10 ml de 0,3
mg/ml de d-luciferina em PBS. Os érgéaos, tecidos e carcagas foram dispostos em
placa de Petri embebidos em solugdo de perfusdo. A luminescéncia foi registrada
pelo equipamento /VIS Lumina Il, seguindo a configuracao: F/Stop 1, Binning Large,
Exposure time 5 min (protocolo detalhado cedido por Dr?. Amanda Francisco em
comunicagao pessoal) (COSTA et al., 2018).

A luminescéncia in vivo foi quantificada estabelecendo iguais regides de
interesse (ROI — do inglés regions of interest). O valor de luminescéncia total foi obtido
a partir da soma da quantificagdo ventral e dorsal e expresso em flux total (p/s). A
luminescéncia ex vivo foi mensurada a partir de ROI definido pela imagem de cada
orgao (free draw ROI) e analisada através de medida de intensidade de luminescéncia
em radiancia (p/s/cm?/sr) dos animais infectados em razdo da mesma medida dos

animais controles. Para a quantificacdo da luminescéncia o programa de Living Image



64

3.1 foi utilizado e analise estatistica e os graficos obtidos com o programa GraphPad
Prism 8.4.9 (LEWIS et al., 2014; TAYLOR et al., 2019).

Figura 7 — Método de bioluminescéncia in vivo e ex vivo.

A) llustragdo do método de detecgdo de bioluminescéncia in vivo. B) Imagem representativa da
determinagéo de ROI dos 6rgéos no programa Living image 3.1. Na imagem as regides analisadas séao
demonstradas pela area compreendida no interior da delimitagdo em vermelho, com identificagao
“ROI#’ e valor de luminescéncia (p/s).
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Fonte: Manual IVIS Lumina Il e Autora.

4.12 HISTOLOGIA FLUORESCENTE

Para analisar a presenca de parasitos, amostras histolégicas fluorescentes
foram obtidas de dois experimentos independentes, sendo um deles aliado a
bioimagem ex vivo. No experimento independente de bioimagem, no 1° e 14° dia de
infeccdo, dois camundongos dos grupos infectados com pTRIXrang foram
eutanasiados por anestesia profunda e exsanguinados por puncgédo cardiaca e os
seguintes 6rgaos ou tecidos coletados: esterno, timo, coragao, eséfago, pulméo
direito, faringe/traqueia, figado, rim direito, mesentério (incluindo os linfonodos),
estdbmago, duodeno, ileo, ceco, cdélon, pele (ponto de inoculagédo), bago (porgéo
central), membrana peritoneal, tecido adiposo gonadal (gordura branca), tecido
adiposo inguinal (gordura bege), tecido adiposo interescapular (gordura marrom),
musculo esquelético e cérebro. No experimento guiado por luminescéncia, os érgaos

foram selecionados de acordo com o sinal detectado, podendo variar entre individuos
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e pontos experimentais. Independente de sinal, pulmao e bago foram coletados em
todos os tempos.

Para o processamento das amostras histolégicas, foi seguido o protocolo
descrito por Costa et al. (2018), a saber: os tecidos foram dispostos em cassetes sob
plastico fosco e imersos em etanol 95% por 24 h a 4°C. Apds, os tecidos foram
desidratados com etanol 100% por 1 h, sendo realizadas quatro trocas da solugao
nesse periodo. Apos, os cassetes foram submersos em dois banhos de xileno por 12
min para clarificagdo. Todos os procedimentos descritos foram realizados a 4°C, ao
abrigo de luz e com solugdes previamente resfriadas a 4°C. Para emblocamento, os
cassetes foram embebidos em parafina por 12 min a 65°C, duas vezes. Entao,
transferidos para recipiente de ambientacdo no equipamento emblocador Leica
EG1150H (LAMEB/UFSC). Os cortes foram realizados em micrétomo Leica, com
espessura de 5 a 7 um e dispostos em lamina de vidro. Os cortes histolégicos foram
secos em temperatura ambiente por 18 h e, entdo, armazenados a 4°C.

Anterior a analise por microscopia, as laminas foram desparafinadas em
xileno por 1 min (duas trocas de solugéo), seguida de trés banhos de etanol 95% e
trés banhos de TBS (50 mM Tris-Cl, 150 mM NaCl pH 7,5) por 1 min cada em solugdes
previamente resfriadas. Apoés, as laminas foram incubadas em solug¢ao 1 ug/ml DAPI
por 5 min, montadas com meio Hydromount (National Diagnostics) e cobertas com
laminula 24x50 mm (Olen-KASVI) (COSTA et al., 2018; NAKAGAWA et al., 2015;
TAYLOR et al., 2019).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 DESENVOLVIMENTO DO VETOR ESPECIFICO DE Trypanosoma rangeli

Os tripanosomatideos, assim como os demais eucariotos, expressam seus
genes através de trés diferentes tipos de RNA polimerases (RNA pol), a saber: RNA
pol |, que promove a expressédo do RNA ribossomal (rRNA); RNA pol I, que transcreve
todos os genes codificantes e RNA pol Il que expressa pequenos RNA como o RNA
transportador (tRNA) e outros RNA de fungdo especifica (BEVERLEY, 2003;
MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010). Dessa forma, as sequéncias que compdem um
plasmideo determinam por qual RNA pol o cassete sera transcrito; seja através da
sequéncia de promotor que o préprio vetor possui, seja pelas regides intergénicas que
serao utilizadas para a recombinacédo homologa, e que levam a inser¢cao do cassete
em um /ocus sob o controle de uma dessas RNA pol.

Devido a importancia da fungdo do rRNA de constituir as subunidades
ribossomo e, portanto, toda a expressao proteica depende da disponibilidade desse
rRNA na célula, os promotores reconhecidos por RNA pol | sdo extremamente fortes
e de expresséao constitutiva (LEE; VAN DER PLOEG, 1997). Assim, desenvolver um
plasmideo que seja expresso por RNA pol | € a melhor opgao para os estudos que
requerem a expressao de proteinas em qualquer condigdo e em grande quantidade.
Por essa razido, a maior parte dos plasmideos para T. cruzi possuem sequéncias
oriundas de regides intergénicas do locus rRNA, levando a integragcédo do cassete para
esse locus e/ou o recrutamento da RNA polimerase |. A forte expressdo do gene de
interesse, € requisito primordial para estudos que utilizam genes reporteres para
detecgdo de organismos ou identificacdo de suas fungbes. Desse modo, para a
finalidade a que se propde o desenvolvimento deste plasmideo — detectar a presenca
de T. rangeli no hospedeiro mamifero com elevada sensibilidade —, é necessario a
maxima expressao sem comprometer a biologia do parasito. Logo, possuir as
sequéncias que levem a integragdo no /ocus rRNA do proéprio parasito € a melhor
opcao para essa ferramenta.

A sequéncia do locus rRNA de T. rangeli ja havia sido descrita na publicagao
do genoma desse parasito (STOCO et al., 2014b). Contudo, agora esta disponivel
uma versao do genoma com melhor cobertura, especialmente em relacédo a

sequéncias como as de rRNA que sao flanqueadas por regides repetitivas. Assim foi
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possivel definir que T. rangeli possui 13 loci rRNA (com base no genoma da cepa
SC58), e cuja organizagao se mantém sinténica com dos demais tripanosomatideos
(STOCO et al., 2014a). Apesar da montagem da nova versao do genoma nao estar
finalizada, alguns loci foram identificados em diferentes scaffolds. Assim, é possivel
que os loci rRNA estejam distribuidos em mais de um cromossomo, ampliando as
possibilidades de integragao do cassete.

Apesar das RNA polimerases de Trypanosoma spp. possuirem caracteristicas
em comum com as de outros organismos, ainda nao foi possivel determinar as
sequéncias consenso dos promotores em tripanosomatideos de forma automatica e
confiavel, uma vez que, o reconhecimento do promotor de RNA pol | é realizado pela
estrutura secundaria que o DNA assume (SMIRCICH; DUHAGON; GARAT, 2015).
Tendo em vista essas dificuldades — delimitar com precisdo uma sequéncia primaria
como o promotor —, foram selecionadas trés sequéncias em um fragmento de 2,6 kb
compreendido entre a regido repetitiva e o inicio do gene 18S de T. rangeli como
demonstrado na Figura 8. Essas regides obtidas do DNA da cepa SC58 foram
clonadas no vetor pTRIX2-Luc::Neon-Hyg em diferentes combinagdes entre si ou com
elementos ja presentes no plasmideo, formando os plasmideos pTRIXrang,
pTRIXrang2 e pTRIXrang3.

Apos a confirmacado das sequéncias corretamente clonadas, transfecgdes
piloto foram executadas nas cepas Choachi e SC58 de T. rangeli. A combinacéo das
sequéncias que deu origem ao plasmideo pTRIXrang3, induziu a expressado de
Luc::Neon. Entretanto de forma instavel, pois apds duas semanas os parasitos nao
possuiam mais fluorescéncia. Contudo, ainda possuiam os genes Luc::Neon
fusionados e o gene de resisténcia a Hyg integros (dados ndo mostrados). Dessa
forma, compreende-se que a RNA pol | reconhece a sequéncia denominada
Intergénica |, clonada a montante do gene Luc::Neon. Contudo, o processo de
recombinacdo ocorreu de forma errbnea, causando a alteragcdo da sequéncia e
interrupcdo do reconhecimento do promotor, e consequentemente, cessando a
expressado. Com base nesses dados, uma quarta versao do vetor foi gerada, alterando
a regiao Intergénica Il (a jusante ao gene Hyg no vetor), por outra regiao com 456 pb
de distancia da intergénica |I. Essa nova regido intergénica sobrepde 43 pb do gene
18S rRNA, gerando o plasmideo pTRIXrang4 (Figura 8). Novamente, uma transfecgao
piloto foi realizada com esse plasmideo, resultando em modificagdo genética estavel

por semanas, avaliada pela expressao de fluorescéncia. Dessa forma, o plasmideo
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pTRIXrang4 foi selecionado para dar seguimento a caracterizagado de avaliacdo de
estabilidade de transfecgao e integragcao ao genoma.

Visto que ainda néo foi realizada a analise de estrutura secundaria da regiao
denominada Intergénica |, para confirmagédo dessa sequéncia como promotora, sera

mantida a nomenclatura genérica “intergénica”.

Figura 8 — Mapa do plasmideo pTRIXrang4 e representacdo de integracdo genémica

desse cassete no locus rRNA.

A) Mapa do vetor pTRIXrang4. Regides em azul provenientes de T. rangeli em substituicdo as
regides de rRNA de T. cruzi presente no vetor pTRIX2 Luc::Neon. Regi6es de ligacado dos iniciadores
descritos na Tabela 2, indicadas em lilas. Localizagdo dos sitios Unicos de restricdo em negrito, com
destaque em amarelo para os sitios de restricdo das enzimas utilizadas para preparo do plasmideo
para transfecgdo. Entre parénteses posi¢cdes em pares de base no plasmideo, em referéncia a origem
de replicagdo do vetor. B) Representacdo esquematica da inser¢do do cassete de integragdo no
genoma de T. rangeli por recombinagao homologa. Destaque para regides cinza e azul utilizadas para
a construcao dos plasmideos que levaram a elaboragao de pTRIXrang4.
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Uma vez que nenhum resultado das versdes dos plasmideos anteriores fara
parte desta tese, doravante o plasmideo pTRIXrang4 sera denominado apenas
pTRIXrang.

5.2 APRIMORAMENTO DE EFICIENCIA DE TRANSFECGCAO

O processo de transfeccdo em tripanosomatideos estd em constante
aprimoramento, tal qual os plasmideos que sao utilizados para as modificacbes
genéticas. Uma transfeccéao ideal visa (i) uma baixa mortalidade das células, ja que o
processo de eletroporacao € agressivo por desestabilizar a membrana plasmatica; (ii)
uma alta eficiéncia, para que grande parte da populagdo de células contenha a
modificagdo genética desejada; (iii) que o processo de selegdo seja rapido, para que
os experimentos de interesse possam ser conduzidos no menor tempo possivel e (iv)
que seja estavel, possibilitando avaliagbes a longo prazo e reprodutibilidade dos
experimentos, mesmo na auséncia de pressao seletiva. Dessa forma, as sequéncias
dos plasmideos influenciam na eficiéncia da transfeccdo e também no processo de
eletroporagao em si (voltagem e duragao da corrente), além dos tampdes utilizados,
dos meios de cultivo pés-transfecgao e a resposta do parasito a droga de selegao.
Para cada espécie de tripanosomatideo ha protocolos préprios de transfecgéo, sendo
algumas caracteristicas espécie- ou cepa-dependente. Logo, a implementacdo de
etapas de diferentes protocolos, pode resultar no aumento da eficiéncia da
transfecgao.

Olmo et al. (2018), descreveram aumento de eficiéncia de transfecgao através
do tratamento prévio de epimastigotas de T. cruzi com o composto hidroxiuréia, que
impede a progressao do ciclo celular. Pacheco-Lugo et al. (2017), aprimoraram o
processo de transfeccdo de T. cruzi pela mudanga do programa selecionado no
equipamento Nucleofactor Il. Por isso, neste trabalho, foram testados alguns
parametros que levaram ao aprimoramento do protocolo de transfeccdo para T.

rangeli, descrito no item 4.5.

5.2.1 Susceptibilidade de Trypanosoma rangeli a higromicina

Considerando que, a susceptibilidade a diversas moléculas entre T. cruzie T.

rangeli pode ser consideravelmente diferente - a exemplo da resposta a H202 -
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(ROMERQO et al., 2014; STOCO et al., 2014b), foi determinada a concentragao de Hyg

que inibe o crescimento in vitro das cepas Choachi e SC58 selvagens (Figura 9).

Figura 9 — Curva dose-resposta de Trypanosoma rangeli a higromicina.

Regressdo nao linear da dose-resposta de T. rangeli na presenga de até 8 mg/ml (15,18 mM).
Avaliagdo de atividade metabdlica avaliada por Alamar Blue (excitagdo 530 nm / emissdo 590 nm) para
definicdo do dado normalizado em atividade de droga. Grafico expresso em média e desvio padrao
(simbolos) e regresséo néo linear (linha) (R? > 0,97 em todos as analises realizadas). Experimento
realizado em triplicata técnica e duplicata bioldgica. ICso = Choachi 0,34 mg/ml + 0,01. ICso = SC58 2,22
mg/ml £ 0,41.
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Fonte: Autora.

Para Choachi, foi determinada uma 1Cso de 0,34 mg/ml + 0,01, enquanto para
a cepa SC58 o valor é de IC502,22 mg/ml £ 0,41. De acordo com o preconizado para
a determinacéao efetiva de dose-resposta, o ensaio com a cepa SC58 nao atende a
alguns requisitos como o minimo de dois pontos no platd da curva (SEBAUGH, 2011).
Dessa forma, é possivel que o valor encontrado n&o corresponda a real concentragao
que iniba o crescimento de 50% da populagao de parasitos. Entretanto, tendo em vista
que o objetivo desse ensaio foi a padronizagao do protocolo de transfecgéo, ndo foram
testadas concentragbes maiores que 8 mg/ml (15,18 mM), ponderando aplicagdo na
rotina de cultivo. Mesmo com essa ressalva, algumas comparagdes podem ser feitas,
como: Para T. cruzi é relatada a utilizacao de 100 pg/ml de Hyg para a selecéo de
transfectados (BATISTA et al., 2010; COSTA et al., 2018; TAYLOR; KELLY, 2006), e
€ descrita a ICso de 277,5 ug/ml para a cepa Y (BOUVIER et al., 2013). Assim, as
cepas de T. rangeli testadas apresentam maior resisténcia a Hyg que as cepas T. cruzi
utilizadas nos trabalhos citados, sendo a cepa SC58 mais resistente que a cepa
Choachi. Com base nesses resultados, foram estabelecidas as concentragdes para
diluicado seriada pés-transfecc¢ao de 2, 1, 0,5 e 0,25 mg/ml para a cepa Choachi e de

4,2,1,0,5mg/ml para a cepa SC58.
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5.2.2 pTRIXrang: Maior estabilidade e expressao

Para transfecgéo foram utilizados 2,5 ug do vetor pTRIXrang purificado para
cada transfeccao. Essa quantidade de DNA é quatro vezes menor que a utilizada nos
protocolos de transfeccido anteriores. Foram transfectadas as cepas SC58 e Choachi
com e sem tratamento prévio por HU. Apds 24 h da transfecg¢ao, as células foram
contadas em camara de Neubauer para estimativa de sobrevivéncia.
Aproximadamente 60% dos parasitos sobreviveram ao processo de transfeccdo nas
duas condig¢des, ndo havendo influéncia do tratamento de HU nesse fator (dados n&o
mostrados).

Apos duas semanas da diluicdo seriada foi possivel coletar e expandir o
cultivo. As placas provenientes de parasitos tratados com HU, continham maior
numero de pogos (quatro ou mais) em que os parasitos se apresentavam com maior
mobilidade e aparentemente com maior intensidade de fluorescéncia. De forma
distinta, nas placas nao tratadas com HU somente um ou dois pog¢os continham
parasitos com morfologia e motilidade tipicas. Os demais pogos continham parasitos
vivos, porém nitidamente em menor quantidade e morfologia semelhante a
apresentada em fase estacionaria do cultivo (parasitos em estresse). Contudo, a
analise de intensidade de fluorescéncia por citometria de fluxo demonstra que nao ha
influéncia da sincronizagao induzida por HU na expressao de Luc::Neon (Figura 47 do
APENDICE A). Assim, por ter maior quantidade de pogos com parasitos
qualitativamente melhores, foram escolhidas as populacbes tratadas com HU,
especificamente as populagdes B3 HU de Choachi e B2 HU de SC58 para a analises
de estabilidade. Apdés duas semanas de cultivo em tubo, foram geradas culturas
paralelas sem adicdo de Hyg. Desse modo, as avaliagbes de estabilidade ocorreram
seis semanas apos a transfecgdo (tempo que corresponde a quatro semanas da
expansao da placa para tubo e duas semanas na auséncia de droga para as linhagens

indicadas como Hyg~) (Figura 10).

Figura 10 — Analise de estabilidade da expresséo do dual-reporter.

A) Analise de populacéo fluorescente por citometria de fluxo. Histograma normalizado (eixo Y)
da quantidade de células em fungéo da intensidade de fluorescéncia verde (FITC-A). Legenda interna
da imagem indica linhagem analisada, mediana de fluorescéncia, porcentagem da populagéo
fluorescente em cada analise. Linhas horizontais em preto indicam gate configurado pela cepa parental
B) Avaliagédo da atividade de luciferase in vitro a partir de lisado de epimastigota. Graficos expressos
em média e desvio padrado de quintuplicata técnica. Auséncia de higromicina (Hyg-). Analise estatistica:
ANOVA de duas vias com pos-teste de Bonferroni. (ns) Nao significante; (**) p<0,01, (***); p<0,001;
(****) p<0,0001.
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Semanas pos-transfecgao
6 8 10 14
,E; 00 ] .g g e g e g s0 ] “,
semanas pos transfecgao 6 8 10 12 14
Mediana % populagdo Mediana % populagcio Mediana % populagdao Mediana % populagao Mediana % populagao
Choachi WT 79,8 1 56,3 1,02 154 0,96 168 1,04 149 1,06
13367 99,6 14691 98,3 13697 98,8 13326 98,7 19383 97,3
5560 97,8 10131 96,9 11549 93,5 7269 92,5 6204 91,3
Mediana % populagdo Mediana % populagcdo Mediana % populagdao Mediana % populagao Mediana % populagao
SC58 WT 77 0,99 62,2 0.94 106 0.99 134 0,97 140 0,98
SC58 B2 2 mg/ml Hyg 5981 99 6415 99,3 5199 98,8 6654 98,9 6777 98,9
SC58 B2 Hyg™ 8780 98,9 5662 97,6 5013 96,7 6204 95,5 7291 94,7

Fonte: Autora.
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Fonte: Autora.

Os parasitos apresentam altos niveis de expressdao desde a primeira
avaliacdo. Ainda, nota-se que a expressao atinge seu maximo a partir de 8 semanas
pos-transfeccdo e que se mantem na presenga da droga. Assim, os parasitos nao
apresentam diminuicdo na intensidade de fluorescéncia ou expressao de luciferase,
como também mantém a homogeneidade populagao transfectada em torno de 98%.

Interessantemente, a remog¢do da droga de selecdo do meio de cultivo
exerceu menor efeito na linhagem SC58, que expressou o dual-reporter menos
intensamente que Choachi. Essa observagao, corrobora com o dado de ICso, em que
a cepa SC58 ¢ seis vezes mais resistente a Hyg que a cepa Choachi. Dessa forma,
infere-se que os niveis de expressao apresentados por Choachi na auséncia da droga
seletiva e por SC58 nas condicdes avaliadas, referem-se a expressao basal do dual-
reporter pelos parasitos. Logo, a presenga da droga promove feedback positivo,
induzindo o aumento da expressao pela cepa mais responsiva a Hyg. Observa-se que
mesmo na auséncia prolongada da droga de selegdo, ha a manutengdo da
homogeneidade da populagdo, uma vez que sdo mantidos indices acima de 90% de
parasitos transfectados em todas as analises.

Quanto a intensidade da fluorescéncia de Neon, observa-se que a
fluorescéncia é bastante intensa. Isso pode ser observado pelo deslocamento do pico
do histograma em relagdo eixo FITC, do controle parental para a populagéo
transfectada — numericamente registrado pela mediana da fluorescéncia. A nitida
distingao dos picos, com minima sobreposi¢cao dos graficos selvagem/transfectado,

evidencia que essa forte fluorescéncia € homogénea dentre os parasitos. Quanto a
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atividade de luciferase, essa € nula no parasito selvagem (numericamente igual ao
controle branco) e trés ordens de grandeza maior nos transfectados de ambas as
cepas.

Assim, conclui-se que o cassete confere uma transfecgédo estavel, revelada
pela expressao constitutiva de Luc::Neon por, no minimo 3 meses, mesmo na
auséncia da droga seletiva. Embora, a expressao seja influenciada pela presenga do

antibiotico, essa agao ocorre na forma de reforco da expressao.

5.3 INTEGRAGAO DE pTRIXrang AO GENOMA

A recombinacao do cassete pTRIXrang no genoma de T. rangeli foi verificada
por PCR utilizando abordagem de um iniciador que se ligue a uma regido exclusiva
do cassete (Hygro F_PROTO) e outro iniciador para a regido gendmica esperada para
a integracado (18S probe R). Dessa forma, o produto de amplificagdo de 2,78 kb
somente € gerado se houver a integragdo do cassete no locus especificado (Figura
11). Para essas analises, o DNA gendmico foi extraido apos 12 semanas da

transfeccgao.

Figura 11 — O cassete pTRIXrang é integrado no locus 18S.

A) Produtos de amplificagdo dos iniciadores Hygro F_PROTO e 18S probe R em gel de agarose
1% corado por brometo de etidio. Marcador de massa molecular in house HMW (DNA fago A clivado
por Pstl). B) Representacdo de estratégia de amplificacédo utilizada. Destaque em azul na indica o
produto de amplificacdo esperado na integragdo do cassete ao locus rRNA. Posicédo de ligagdo dos
iniciadores indicado em lilds. Entre parénteses, posicbes em pares de base em relagdo ao inicio do
contig obtido do Scaffold 135 para realizacdo dessa analise (posicéo relativa).

A

Amostras:

L — Marcador massa molecular HMW
1 - Choachi WT

2 - Choachi B3 1mg/ml hyg

3 - Choachi pTRIXrang hyg-

4 -SC58 WT

5 - SC58 B2 2mg/ml Hyg

6 - SC58 B2 hyg-

7 — Controle negativo

2,8kb~-

[Hygromian)

188

B Hygro F_PROTO (Intergenic 1) prob
I vieonte.. - EEEREIETIN [probe - ERCITTIEM N 195 probe 185

2784 pb

Fonte: Autora.
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O produto de amplificacdo de 2,78 kb foi gerado para todos os parasitos
transfectados, independente da auséncia de Hyg por mais de trés meses,
evidenciando a integragcdo do cassete ao genoma. Lembrando, que as sequéncias
clonadas no vetor sdo oriundas de amplificacdo de DNA cepa SC58, em funcéo da
disponibilidade de seu genoma. Dessa forma, mesmo que as cepas SC58 e Choachi
possuam genotipos distintos, KP1- e KP1+, respectivamente, a comprovacédo da
integracédo de pTRIXrang no genoma da cepa Choachi, permite inferir que a utilizagao
do vetor é possivel em diferentes linhagens do parasito, independente do gendtipo.

A analise por Southern Blot (SB) utilizando DNA genémico dos parasitos
selvagens e transfectados, digerido com BamH| e as sondas para os genes de

higromicina e 18S n&o corrobora os resultados da PCR (Figura 12).

Figura 12 — Analise da integracéo do cassete pTRIXrang por Southern Blot.

Separacgao eletroforética dos produtos de digestdo com BamHI de 40 ug de DNA gendmico dos
parasitos selvagens e transfectados das cepas SC58 e Choachi ou 0,5 ug de controle plasmidial
pTRIXrang em gel de agarose 0,8%, corado com brometo de etidio (esquerda). Detecgao em filme
radiografico da hibridizagdo do DNA clivado com as sondas Hyg e 18S (direita). Marcador de peso
molecular 1 kb Ladder plus (NEB)

L1234 5 1234 5

Amostras:
L —1 kb Ladder plus
el 1 - Choachi WT
e " 2 - Choachi B3 1mg/ml Hyg
. 3-SC58 WT
Sko- 4 - SC58 B2 2mg/ml Hyg
5 — Controle plasmideo linearizado

4kb—

3kb-

Hyg 185

Fonte: Autora.

Era esperado o reconhecimento, pelas duas sondas, de um fragmento de
DNA de =~ 8 kb correspondente ao produto da clivagem dos sitios de BamH| presentes
no inicio do gene Luc::Neon e um sitio presente no gene 28S a. Contudo, visualiza-
se apenas o reconhecimento da sonda Hyg pela hibridizagdo do controle vetor
linearizado. Ao passo que, a sonda 18S reconhece fragmentos de um mesmo
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tamanho em todas as amostras de DNA gendmico, n&do hibridizando com o DNA
plasmidial, como esperado.

Neste estudo foram identificados 13 /loci rRNA em T. rangeli, quantidade
semelhante a descrita na publicagdo do genoma (STOCO et al, 2014b).
Curiosamente, o SB revela apenas uma banda. E possivel - porém pouco provavel -
que os 13 loci contenham o sitio para BamHI| nas mesmas posic¢des, gerando produtos
de clivagem do mesmo tamanho. Essa enzima foi escolhida por possuir um sitio de
clivagem em uma regido conservada, que codifica uma importante subunidade do
ribossomo, e assim garantindo a digestdo. Todavia, as analises de restricdo do
cassete integrado ao /oci rRNA de diferentes scaffolds, indicam produtos de clivagem
de diferentes tamanhos (dados ndo mostrados).

Dessa forma, entende-se que a banda unica identificada no SB com a sonda
188S é referente a hibridizagao de varios loci que possuem tamanhos semelhantes ou
nao distinguiveis pela resolu¢do em gel de agarose. Nao sendo identificado os /loci
divergentes entre si. Essa analise foi realizada quatro vezes, com diferentes sistemas
de deteccédo e reagentes de revelagao. Entretanto o kit utilizado para gerar as sondas
foi o mesmo. Assim, é provavel que o insucesso da detecg¢ao da integracdo ao genoma
tenha ocorrido por problemas técnicos. De toda forma, o resultado de SB nao invalida
a conclusao obtida através do PCR de integracao. Além disso, a amplificagao por PCR
aliada a analise de expresséo na auséncia de droga, séo contundentes em afirmar a

integracédo do cassete no genoma e alta estabilidade da transfecgéo.

5.4 CARACTERIZACAO BIOLOGICA DE Trypanosoma rangeli TRANSFECTADO
COM pTRIXrang

5.4.1 Avaliagao de replicagao in vitro
Uma vez que o cassete pTRIXrang foi considerado integrado ao genoma e a
expressao constante, estavel e intensa, foi avaliado o crescimento dos parasitos em
cultura. Aparentemente, os parasitos se recuperam rapidamente da transfeccao, pois
apresentavam morfologia e mobilidade esperados. Contudo, alteragbes na taxa de
crescimento influenciam diretamente no processo de diferenciacdo in vitro de
epimastigotas para tripomastigotas. Consequentemente influenciando a infeccéo de

in vitro ou in vivo em mamiferos e triatomineos. Dessa forma, a contagem diaria dos
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cultivos em camara de Neubauer foi realizada para verificagao das taxas de replicagao
das formas epimastigotas das linhagens selvagens e transfectados (Figura 13).

N&o foram identificadas diferencas na taxa de crescimentos de epimastigotas
de Choachi pTRIXrang em relagao a cepa parental (p= 0,799), bem como n&do houve
diferenga entre as linhagens SC58 selvagem e transfectada (p>0,999). Dessa forma,
compreende-se que a expressao de Luc::Neon nao interfere na replicagao das formas

epimastigotas em cultura.

Figura 13 — O crescimento de epimastigotas transfectadas com pTRIXrang nao é
alterado.

Curva de crescimento in vitro a partir de uma concentragao inicial de 2x108 epimastigotas/ml.
Cultivos realizados de acordo com preconizado para cada cepa (Choachi 10 % SFB e SC58 20% SFB)
na auséncia de droga de selegdo. Grafico expresso média e desvio padrdo (linha continua e area
sombreada, respectivamente). Andlises estatisticas: ANOVA de duas vias com pos teste de Bonferroni.
Significancia p <0,05. Experimento realizado em ftriplicata bioldgica.

— Choachi WT

= Choachi pTRIXrang
— SC58 WT

- SC58 pTRIXrang

50—

40

/1

20+

x108 epimastigotas/mL

10—

Fonte: Autora

5.4.2 Diferenciagao in vitro

Para garantir que a expresséo do dual-reporter nao afeta as caracteristicas
basicas de T. rangeli, foi realizada a diferenciagéo in vitro e formas epimastigotas em
tripomastigotas das diferentes linhagens conforme o descrito em 4.10. Apds 8 dias de
incubacdo, as células foram avaliadas quanto a alteracdo da localizacdo do
cinetoplasto — da posi¢ao anterior para posterior —, como demonstrado na Figura 14.

As taxas de diferenciagdo da cepa Choachi selvagem in vitro sao de
aproximadamente 80 a 90% (KOERICH et al., 2002). Um dos fatores que influencia
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consideravelmente € a utilizagao de parasitos em fase estacionaria de crescimento e
o pH do meio de cultura, dentre outros fatores. Assim, para todos os experimentos
foram realizados esfregagos para coloragcdo de Giemsa e avaliada a propor¢éo de
parasitos diferenciados. Nao foram observadas diferengas nas taxas de diferenciacao
entre parasitos das linhagens selvagem e pTRIXrang da cepa Choachi (dados nao
mostrados), tendo os parasitos transfectados preservado a morfologia e a motilidade

caracteristicas da espécie (qualitativamente avaliado).

Figura 14 — A diferenciagao in vitro de T. rangeli nao € alterada pela transfecgdo com

pTRIXrang ou expressao do dual-reporter.

Fotomicrografias em contraste de fase de formas epimastigotas e tripomastigotas diferenciadas
in vitro da cepa Choachi pTRIXrang. Fluorescéncia direta de mNeonGreen e DAPI, conforme indicagdo
interna das imagens. Canto inferior direito, coloracdo de Giemsa de tripomastigotas de Choachi
pTRIXrang. Setas amarelas: nlcleo. setas vermelhas: cinetoplasto. Barras de escala: 10 ym.

Epimastigotas

Tripomastigotas

10 pm

Fonte: Autora.

5.4.3 A expressao de Luc::Neon nao altera a invasao da glandula salivar em

triatomineos

In vivo, a metaciclogénese ocorre no interior das glandulas salivares de
triatomineos, especialmente do género Rhodnius. Apds penetrarem o epitélio
intestinal, os epimastigotas proliferam intensamente e colonizam a hemolinfa. Esses
parasitos (ainda como epimastigotas) invadem o interior das glandulas salivares,
diferenciam-se e acabam sendo inoculados no hospedeiro mamifero (CUBA CUBA,
1998; GUARNERI; ATELLA; PRETO, 2012). Sabendo disso, foi analisada a
capacidade de penetracao e metaciclogénese dos parasitos da linhagem Choachi
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pTRIXrang em relagédo a cepa selvagem através da inoculagao intracelbmica dos
parasitos em R. prolixus conforme o descrito no item 4.9. Apds dois meses da
infeccdo, foram identificados parasitos selvagens e transfectados no interior das
glandulas salivares. Esse foi o ponto unico de coleta do experimento, ndo sendo
avaliada a presenca dos parasitos na glandula em tempos inferiores ao momento
mencionado. As formas encontradas sédo correspondentes a tripomastigotas pelas
caracteristicas morfolégicas — células filiformes, diminutas e de intensa movimentagéo

—, e contidas unicamente no interior da glandula salivar (Figura 15).

Figura 15 — Choachi pTRIXrang infecta glandulas salivares de Rhodnius prolixus.

Fotomicrografia de campo claro, fluorescéncia direta e sobreposicdo das imagens (Merge) da
glandula salivar de R. prolixus experimentalmente infectado com a linhagem Choachi pTRIXrang apés
2 meses de infecgdo intraceldmica. Painel superior: observacdo geral da glandula salivar, contendo
parasitos no interior. Painel inferior; Vista em maior magnificagdo dos parasitos contidos através da fina
camada epitelial glandular. Barras de escala: 100 ym (painel superior) e 20 ym (painel inferior).

Brﬁmﬁgld S . &

Fonte: Autora.

Na infecgdo intraceldmica, os epimastigotas sao injetados diretamente na
hemolinfa. Portanto, ndo é avaliada a capacidade dos parasitos transfectados de
transpor o epitélio intestinal. Essa etapa € considerada muito importante na infecgéo,
mas também é a mais dificil e mais demorada do processo (ANEZ; NIEVES;
CAZORLA, 1987; HECKER; SCHWARZENBACH; RUDIN, 1990). Todavia, a infecgcao
intraceldbmica € um método rapido para a avaliagdo a viruléncia de T. rangeli ao

hospedeiro invertebrado (FERREIRA et al., 2010). Dessa forma, verificou-se que o
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parasito transfectado manteve as capacidades de evadir o sistema imune do inseto
como a fagocitose por hemdécitos, a exposi¢cdo as espécies reativas presente na
hemolinfa como as fenoloxidases e as moléculas tripanoliticas, nao diferindo da cepa
selvagem.

Além da metaciclogénese in vivo, também foi avaliada a capacidade infectiva
para camundongos BALB/c pela transmissdao via picada de R. prolixus
experimentalmente infectados. Apds trés dias do repasto infectivo, a parasitemia das
cepas Choachi selvagem e transfectada foram detectaveis (dados ndo mostrados).

Com base nos resultados expostos, conclui-se que em nenhum dos
parametros avaliados, as linhagens transfectadas com pTRIXrang diferiram das
linhagens parentais. Isso indica que as linhagens Luc::Neon de T. rangeli podem ser
utilizadas em substituicdo as cepas selvagens, sendo uma ferramenta util para as
avaliacbes referentes as interagdes parasito-hospedeiro, como o observado para
outros tripanosomatideos. Entretanto, € importante delimitar experimentalmente as
vantagens e desvantagens do uso de cepas geneticamente modificadas, a fim de

minimizar a introdug&o de possiveis vieses nos estudos.

5.5 INFECAO EM MAMIFEROS

5.5.1 Parasitos pTRIXrang exibem o mesmo padrao de infecgdo que as cepas
parentais
Para a validagao e uso sem ressalvas das cepas transfectadas, é necessario
verificar o comportamento no hospedeiro mamifero, visto que esse € o principal
objetivo de aplicacédo da ferramenta. Até o momento, o parametro mais utilizado em
relagéo as infec¢des de T. rangeli em mamiferos € a curva de parasitemia. A infegao
de camundongos é descrita como curta (1-14 dias), de baixa parasitemia e com a
maior concentragdo de parasitos na corrente sanguinea entre o 2° ao 7° dia de
infeccdo, onde formas tripomastigotas alongadas e de intenso movimento sao
observadas na corrente sanguinea.
Para a analise de cinética da parasitemia, as linhagens Choachi pTRIXrang,
SC58 pTRIXrang e suas respectivas cepas parentais, foram utilizadas para infeccao
de camundongos BALB/c por injegdo i.p. com 1x107 tripomastigotas e realizada a
contagem diaria pelo Método Pizzi-Brener (item 4.11.1 de materiais e métodos).

Simultaneamente, foram coletadas amostras de sangue para quantificacdo da
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atividade de luciferase nos tripomastigotas sanguineos das linhagens transfectadas,

cujos resultados estdo demonstrados na Figura 16.

Figura 16 — Cinética de parasitemia das linhagens pTRIXrang em camundongo.

A) Mensuragéo da concentragéo de parasitos no sangue por observacao direta pelo método
de Pizzi-Brener. Grafico expresso em média e erro padrao (n =4/ grupo). Avaliagao do dia 0 refere-se
a 6 horas pos infecgdo. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com poés-teste de Bonferroni.
Significancia p<0,05: Choachi WT vs Choachi pTRIXrang p= 0,3254; SC58 WT vs SC58 pTRIXrang
p=0,1873. Na comparagao multipla (por dia de analise): (****) p<0,0001. B) Analise comparativa entre
os métodos de quantificacdo de T. rangeli no sangue. Observagéo direta ao microscopio (eixo Y
expresso em tripomastigotas/ml de sangue) e atividade de luciferase em sangue periférico (eixo Y
luminescéncia total). Ensaio de luciferase realizado em duplicata técnica de cada camundongo
(n=4/grupo). Correlagdo dos métodos avaliada por teste de Sperman (R) demonstrada no interior do
grafico. Significancia da analise de correlagdo: Choachi p= 0,0023; SC58 p<0,0001). Dados em média
e erro padréo.
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Fonte: Autora.

Nao foram observadas diferengcas na dindmica de infecdo entre as cepas
parentais e as cepas transfectadas quanto ao padréo da curva parasitémica (Choachi
(p= 0,3254) ou SC58 (p= 0,1873)). Na analise multipla por dia de coleta, foram

encontradas diferengcas somente entre os parasitos pTRIXrang e selvagem da cepa
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Choachi no 10° d.p.i. Dessa forma, conclui-se que os parasitos transfectados de
ambas as linhagens nao diferem de suas cepas parentais quanto a infectividade em
camundongos BALB/c.

Até o momento, a observacio direta dos parasitos € o melhor método de
avaliagao da parasitemia nos estudos de T. rangeli, sendo imprescindivel para os
estudos de avaliagdo no hospedeiro mamifero. Entretanto esse método é trabalhoso,
demorado, exige consideravel familiaridade do pesquisador com a técnica e é
biologicamente muito variavel. Sdo encontradas na literatura diversas consideracdes
sobre o método em si e sobre o tratamento dos dados (ARAUJO-JORGE; CASTRO,
2000; SOGAYAR; KIPNIS; CURI, 1993).

Com base nessas observacdes, o método Pizzi-Brener e a atividade de
luciferase foram comparados a fim de avaliar a correlacdo dos métodos. Observa-se
que os métodos sao correlatos (Choachi: R = 0,76 / SC58 R = 0.92). Contudo é
possivel observar uma maior estimacao na quantidade de parasitos nos primeiros dois
dias de infecgéo, pelo método de Pizzi-Brener. Esse resultado pode estar relacionado
a visualizagdo de parasitos na corrente sanguinea, que apesar de apresentarem
movimentos sutis ja estdo em processo de morte celular, e assim metabolicamente
comprometidos. Em todos os experimentos desta tese, assim como os experimentos
na literatura que utilizaram linhagens certificadas como T. rangeli, € observado que a
quantidade de parasitos encontrados na corrente sanguinea sempre € inferior ao
inoculo inicial — mesmo considerando o pico de parasitemia. Logo, muitos parasitos
sdo eliminados nos primeiros dias da infeccdo por mecanismos ainda néao
especificados para T. rangeli (EGER-MANGRICH et al., 2001).

Com base na atividade de luciferase, observou-se o gradual aumento de
parasitos na corrente sanguinea até atingir a parasitemia maxima entre 4° e 5° d.p.i.
Apos, ha o declinio gradual (um pouco mais acentuado para Choachi) até o 9° dia. A
partir desse momento, ndo sdo encontrados parasitos por nenhuma das duas
técnicas, devido a auséncia de parasitos ou quantidade abaixo do limite de detecgcao
(=1x10* parasitos/ml pelo método Pizzi-Brener e ndo determinado para atividade de
luciferase ex vivo de parasitos na corrente sanguinea). A partir dessa analise foram
estabelecidas quatro fases da infecgao por T. rangeli: inicio da infec¢ao (primeiras 24
h), ascendente (até o pico no 4 d.p.i.), declinio (até 09 d.p.i.) e subpatente (a partir do

desaparecimento dos parasitos da corrente sanguinea). Essa distingao foi utilizada
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como parametro para a determinacédo dos pontos de coleta ex vivo no experimento
em associacao a bioluminescéncia.

Considerando em conjunto os resultados obtidos, tem-se que as linhagens
dual-reporter mantiveram as mesmas caracteristicas biologicas das linhagens
selvagens em todos os parametros avaliados, sendo eles: (i) comportamento em
cultura pela curva de crescimento; (i) as taxas e parametros morfolégicos de
diferenciacdo in vitro e (iii)) padrées de infectividade para triatomineos e para o
hospedeiro mamifero. Dessa forma, valida-se a utilizacdo das linhagens Choachi
pTRIXrang e SC58 pTRIXrang como ferramentas para estudo das relagdes parasito-
hospedeiro de T. rangeli com seus hospedeiros. Assim, o plasmideo pTRIXrang é o
primeiro plasmideo integrativo, de expresséao intensa e constitutiva especifico para T.

rangeli, permitindo também outros estudos de genética reversa neste parasito.

5.6 APLICACAO DE pTRIXrang NA BUSCA DE Trypanosoma rangeli EM
MAMIFERO

Com base nos 6rgaos e tecidos descritos como sitios de infecgao de T. cruzi
e T. brucei (MIAO; NDAO, 2014; TAVARES et al. ., 2017; TRINDADE et al. ., 2016b),
e ainda, em experimentos prévios do grupo de pesquisa em colaboragcdo com LSHTM
com T. rangeli (Jayawardhana e Lewis, dados n&o publicados) (GRANUCCI; STOCO,
2013; SCHLINDWEIN; STOCO, 2014), foram coletadas amostras no 1 e 14 d.p.i. para
a busca de T. rangeli por histologia fluorescente. Essa analise foi realizada em
associagao ao experimento descrito para cinética de parasitemia, descrito no tépico
anterior.

O processamento histoldgico foi realizado de acordo com o descrito por Costa
et al. (2018), sendo coletado os 6rgaos/tecidos descritos no item 4.12. A analise dos

cortes histolégicos por microscopia de fluorescéncia esta representada na Figura 17.

Figura 17 — Busca por Trypanosoma rangeli em tecido do hospedeiro mamifero.

A) Microscopia de fluorescéncia direta convencional de cortes histolégicos provenientes de 1 e
14 d.p.i. de camundongos BALB/c infectados com a linhagem Choachi pTRIXrang. Fluorescéncia
proveniente de mNeonGreen (parasitos), corante DAPI e autofluorescéncia do tecido histologico (BAT:
tecido adiposo marrom; WAT: tecido adiposo branco). Barras de escala: 10 um. B) Identificagcado de
tripomastigota em tecido adiposo associado ao pulmdo. Setas amarelas indicam pontos de
fluorescéncia possivelmente associados & presenca do parasito no tecido. Areas detalhadas em
amarelo indicam a posigado dos campos de maior magnificagdo. C) Macréfago pulmonar com indicios
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de fagocitose de parasito fluorescente (14 d.p.i.). Barras de escala com indicacdo de respectiva

referéncia na imagem.
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Fonte: Autora.

Alguns pontos fluorescentes consistentes com a morfologia de parasitos
podem ser visualizados nos tecidos na fase inicial da infeccdo. Em menor quantidade,
também foram identificados focos fluorescentes no estagio final da infecgéo,
especificamente rim e linfonodo, como demonstrado na Figura 17A.

Nessas imagens é possivel observar a emissdo de autofluorescéncia dos
tecidos dos camundongos, especialmente pelo bago, musculo esquelético e regides
contendo hemacias, possivelmente devido a autofluorescéncia de hemoglobina e
mioglobina. Contudo, além do procedimento pré-analitico tomado para minimizar tal
efeito (perfusdo), ao microscépio foi possivel visualizar com melhor definigéo o tecido.
Desse modo, sao indicados com as setas, apenas os achados que de fato possam

remeter a presenca do parasito no tecido.
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Com analise criteriosa em relagdo as caracteristicas morfologicas e
intensidade da fluorescéncia correspondentes a Choachi pTRIXrang, pode ser
encontrado a forma tripomastigota em um tecido adiposo associado ao pulmé&o.
Apenas o parasito demonstrado na imagem Figura 17B foi encontrado neste corte.
Contudo, essa identificagdo n&o ocorreu de forma espuria. Ainda, no pulmao foi
encontrada uma célula (possivelmente macréfago) com pontos fluorescentes
dispersos, que podem ser alusivos a resto celular de parasito fagocitado (Figura 17C).
Entretanto, devido na falta da utilizacdo de marcadores celulares especificos, néo é
possivel afirmar categoricamente esse achado. No préximo tépico, os pulmdes serao
discutidos novamente, com base nos resultados de bioluminescéncia.

Outro importante achado obtido através da fluorescéncia, foi a detecgao de
formas amastigotas-/iike na medula éssea esternal. Na Figura 18 & possivel visualizar
parasitos de formato ovoide, com tamanho 5,10 um £ 0,7 x 7,13 ym £ 0,57, sendo que
um deles aparentemente binucleado (indicado com seta vermelha). Alguns autores
comparam diversas caracteristicas morfolégicas entre amastigotas de T. rangeli e de
T. cruzi. Uma delas, € que o tamanho de amastigotas-like de T. rangeli obtidas in vitro
sdo maiores que as amastigotas de T. cruzi. Osério et al. (1995) descreveram o
tamanho de 3,5 ym = 0,6 para amastigotas-like de T. rangeli da cepa Ub66-5b. Ja
Herbig-Sandreuter (1957) registra 5 - 8 um para uma cepa isolada de cao em 1949.
Assim, as formas descritas neste estudo, aparentam ser ainda maiores que as
descritas por Osoério e colaboradores, mas em conformidade as descritas por outros
pesquisadores.

Considerando que nao foi possivel observar o cinetoplasto em nenhum dos
parasitos nas imagens obtidas, e sendo essa a principal caracteristica dessa ordem
filogenética, buscou-se observar a presenga dessa forma amastigota-/ike em lamina
a fresco, tendo em vista que o parasito vivo expressa continuamente a Neon e sem a
influéncia do processamento histolégico. Logo, teria intensidade de fluorescéncia
maior, possibilitando diminuir o background proveniente dos tecidos. Desse modo,
foram encontradas novamente formas amastigota-like no sangue periférico de
camundongos, como demonstrado na Figura 18B. Valendo-se de que essa analise foi
feita com os parasitos vivos, o0 registro foi feito em video. Disponivel no link

shorturl.at/marH7 (Barra de escala com indicagao “50 pixels” é equivalente a 10 uym).



https://shorturl.at/mqrH7

87

Figura 18 — Observacao de formas amastigotas-like de Trypanosoma rangeli no

hospedeiro mamifero.

A) Microscopia de fluorescéncia direta (mNeonGreen e DAPI) de corte histolégico de medula
Ossea esternal em 1 d.p.i. (Seta vermelha indica célula possivelmente binucleada). B) Microscopia de
fluorescéncia direta de mNeonGreen e contraste de fase de lamina a fresco de amostra de sangue
periférico 4 d.p.i. Ao fundo, é possivel ver o contorno das hemacias pelo contraste de fase com baixa
incidéncia de luz na amostra (imagens obtidas de registro em video de diferentes campos da laminula).
Barras de escala com indicagao da distancia na imagem.

A B

Fonte: Autora.

Com esses resultados, registra-se a possivel ocorréncia de amastigotas-/ike
de T. rangeli na corrente sanguinea, a observagcdo de um tripomastigota em tecido
adiposo associado ao pulmao, além de outras estruturas nio identificadas como a
encontrada no linfonodo que se assemelha um ninho ou cisto fluorescente.

Até o momento, as buscas por T. rangeli tiveram como base os tecidos
usualmente infectados por outros tripanosomatideos patogénicos, especialmente o T.
cruzi. Contudo, a metodologia para qual o plasmideo foi originalmente desenvolvido
prevé a utilizagdo de fluorescéncia guiada por bioluminescéncia, que torna possivel a
determinacgao, com precisao, da localizagao dos parasitos no 6érgao, para entdo avalia-
lo por histologia. Dessa forma, realizou-se o experimento com a combinagao das duas

metodologias.
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5.7 AVALIACAO DE INFECCAO POR Trypanosoma rangeli ATRAVES DE
BIOLUMINESCENCIA

5.7.1 Trypanosoma rangeli apresenta padrao de distribui¢ao difuso até a
diminuicao da carga parasitaria

A partir da infecdo de camundongos BALB/c com tripomastigotas da cepa
Choachi pTRIXrang foi analisado o padrao de distribuigdo de T. rangeli in vivo (Figura
19). Nota-se que a carga parasitaria, em todo o animal, diminui drasticamente apos o
9 d.p.i., sendo os parasitas indetectaveis a partir do 11° dia de infec¢ao. Esse padréao
de infecgao é concordante com o observado nos experimentos anteriores de infecgéo
de T. rangeli em camundongos, a exemplo do demonstrado no item 5.5.1.

Nos experimentos de avaliagdo de parasitemia ndo ha como apontar a
distribuicdo ou os sitios preferenciais onde o T. rangeli possa se alojar no hospedeiro
mamifero. Contudo, através da bioluminescéncia, verifica-se que os parasitos estao
amplamente distribuidos, em conformidade com o padrdo de uma alta parasitemia
hematogénica até 9 d.p.i., quando a quantidade de parasitos se torna indetectavel,
possivelmente devido a eliminagao pelo sistema imune, como ja demonstrado para T.
cruzi (LEWIS; KELLY, 2016). Deve-se considerar que o limite de deteccdo da
bioluminescéncia foi experimentalmente definido como sendo de 100 parasitos,
apresentando correlacdo linear da quantidade de parasitos e luminescéncia a partir
de 1000 tanto para T. brucei, quanto para T. cruzi. Esses dados foram obtidos pela
expressao com vetores para Red-Shifted Luciferase com pTRIX2 Luc e pTb-AMluc,
precursores de pTRIXrang (LEWIS et al., 2014; MCLATCHIE et al., 2013).

Cabe ressaltar que as configuragdes utilizadas nesse experimento
propiciaram uma analise de alta sensibilidade. Os resultados apresentados na Figura
19A foram obtidos pela aquisi¢do com exposi¢cao por 2 min e binning médio (de modo
simplificado, a configuragao de binning pode aumentar ou diminuir a sensibilidade da
aquisicao). Entretanto, todo o experimento também foi adquirido com configuragéo de
maior sensibilidade (binning Large e 5 min de exposi¢cao). O qual corrobora o dado de
menor sensibilidade, de que a partir de 11 d.p.i. ndo ha deteccédo de parasitos nas
fémeas de BALBJ/c.
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Figura 19 — Dindmica da infec¢ao e padrao de distribuicdo de Trypanosoma rangeli
in vivo.

A) Curso da infecgao da linhagem Choachi pTRIXrang em camundongos BALB/c avaliado por
bioluminescéncia até 15 d.p.i. Camundongos C, E, F, H, I, K e L tratados com EdU. # indica animais
eutanasiados em cada ponto experimental para a analise ex vivo. Intensidade de luminescéncia em log
normalizada para todas imagens conforme identificado pela barra pseudocolor. B) Grafico da
quantificagdo da luminescéncia em todo animal (valor ventral e dorsal somados) expresso em média e
desvio padrao (linha continua e area sombreada, respectivamente). Limite de detecgdo estabelecido
pelo background de luminescéncia quantificada dos animais controles (tracejado junto ao eixo X).
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Com relagdo ao padréo de distribuicdo, percebe-se que alguns animais
demonstram um forte sinal localizado do ponto de inoculagdo (quadrante inferior
esquerdo no abdémen) nos camundongos A, D, G, H, L e |. Além de regides viscerais
que remetem as posicoes do figado e do bago. Entretanto, predomina o sinal difuso
por todo o corpo do animal de forma semelhante ao observado durante infec¢ao por
T. brucei e na fase aguda da infegéo por T. cruzi (HYLAND et al., 2008), consistente

com difusdo hematogénica.

5.7.2 Determinagao do tropismo tissular de Trypanosoma rangeli
Buscando uma observagao detalhada da existéncia de um tropismo tissular pelo T.
rangeli, a partir dos resultados apresentados na Figura 19, realizou-se a analise de
luminescéncia ex vivo, através da eutanasia e da dissecagédo dos animais aos 1, 4, 9
e 15 d.p.i., sendo os resultados obtidos apresentados na Figura 20. Além do
experimento realizado com o grupo de fémeas, foi realizado um experimento piloto
com machos (
Figura 21).

Figura 20 — Pulmdes e bago sdo os maiores focos de infec¢ao por Trypanosoma
rangeli.

Andlise de bioluminescéncia de érgédos e carcaga de camundongos BALB/c infectados com a
linhagem Choachi pTRIXrang. A) Desenho esquematico da descricdo dos érgaos e respectivos
posicionamentos na placa de Petri. B) Imagens ex vivo da luminescéncia emitida por Choachi
pTRIXrang nos dias 1, 4, 9 e 15 d.p.i. Camundongos C, E, F, H, I, K e L tratados com EdU. Escala
normalizada de radiancia em log e parametros de escala pseudocolor para 6rgédos: 1x10° a 1x10° e
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carcaca: 1x10° a 3x108. C) Grafico da quantificagdo de radiancia de ROl expressos pela razédo

infectado/controle, de cada 6rgao demonstrado na figura B.
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Fonte: Autora.

Figura 21 — A infecgao por Trypanosoma rangeli apresenta um padrao de

distribuicdo distinto conforme o sexo dos animais infectados

A) Bioluminescéncia in vivo de camundongos BALB/c machos. *imagens obtidas de configuragéo de
maior sensibilidade (5 min e large binning) nas quais foi aplicada a escala de radiancia min: 3x103 max:
3x10%) Para as demais imagens, escala de radiancia indicada pela barra pseudocolor. # indica
eutanasia em cada ponto experimental para a analise ex vivo. B) Anadlise ex vivo, com destaque para
o sistema reprodutor masculino, com identificagdes dos tecidos na imagem. Escala normalizada de
radiancia: érgaos viscerais e reprodutores = 1x10% a 1x108; carcagca 1x10%a 3x108. Detalhe superior:
Legenda da disposi¢cédo dos 6rgaos viscerais.
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Alguns fatores podem ser citados como interferentes na detecg¢ao da analise
in vivo por bioluminescéncia. Quanto mais profundo ou rigido forem os tecidos no
entorno da fonte geradora de luminescéncia, menor sera a detecgdo. O pelo também
€ um interferente da analise, mesmo para infecgdes cutaneas. Assim, a analise ex
vivo pode revelar focos de infecgdo, mesmo quando ndo ha sinal aparente nas
analises in vivo, como € 0 caso que se observa na fase subpatente da infecio.

A analise dos resultados ex vivo nos permitiu observar que o bago e os
pulmdes sao os sitios de maior concentracado do T. rangeli no hospedeiro mamifero.
Através do experimento piloto com machos, foi possivel identificar um padrao diferente
de dispersdo do parasito em camundongos BALB/c machos e fémeas, havendo
persisténcia de sinal do saco escrotal. Pela analise ex vivo identificou-se a prostata e
o tecido adiposo gonadal como os sitios de infecgao de origem do sinal nessa regiao
anatbmica. Entretanto, ndo houve diferengca entre machos e fémeas quanto a
bioluminescéncia do animal inteiro, que é referente a carga parasitaria total (Student
t-test, p= 0,0864). Da mesma forma que as fémeas, o bago e os pulmdes sé&o os
orgaos de maior concentracado do parasito nos machos, nos permitindo inferir que T.
rangeli possui tropismo por esses 0rgaos, independentemente do sexo do hospedeiro.

Ao serem concatenados os resultados de parasitemia e luminescéncia do
sangue periférico (Figura 16) com os dados de luminescéncia in vivo e ex vivo, conclui-
se que a eliminagéo do parasito da corrente sanguinea, coincide com a diminuigao da
luminescéncia total e a auséncia de deteccdo ex vivo. Assim, a diminuigdo da
quantidade de parasitos na corrente sanguinea, nao é devido a concentracdo do
parasito em nenhum sitio anatébmico. Mas sim, pela eliminagdo do parasito pelo
sistema imune (clearence). Nao se pode afirmar que a eliminagédo do parasito ocorre
de forma completa, mas certamente em quantidades inferiores ao limite de deteccéo
da técnica (100 parasitos) (LEWIS et al., 2014). De forma que € possivel que, mesmo
na auséncia de detecgdo de sinal, ainda haja persisténcia de infecgdo. Tampouco,
pode-se determinar com certeza por quanto tempo ou em que local esses parasitos
remanescentes se alojam, visto que essa hipdtese ultrapassa a capacidade de
mensuracao da técnica.

Durante a dissecagao de camundongos infectados, percebe-se a hiperplasia
do baco, onde foram detectados os sinais mais fortes da presenca do parasito. Em

alguns animais, o bago se desloca da posicdao normal, inteiramente posterior ao
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estdmago, para assumir a posi¢ao latero-anterior (dados mostrados no tépico 9.6.2).
Recentemente, Ferreira et al. (2020), descreveram o bago e os linfonodos como sendo
os principais focos de infecgcdo de T. rangeli pela presenca de DNA do parasito,
relatando alteragcbes como o peso do orgdo e reconhecimento do parasito por
anticorpos no interior de esplendcitos. Dessa forma, um grupo de pesquisa
independente e com métodos distintos corroboram os dados encontrados do
envolvimento do bago na infec¢do por T. rangeli.

Contudo, os pulmdes sao uma descoberta impar. Em parceria com a LSHTM,
Jayawardhana e Lewis encontram sinal luminescente no pulmdo e baco de
camundongos SCID infectados com Choachi pTRIX2-Luc em um ensaio piloto
(comunicagédo pessoal). Em outro momento, com a cepa TRE pTRIX2-Luc::Neon
foram infectados camundongos SCID e BALB/c que apresentaram sinal no térax,
abddémen e no ponto de inoculagdo, ndo havendo detalhamento ex vivo. Inicialmente,
esses resultados nao foram considerados validos pela baixa taxa de diferenciagao do
parasito e pela instabilidade da transfeccao das cepas utilizadas. Entretanto, a luz dos
resultados obtidos no presente estudo e considerando a histologia com a identificagcao
de tripomastigota no pulmao e bioluminescéncia com cepa plenamente diferenciada
com expressao de Luc::Neon estavel, conclui-se que o pulmdo também & um dos
sitios preferenciais de infecgao por T. rangeli (Figura 22A).

Em comparacéao a outras espécies, podem ser citados os relatos de infecgao
no pulmao por T. cruzi, apenas durante a fase aguda, sem a persisténcia do parasito
nesse sitio por periodo superior a 30 dias (GUARNER et al., 2001; SILBERSTEIN et
al., 2018). Tavares et al. (2017), através de infecgao intravenosa de amastigotas de
Leishmania infantum bioluminescente, observaram o acumulo de sinal nos pulmdes,
figado e bago, atribuindo esse resultado a fagocitose por macrofagos resistentes
nesses orgaos (TAVARES et al., 2017). Em parasitologia, a descrigdo da migracao de
helmintos para os pulmdes é bem relatada. Varias espécies necessitam do ambiente
pulmonar para diferenciacéo de estagios larvais, gerando forte resposta imune, néo
envolvendo apenas o macréfagos, mas um complexo sistema celular, como
demonstrado na Figura 22A (GREEN, 1968; WEATHERHEAD et al., 2020).
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Figura 22 — Hipéteses relativas ao tropismo Trypanosoma rangeli pelo bago e

pulmao de mamiferos.

A) Esquema representando a acao da resposta imune inata e adaptativa frente as infecgbes
helminticas no pulmao. B) Resumo grafico da capacidade de biogénese plaquetaria pela medula, bago
e pulmdes, revelando aspectos em comum desses 0rgaos.
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O tropismo de T. rangeli pelo bago e pulmdes nos levaram ao questionamento

do que haveria em comum entre 6rgaos de fungbes tao diferentes. Remontando a
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funcdo de cada um deles, observa-se a recente comprovagao da biogénese
plaquetaria no pulmao. A presenga de megacariocitos residentes na medula e no
baco, 6rgéos relacionados a classica descricdo da formacgao de plaquetas. Atraves
dos prolongamentos emitidos pelos megacariécitos, ocorre o desprendimento das
plaquetas pelos ramos chamados pro-plaquetas dentro da corrente sanguinea.
Entretanto, Lefrangais et al. (2017) descreve a migracdo dos megacariocitos
provenientes da medula éssea, também, para o pulmdo e a maturagcdo de
megacaridcitos a partir de células tronco, mantendo populag¢des residentes no pulmao
(Figura 22B) (LEFRANCAIS et al., 2017; LEFRANCAIS; LOONEY, 2019). Vale
lembrar que o esterno também apresentou luminescéncia na analise ex vivo, ainda
que em menor intensidade se comparado aos demais 6rgdos. A visualizagdo de
formas amastigotas-/ike na medula esternal em nossas analises histolégicas vem ao
encontro dessa hipotese dos mecanismos de tropismo do T. rangeli por esses tecidos.

Contudo, com base no modelo experimental de camundongo BALB/c, a
infeccéo por T. rangeli parece nao ser persistente, ou, mantida com uma quantidade
de parasitos abaixo de limite de deteccédo da bioluminescéncia (LEWIS et al., 2014;
MCLATCHIE et al., 2013). Osorio et al. (1995) sugerem que o T. rangeli assume um
estado encriptado, pois é capaz de sobreviver no interior de macrofagos por sete dias
e infectar R. prolixus alimentado com essas células. Sanchez-Valdez et al. (2018),
descrevem a ocorréncia de amastigotas nao replicativas na infecgado por T. cruzi,
atribuindo a essas formas a falha terapéutica do tratamento da doencga de Chagas. E
ainda demonstram a capacidade in vitro dessas amastigotas dormentes se
diferenciarem em tripomastigotas. Dessa forma, seguindo a linha de hipétese de
Osorio et al. (1995) e considerando a clonalidade da populagao desses parasitos, €
possivel que ao longo das primeiras semanas de infec¢do, o T. rangeli se adapte ao
hospedeiro e uma populagdo muito pequena assume o estado quiescente no pulmao
e no bago, enquanto as demais populagdes sao eliminadas pelo sistema imune. Uma
vez em estado quiescente, o metabolismo do parasito € reduzido afetando a
expressao do dual-reporter, que esta condicionado a sintese de ribossomo, como foi
descrito para Leishmania mexicana (KLOEHN et al., 2015). E ainda, durante o estado
letargico ha a diminuicao da quantidade de adenosina trifosfato (ATP) disponivel, o
que interfere na atividade catalitica de luciferase, contribuindo para a ndo detec¢ao do
parasito (BRANCHINI et al., 2017).



97

6 RESUMO DOS RESULTADOS — CAPITULO |

o A adaptacao do vetor pTRIX2-Luc::Neon — Hyg com as sequéncias do /locus
rRNA de T. rangeli foi bem sucedida, gerando o plasmideo pTRIXrang, capaz
de integrar ao genoma do parasito;

o pTRIXrang promove a expressao constitutiva e intensa dos genes Luciferase
e mNeonGreen de forma fusionada, gerando populagbes homogéneas e
estaveis por meses, mesmo na auséncia da droga de selegéo;

o A transfeccao com pTRXrang nao altera nenhuma caracteristica bioldgica de
T. rangeli, mantendo os parasitos transfectados o mesmo comportamento in
vivo e in vitro das linhagens selvagens;

o O ensaio in vitro de luciferase pode ser utilizado como um método alternativo
ou complementar de determinagdo da parasitemia sanguinea (Método Pizzi-
Brener), possuindo sensibilidade compativel e permitindo aferir a viabilidade
dos parasitos;

o De acordo com a bioluminescéncia, as infecgdes por T. rangeli ndo persistem
em hospedeiro murino em grande quantidade de parasitos, apds de 13 dias;

o Os pulmdes e bago sdo os 6rgaos de maior acumulo de T. rangeli em
mamiferos durante a fase aguda da infeccéo;

o Foi observado tropismo de T. rangeli por tecidos do sistema reprodutor
masculino — préstata e tecido adiposo gonadal, sem afetar a carga parasitaria

total.



CAPITULOII

Caracterizagcao das glicoproteinas mucina-like de

Trypanosoma rangeli
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7 OBJETIVOS Il

Caracterizar as mucinas de T. rangeli a partir da superexpressao de

TriMuUCg1, TriMUCg3, TrMUCp35 em comparagao a expressao heterdloga de mucinas
do tipo | (TcMUCI) e do tipo Il (TcMUCII) de T. cruzi.

Objetivos especificos

Realizar a analise descritiva e comparativa in silico de mucinas de T.
rangeli em relagdo as mucinas expressas por outros
tripanosomatideos;

Caracterizar fenotipicamente T. rangeli superexpressando TrMUCQg1,
TriMUCg3 e TrMUCp35 e expressando de forma heteréloga TcMUC |,
TcMUC 1l e TcTS ativa quanto aos sitios e niveis de expressao;
Analisar a interagao in vitro dos parasitos transfectados com linhagens
celulares fagociticas e nao fagociticas em relagdo a cepa parental e
linhagem transfectada com vetor vazio;

Avaliar a dindmica de infec¢ao dos parasitos expressando as mucinas
fusionadas a FlagGPl no hospedeiro mamifero e triatomineo em

comparagao a cepa parental e linhagem transfectada com vetor vazio.
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8 MATERIAIS E METODOS

8.1 CARACTERIZAGCAO IN SILICO DE MUCINAS DE Trypanosoma rangeli

As sequéncias nucleotidicas de mucinas de T. rangeli foram obtidas do banco
de dados interno do grupo de pesquisa (descrito em 4.3.1), a partir do alinhamento
por BLASTn com sequéncias que codificam o peptideo sinal das mucinas TR06796
(TritrypDB) e AGN32981.1 (GenBank) (BARTHOLOMEU et al., 2009; DI NOIA et al.,
1998). Uma vez que, ainda néao foi realizada a predicdo génica nessa versdo do
genoma, as sequéncias nucleotidicas de mucinas foram determinadas com base na
localizagdo gendmica de cada hit obtido por BLAST em relagdo as posigdes das
possiveis regides abertas de leitura (ORF — do inglés Open Reading Frame) obtidas
através da ferramenta getorf (EMBOSS) (RICE; LONGDEN; BLEASBY, 2000), a partir
da qual foi possivel obter as sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas das mucinas
de T. rangeli (TrMUC).

Para classificagcao das sequéncias aminoacidicas preditas in silico como mucinas
putativas, foram considerados como elementos canénicos a presencga de (i) peptideo
sinal N-terminal, sendo sua predicdo obtida com o programa TargetP v1.1
(EMANUELSSON et al., 2000), SignalP v4.1 e SignalP 5.0 (PETERSEN et al., 2011);
(ii) presenga de ancora GPI, avaliada pelo preditor PredGPI/ (PIERLEONI; MARTELLI,
CASADIO, 2008) e (iii) sitios de O-glicosilagéo, preditos através do programa NetO-
glyc 4.0 (STEENTOFT et al., 2013), aplicando os critérios padrao de cada programa.
Para as analises comparativas por alinhamento foram utilizados os programas BLAST
(NCBI) e Clustal Omega (EMBL-EBI). Com base nos alinhamentos globais foram
realizadas as analises de: (i) identidade e similaridade pela ferramenta SIAS (do

inglés Sequence Identity and Similarity) (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html),

sendo valores expressos em média e desvio padrao ponderados pela sequéncia de
menor tamanho; (ii) motivos conservados utilizando o servidor Gblocks
(CASTRESANA, 2000), (iii) analise filogenética através da ferramenta FastTree
(PRICE; DEHAL; ARKIN, 2010) com visualizagao e edigao da arvore filogenética
através da ferramenta online Interactive Tree Of Life (iTOL) v6 (LETUNIC; BORK,
2019) e (iv) representagao grafica dos padrdes caracteristicos pela a ferramenta
Skylign (WHEELER; CLEMENTS; FINN, 2014), gerando logos da medida de

conservagao do residuo em funcao da frequéncia dos residuos em uma determinada


http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html
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posicao (ocupacao). As representagdes graficas das proteinas foram desenhadas no
programa IBS 1.0 (LIU et al., 2015).

Os dados sumarizados em diagrama de Venn foram gerados pela ferramenta
online disponibilizada por Van de Peer Lab (Universidade de Ghent, Bélgica)

(http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/).

Para execucao dos BLASTn, obtencao de ORF, analise de presencga de peptideo
sinal (TargetP) e analise filogenética foi utilizado o System for Integrated Genomic
Resources and Analyses (STINGRAY) através da plataforma Galaxy (WAGNER et
al., 2014) disponibilizado e administrado pelo laboratério de Bioinformatica UFSC.

A determinagcdo da abundancia de aminoacidos foi realizada através da
ferramenta ProtParam (Swiss Institute of Bioinformatics) e Sequence Manipulation
Suite: Protein Stats (Universidade de Alberta, Canada) (STOTHARD, 2000), obtendo
como resultado a porcentagem de cada aminoacido nas proteinas analisadas. As
analises estatisticas e geragao de graficos foram realizadas no programa GraphPad
Prism 8.4.0.

Para analises de sequéncias similares no genoma de T. cruzi, foi utilizada a
ferramenta BLASTweta (TritrypDB), utilizando como query as sequéncias
aminoacidicas de TrMUC contra o banco de dados de T. cruzi CL Brener Esmeraldo-
like (depositado em Dezembro/2015). Foram considerados os resultados com e-value
< 1x10* e cobertura > 50%. Para avaliagao da distribuicdo dos genes nos scaffolds
de T. rangeli foram registradas as posi¢gdes dos genes TrMUC e avaliados 30 kb do
entorno do conjunto de genes TrMUC, considerando fitas senso ou anti-senso que
codificam as mucinas encontradas. Ambas as fitas foram analisadas apenas nos

scaffolds em que foram identificadas TrMUC nas duas orientagdes.

8.2 GERAGAO DE PARASITOS GENETICAMENTE MODIFICADOS

8.2.1 Desenvolvimento do vetor FlagGPI
A fim de obter uma ferramenta que possibilitasse (i) o reconhecimento das
diferentes mucinas envolvidas neste trabalho, (ii) a purificagdo de mucinas expressas
por T. rangeli por cromatografia de afinidade e (iii) que auxiliasse na determinacao da
citolocalizagao através de proteina fluorescente fusionada, foi encomendada a sintese

do gene sintético “FlagGPI”, o qual foi recebido clonado no vetor pUC57 — Amp*


http://bioinformatics.psb.ugent.be/beg/
http://bioinformatics.psb.ugent.be/webtools/Venn/
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(Biomatik). A exemplo da abordagem adotada por Canepa et al. (2012), as mucinas
foram expressas de forma fusionada as sequéncias que codificam para:
e 3xFlagTag® (DYKDHD-G-DYKDHD-I-DYKDDDDK) reconhecida pelo anticorpo
monoclonal M2 (Sigma-Aldrich) (EINHAUER; JUNGBAUER, 2001);
e Proteina fluorescente mNeonGreen (SHANER et al., 2013);
e Ancora GPI de T. rangeli proveniente do gene AGN32981.1 (GenBank)
(WAGNER et al., 2013);
e Sequéncia 3’ UTR do gene de gp82 de T. cruzi utilizada em estudos prévios do
grupo de pesquisa (SCHLINDWEIN; STOCO, 2014).
A sequéncia sintética foi subclonada no vetor pPROCK-Neo (DAROCHA et al.,
2004), em substituicido ao gene da eGPF do vetor de expressao. Esse vetor foi
originalmente construido para T. cruzi, e por isso todos os elementos da maquinaria
de expressao sao oriundos dessa espécie. Contudo, trabalhos anteriores com T.
rangeli, demonstraram a compatibilidade do vetor, em termos de expressdo dos
insertos e integragdo no locus B-tubulina T. rangeli. Dessa forma, gerou-se o
plasmideo FlagGPI-pROCK-Neo, representado na Figura 23, com detalhe da

representacao do gene sintético ao qual as mucinas foram fusionadas.

Figura 23 — Plasmideo FlagGPI-pROCK-Neo para expresséo do gene FlagGPI.

Mapa do vetor FlagGPI-pROCK-Neo. Regides de ligagdo dos iniciadores descritos na Tabela 3
em lilas, sitios Unicos de clivagem em negrito; Sitio da enzima Notl (necessério para linearizagéo para
recombinagdo homdloga) em amarelo. Entre parénteses as distancias das sequéncias em pares de
base em relagao ao inicio da sequéncia B-tubulina. No detalhe: Sitios multiplos de clonagem contendo
as enzimas Xbal-Hindlll-Kpnl a montante da sequéncia 3xFlagTag e jusante de 3’ UTR_gp82 os sitios
Nsil-Sall-Sawl-Xhol estrategicamente desenhados para as clonagens deste trabalho e sequéncias
aminoacidicas do peptideo 3xFlagTag e &ncora GPI gerados pela expressao de FlagGPI.
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8.2.2 Planejamento e execugao das clonagens

Semelhante ao descrito no topico 4.3.2, foram sintetizados os iniciadores
descritos na Tabela 3 para amplificagdo dos insertos, visando a clonagem no vetor
pGEM e posterior subclonagem no vetor de expressédo FlagGPI-pROCK (doravante
denominado apenas FlagGPl). A analise dos produtos de amplificagcao, purificagéo,
clonagem em vetor pGEM e subclonagem foram realizados conforme descrito nos
itens 4.3.4., com menores alteracdes, descritas abaixo: A amplificagao dos insertos foi
realizada por PCR, utilizando a enzima DNA polimerase GoTaq (Promega), com
adicdo manual dos componentes da reagao (tampao contendo magnésio, 200 uM de
dNTP, 10 pmol de cada iniciador e 1 U Taq DNA polimerase e 50 ng DNA molde). As
PCR foram submetidas ao programa base (95°C — 5 min, 35 x: [94°C — 60 s / 58°C —
30s/72°C —-0,5a 3 min] # 72°C — 10 min).

Para a amplificacdo das mucinas e trans-sialidases de T. cruzi foi utilizado de
50 a 100 ug de DNA genbémico das cepas Y e CL Brener, enquanto para as mucinas
de T. rangeli, foi utilizada a mesma quantidade de DNA da cepa Choachi. Para as
clonagens, foram utilizados 7 ul dos insertos purificados e 50 ng do plasmideo pGEM-
T Easy Vector® (Promega), ligados com enzima T4 DNA ligase (Promega) por 18 h a
16°C, seguida da transformacdo em E. coli DH5a calcio-competentes. Os clones
contendo plasmideo foram escolhidos por selegao azul e branco em placa de meio LB
250 ug/ml ampicilina, 20 pg/ml IPTG e 20 pg/ml X-Gal) e PCR de colénia com
iniciadores M13 F e M13 R.

Todos os insertos clonados foram sequenciados e tiveram suas sequéncias
analisadas para montagem de contig considerando a qualidade do sequenciamento
pelo pacote Phred/Phrap (com apoio do Laboratério de Bioinformatica UFSC), seguido

de avaliacao de identidade conforme descrito em 4.3.2.



Tabela 3 — Iniciadores para PCR convencional utilizados para clonagem de mucinas e trans-sialidases.
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Nome do iniciador Sequéncia Enzm]a~de Amplicon Clonado em
estrigao
TeMUC | - IGPI F 5 — TCTAGATGATGATGACTTGCCGTCTGCTG Xbal
TeMUC | - s/GPI R 5 — GGTACCTTTGCGAAGAAGTGGCGGTG Konl 314 pb FlagGPI_pROCK
TeMUCH s/GPI F 5 — TCTAGATGATGATGACATGCCGTCTGCTG Xbal
TeMUCH s/GPI R 5 — AAGCTTCATTTCGCGAAGACGGGACG Hindlll 596 pb FlagGPl_pROCK
TIMUCp35 - s/GPIF 5 — TCTAGATGGCGATGGCGATGGCGATG Xbal
8 TAMUCP35-s/GPIR 5 — TCTAGACGCCTTGCTTTTTGTGTGTTTC Xbal 897 pb FlagGPl_pROCK
$  TMUCg1-SIGPIF & — TCTAGATGATTTTCGCTTTTTTGCCTTTTG Xbal 920 pb* FlagGP|_pROCK
= TMUCG3-sIGPIF 5 — TCTAGATGAAGCTGAGGAGGTGCC Xbal 353 pb* FlagGPl_pROCK
TIMUCg1/3 - sIGPIR 5 — GGTACCCTTCCTCTCAGCCCTCTTCG Konl
TcTS F 5 — TCACTCATGCATATGGGGAAAACAGTCGTTGG  Nisil
TeTS19R 5' - GCATCTGTCGACTCAGAAAAAAACTGCCGTAAAG  Sall 26kb*  FlagGP|_pROCK
TcTS154 R 5' — GCATCTGTCGACTCAGAAAAAAACTGCCATAACG  Sall
3UTRgp82-F 5 — GAAATTGCCGTGAGGACTTC
3UTRgp82-R 5' - GCTCCGCCATCGTCGTGG
NeoR F 5' - GATGGATTGCACGCAGGTTC
_ NeoRR 5' — TCAGAAGAACTCGTCAAGAAG _ o ,
% HX1 E 5 — GGCGGTTAACGAGTTTCTTC diferentes corrlrébtlgiﬁjoes descritas
> HX1R 5' — AAGACATCATAAAAGAAGTTG
M13 R 5' - TCACACAGGAAACAGCTATGAC
mNG R 5' — TATCCTCCTCGCCCTTGCTC
3utr gapdh 5 — AGGTTGTTCTGCAGCGTTG
_ TubprobeF 5~ TCAAGAGCAGTAAGAACAGATG 338 o6 GEM
S Tub_probeR 5' - AGGAGTACTAGGGGGTGAGC
®  TubulinF 5 — TCAAGAGCAGTAAGAACAGATG 1,7 kb Integragao
genoma

*Produto de amplificagdo gerado com o iniciador TrMUCg1/3 - s/GPI R; ** Produto de amplificacdo gerado com o iniciador TcTS F
Sitios de restricdo em negrito e italico na sequéncia do iniciador.
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8.3 TRANSFECCAO

O processo de preparagao do plasmideo para as transfecgbes foi realizado
através da completa linearizacdo de 10 pg de plasmideo obtido com kit Wizard
Miniprep (Promega) e enzima de restricado Notl (destacada em amarelo na Figura 23).

Para a transfecgao, foram utilizadas 5x107 epimastigotas da cepa Choachi
recém isoladas de passagem ciclica, 10 ug de plasmideo linearizado e o programa U-
33 do equipamento Nucleofactor® Il (Lonza). Apos a transfecgdo, os parasitos foram
adicionados a 2 ml de meio LIT+NNN com 20% SBF a 27,5°C. Apos 24 h, foram
acrescentados 50 pg/ml do antibidtico de selecdo Geneticin (G418), sendo os
parasitos repicados semanalmente com a adicdo de concentragdes crescentes do
antibidtico até atingir a concentragao de 500 pg/ml.

Apo6s o periodo de selecdo, parasitos foram cultivados, em paralelo, na
presenca e na auséncia de G418, por periodo minimo de um més para avaliagao de
estabilizacdo da transfeccdo e integracdo gendmica. A avaliacdo das taxas de
crescimento das linhagens foi realizada conforme descrito no item 4.8.

Para as analises moleculares e de infecgdo, foram considerados como
controles experimentais a cepa selvagem de Choachi e a cepa Choachi_FlagGPI,
referida como mock, por conter o plasmideo base sem inser¢dao do gene de mucinas.

Os genes de mucinas de T. rangeli, bem como de T. cruzi utilizados como
insertos clonados a FlagGPI e expressos pela cepa Choachi, serdao referenciados
como “mucinas fusionadas a FlagGPI” para melhor compreensdo da metodologia e

resultados.

8.4 ANALISE DE EXPRESSAO DAS MUCINAS FUSIONADAS A FlagGPI

8.4.1 Western Blot

Além das analises de fluorescéncia direta e citometria de fluxo (topicos 4.6.1
e 4.6.2, respectivamente) foram utilizadas as técnicas de SDS-Page, Western Blot
(WB) e imunofluorescéncia para avaliacédo da expressdao das mucinas fusionadas a
FlagGPl.

Para obtencéo dos extratos proteicos totais, aproximadamente 5 ml de cultivo
foram centrifugados a 1.270 x g por 10 min a TA, lavados duas vezes em PBS pH 7,4
e solubilizados em tampé&o de lise (50 mM NaCl, 200 mM Tris-HCI pH 8,0, 1% de Triton
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X-100) previamente aquecido a 95°C e acrescido de 1 ul de coquetel de inibidores de
proteases (Merck), homogeneizados vigorosamente e mantidos em banho de gelo
durante o uso.

A concentragao de proteina de todas as amostras foi mensurada pelo método
de Bradford (Bio-Rad), com curva padrao de 0 a 4 ug/ul de albumina bovina sérica
(BSA) e leitura de absorbancia a 595 nm na multileitora TECAN (LAMEB/UFSC).
Aproximadamente 50 ug de cada extrato proteico foi misturado a tampéo de amostra
(20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5 M Tris-HCI pH 6,8, 4,4% SDS e 2% [-
mercaptoetanol) e incubado a 95°C por 5 min. As proteinas foram separadas de
acordo com sua massa molecular por eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-
PAGE). As concentragcdes do gel variaram de 8% a 12% (de acordo com a massa
molecular da proteina de interesse), sob diferenga de potencial de 40 mA por ~3 h.

Para o Western Blot, as proteinas resolvidas em SDS Page foram transferidas
para membranas de PVDF (do inglés Polyvinylidene fluoride) (Hybond® — Amersham)
por 16 h a 25 V em tampéo de transferéncia (25 mM Tris; 192 mM Glicina e 20%
Metanol). Em seguida, as membranas foram coradas com solugdo Ponceau
(Ponceau-S 0,1% em acido acético 10%), descoradas em tampao de Blotting (TB) (25
mM Tris HCI pH 7,4; 150 mM NaCl; 0,1% Tween 20) e incubadas em solu¢do de
bloqueio (5% leite desnatado em TB) por uma hora a TA e agitagdo constante.
Posteriormente, as membranas foram lavadas cinco vezes com TB e incubadas em
solucao contendo o anticorpo primario nas diluicdes apresentadas na

Tabela 4, por 90 min sob agitagdo branda, seguida de nova etapa da lavagem. As
membranas foram incubadas com solugdo contendo anticorpos secundarios
conjugados a peroxidase (Sigma-Aldrich) durante 60 min e agitacdo branda, e
novamente lavadas com TB. Apds a incubagdo com reagente Pierce® ECL Western
Blotting Substrate (Thermo Fischer Scientific) e a exposicdo a filmes radiograficos, os
mesmos foram revelados utilizando o processador SRX-101A (Konica Minolta Medical
& Graphic)



Tabela 4 — Anticorpos e dilui¢oes utilizados em ensaios de Western Blot.
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Anticorpos primarios Origem Diluicdo Fabricante / Origem
anti-FlagTag M2 camundongo 1:1.000 Sigma-Aldrich

anti-eGFP camundongo 1:500 Santa Cruz Biotechnology
anti-p-tubulina coelho 1:1.000 Sigma-Aldrich

Anti-Sia (PAS099Ge01) camundongo 1:1.500 USCN (Wuhan USCN Business)
Anti-SAPA camundongo 1:500 Dr. Sérgio Schenkman (UNIFESP)
Anti-iTcTS camundongo 1:250 Granucci, 2013

Anti-TcTS (sitio catalitico) coelho 1:500 Dr. Sérgio Schenkman (UNIFESP)
anti-C3b humano 1:64.000 Complement Technologies
Anticorpos secundarios Conjugado a Diluicdo Fabricante

anti-IgG mouse peroxidase 1: 5.000 Sigma-Aldrich

anti-lgG human peroxidase 1: 5.000 Complement Technologies
anti-IgG rabbit peroxidase 1:20.000 Sigma-Aldrich

Fonte: Autora.

8.4.2 Imunofluorescéncia indireta

Formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa Choachi selvagem e
transfectados para expressao de mucinas fusionadas a FlagGPI foram coletadas,
lavadas duas vezes com PBS e, dispostas em laminulas circulares de 13 mm em
placas de 24 pocos. Apés 20 min, os parasitos foram fixados com 2% de
paraformaldeido e os pogos lavados com 500 pl de PBS. Nas linhagens especificadas
como permeabilizadas, foi realizada a incubagéo com 0,5% Triton x-100 por 5 minutos
a TA. Apods, foram realizadas cinco séries de lavagem com PBS (procedimento
aplicado entre todas as etapas do protocolo). Para bloqueio, as células foram
incubadas na solugao de 2% BSA em PBS, lavadas, e incubadas por 90 minutos com
anticorpos primarios em 0,5% BSA em PBS (Tabela 5). Apdés nova lavagem,
procedeu-se a incubagdo com anticorpos secundarios por 15 min, seguida de
lavagem, coloragdo do DNA com 1 ug/ml de DAPI, etapa final de lavagem em PBS e
agua ultrapura. Por fim, as laminulas foram aplicadas sobre lamina com meio de

montagem Hydromount (National Diagnostics). Para aquisicdo das imagens foi
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utilizado o microscépio confocal Leica TCS SP5 (Laboratério Central de Microscopia
Eletronica - LCME/UFSC).

Tabela 5 — Anticorpos e dilui¢bes utilizados nos ensaios de imunofluorescéncia

Anticorpos primarios Origem Diluicao Fabricante / Origem

anti-FlagTag M2 camundongo 1:1.00 Sigma-Aldrich

. . ) Dr. Sérgio Schenkman
Anti-Proteina ligante de Calcio flagelar ~camundongo 1:100

(UNIFESP)
Anti-Dihidrolipoamida desidrogenase coelho 1:300 Dr. Kevin Tyler (UEA)
Anticorpos secundarios Conjugadoa Diluicado Fabricante
Goat anti-IgG mouse Alexa Fluor 488 1:1.000 Thermo Fischer Scientific
Goat anti-IgG mouse Alexa Fluor 594 1:1.000 Thermo Fischer Scientific
Goat anti-IgG rabbit Alexa Fluor 594 1:1.000 Thermo Fischer Scientific

Fonte: Autora.

8.5 CELL SORTING

Com o objetivo de enriquecer as populacdes transfectadas, foi realizada a
selecao das linhagens de acordo com a fluorescéncia emitida por mNG. Para tal,
foram processados dois tubos de cada linhagem contendo 200 ul de cultivo de
epimastigota em 2 ml de PBS pH 7,4, que foram utilizados como input no citdmetro
FACS ARIA Il (Plataforma de Citometria de Fluxo — Instituto Carlos Chagas —
Curitiba/PR). Foi estabelecido como parametro de separacdo, os parasitos que
apresentavam intensidade de fluorescéncia superior a mediana da intensidade de
fluorescéncia da linhagem FlagGPl. Para cada linhagem foram coletados
aproximadamente 1x108 parasitos em dois tubos conicos contendo 500 pl de meio de
cultura. Como controle de eficiéncia da separacgao, tubos adicionais foram submetidos
ao sorting e analisados por citometria, atingindo 98% de eficiéncia imediatamente
apos o processo de separagao.

Apods o sorting, os parasitos foram centrifugados a 2.000 x g por 10 min e
transferidos para tubo com meio NNN + LIT com 10% de SFB, 4% solugado de
antibidticos (concentragao estoque: 3,84 U/ml penicilina; 3,84 ug/ml estreptomicina;
7,69 mg/ml ampicilina; 4,6 mg/ml kanamicina; 5,23 mg/ml cloranfenicol), 300 pg/ml

G418 e mantidos a 27°C. Depois de 72 h, os parasitos foram analisados por citometria,
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para avaliagdo da manutengdo da homogeneidade populacional com base na
porcentagem de parasitos fluorescentes, processo esse repetido ao longo de dois

meses.

8.6 PURIFICACAO POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Para obtencdo das mucinas purificadas, foram cultivados de 40 a 250 ml de
formas epimastigotas em tubos cénicos ou em garrafas de 75 cm?. Ao atingir a fase
exponencial de crescimento, os cultivos foram centrifugados a 1.200 x g por 10 min e
lavados duas vezes em PBS pH 7,4. Ao pellet de parasitos foi adicionado 1 a 2 ml de
tampao de lise (150 mM NaCl, 0,1% NP40, 1% Triton X-100, 50 mM Tris—HCI pH 7,6),
10 pl/ml de coquetel de inibidor de protease (Merck) e 50 yuM Tosyl-L-lysine
Chloromethyl ketone hydrochloride (TLCK). O lisado foi mantido sob leve agitagcéao por
15 min a 4°C e centrifugado a 20.800 x g por 15 min a 4°C. O sobrenadante do lisado
foi incubado com 150 pl de resina ANTI-FLAG M2 Affinity Gel (previamente lavada
com 1 ml TBS por duas vezes através de centrifugagédo a 500 x g por 1 min, para
remocgao do glicerol) por 18 h a 4°C sob leve agitacao. Apods, a mistura foi aplicada em
colunas de purificacado Protino de 1 ml (Macherey-Nagel). O eluido (Flow Through) foi
armazenado a - 20°C para nova rodada de purificagao e avaliagao por WB. A coluna
foi lavada por gravidade quadro vezes com 1 ml de TBS, com avaliagdo da saida
progressiva de proteinas inespecificas por espectrofotometria (absorbancia 280 nm).
A eluigao das proteinas fusionadas a FlagTag foi realizada por competigdo com 150
pl da solugéo contendo 300 pg/ml FLAG peptide (Sigma-Aldrich) em TBS com inibidor
de protease por 3 h a 4°C. Depois da incubagado, o eluato 1 (E1) foi coletado e
novamente adicionado 150 yl da solucdo de competicdo, incubado por 1 h a 4°C,
gerando o eluato 2 (E2). Ao final, a resina foi tratada com trés volumes de 0,1 M glicina-
HCI, pH 3,5 e equilibrada com 1 ml de TBS por cinco vezes. Para reaproveitamento
da coluna, essa foi lavada com 10 volumes de solugdo de armazenamento (50%
glicerol e 0,02% azida de sddio) e mantida a 4°C seguindo as recomendagdes do
fabricante de reutilizagdo maxima de trés vezes (CARLEVARO et al, 2019;
TOMOMORI-SATO et al., 2013). Para avaliagao de pureza e rendimento, aliquotas
das fragdes do sobrenadante lisado (SL), Flow Through (FT), 12 e 42 lavagem (L1 e
L4), Eluatos 1 e 2 (E1 e E2) foram quantificadas por Bradford e analisadas por WB.
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8.7 ENSAIO DE ATIVIDADE DE TRANS-SIALIDASE

A avaliagéo da atividade de trans-sialidase foi realizada conforme descrito por
Granucci (2013). Para tal, foram coletados 1,2 x108 epimastigotas, lavados em PBS
pH 7,4 e homogeneizados em 20 pl de tampao de lise (50 nM NaCl, 200 mM Tris HCI
pH 8,0 e 1% de NP-40) com 1 uyl de um coquetel de inibidores de proteases (Sigma-
Aldrich). Desse homogenato, 7,5 ul foram aplicados na reagdo contendo 100 mM
PIPES /NaOH (pH 7,0); 0,55 mM 3'-Sialilactose (3'-SL) (Sigma-Aldrich); 0,5 mM
MUGal (Sigma-Aldrich) e incubada por 45 min a TA. A reacgao foi parada pela adigao
de 1 ml de agua ultrapura gelada e aplicada sobre coluna contendo 600 ul de resina
Q-Sepharose Fast Flow (GE Healthcare) previamente equilibrada com agua ultrapura.
Nessa reacado, o reagente 3'-SL e MUGal atuam como como doador e receptor de
acido sialico, respectivamente. Assim, o excesso de MUGal foi removido por trés
lavagens com 1 ml de agua ultrapura e uma lavagem contendo 75 uyl de 1 M HCI. O
produto sialilado foi eluido com 450 ul de 1 M HCI e incubado por 45 min a 95°C. Apds,
as amostras foram transferidas para gelo, neutralizadas pela adi¢do de 150 ylde 2 M
NaOH e 300 ul 1 M glicina/NaOH pH 10,0 e homogeneizadas vigorosamente. A reagao
foi transferida para uma placa de 24 pocos e a fluorescéncia mensurada com

excitacdo 365 nm / emissao 450 nm.

8.8 ENSAIOS DE INFECGAO IN VITRO

8.8.1 Cultivo de linhagens murinas

A linhagem de fibroblasto de tecido conectivo subcutaneo L-929 (ATCC: CCL-
1) foi cultivada em meio RPMI 10% SFB, 10 U/ml de penicilina, 10 pg/ml de
estreptomicina. Através repiques a cada 72 h por tripsinizagao, as células foram
mantidas em garrafas de 75 cm? e em confluéncia maxima de 90% a 37°C e 5% de
COo..

A linhagem de macréfago murino RAW 264.7 (ATCC TIB-71) foi cultivada em
meio DMEM, suplementado com 10% SFB, 10 U/ml de penicilina, 10 ug/ml de
estreptomicina. Com repiques semanais, através descolamento por cell scraper, os
macrofagos foram mantidos 37°C e 5% de CO2 em garrafas de 75 cm?, sendo o meio

de culturarenovado a cada 72 h.
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8.8.2 Consideragoes do desenho experimental in vitro

Para a realizagao dos experimentos, 1x10° células/pogo foram semeadas em
placas de 24 pocgos. Para os experimentos de cinética, as células foram semeadas
sob laminula circular 13 mm posicionadas no fundo do pogo.

Os experimentos com a linhagem RAW 264.7, foram separados em dois
grupos, de acordo com a ativacao das células por lipopolissacarideo de E. coli (LPS),
a saber: antes da infeccdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e
adicionado 100 ng/ml LPS (Sigma-Aldrich) em meio de cultura por 2 h. Entéo, foi
retirado o estimulo ativador das células através trés lavagens com PBS e adicionado
novo meio de cultura. No grupo nao ativado, o mesmo procedimento de lavagem e
substituicdo do meio foi realizado, sem a adigdo de LPS.

Devido ao emprego de células murinas nos experimentos deste capitulo, os
tripomastigotas foram opsonizados com soro de camundongo fresco (ndo inativado
por calor) e filtrado. Para obtencao do soro, camundongos BALB/c foram anestesiados
com Cetamina (150 mg/kg) e Xilasina (15 mg/kg) por via i.p. e realizada a puncéo
cardiaca de seis animais. A filtragem do soro de camundongo foi adotada afim de
excluir a possibilidade de contaminagao por microrganismos que poderia induzir o viés
de ativagao da resposta imune nao intencional. A presenga do componente do sistema

complemento C3b no soro filtrado foi verificada no por WB.

8.8.3 Cinética de interagao com células de mamifero

Formas tripomastigotas de T. rangeli foram diferenciadas in vitro (método
descrito em 4.10) e opsonizadas em meio RPMI com 50% soro de camundongo fresco
e filtrado por 30 min a 37°C. Apds a incubacgao, os parasitos foram lavados em PBS
pH 7,4 e colocados em contato com as células com MOI (Relagédo tripomastigota:
célula) de 10:1 para RAW 264.7 e 30:1 L929 e incubados a 37°C e 5% CO2. Apds 2 h,
0s parasitos nao aderentes foram removidos por lavagem com PBS pH 74,
acrescentado meio de cultura com 10% SFB e novamente incubados a 37°C. Nos
tempos de 2 h (imediatamente apds a remogao dos parasitos), 5, 8 e 24 h, o meio de
cultura foi retirado, os pocos lavados duas vezes com PBS e realizada a coloragao
com kit panético (Laborclin). As laminulas foram secas ao ar sobre suporte de papel
filtro e montadas sobre laminas de microscopia com meio de montagem DPx (Sigma-
Aldrich).
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O experimento com a células L929 foi realizado em triplicata técnica, enquanto
os experimentos de RAW 264.7 foram realizados em duplicata para cada grupo
avaliado (ativado/ndo ativado). As contagens foram realizadas por pesquisador(a)

independente a fim de minimizar o viés dos dados.

8.8.4 Avaliacao de incorporacgao de acido sialico

Células L929 foram semeadas em confluéncia proxima a 100% em placa de
seis pogos (9x10° células/pocgo) e infectadas com tripomastigotas (MOI 30:1) da cepa
Choachi selvagem por2 h a 37°C, 5% CO2 em meio RPMI condicionado pela linhagem
L929 por 4 h sem SFB. Ap6s o periodo de interagdo, o meio de cultura contendo os
parasitos foi coletado, centrifugado a 1.200 x g por 10 min e lavado duas vezes com
PBS pH 7,4. Apds a ultima centrifugacéo, o tampéao foi completamente retirado e o
pellet de parasitos armazenado a — 20°C. As células L929 aderidas a placa, foram
lavadas duas vezes com PBS pH 7,4, tripsinizadas, suspendidas em meio sem soro e
centrifugadas. Apods a ultima lavagem, o meio foi completamente removido e o pellet
de células armazenado — 20°C. Como comparativo, tripomastigotas da cepa Choachi
selvagem foram incubados por 2 h apenas com meio condicionado simultaneamente
a infecgado com células.

As amostras foram submetidas a extragdo proteica e WB com anticorpo
policlonal anti-Sia. Para esse experimento, ndo houve opsonizacido dos parasitos.
Como controle negativo foi utilizado 5 ml de meio de cultura RPMI precipitado por 3
volumes de acetona gelada, centrifugado a 12.000 x g por 30 min a 0°C. O precipitado
foi solubilizado em 100 ul de tampao de amostra. Como controle positivo, foi utilizada
a proteina ovoalbumina sialilada (Sigma-Aldrich), gentiimente cedida pelo Dr. André
Bafica (UTRATNA et al., 2017; YAMASHITA et al., 1984).

8.8.5 Dosagem de citocinas do sobrenadante
8.8.5.1 Cytometric Bead Array - CBA
Com desenho experimental semelhante ao descrito para a cinética de
interacdo com RAW 264.7, foi realizada a dosagem de citocinas presentes no
sobrenadante de macroéfagos - ativados e nao ativados - apds 24 h de infeccdo com
tripomastigotas da cepa Choachi selvagem e transfectadas para expressdo de
mucinas fusionadas. Apés a interagao, o sobrenadante foi coletado, centrifugado para

remogao dos parasitos remanescentes, transferido para novo tubo e armazenado a
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- 80°C.

Para a dosagem das citocinas foi utilizado o kit BD Cytometric Bead Array
(CBA) Mouse Inflammation, para a quantificacdo das citocinas IL-6, IL-10, Monocyte
chemoattractant protein — 1 (MCP-1), Interferon-y (IFN-y), TNF, e IL-12p70
(gentiimente cedido por Dr. Juliano Bordignon, Fiocruz Parana), com adaptacoes, a
saber: Para a curva padrao, foram utilizados 10 pontos obtidos pela diluicdo de fator
2, a partir da solugéo fop standard e assay diluent (reagente G). Para a mistura de
beads foi utilizado o volume de 3,33 ul de cada bead/amostra e adicionado assay
diluent para volume final de 25 ul/amostra. A essa mistura foi adicionado igual volume
(25 pl/amostra) do reagente de deteccao PE (Reagente B). Entdo, foi somado aos
reagentes 25 pl de cada amostra diluida. A reacdo foi incubada por 3 h a TA e
protegida da luz, com leves agitagbes periddicas. Apos, 500 uL de Wash Buffer
(Reagente F) foi adicionado as reagoes, e entdao centrifugadas a 200 x g por 5 min. O
sobrenadante foi cuidadosamente coletado e descartado, e as beads transferidas para
tubo de citometria com 150 pl de Wash buffer. No citbmetro de fluxo FACS Canto I
(BD Bioscience) (LAMEB/UFSC) a configuragéo para aquisi¢ao foi realizada conforme
preconizado pelo fabricante, exceto pelo numero de eventos salvos no citdbmetro, no
qual apenas os eventos considerados validos dentro do gate de contagem das beads
foi salvo, facilitando o processo de analise. Foram estabelecidos o minimo de 300
eventos por grupo de beads. A analise dos dados foi realizada no programa FCAP
Array e graficos gerados no programa GraphPad Prism 8.4.0. As amostras de
sobrenadante foram diluidas com assay diluent (reagente G) na proporgao de cinco

vezes (valor experimentalmente definido).

8.8.5.2 Extracdo de RNA e preparo de cDNA para RT-qPCR

Da mesma placa que foram obtidos os sobrenadantes para dosagem de
citocinas, foi realizada a extracdo de RNA da linhagem RAW 264.7 para futura
quantificacdo dos niveis de transcricdo de citocinas, a saber: as células foram lavadas
uma vez com PBS pH 7,4 e lisadas diretamente com 400 ul QlAzol (Qiagen) por
pipetagem vigorosa. O lisado foi transferido para tubo de 1,5 ml e acrescido de 200 pl
de 98% cloroférmio e entdo, homogeneizados vigorosamente por 15 s. Apds, as
amostras foram centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4°C, gerando uma fase
aquosa e outra contendo o solvente fendlico. A fase aquosa foi transferida para novo

tubo e adicionado 500 pl de isopropanol. As amostras foram novamente submetidas
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a centrifugacao a 12.000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante foi descartado por
inversao e adicionado 1 ml de etanol 75% gelado, seguido de centrifugacao a 7.500 x
g por 5 minutos a 4°C. Novamente, o sobrenadante foi descartado e o pellet contendo
RNA foi seco ao ar com tubo invertido sobre papel filtro. O RNA total foi solubilizado
em 20 ul de agua ultrapura livre de nucleases e armazenado a -80°C. A concentragao
e pureza das amostras for avaliada no espectrofotdmetro Picodrop e 2 ul da amostra
submetida a eletroforese em gel de agarose 1%, corado por 1 ug/ml brometo de etidio.

De cada amostra, 1 ug de RNA foi coletado para tratamento com 1 U DNAse
| (Thermo Fischer Scientific) por 30 min a 37°C, inativada por adicdo de EDTA e
tratamento por 10 min a 65°C. A reacao de transcricao foi realizada com kit M-MLV
Reverse Transcriptase (Promega) conforme instrugdes do fabricante.

Para a realizacdo do PCR quantitativo, foram desenhados os iniciadores
descritos por Overbergh et al. (2003) com menores ajustes (conforme descrito em
4.3.2). Na Tabela 6 estdo apresentadas as sequéncias dos iniciadores e os tamanhos

esperados dos produtos de amplificacao.

Tabela 6 — Iniciadores para amplificacdo de cDNA de citocinas de camundongo para

quantificacao por RT-qPCR.

Nome do iniciador Sequéncia Amplicon (pb)
miL-1b F 5" — CAACCAACAAGTGATATTCTCCATG

miL-1b R 5 — GATCCACACTCTCCAGCTGCA 152
mIL-6 F 5" — GAGGATACCACTCCCAACAGACC 141
mIL-6 R 5 — AAGTGCATCATCGTTGTTCATACA

miL-10 F 5 — GGTTGCCAAGCCTTATCGGA 191
mIL-10 R 5 — ACCTGCTCCACTGCCTTGCT

miL-12 p40 F 5 — GGAAGCACGGCAGCAGAATA 180
miL-12 p40 R 5 — AACTTGAGGGAGAAGTAGGAATGG

mIFN-gama F 5 — TCAAGTGGCATAGATGTGGAAGAA 92
mIFN-gama R 5 — TGGCTCTGCAGGATTTTCATG

mTNF-alfa F 5 — AAAATTCGAGTGACAAGCCTGTAG

mTNF-alfa R 5 — TGGGAGTAGACAAGGTACAACC 181
miNOS F 5 — GTGGCTACCACATTGAAGAAG

miNOS R 5" — CCATAGGAAAAGACTGCACC %

Fonte: Autora.



115

8.9 INFECCAO EM HOSPEDEIRO MAMIFERO

8.9.1 Cinética de infecgao
O procedimento de infeccdo em camundongos descrito no item 4.11, foi
utilizado no experimento desde capitulo, assim como a avaligao de parasitemia pelo
método Pizzi-Brener (topico 4.11.1). As contagens foram realizadas em conjunto com

pesquisadores(as) independentes a fim de minimizar o viés das contagens.

8.9.2 Contagem diferencial de leucoécitos
Foi realizado esfregago sanguineo a partir do sangue obtido da ponta da
cauda dos camundongos aos 4 e 14 d.p.i. As laminas foram secas ao ar, coradas pela
coloragao panético (Laborclin) e as porcentagens relativas de leucécitos estabelecidas
a partir da contagem de 100 leucdcitos por lamina. A analise foi realizada em todos os
animais de cada grupo experimental (n=7) e grupo controle (n=4). As contagens foram
realizadas por pesquisadores(as) independentes a fim de minimizar o viés das

contagens.

8.9.3 Histopatologia

Nesse experimento, dois camundongos por grupo foram eutanasiados por
anestesia profunda (150 mg/kg de Cetamina e 15 mg/kg Xilasina) e pungao cardiaca
com seringa contendo 20 pl de 3,8% citrato de sodio. A veia axilar direita foi
seccionada para perfusdo do animal por injecdo de 10 a 15 ml de PBS no ventriculo
direito. Para coleta de material, foram escolhidos o pico de parasitemia (4 d.p.i.) e a
fase subpatente da infeccéo (14 d.p.i.).

Foram processados para histologia, os seguintes 6rgaos: Pulmao direito,
mesentério, tecido adiposo gonadal (gordura branca), timo, esterno, tecido adiposo
inguinal (gordura bege), bago e tecido adiposo interescapular (gordura marrom).
Esses 6rgaos, foram acondicionados em cassetes histologicos, fixados com 10%
formalina tamponada (solugdo de formol em PBS) e enviados ao laboratério Verta
(Curitibanos/SC) onde as amostras foram processadas para histologia convencional,
sendo coradas por hematoxilina e eosina. Para analise, quatro cortes com distancia
de 15 um entre si foram feitos. A analise histopatolégica foi realizada em colaboragéo
com o Prof. Dr. Alvaro Menin (UFSC Curitibanos) buscando a identificagéo de focos

inflamatorios, os quais foram definidos pela presenca de infiltrados com = 15
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leucdcitos. Para a graduacao das lesdes foram observados 50 campos na objetiva de
100x, classificando a inflamagao tecidual como: Leve < 25 células; Moderado: 26-50

células; Intenso: > 50 células ou auséncia de focos inflamatorios.

8.9.4 Dosagem de citocinas de plasma e extrato tecidual de camundongos
infectados com Trypanosoma rangeli

O plasma foi obtido a partir da coleta de sangue por pungao cardiaca realizada
nos tempos 4 e 14 d.p.i., descrito no item anterior. Aproximadamente 1 ml de sangue
cada camundongo foi coletado e transferido para tubo de 1,5 ml e centrifugado por
1200 x g por 10 min a 4°C. O plasma foi transferido para novo tubo de 1,5 ml e
armazenado a -80°C até momento do uso. Para dosagem das citocinas pré-
inflamatarias foi utilizado o kit CBA, conforme descrito em 8.8.5.1.

Ao final do experimento (17 d.p.i.) foi realizada a eutanasia de dois animais
de cada grupo e excisados os pulmdes e bacgo inteiros. Esses érgaos foram pesados
em balanga analitica (Katashi) e lisados com macerador de vidro contendo 150 ul de
solugdo de maceragao na presencga de 1% coquetel de inibidor de protease (Sigma-
Aldrich) em PBS estéril pH 7,4. Apds a completa disruptura dos 6rgaos, o homogenato
foi transferido para tubo 1,5 ml e adicionados 150 pl de solucdo de maceragédo no
aparato macerador para completa remoc¢ao do conteudo tecidual, que foi transferido
para o mesmo tubo de amostra. As amostras foram centrifugadas a 5.000 x g por 10
min a 4°C, o sobrenadante transferido para novo tubo e armazenado a -80°C.

No dia de execugao dos ensaios de citometria, o material foi rapidamente
descongelado a 37°C e centrifugado a 500 x g por 10 min a 4°C para remocéao
adicional de debris celulares. Nao foi utilizada diluicdo das amostras de plasma e
extrato tecidual para analise. Foram estabelecidos um minimo de 300 eventos por
citocina. A analise dos dados foi realizada no programa FCAP Array e graficos gerados
no programa GraphPad Prism 8.4.0. Concentragdes iguais ou inferiores a abrangéncia
da curva padrao nao foram incluidos na analise, exceto em situagdes que o controle
foi enquadrado nesse parametro (0 pg/ml) e amostras testes continham valores

validos.



117

8.10 INFECCAO EM HOSPEDEIRO TRIATOMINEO

8.10.1 Inoculagao via intracelémica

A infeccdo do hospedeiro invertebrado por via intraceldmica, foi realizada
conforme descrito no topico 4.9, em 50 ninfas de 4° e 5° estagio de R. prolixus. Através
de avaliagdes quinzenais, a partir da 32 semana de infec¢ao, foram observadas a
morfologia e motilidade dos parasitos na hemolinfa, migragcéo para glandula salivar e
capacidade de transmissdo vetorial por alimentagdo em camundongo. Para cada
ponto de coleta foram utilizadas cinco ninfas. Para avaliagdo da hemolinfa, foi cortada
uma das tibias do vetor com tesoura e aplicada leve pressao no térax para a coleta
da hemolinfa em lamina ou placa de 24 pogos. Quanto a obtengao da glandula salivar,
apos a coleta da hemolinfa, a cabega foi gentilmente deslocada em diregao oposta ao
corpo, removendo o par de glandulas salivares do interior do térax, que foi disposto
sobre a lamina. As amostras foram mantidas umidas pela adigcado de PBS pH 7,4.

ApOs a observacido do material a fresco por microscopia de luz, o material foi
distendido para fixagdo e coloragdo por Giemsa. Para registro da motilidade e
morfologia dos parasitos, foram gravados videos no microscopio invertido (Olympus
IX83 — LAMEB/UFSC) através do programa CellSens Dimension 1.12 (Olympus).

Para observagao da capacidade de transmissao vetorial, apds a identificagao
dos parasitos na glandula salivar, os insetos foram alimentados por 10 a 15 min com
dois camundongos BALB/c anestesiados. Para estimulagdo de salivagado durante a
sondagem dos vasos sanguineos, o0s camundongos foram periodicamente
reposicionados sobre o recipiente de contengdo dos insetos. Apdés 3 dias da
alimentagado, o sangue dos camundongos foi avaliado a fresco, como descrito em
4.11.1.

8.10.2 Alimentacgao artificial
Cerca 50 ninfas de 4° e 5° estagio de R. prolixus em jejum por 30 dias, foram
alimentadas com 1,5x108 tripomastigotas em 4 ml de sangue humano (desfibrinado e
inativado) contendo 2 ml de meio DMEM. A ingesta de sangue foi realizada em
alimentadores artificiais revestidos com a pele ventral de camundongos e mentidos a
37°C por circulagdo externa de agua aquecida. A alimentacdo ocorreu por
aproximadamente 2 h, sendo o sangue homogeneizado com pipeta Pasteur

descartavel periodicamente. Foi observada a distensdo abdominal das ninfas para
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certificacdo da alimentacdo de aproximadamente 95% dos insetos. Apds a
alimentacgao, as ninfas infectadas foram mantidas a 26°C e umidade relativa do ar de
65%. Para cada linhagem transfectada, diferentes alimentadores artificiais foram
utilizados buscando evitar contaminacéo cruzada.

A partir da 22 semana pés-infeccao, foi iniciada a observagao da presencga de
parasitos nas fezes, hemolinfa e glandula salivar (analise da glandula condicionada a
positividade da hemolinfa) de cinco ninfas por ponto de coleta. Para a coleta de
amostra de fezes, o abddmen dos triatomineos foi levemente pressionado sobre a
lamina. Nao havendo a defecagdo espontdnea ou sob leve pressdao abdominal, a
ampola retal foi extraida por tracdo em direcdo oposta ao corpo e suavemente
macerada sobre a lamina. Os parasitos foram visualizados a fresco com adigao de
PBS a amostra. Para avaliacao qualitativa foi estabelecido o critério: auséncia de
parasitos na amostra (O), um ou mais parasitos presentes na amostra (+), um ou mais
parasitos esparsamente distribuidos por campo em diversos campos (++), acumulo
de parasitos em diferentes regides do campo em diversos campos (+++). O mesmo
critério foi aplicado a hemolinfa. Da mesma forma que para infeccao intracelémica,
houve o registro em video de motilidade e apdés, distensdo em lamina para coloragao
por Giemsa. As avaliagcbes das amostras foram realizadas em conjunto com
pesquisador(a) independente a fim de minimizar o viés do observador. Os graficos e

a anadlises estatisticas foram realizadas no programa GraphPad Prism 8.4.0.
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9 RESULTADOS E DISCUSSAO

9.1 ANALISE DESCRITIVA E COMPARATIVA IN SILICO DE MUCINAS DE

Trypanosoma rangeli

9.1.1 Avaliagao do grupo TrMUCg

Di Noia et al. (1998) e Bartholomeu et al. (2009), determinaram o numero de
genes das familias de glicoproteinas de superficie de T. cruzi, através da assinatura
presente na sequéncia que codifica para o peptideo sinal, que € uma regiao
conservada e de perfil caracteristico para cada familia multigénica em T. cruzi. Dessa
forma, essa abordagem foi aplicada para determinagcdo do numero de cdépias de
mucinas de T. rangeli, contra o banco de dados da vers&o mais recente do genoma.

Desse modo, utilizando como query os primeiros 75 pb da sequéncia
TRO06796 (TritrypDB) por BLASTn contra o genoma, foram obtidos cinco hits, sendo
todos com e-value < 3 x10-®!, cobertura e identidade > 97% em relagédo a query.
Visando validar se esses hits estdo relacionados como mucinas possivelmente
funcionais, foi realizada a busca das sequéncias codificantes completas. A partir das
quais, obteve-se as sequéncias aminoacidicas que foram utilizadas como entrada
para as analises de predigdo dos elementos candnicos, como descrito em 8.1. Essas
sequéncias foram nomeadas TrMUCg, por terem sido descritas a partir da sequéncia
utilizada na busca da publicacdo do Genoma. Todas as cinco sequéncias, podem
codificar mucinas putativas, de quatro tamanhos distintos e possuem 24,43% + 11,71

de residuos passiveis de O-glicosilacdo, como pode ser observado na Tabela 7.

Tabela 7 — Analise de elementos canénicos de mucinas presentes no grupo TrMUCg

Posi¢cdo no Genoma* Elementos Candnicos
D Scaffold  Inicio Fim Pr?;(ta);na O-gllc(?/j;lagao Peptsgﬁ?o)Smal A?é::,)tirg S)PI
TrMUCg1 41 11508 12197 230 26,09 19-20"/ NV 209
TrMUCg3 41 9165 9587 141 43,26 28-29 117
TrMUCg4 46 153735 153451 95 20,00 26-27 71
TrMUCg6 46 156152 155868 95 21,05 26-27 71
TrMUCg7 46 169886 169326 187 11,76 19-20"/ NV 163

* com base na versao do genoma T. rangeli-SC58-genome.v2; ** avaliagdo de sitio de clivagem obtido
através SignalP v4.1; NV: Nao valido de acordo com SignalP v5.
Fonte: Autora.
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As sequéncias obtidas foram alinhadas em busca da identificagdo de blocos
conservados, a fim de caracterizar motivos especificos (Figura 24).

A regido entre as posi¢des 90 e 120 do alinhamento é referente a sequéncia
codificada pelos 75 nt utilizados como query. Entretanto, para Tr'MUCg1 e TrMUCg7
a predi¢ao génica apontou para um coédon de inicio diferente das demais, predizendo
que o inicio das proteinas ocorreria 90 aa a montante. Além disso, para essas duas
sequéncias foi predito um peptideo sinal valido nessa por¢do a montante, com base
nos resultados gerados pela ferramenta SignalP v4.1. Isso gerou duvidas quanto ao
que de fato é expresso e processado como peptideo sinal de enderegamento ao
reticulo endoplasmatico para TrMUCg1 e TrMUCg7. Grande parte dos preditores in
silico sédo desenvolvidos baseados em genoma e proteoma de mamiferos. Logo, as
analises de sequéncias de protozoarios podem ser erroneamente interpretadas. Isso
implica em um viés da extrapolagao da analise in silico para os processos bioldgicos,
sendo necessarias comprovagdes experimentais, como sera discutido no tépico 9.2.3.
Ao longo do andamento deste estudo, uma nova versédo da ferramenta SignalP foi
disponibilizada (versdo 5), em que o algoritmo preditor foi aprimorado (ALMAGRO
ARMENTEROS et al., 2019). Ao reanalisar as sequéncias TrMUC, foi observado que
para TrMUCg1 e TrMUCQg7 o peptideo sinal foi considerado nao valido ou ausente,
como demonstrado na Tabela 7. Permanecendo da duvida quanto a predigdo génica
e consequentemente ao tamanho da proteina real.

Apesar dessas sequéncias variarem de 95 a 230 aa (sendo a proteina madura
50 aa menor pela clivagem de peptideos de enderegamento), todas sequéncias
possuem similaridade de 87,83 % + 13,24. Para todas os membros de TrMUCg, a
regido de ancora GPI possui 0 mesmo sitio w, o que significa a conservagao dessa
regido para esse grupo de mucinas, corroborando com o descrito por Di Noia et al.,
(1998). No alinhamento, também é possivel identificar uma area rica em residuos de
Ser e Thr. Em todas as sequéncias, o motivo T2xxT2xT2 esta presente, e em TriMUCg1
e TrMUCQg3 € possivel destacar uma regido de repeticbes em tandem STa5, como

demonstrado na Figura 24B.

Figura 24 — TrMUCg possui os elementos candnicos e motivo conservado exclusivo

de Trypanosoma rangeli

Alinhamento multiplo do grupo TrMUCg. Sequéncia predita para peptideo sinal (bloco laranja
claro), regides ricas em Ser e Thr (bloco amarelo), regido conservada exclusiva de TrMUCg (bloco
verde), regido C-terminal que codifica o para ancora GPI (bloco roxo). Disparidade de predi¢do do
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peptideo sinal em TrMUCg1 e TrMUCQg7 (laranja escuro). Posi¢cao dos sitios de clivagem simbolizada
pela tesoura e tracejado preto. Predicdo com base na versao SignalP v4.1 em tracejado vermelho. #
blocos conservados avaliados por Gblocks. B) Logo do alinhamento das sequéncias aminoacidicas das
regides conservadas entre TrMUCg. Regides ricas em Ser e Thr acima. Regido exclusiva de TriMUCg
abaixo. No topo de cada logo esta indicado a posigao de cada residuo na sequéncia e abaixo o indice
de ocupagéo do respectivo residuo (regides de gap sédo penalizadas e demonstradas em azul). C)
Representacdo grafica da organizagdo de TrMUCg1 e TrMUCQg3 no scaffold 41 e identificagdo dos
genes adjacentes com base em homologia em T. cruzi CL Brener Esmeraldo-like. Genes TrMUC
(verde), genes correspondentes localizados no cromossomo 35 de CL Brener (lilds), em outros
cromossomos (laranja e cinza).
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(TrMUCg3 Tc mitochondrial RNA binding complex 1 subunit
hypothetical protein Tc beta prime cop protein ‘ Tc hypothetical protein
Tc vsglipase/P1-PLC Tc Surface protein TolT, group C | Tc hypothetical pro Tc hypothetical protein

tein
Tc ATP dependente chaperona ‘ TrMUCgi Tc 6505 ribosomnal protein L44 Te hypothetical protein, conserved
Tc hypothetical pratein Tc serine-alanine-and proline-rich protein Tc hypothetical protein conserved [L Tc ABC transporter
By B S L e T B -D—|£>-|i>-

4

Scafold41_fragmento
30.000 bp

Fonte: Autora.

Também, foi possivel identificar um segmento de 23 aa em todas TrMUCg,
que parece configurar uma assinatura desse grupo. Essa sequéncia esta parcialmente
presente em TcMUC Il, no motivo QAPS (ALLEN; KELLY, 2001). Entretanto, nenhum
organismo presente no banco de dados do NCBI ou TriTrypDB possuiu a esse motivo
de 23 aa.

Foi realizada a busca por sequéncias homologas as TrMUCg no genoma de
T. cruzi (genoma CL Brener Esmeraldo-like) por BLASTp e foram encontradas
correspondéncias aos genes TcMUCII para todos membros de TrMUCg, como
demonstrado na Tabela 10 no Apéndice desta tese.

Embora, essa versdao do genoma ainda nao esteja organizada em
cromossomos, os scaffolds, sozinhos ou por combinagao, serao parte componente da
organizagao de cada cromossomo. Assim, infere-se preliminarmente a distribuigéo
dos genes de mucina no genoma de T. rangeli e o conjunto de genes adjacentes. Uma

vez que se sabe que os genes de TcMUC estao intercalados com genes de TcTS e
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MASP no genoma de T. cruzi, foi realizada a analise de organizagdo dos genes de
mucina de T. rangeli. Os genes de TrMUCg estao localizados em dois scaffolds. Na
Figura 24C é demonstrada a representagao do fragmento do scaffold 41, onde estao
localizados os genes TrMUCg1 e TrMUCg3. Na regido analisada, ndo foram
encontrados genes para TcTS ou MASP. Entretanto, dos 17 genes encontrados
dentro desta regido, 13 possuem correspondéncia a genes contidos no cromossomo
35 de CL Brener Esmeraldo-/ike, distribuidos em =104 Kb. Apesar de TriMUCg1 e
TriMUCg3 corresponderem a genes de T. cruzi pertencentes a outros cromossomos
(Chr 18, 29, 33), dentro da area observada do cromossomo 35 de CL Brener, estao
contidos genes TcMUC |, TcMUCII e MASP, mas nao TcTS. Interessantemente, entre
os genes TrMUCg1 e TrMUCg3, foram identificadas sequéncias que codificam para
os genes TcSAP (do inglés Serine-, Alanine-, and Proline-Rich Protein) que s&o
proteinas expressas por tripomastigotas metaciclicos na superficie e promovem
mobilizagdo de Ca?* no hospedeiro (BAIDA et al., 2006); proteina de superficie TolT
tipo C, também expressa por tripomastigotas e descrita como alvos para sistema
imune durante a infecgdo por T. cruzi (LOBO et al., 2018); e GPI-fosfolipase C
expressa por T. cruzi, mas notoriamente descrita pela agao da clivagem de VSG em
T. brucei sobre condicdes de estresse (BULOW; OVERATH, 1986; CARRINGTON et
al., 1998).

Essa analise preliminar de sintenia indica que a mucinas de T. rangeli estao
alocadas no genoma em conjunto a outras proteinas de superficie expressas por
formas tripomastigotas, ao menos em T. cruzi, sendo possivel que alguns desses

genes sejam expressos em conjunto de forma policistrénica.

9.1.2 Analise do grupo TrMUCp

Interessantemente, dentre as sequéncias TrMUCg nao foi encontrada a
sequéncia de mucina descrita no proteoma de superficie de T. rangeli (AGN32981.1-
GenBank) (WAGNER et al., 2013), indicando que a mucina de 33 kDa descrita por
Wagner et al. (2013) pertence a um grupo distinto. Assim, a mesma abordagem de
busca foi realizada com a sequéncia do peptideo sinal de AGN32981.1. Essa
sequéncia codifica para um peptideo sinal com sitio de clivagem no residuo 31. Logo,
o BLASTn foi realizado utilizando os primeiros 93 nucleotideos da sequéncia como
query. Nessa segunda abordagem, foram considerados validos os resultados com e-

value < 1x10* obtendo 188 hits. Desses, 12 hits foram excluidos por nao
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corresponderem a localizagao de uma ORF e outros 16 hits corresponderam a
posicbes com ORF em duas fases de leitura. Assim, foram obtidas 192 sequéncias
codificantes que foram analisadas quanto a presen¢a dos elementos candnicos,
conforme sumarizado no diagrama da Figura 25A. Desse modo, um novo grupo de
mucinas pode ser identificado em T. rangeli contendo 88 genes (Tabela 11 no
Apéndice). Devido a origem da sequéncia advir do Proteoma de T. rangeli, o grupo foi
denominado TrMUCp, seguindo a mesma légica de nomenclatura do grupo TrMUCg.

Essas sequéncias possuem similaridade média de apenas 38,39 % + 18,06
entre si. Quando realizada a analise por BLASTp contra a sequéncia AGN32981.1,
alguns membros alinham somente com a porgao N-terminal correspondente ao
peptideo sinal, denotando grande variabilidade entre as sequéncias, fato ja esperado
para essa familia génica. Dessa forma, foi realizada a analise filogenética, com base
na sequéncia proteica, a fim de identificar subgrupos em TrMUCp e possibilitar a
comparacgao das sequéncias em busca de motivos conservados. Nessa analise foram
distinguidos 9 subgrupos (TrMUCp A — 1) (Figura 25B).

A proteina detectada no proteoma de superficie corresponde a sequéncia
denominada TrMUCp35, alocada no subgrupo H. A titulo de demonstracédo do grupo
TriMIUCp, o alinhamento desse subgrupo é demonstrado na Figura 25C.

De forma semelhante a TrMIUCg, um gene foi predito com inicio a montante
dos demais (TrMUCp57_286) no subgrupo H. Conforme a predigdo da ferramenta
PredGPI v5, o peptideo sinal dessa proteina € valido. Entretanto, com menor valor
preditivo do que o obtido para a sequéncia conservada (box laranja na Figura 25C)
utilizada para a busca. Fato semelhante foi observado em outras duas sequéncias do
subgrupo G, totalizando ao menos cinco genes de mucinas de T. rangeli em que ha
incerteza da predigcdo génica, mas que interessantemente foram preditos como
peptideos sinais validos. Dessa forma, faz-se o registro da ocorréncia de possiveis
sequéncias de peptideos sinais a montante de glicoproteinas de T. rangeli que exigem
inspecgao rigorosa.

Com relagao as caracteristicas do grupo TrMUCp, nota-se que a porgao N-
terminal das sequéncias € mais variavel que a por¢gao C-terminal, e essa variabilidade
foi observada nos diversos subgrupos. Na porgcdo N-terminal foi identificada a
presenca de residuos conservados que possuem caracteristicas relevantes como os
residuos de Cys — aminoacido capaz de formar pontes dissulfeto —, e assim, formar

estruturas em forma de grampo. Também, estdo conservados os aminoacidos
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hidrofébicos Phe, Trp e Tyr, localizados entre o centro e a por¢cao N-terminal da
sequéncia (Figura 25D). Essa regido se assemelha a regiao hipervariavel de TcMUC
I, o mesmo local que apresenta esse tipo de residuos de aminoacidos, quando
presentes.

Na porcdo C-terminal, nota-se a concentracdo de residuos Ser e Thr, e
principalmente Pro, estando esses em meio a residuos de carga positiva como Arg,
His e Lys. O aminoacido Pro confere maior rigidez a estrutura proteica, e no grupo
TrMUCp ocorrem em duplas ou trincas, intercaladas entre residuos passiveis de O-
glicosilagcao. Residuos de Pro também estao presentes na estrutura das mucinas de
T. cruzi, sendo a repeticdo TsKP2 uma caracteristica importante da familia TcMUC I.

Contudo, os residuos Pro nao se apresentam concentrados como ocorre em TrMUCp.

Figura 25 — Os membros do grupo TrMUCp sao mais variaveis e possuem residuos

hidrofébicos ndo caracteristicos de mucinas.

A) Diagrama de Venn representando a classificagdo das ORF obtidas quanto a presenca de
elementos candnicos. Andlise de presencga de O-glicosilagdes condicionada a validagcdo da presenca
de peptideo sinal. B) Andlise filogenética de mucina de T. rangeli. (Arvore obtida pela analise de
Maximume-likelihood das sequéncias aminoacidicas identificadas neste estudo. Valores de bootstrap de
1000 replicatas indicados no centro dos ramos. Distancias em relagdo a raiz indicadas na escala
superior. Classificagao de subgrupos, indicada ao lado direito do respectivo clado. C) Alinhamento das
sequéncias TrMUCp subgrupo H com indica¢des de peptideo sinal (bloco laranja claro), com sitio de
clivagem sinalizado pela tesoura e tracejado preto; residuos de Ser e Thr (linhas amarelas); Pro (linhas
azuis). Regido de ancora GPI (bloco roxo) com sitio w apontado pelo tracejado preto. # indica blocos
conservados avaliados por Gblocks. D) Logo da regido compreendida entre as posi¢des 65 a 186 do
alinhamento (regido hipervariavel), com conservagao de residuos hidrofobicos (a cima). Regido rica em
Pro (a baixo). No topo de cada logo esta indicado a posi¢cao de cada residuo na sequéncia e na parte
inferior, o indice de ocupacao do residuo indicado (regides de gap séo penalizadas e demonstradas
em azul).
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Fonte: Autora.

Ao avaliar a propor¢ao de aminoacidos, nota-se que Ala (15,16% £ 2,01), Gly
(10,64% + 1), Ser (10,56% £ 1,36), Thr (9,67 % + 1,79), Val (7,06 % £ 0,79) e Pro
(6,64 % * 2,56) sao os principais constituintes de TrMUCp. A quantidade Ala
encontrada em TrMUCp é superior ao descrito na literatura para as mucinas de T.
cruzi (DI NOIA et al., 1996). De forma que a grande abundancia do aminoacido Ala é
uma das principais caracteristicas relatadas em outras glicoproteinas como TcSAP e
TcTASV, essa ultima recentemente descrita em T. cruzi, estava previamente anotada
como pertencendo & familia das mucinas (GARCIA et al., 2010).

Ao realizar a analise de homologia entre os genes de TrMUCp em relagao a
T. cruzi, foi possivel encontrar correspondéncias a TcTASV em diversos genes dos
subgrupos TrMUCp_A, D, F e G. Bem como, foram identificados genes relacionados
a TcMUC nos subgrupos TrMUCp_B e H; trans-sialidases TcS Ill no subgrupo
TriMUCp_G e proteinas hipotéticas nos subgrupos TrMUCp_A e |. Contudo, diversos
dos resultados possuem baixa cobertura e identidade n&o possibilitando uma analise
clara de todos os genes. Dentre os melhores resultados (cobertura > 50%, identidade
> 30% e e-value < 1x10'%) ha a predominancia da correspondéncia de TcMUC no
subgrupo TrMUCp_H e proteinas hipotéticas em TrMUCp_|. Assim, é possivel que no

grupo TrMUCp estejam incluidos genes homodlogos a TcTASV - especialmente no
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subgrupo TrMUCp_A. Contudo, como outrora as TcTASV foram consideradas
TcMUC, é possivel que fato semelhante ocorra na classificagdo das mucinas de T.
rangeli. Por hora, opta-se a manter a nomenclatura “TrMUCp” para todas as
sequéncias identificadas neste estudo devido aos critérios adotados. A listagem dos
resultados da busca por sequéncias homologas em T. cruzi, € descrita na Tabela 12

no apéndice A desta tese.

9.1.3 Comparacgao entre mucinas de Trypanosoma cruzi e Trypanosoma
rangeli

De forma geral, TrMUCg e TrMUCp possuem caracteristicas bastante
diferentes. Enquanto as TrMUCg s&o proteinas menores (142 aa * 63) e mantém
agrupados seus residuos de Ser e Thr, formando um padrao em tandem. As TrMUCp
possuem tamanho maior (334 aa = 81), mantendo os residuos O-glicosilados
esparsos.

Com relagao a abundéancia de aminoacidos, como demonstrado na Figura 26,
€ possivel perceber que ha a diminuigdo do numero de residuos de Thr nas mucinas
de T. rangeli em comparacédo as mucinas de T. cruzi (p<0,0001). A abundancia de
residuos de Thr mantém a propor¢cdo TcMUCI > TecMUCII e T'MUCg > TrMUCp, sendo
que a proporcao de Ser é conservada entre os grupos. As mucinas de T. rangeli
apresentam uma quantidade maior do residuo Ala (p<0,01) e ligeiramente maior de
Arg e Phe (ndo estatisticamente significativo). A medida que a maior quantidade de
Ala também é uma caracteristica de mucinas de T. carassii e glicoproteinas similares
as mucinas em Leishmania spp. (AGUERO et al., 2002; HICKS et al., 2000). Assim,
com base na constituicdo de aminoacidos, pode-se estabelecer a comparagao entre
TcMUCI e TrMUCg (R = 0,8021). Bem como, entre TcMUCII com TriMUCp (R =
0,8331). Dessa forma, afirma-se que quanto a dispersao de O-glicosilagdo, padréao
presenca/auséncia de regiao hipervariavel ou repeticoes em tandem e constituicao
aminoacidica, as mucinas de T. cruzi e T. rangeli possuem caracteristicas em comum,

como o demonstrado na Figura 27.

Figura 26 — A constituigdo aminoacidica refor¢a a correlagao entre mucinas de
Trypanosoma cruzi e Trypanosoma rangeli.

Grafico de composicdo de aminoacidos em porcentagem relativa aos grupos TcMUCI, TcMUCII,
TrMUCg, TrMUCp. Gréfico expresso em meédia e desvio padrao. Detalhe interno: Analise de correlagéo
de Sperman em fungao da constituicado de aminoacidos. Sequéncias de cada grupo (TcMUCI: EMUCe-
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37p20, TcCLB.509847.70 e clone B4-5 (discutido no tépico 9.2.2); TcMUCIl: EMUCt-4,
TcCLB.507357.130 e clone B2-10; TrMUCg: TrMUCg1, TrMUCg3, TrMUCg4; TrMUCp: TrMUCp35,
TrMUCp20 e TrMUCp23). *p <0,05; **p< 0,001; ****p=< 0.0001. Analises de correlagdo com significancia
de p £ 0.0001 e intervalo de confianga de 95%.
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Figura 27 — Resumo grafico comparativo entre mucinas de Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi.

Representagao grafica comparativa dos grupos TrMUCg (verde claro), TrMUCp (verde escuro),
TcMUC | (amarelo claro) e TcMUC Il (amarelo escuro). Detalhes referentes a pré-proteina em coloragéo
gradiente: peptideo sinal (laranja) e ancora GPI (roxo) com posi¢ao sitio de clivagem sinalizados na
parte inferior. Sitios de O-glicosilagédo representados por pontos pretos, sendo indicada a posigdo do
primeiro e ultimo residuo O-glicosilado na parte superior. Detalhe interno da sequéncia em TrMUCg
relativo a regido central conservada nesse grupo (verde perolado). Sequéncias utilizadas como base
para representacdo, indicadas a esquerda, sendo TrMUCg3 e TrMUCp35 descritas ao longo dessa
secdo e TcMUC | e TcMUC Il utilizadas neste trabalho e descritas no tépico 9.2.2.

TeMUC1 T ]
TrMUCg3 y—fmrmﬂ—v—"“
| |
¢40, S o AR R 2
TeMUC Il | —
TrMUCp35 :

Fonte: Autora.
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9.2 CARACTERIZACAO FENOTIPICA DE Trypanosoma rangeli
SUPEREXPRESSANDO TrMUCg1, TrMUCg3, TrMUCp35, TcMUCI E TcMUCII

9.2.1 Abordagem de clonagem com FlagGPI_pROCK

Canepa et al. (2012) empregaram a estratégia de expressdao de TcSMUG
fusionada ao peptideo FlagTag para a compreensao do processamento e secregcao
de TcSMUG. Dessa forma, foi aplicada uma abordagem semelhante neste trabalho.
Observando publicagbes recentes, optou-se por expressar o peptideo 3xFlagTag®
(Sigma-Aldrich) de forma fusionada as mucinas, visando o reconhecimento da
expressao de qualquer sequéncia de interesse, mas de forma especifica, utilizando
anticorpo anti-FlagTag M2 (Sigma-Aldrich).

A fim de evitar possiveis interferéncias no reconhecimento do peptideo sinal ou
ancora GPIl das mucinas (de caracteristicas hidrofébicas), foi inserido o gene
mNeonGreen como espacador entre a 3xFlagTag e a ancora GPI, para minimizar a
alteracdo ou impedimento o enderecamento e processamento correto da
glicoproteina. Com essa estratégia, as mucinas foram expressas na extremidade
distal da construgao, estando disponiveis ao maximo para acesso a outras moléculas
e mantendo a sua caracteristica de localizagao na superficie do parasito. Para ancora
GPI, foi selecionada a sequéncia que codifica essa regido na glicoproteina
AGN32981.1 (TrMUCp35), visto que ha a comprovagdo experimental dessa
glicoproteina na superficie de T. rangeli (WAGNER et al., 2013)

Quanto a mNeonGreen sintetizada e fusionada a FlagTag: esse repoérter foi
escolhido por ser mais brilhante e mais estavel que as demais proteinas fluorescentes
até entdo utilizadas (GenBank KC295282 - (SHANER et al., 2013). E importante
registrar que a mNeonGreen fusionada a FlagTag e a mNeonGreen fusionada a
Luciferase, utilizada no Capitulo | desta tese, tratam-se de sequéncias diferentes que
compartilham 79 % de similaridade. Dessa forma, para fins dessa tese, o gene
mNeonGreen clonado a FlagGPI oriundo de Shaner et al. (2013) foi denominado
mNG. Enquanto, o gene mNeonGreen fusionado a Luciferase (oriundo de pTRIX2-
Luc::Neon, advindo de pPOTv4 blast-blast mNeonGreen (BENEKE et al., 2017,
COSTA et al., 2018)) foi referido como Neon.

Por fim, essa construgéo foi elaborada para conter a sequéncia 3’ UTR de gp82,
utilizada em estudos anteriores em nosso grupo de pesquisa (SCHLINDWEIN;

STOCO, 2014). Essa sequéncia é descrita por promover a estabilizacdo do mRNA em
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formas tripomastigotas de T. cruzi. Entretanto, também determina a desestabilizagéo
do RNA em epimastigotas, sendo parte da regulacdo estagio-especifica dessa TS
(CORREA et al., 2013). Porém, em T. rangeli, esse 3' UTR se mostrou um forte
elemento na estabilizacdo do mRNA, tanto em formas epimastigotas quanto
tripomastigotas. Também, foram incluidos no gene sintético dois sitios multiplos de
clonagem, um a montante da 3xFlagTag - para clonagem das mucinas - e outro a
jusante da 3’ UTR para clonagem de TcTS ativa. Assim, foi desenhada a sequéncia
denominada FlagGPI, como representada na Figura 23.

O gene sintético foi recebido clonado no plasmideo pUC57, do qual foi
excisado e subclonado no plasmideo pROCK-Neo GPF (DAROCHA et al., 2004),
utilizando as enzimas Xbal e Xhol, e assim substituido o gene da GPF pela sequéncia

FlagGPI, gerando o vetor denominado FlagGPIl_pROCK.

9.2.2 Clonagem dos genes TcMUCI e TcMUCII e expressao heteréloga por

Trypanosoma rangeli

Inicialmente, neste trabalho foi proposta a expressao de TcMUCII por ser o
grupo mais expresso em tripomastigotas de T. cruzi, como forma de realizar um estudo
comparativo as mucinas de T. rangeli. Para tal, foi realizada a busca na literatura
quanto aos genes representativos do grupo. Devido as diferengas entre as sequéncias
dos membros dessa familia, buscou-se genes como o maior numero de estudos,
comprovacgdes experimentais, analises de expressao, dentre outras caracteristicas.
Assim, foram selecionadas as sequéncias MUC.RA-1, disponivel em GenBank:
TENGO0454 (denominada MUCA neste trabalho) (BUSCAGLIA et al., 2004; CANEPA
et al., 2012; DI NOIA et al., 1996; LANTOS et al., 2016) e EMUCt-4, registrada no
acesso GenBank: AY032683 (denominada MUCB) (BUSCAGLIA et al., 2004; CAMPO
et al., 2006; DI NOIA et al., 1998).

A partir do genoma da cepa Y de T. cruzi, esses genes foram amplificados via
PCR utilizando os iniciadores TcMUCA (F:5 — TCTAGAACACCACTGAACGACC
ACAC), TcMUCA (R:5 — CCCGGGAGCACAAAC TAACACCCGTC); TcMUCB (F:5’
— TCTAGACAGATCAGCTCCACACCAC) e TcMUCB (R: 5 — CCCGGGGCCATGC
ATATGAGTGTGTC), de forma que o amplicon contivesse parte ou totalidade da
sequéncia 3’ UTR. Os insertos foram clonados em vetor pGEM T-Easy (Promega) e
sequenciados pelo método de Sanger (LAMEB/UFSC) para confirmagdo da

identidade. Devido a natureza polimérfica dos genes de TcMUCII foram selecionadas
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para sequenciamento dois clones de cada gene, cujas identificacbes sao

apresentadas na Tabela 8.

Tabela 8 — Identificagdo das sequéncias clonadas referentes a TcMUCII

Clone Produto Identificado Identidade ID TritrypDB

A3-8 Proteina hipotética 77% TCDM_08866

A3-10 MASP 35% TCDM_09616
TcMUCII (putativa) 80% TCDM_12662

B2-10 TcMUCII 71% TCDM 08744
TcMUCII (putativa) 67% TcCLB.507357.130*

B4-5 TcMUCI (putativa) 93% TcCLB.509847.70**
TcMUCI (putativa) 67% TcCLB.511149.130*

* Curado por Frasch, citado no artigo do genoma de T. cruzi (EI-Sayed et al. 2005)
** Curado por Frasch, dados de microarranjo.

Fonte: Autora.

Como resultado, foram identificados genes dos grupos | e |l de mucinas de T.
cruzi, e assim, foi incluido o grupo TcMUCI no estudo, sendo selecionados os clones
B4-5 e B2-10 como representantes dos grupos TcMUCI e TcMUCII, respectivamente.
A caracterizacdo dessas sequéncias revelou que todas possuem os elementos
candnicos descritos na literatura sendo, portanto, consideradas mucinas putativas.

Visto isso, foi procedida a clonagem sem a regiao que codifica para a ancora
GPI, empregando os iniciadores descritos na Tabela 3, gerando os produtos de
amplificagdo para TcMUCI (314 pb) e TcMUCII (596 pb). A clonagem dos produtos de
PCR foi realizada em vetor pGEM T-Easy (Promega), sendo os mesmos subclonados

no vetor FlagGPl_pROCK conforme o descrito a seguir.

9.2.3 Clonagem dos genes TrMUCg1, TrMUCg3 e TrMUCp35 no vetor
FlagGPI_pROCK

Foram selecionados para clonagem um exemplar de mucinas do grupo TrMUCp e
dois membros do grupo TrMUCg, pois esse grupo apresentou distingdo de 90 aa na
porcdo N-terminal da proteina, conforme descrito no tépico 9.1.1. Dessa forma,
TriMUCg1 (693 pb) e TrMUCg3 (426 pb) foram incluidas na sele¢ao para clonagem.
Quanto ao grupo TrMUCp, a sequéncia TrMUCp35 (984 pb) ja havia sido previamente
clonada no vetor pGEM T-Easy pela Dr®. Milene H. de Moraes (UFSC), sendo

gentilmente cedido para a realizagdo desse estudo. Desse modo, foram amplificados
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0s genes sem a sequéncia que codifica para a ancora GPI (Tabela 3), gerando os
produtos de amplificagdo TriMUCg1 s/ GPI (620 pb) e TrMUCg3 s/ GPI (353 pb) e
TriMUCp35 s/ GPI (897 pb). Esses amplicons foram purificados e clonados em vetor
pGEM T-Easy e sequenciados pelo método de Sanger (LAMEB/UFSC) para
verificacao de suas identidades. Desses trés insertos, apenas TrMIlUCg3 apresentou
alguma discordancia com relagdo a sequéncia teodrica, possuindo trés mutagdes
sinbnimas e a delecdo de um cédon Thr.

A transfeccao de T. rangeli com essas construgbes e com o vetor vazio (sem
mucinas) (FlagGPI - mock) foi realizada conforme descrito no item 8.3. Ao longo da
selecao dos transfectantes com G148, a intensidade de fluorescéncia foi proporcional
ao aumento da concentracdo de G418 para alguns transfectados como
Choachi_FlagGPl (mock). Entretanto, para outras linhagens como a
Choachi_TrMUCg3 a fluorescéncia se manteve bastante fraca mesmo ao atingir 500
pg/ml de G418.

9.2.4 Clonagem do gene da TcTS ativa

O plasmideo FlagGPI foi idealizado para promover a expressao de diversos genes
simultaneamente. Dessa forma, durante o periodo de selecédo dos transfectados com
mucina, foi procedida a clonagem do gene da TcTS ativa (TSI) com todos os
elementos necessarios a atividade da enzima (sitio catalitico e sitio de ligagéo a lectina
com Asp box, motivos VTV, SAPA, peptideo sinal e ancora GPI). Assim, foram
utilizadas as sequéncias TcTS154 (RUBIN-DE-CELIS et al., 2006; UEMURA et al.,
1992) e TcTS19 (BELEW et al., 2017), como base para o desenho do iniciadores.

A partir do DNA genbémico da cepa CL-Brener de T. cruzi e utilizando a enzima Taq
Phusion (Thermo Fischer Scientific), foi possivel obter um produto da amplificagéo
com os iniciadores TcTS F e TcTS19 R, o qual foi clonado em vetor pJET. O gene de
TcTS clonado foi analisado por sequenciamento com os iniciadores descritos na
Tabela 3, além de iniciadores internos utilizados exclusivamente para o
sequenciamento (7cTS F2: 5 — GTTCGAGAAGCTACTGGACG e TcTS R2: § —
TGTCCATGTGTGC TTCCGTG). A partir do resultado do sequenciamento, foi
determinada a fase de leitura e sequéncia de aminoacidos, possibilitando a
comparagao com a TcTS descrita por Belew et al. (2017). Devido ao numero de
regidbes SAPA no produto clonado, a trans-sialidase obtida neste trabalho foi
denominada TcTS14 (Figura 28).
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Figura 28 — Analise comparativa da TcTS14 com TcTS19

Alinhamento global da trans-sialidase clonada neste trabalho em relagdo a sequéncia TcTS19
(Belew, et al. 2017) com indicagbes das regides de peptideo sinal (laranja), ancora GPI (roxo), dominio
neuraminidase (caixa vermelha, com destaque em verde para o residuo de Tyr374), dominio lectina
(caixa azul). Residuos em amarelo indicam residuos idénticos. Dominios determinados pelo programa
Pfam.
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Fonte: Autora.

A partir do alinhamento, foi possivel identificar que a TcTS14 é conservada
em relagcdo a TcTS19, que foi descrita como funcional e responsavel e pelo aumento
de infectividade em cepas pouco virulentas de T. cruzi (BELEW et al., 2017). No
alinhamento é possivel observar a auséncia do cédon de parada no gene clonado e a
substituicdo de um aminoacido na sequéncia de reconhecimento da ancora GPI. Sem
0 cddon de parada, a proteina tem tamanho maior que o esperado e os preditores nao
consideram valida a posicdo como um possivel sitio w. Entretanto, pela similaridade
a TcTS19 foi dado prosseguimento na clonagem da TcTS14 em FlagGPI para
transfecgdo do vetor na cepa Choachi de T. rangeli. Dessa forma, foram geradas
linhagens para expressao da enzima TcTS14 simultaneamente a cada uma das
mucinas, possibilitando avaliar a contribuicdo de dessas glicoproteinas separadas e

em conjunto na infectividade de T. rangeli.
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9.3 ANALISE DE EXPRESSAO DOS GENES CLONADOS

9.3.1 Massa molecular de TrMUCg3 e TrMUCPp35 indica baixa ou auséncia de
glicosilagao das mucinas de Trypanosoma rangeli

A confirmacgédo da expressdo dos genes de interesse foi realizada por WB,
utilizando o anticorpo anti-FlagTag. Em diversos momentos ao longo deste trabalho,
essa analise foi realizada para certificagdao a manutencao do perfil de expressao em
formas epimastigotas e tripomastigotas. O resultado apresentado na Figura 29, é
representativo da expressao dos parasitos transfectados ao longo de todo trabalho.
Também foi realizada a predigdo da massa molecular tedérica com base nas
sequéncias génicas e traducéo in silico utilizando a plataforma Benchling (Figura 29 e
Tabela 9).

Com relacédo a expressao de mucinas pertencentes ao grupo TrMUCg, cuja
predicdo de peptideo sinal era distinta para TrMUCg1 (90 aa maior) que as demais do
grupo, néo foi identificada diferenga de massa molecular entre as mucinas expressas
por TrMUCQg1 e TrMUCg3. Dessa forma, compreende-se que houve erro de predi¢ao
da sequéncia codificante e na pratica o valor teérico de 44,75 kDa TrMUCg3 foi
observado para os dois produtos génicos.

Também pode ser identificado que as mucinas de T. cruzi, expressas por T.
rangeli, possuem massa molecular maior do que a predita in silico com base
unicamente na sequéncia de aminoacidos. Para TcMUCI, podem ser identificadas trés
bandas de diferentes tamanhos, possivelmente devido a distintos indices de
glicosilagdo da mesma proteina. Em TcMUCII, foi identificado o aumento de mais de
40% da massa molecular, tal qual como é descrito para as mucinas naturalmente
expressas por T. cruzi.

Todavia, as mucinas de T. rangeli aparentam possuir numero muito reduzido de
glicanas ou carboidratos pouco complexos, sendo possivel que ndo possuam
nenhuma modificagdo poés-traducional, visto que ndo ha alteracdo de massa
molecular. Essa caracteristica afeta diretamente a capacidade de recepcéo de Sia,
devido a transferéncia dessa glicana ser feita a residuos a2, 3 de -galactopiranosil
pela trans-sialidase.
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Figura 29 — Analise da massa molecular das mucinas expressas de forma

fusionadas a FlagGPI.

A) Analise comparativa da expressao de mucinas de diferentes membros do grupo TrMUCg. B)
Comparacgao entre mucinas homologas e heterélogas fusionadas a FlagGPI expressas pelas linhagens
de Choachi transfectadas. Detecgdo com anti-FlagTag e anti-mouse HRP. Para todas as amostras
foram utilizados 50 ug de extrato proteico total de epimastigotas. Controle de quantidade de proteina
obtido com anti-f tubulina e anti-rabbit HRP, demonstrado na parte inferior da respectiva amostra. C)
Analise densitométrica do WB, utilizando 3-tubulina como normalizador. Marcador de massa molecular

Bio-Rad Dual Xtra.
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Tabela 9 — Comparativo da massa molecular das mucinas fusionadas a FlagGPI.

Glicoproteina Massa tedrica (kDa) Massa real (aproximada) (kDa)
TeMUCI 43,76 33*/45/50/70
TcMUCII 53,40 75

TrMUCg1 54,27 45

TrMUCg3 44,75 45

TrMUCp35 63,32 65

FlagGPI mock 33,13 33

*Banda referente a expressao da construgao sem mucina.

Fonte: Autora.

Ponderando que todas as construgbes para expressdo das mucinas

fusionadas sdo iguais quanto as sequéncias de controle (HX1 e 3'UTR) e fusdo ao

gene sintético FlagGPI, observa-se que TrMUCg3 foi a mucina que demonstrou a

menor expressao dentre as mucinas expressas de forma fusionada. Comparando



138

TriMIUCg3 ao controle de expressao mock, ou a outra mucina homologa, TrMIUCp35,
pode-se levantar o questionamento acerca da presenga em THMUCg3 de algum sinal
que a desestabiliza, fazendo com que seja menos expressa, possivelmente devido a
controle pés-traducional. Esse dado é reforgado, pelo fato que TrMUCg1, apresenta o
mesmo nivel de expressao a partir de uma sequéncia nucleotidica diferente, mas que
expressa possivelmente a mesma sequéncia peptidica. Entretanto, na auséncia de
analise de expressao por RNA, nao é possivel afirmar este fato.

A presenga do gene de mucina (de modo genérico, em referéncia a qualquer
das mucinas fusionadas) influencia negativamente a expressao da proteina final. Essa
afirmacao é feita com base na menor expressdo em todos transfectados contendo
gene de mucina em relagdo ao mock. Isso pode estar relacionado ao fato de que séo
necessarias varias etapas no processamento da glicoproteina (abordados n&o tépico
1.4). E por isso, ha varios pontos de conferéncia desse correto processamento. Essa
€ uma observagao do sistema bioldgico, que nao infere em falha da construgao do
cassete ou impedimento da utilizagdo da abordagem neste estudo. Mas, uma
consideragao quanto a escolha do vetor utilizado e do tipo de proteina expressa. De
modo que, ao utilizar a abordagem fusionada para expressao de proteinas ancoradas
por GPI, pode-se obter como resultado niveis de expressdo menores em relacéo ao
vetor vazio.

Por fim, nota-se variacédo de niveis de expressao proteica entre as diferentes
mucinas estudas. Tendo em vista que, todos os genes foram clonados em um mesmo
plasmideo, e logo, estdo sob controle de um mesmo promotor e sequéncias
regulatorias, esperava-se o0 mesmo nivel de transcricdo. Assim, a diferenca na
expressao das proteinas pode ser atribuida a pelo menos dois fatores:

e Diferentes taxas de eficiéncia da transfeccdo — Caso cada linhagem
transfectada seja composta por populacédo de transfectados que
expressam mucina fusionada e populagao resistente ao antibidtico de
selegcao sem o cassete de integracao (ja que a concentragéo de G418
foi gradualmente aumentada conforme os parasitos se adaptavam) é
possivel observar diferentes niveis de expressdo. Contudo, essa
justificativa é pouco provavel, devido a alta concentragdo de G418
utilizada.

e Controle pés-traducional diferenciado — A sequéncia aminoacidica de

cada glicoproteina pode ser reconhecida de forma diferente, e assim
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direcionar a degradacgédo pelo sistema ubiquitina-proteassoma, por
exemplo. Dessa forma, seriam obtidos diferentes niveis de expressao
dentre os transfectados.

Diante dessas consideragoes, foi realizada analise por citometria de fluxo para
avaliagao da populagao.

Quanto a expresséo de TcTS14, nao foi possivel identificar sua expressao
através de WB com anticorpos anti-SAPA, anti- TcTS-Sitio catalitico e soro anti-iTcTS.
A expressao também foi avaliada pela atividade da enzima trans-sialidase, porém nao
foi possivel validar os resultados por questdes técnicas. Dessa forma, foi dada
continuidade ao trabalho, sem a coexpressao de TcTS com as mucinas heterdlogas e

superexpressas.

9.3.2 Enriquecimento da populagao transfectada para expressao de mucinas
fusionadas a FlagGPI

Uma vez que todas as mucinas eram expressas em niveis muito distintos, foi

realizada a avaliagdo da porcentagem da populacao fluorescente por citometria de

fluxo, com base na detecg¢ao da fluorescéncia de mNG (Figura 30).

Figura 30 — Avaliacdo de populacdo fluorescente dos transfectados com
FlagGPI_pROCK

Avaliagédo de porcentagem de populacao fluorescente e intensidade de fluorescéncia dentre as
linhagens de parasitos transfectados com as mucinas heterélogas ou superexpressas. Linha tracejada
indica parametro estabelecido como ponto de corte de fluorescéncia negativa/positiva com base na
cepa Choachi_WT para determinagdo de porcentagem da populagdo. Histograma normalizado pelo
eixoY.

Mediana % populagdo Eventos
59,2 1,02 27409
FlagGPI 558 79,8 25806
TcMUC | 433 70,4 28027
TcMUC I 161 28,8 28283
TrMUCg3 185 37,6 27959
185 35,3 28103

FITC-A

Fonte: Autora.
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A cepa Choachi_FlagGPI (mock) é a que possui a maior porcentagem de
parasitos fluorescentes (79,8%) e com maior intensidade de fluorescéncia (558
unidades relativas de fluorescéncia). Enquanto, a cepa Choachi_TcMUCII é a que
possui menor taxa da populagao fluorescente (28,8%) e com menor intensidade de
fluorescéncia. Logo, notam-se diferengas na emissdo de fluorescéncia entre as
linhagens. A cepa Choachi_TcMUCII ndo é a que possui a menor expressdo de
mucina por WB, mas é a que expressa a mucina mais glicosilada. Assim, conclui-se
que a glicosilagao pode ter influenciado na conformagado de mNeonGreen, impedindo
0 seu correto dobramento e prejudicando sua capacidade de emissdo de
fluorescéncia. Contudo, a fluorescéncia do parasito € um indicativo da expressao. Por
exemplo, Choachi_TcMUCI possui niveis altos de expressao e boa intensidade de
fluorescéncia em comparacgao a Choachi_FlagGPI.

Dessa forma, antes de proceder os experimentos in vivo e in vitro, foi realizado
0 enriquecimento da populagao, a fim de obter um cultivo composto por parasitos com
o maior nivel de expressao de mNG, e possivelmente maior expressdo das mucinas
fusionadas de forma mais homogénea. A selecao populacional foi realizada por cell
sorting. Diferentemente de T. cruzi que pode ser clonado em placas com meio agar
ou em meios liquidos em concentragdes menores que 0,5 parasitos por pogo, o T.
rangeli possui dificuldade em se desenvolver em cultivos de baixa densidade,
possivelmente devido a fatores como quorum sensing. Por essa razao, foram obtidas
culturas com aproximadamente 10° parasitos via cell sorting.

Apos 72 h da separacao, foi realizada a analise de fluorescéncia da populagao
enriquecida, sendo repetida apds um més de cultivo para avaliacdo da manutencao
do perfil de expresséo (Figura 31).

Com o enriquecimento, a populagao da linhagem Choachi_FlagGPI obteve o
incremento de 79,8% para 92% da populagdo mNG positiva na primeira avaliagao.
Este indice decaiu levemente durante a manutencao dos parasitos em cultura (86%).
Para a linhagem Choachi_TcMUCII, mesmo sendo estabelecido a separagado dos
parasitos de maior intensidade de fluorescéncia, ndo possivel atingir indices como as
obtidas em Choachi_FlagGPI, ficando em torno de 66% na primeira avaliacao e, apos
um més de cultivo, apenas 17% da populagao apresentava fluorescéncia.

Com base nestes resultados, conclui-se que o enriquecimento foi eficiente, do

ponto de vista técnico. Entretanto, a manutencdo da populacédo fluorescente nao



141

depende da sele¢cdo momentanea dos parasitos de maior fluorescéncia, no caso de
abordagem de expressao fusionada a glicoproteinas como a aplicada neste trabalho.

Diante do fato que as mucinas s&o expressas, contudo, a fluorescéncia é fraca
e nao reflete a populacdo ou niveis de expressao, a fluorescéncia de mNG nao foi

aplicada a nenhum dos demais experimentos desta tese.

Figura 31 — Avaliagcdo da manutengéao do perfil populacional apds enriquecimento
por cell sorting.

Determinagao de homogeneidade da populagao fluorescente apds 72 h e 1 més do processo de
separagao por cell sorting para as linhagens Choachi_FlagGPI e Choachi_TcMUCII (p6s). Para cada
andlise foi utilizado com controle a linhagem parental e amostra de cultivo nao separada por cell sorting
(pré). Legenda de cada grafico com informacgdes de intensidade de fluorescéncia (Mediana FITC-A),
porcentagem de parasitos fluorescentes e contagem de eventos dos dados apresentados. Histograma
normalizado pelo eixo Y.
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9.3.3 Citolocalizagao das mucinas heterélogas e superexpressas

Para essa analise, foram observadas a citolocalizagdo das mucinas
fusionadas a FlagGPI nas formas tripomastigota - forma infectiva do parasito -, além
da forma replicativa em cultura. Para tal foi realizada diferenciagcdo in vitro das
linhagens transfectadas, sendo que todas foram capazes de atingir niveis de
diferenciagdo compativeis com o observado para a cepa selvagem (dados né&o
mostrados).

Para avaliacdo da presenca das mucinas na superficie dos parasitos, foi
realizada microscopia de fluorescéncia indireta com anticorpo anti-FlagTag. O
protocolo foi executado de modo que as linhagens que expressam mucinas nao foram
permeabilizadas com Triton x-100 na etapa prévia ao bloqueio. Ainda, nenhum
tampdo entre as lavagens conteve algum tipo de detergente. Esses procedimentos
foram adotados com o objetivo de que o anticorpo nao tivesse acesso os epitopos
intracelulares das proteinas fusionadas com FlagTag. Dessa forma, toda fluorescéncia
emitida é proveniente da membrana externa do parasito. Como controles, foram
utilizadas as linhagens Choachi_FlagGPIl com e sem permeabilizacdo. Uma vez que,
essa linhagem expressa a proteina FlagGPI, mas sem um peptideo sinal a proteina
fica dispersa no citosol. Logo, é esperado que somente os parasitos permeabilizados
apresentem fluorescéncia. Também foi incluida como controle a cepa Choachi_ WT,
com e sem permeabilizacdo e incubada com os anticorpos anti-Proteina ligante de
Calcio flagelar (FCaBP) que reconhece uma proteina de membrana plasmatica e anti-
Dihidrolipoamida desidrogenase (DLD) que reconhece uma proteina mitocondrial.

Com base nos resultados da imunofluorescéncia (Figura 32), conclui-se que
todas as mucinas expressas de forma fusionada estdo na membrana plasmatica do
parasito, tanto em formas epimastigotas quanto em tripomastigotas.

Conforme o esperado, nao houve o reconhecimento nos controles nao
permeabilizados pelo anticorpo anti-FlagTag e anti-DLD, visto que esses anticorpos
reconhecem proteinas intracelulares. Curiosamente, ndo houve marcagao pelo anti-
FCaBP nas células ndo permeabilizadas. Esse anticorpo foi incluido como controle,
pois reconhece uma proteina de membrana localizada no flagelo. Contudo, apesar de
ser uma proteina de membrana, é possivel que o epitopo que esse anticorpo
reconhece seja intracelular. Por essa razdo, somente nos parasitos permeabilizados
anti-FCaBP reconheceram a proteina alvo. De toda forma, os controles utilizados,

confirmam a especificidade da técnica e nos fornecem seguranca para afirmar que,
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em todas as linhagens transfectadas ha expressdo de mucina na superficie da
membrana plasmatica, como planejado. Na linhagem Choachi_TrMUCg3
pouquissimas células foram encontradas marcadas e com uma fluorescéncia muito

baixa, o que ja era esperado com base pela analise de WB.

Figura 32 — As mucinas fusionadas a FlagTag sao expressas na face externa da

membrana do parasito.

Imunofluorescéncia indireta de epimastigotas e tripomastigotas das linhagens de Choachi
transfectadas para expressao de mucinas fusionadas nédo permeabilizados. Anticorpos anti-FlagTag e
Alexa Fluor 593 anti-mouse. Controles de técnica: epimastigotas de Choachi_FlagGPI e Choachi_ WT
permeabilizados e ndo permeabilizados. Anticorpos anti-FCaBP e Alexa Fluor 488 anti-mouse; anti-
DLD e Alexa Fluor 594 anti-rabbit. Imagens dos controles destacados na caixa preta.

anti-FlagTag Sobreposigdo anti-FCaBP anti-DLD Sobreposigdo

Permeabilizado
Permeabilizado

Wild Type controle
NZo Permeabilizado

FlagGPI (mock) controle

Ndo Permeabilizado

anti-FlagTag Sobreposicdo anti-FlagTag Sobreposigdo

TeMUCI

TeMUCII

TrMUCp35

TrMUCg3

N&o permeabilizado

Tripomastigota Epimastigota

Fonte: Autora.

Para a certificacdo da localizagdo das mucinas, o protocolo de extracdo de
proteinas por Triton X-114 (CORDERO et al., 2009) também foi realizado, seguido de

ensaio por WB com anti-FlagTag de todas as fracbes obtidas da extracdo. Essa
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metodologia visa a obtenc¢ao de fragao final enriquecida de proteinas ancoradas por
GPI. De acordo com o resultado obtido, em praticamente todas as fragées houve
reconhecimento das mucinas fusionadas a FlagTag, e assim, conclui-se que as
mucinas fusionadas a FlagGPI estdo ancoradas a GPI. Contudo, a localizagdo néao é
exclusiva na membrana plasmatica. Por falta de controles apropriados para cada uma
das fragdes, nao foi possivel inferir proporcionalidade no direcionamento das mucinas
a membrana. O experimento com Triton-X114 foi executado somente com a linhagem
Choachi_TeMUCII, utilizando a cepa selvagem como controle. Nenhuma proteina foi

reconhecida na cepa Choachi WT (dados nao mostrados).

9.4 ANALISE DE INTEGRACAO AO GENOMA

Apods aproximadamente 30 dias de cultivo na presenca de 500 pg/ml de G418,
0s parasitos passaram a ser cultivados em paralelo com e sem a droga. Apds
transcorridos 30 dias da auséncia de G418, o DNA gendmico foi extraido para
verificagdo por PCR da manutencdo da integragdo do cassete de expresséo
heterdloga. A amplificacdo foi realizada com o iniciador Tubulin F, o qual se liga
exclusivamente no genoma do parasito, € HX1 Confirm, iniciador desenhado para a
ligacdo na sequéncia do cassete, gerando um produto de 1,7 kb que indica a
integracéo do cassete no locus B-tubulina do genoma do parasito, como demonstrado
na Figura 33A.

Como discutido nos resultados anteriores, algumas mucinas expressam
bandas de diferentes tamanhos. Desse modo, realizou-se a certificacdo do tamanho
dos genes clonados. Para tal, os iniciadores HX1 F e mNG R que se ligam no cassete
foram utilizados. Esses iniciadores flanqueiam a regido de clonagem das mucinas.
Gerando produtos de tamanhos diferentes conforme o gene (Figura 33B).

Através da analise do tamanho dos produtos de PCR gerados, foi possivel
concluir que houve a integragao dos cassetes FlagGPI-pROCK, contendo os genes
de mucina no genoma de todos os parasitos analisados. Além disso, foi também
possivel garantir a nao alteracdo dos insertos contidos no cassete, apdés a
recombinagdo homologa ou ocorréncia de contaminagéo entre linhagens em cultivo

pela manutencao de banda unica e em posigao pré-estabelecida para cada mucina.
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Figura 33 — Integracao do cassete FlagGPI no locus B-tubulina.

A) Esquema representativo do cassete FlagGPI integrado ao genoma de T. rangeli. Barras pretas
indicam tamanhos dos produtos de amplificagdo esperados para cada par de iniciadores utilizados. B)
Eletroforese em gel 1% agarose do produto de amplificagdo obtido com iniciadores Tubulin_F e HX1
Confirm. C) Analise dos produtos de amplificagdo gerados pelos iniciadores HX1 F e mNG R dos
cassetes integrados ao genoma. Amplicons esperados: TcMUCI s/ GPI (314 pb), TcMUCII s/ GPI (596
pb), TIMUCg3 s/ GPI (353 pb) e TrMUCp35 s/ GPI (897 pb) em adicdo aos 331 pb presentes no cassete.
Controle integrativo: DNA gendmico da cepa Choachi transfectada com o plasmideo APx_pROCK (n&o
contém gene mNG). Controle epissomal: plasmideo FlagGPI. Controle negativo: reagdo sem DNA
molde. Marcador de massa molecular in house HMW (DNA Fago A digerido com Pstl).
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Fonte: Autora.

9.5 ANALISE DA TAXA DE REPLICACAO DE EPIMASTIGOTAS EM CULTURA

Como parte do processo de caracterizagao das linhagens transfectadas, foi
realizada a avaliagdo de taxa de crescimento em cultivo (Figura 34). Nenhuma
linhagem diferiu significativamente em crescimento em relagéo a cepa Choachi_WT.
(FlagGPI p=0,0781; TcMUCI p>0,9999; TcMUCII p=0,3575; TriMUCg3 p=0,9323;
TrMUCp35 p=0,0937).
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Dessa forma, tendo caraterizado as linhagens transfectantes e obtendo a
confirmacéo (i) da expressdo das mucinas fusionadas; (ii) localizagao na superficie
dos parasitos; (iii) da integracdo do cassete ao genoma; (iv) da nao alteragdo do
crescimento in vitro e (v) capacidade de diferenciacdo em tripomastigotas; foram
executados os experimentos de avaliagao da influéncia das mucinas nos hospedeiros

de T. rangeli.

Figura 34 — A expressao de mucinas fusionadas a FlagGPI n&o altera do
crescimento do parasito em cultura axénica.

Cultivos realizados de acordo com preconizado para linhagem Choachi na auséncia de G418, a
partir da concentracdo de 2x108 epimastigotas/ml. Analise realizada por contagem diaria em camara
de Neubauer. Grafico expresso em média e desvio padrao de triplicata biolégica. Analises estatistica:
ANOVA de duas vias com pds teste de Dunnett (linhagens comparadas contra Choachi_WT).

-8~ Choachi WT

-~ FlagGPI (mock)
TcMUCI

5%107+ TcMUCII
TrMUCg3

- TrMUCp35

Curva de Crescimento
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Fonte: Autora.

9.6 INFECCAO EM MAMIFERO

9.6.1 Expressao de TcMUCII promove aumento de parasitemia, enquanto
TrMUC diminui a infectividade da cepa Choachi em mamiferos
Considerando que as mucinas atuam como aceptores de Sia, e que estao

intimamente envolvidas na interacdo patégeno-hospedeiro, os experimentos deste
capitulo tiveram foco na avaliagao da infectividade do T. rangeli, visto a necessidade

de informacdes sobre o ciclo desse parasito.
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A parasitemia € uma das principais caracteristicas da infecgdo de mamiferos
por Trypanosoma spp. Nao apenas pelo fato de que é possivel encontrar os parasitos
no sangue durante a infecgcdo, mas também porque a quantidade, a frequéncia e a
duracao da parasitemia expressam a diversidade de adaptagdes apresentadas pelas
especies do género. Em T. cruzi, a parasitemia pode persistir por aproximadamente
um més, sendo que entre 7 a 9 dias apds a infecgdo é registrada a parasitemia
maxima, seguida de um segundo pico de menor intensidade apds aproximadamente
14 dias de infecgdo. Com o passar do tempo, o numero de parasitos circulantes
diminui, iniciando a fase cronica. Para T. brucei - que é extracelular -, a parasitemia
ocorre em ciclos continuos de aumento e diminuigdo do numero de parasitos na
corrente sanguinea. Nesses dois casos, a parasitemia reflete o ciclo de vida dessas
espécies no hospedeiro mamifero. Enquanto, a quantidade de T. cruzi no sangue
diminui porque os parasitos estdo em sua fase replicativa intracelular, e, apds sete
dias aumenta novamente, pois houve a liberagcdo de tripomastigotas das células
infectadas (DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010); a parasitemia de T. brucei
diminui e aumenta em reflexo a variagdo antigénica das glicoproteinas VSG e quorum
sensing dos parasitos. Dessa forma, uma populagdo de T. brucei com uma
determinada variagao antigénica sobrepde outra que passa a ser reconhecida pelo
sistema imune (MACGREGOR et al., 2012), e dessa forma consegue evadir
continuamente o reconhecimento do sistema imune do hospedeiro, sustentando a
infecgao.

Sabendo disso, compreender a parasitemia de T. rangeli e avaliar os fatores
que possam influenciar nos indices - quantidade, frequéncia e duragao - auxiliam a
compreensao do ciclo de vida dessa espécie em seus hospedeiros mamiferos.
Através da infecgdo com a linhagem Choachi superexpressando TrMUCg3,
TriMUCp35 ou ainda expressando as mucinas heterélogas TcMUCI e TcMUCII, foi
observado que o padrao de infeccao ¢é alterado de acordo com o transfectante, como

demonstrado na Figura 35.

Figura 35 — Cinética de parasitemia de camundongos BALB/c infectados por

Choachi expressando mucinas fusionadas a FlagGPI.

Contagem de parasitos em sangue pelo método de Pizzi-Brener. A) Grafico resumo da cinética
de parasitemia, com todas as linhagens transfectadas para expressdo de mucinas fusionadas a
FlagGPI e controles Choachi_ WT e Choachi_FlagGPI (mock). Comparagdes estatisticas de maior
relevancia biolégica de Choachi_TcMUCII e Choachi_TrMUCg3 em relagdo a Choachi WT
assinaladas no grafico. B) Comparacao par a par das linhagens transfectadas em relacdo a cepa
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parental. Andlise estatistica: ANOVA de duas vias, com poés teste de Dunnett. Significancia da
comparacgao entre as cepas por dia (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; **** p < 0,0001). Tabela de p valor
referente a analise global da cepa parental em relagéo as cepas transfectadas.
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Dessa infeccdo experimental, pode-se concluir que a linhagem
Choachi_TcMUCII promove o aumento de parasitemia de forma significativa em
relagdo aos controles Choachi_ WT e Choachi_FlagGPI (p<0,0001). Com essa
linhagem, o numero de parasitos no sangue € maior desde o 1° dia até o 7° dia de
infeccdo. Entretanto, a linhagem Choachi_TrMUCQg3 tem a sua infectividade reduzida
em camundongos BALB/c (p<0,0001). Dos sete animais desse grupo, trés néao
apresentaram parasitemia e um apresentou quantidade infima de parasitos. Além
disso, Choachi_TrMUCp35 também apresentou menor parasitemia (p= 0,146) em
relagdo ao controle. Assim, ambas linhagens que superexpressam TrMUC
apresentaram perturbacao na infeccdo em camundongos.

TcMUCII é o tipo de mucina mais expressa por tripomastigotas de T. cruzi. A
essa mucina é ligado o Sia, tornando a carga total da superficie do parasito
eletronegativa. Essa propriedade influencia na capacidade de reconhecimento por
anticorpos, tornando os tripomastigotas refratarios ao anticorpos anti-a-galactosil
(PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000), o que poderia explicar uma possivel indugao
de protecdo a infeccédo pelo T. rangeli em fungdo do parasito estar expressando a
TcMUCII. Ainda que o T. rangeli ndo possua trans-sialidases ativas, capazes de
catalisar a transferéncia do Sia para a mucina heterdloga, o parasito possui um rol de
sialidases ativas (PONTES-DE-CARVALHO; TOMLINSON; NUSSENZWEIG, 1993);
e que de alguma forma, a conjungao desses fatores pode influenciar a promog¢ao da
infectividade.

Se ponderado o papel das mucinas em relagao a cada forma de T. cruzi,
compreende-se que a relagao das mucinas com o hospedeiro requer um fino equilibrio
entre graus de sialilagdo e a interagdo com diferentes grupos de TcTS (com e sem a
atividade de transferéncia de Sia). Isso foi observado em tripomastigotas metaciclicos
de T. cruzi, que possuem TcTS com menor atividade de transferéncia de Sia, mas
expressam diversas outras enzimas com capacidade de promog¢ao da adesao celular,
como por exemplo gp82 (RUIZ et al., 1998). Foi demostrado que tripomastigotas
metaciclicos previamente tratados com neuraminidase comercial, para a remogao do
acido da superficie dos parasitos, apresentam aumento de infectividade in vitro
(YOSHIDA et al., 1997). Dessa forma, o que aparentemente ocorre com a linhagem
Choachi_TcMUCII ¢é semelhante a condicdo do tripomastigota metaciclico,

promovendo uma maior interacdo entre o parasito e as células, mesmo que na
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auséncia de trans-sialidase, favorecendo a entrada de T. rangeli na corrente
sanguinea.

Sobre esse processo de entrada, ainda se desconhecem 0s mecanismos que
T. rangeli utiliza de permear da membrana peritoneal para atingir a corrente
sanguinea. A parasitemia de infeccbes experimentais de T. rangeli é
caracteristicamente menor que o inéculo inicial. Ou seja, muitos parasitos nao
conseguem estabelecer a infecgdo. Entretanto, observa-se que uma populagéo de
parasitos possui alta avidez para transpor o espaco intraperitoneal para a corrente
sanguinea, sendo possivel detectar parasitos no sangue poucas horas apds a
infeccdo. Dessa forma, é possivel que a densa quantidade de modificagbes pos-
traducionais de TcMUC (como observado na Figura 29) possa ter contribuido com
essa interagao.

Com relagdo a duracdo da parasitemia, observa-se que mesmo para a
linhagem de maior infectividade (Choachi_TcMUCII), o tempo de permanéncia na
corrente sanguinea nao foi alterado, sendo que todas as linhagens apresentam
declinio do numero de parasitos a partir do 6° d.p.i. e tornando a infec¢ao subpatente.
Entdo, apesar da expressao heterdloga de TcMUCII desencadear algum processo que
aumenta a quantidade de parasitos no sangue, os eventos que levam ao clearence
da maior parte dos parasitos nao sao alterados apdés uma semana de infecgdo. Uma
demonstracdo desse fendmeno de eliminacdo do parasito pode ser observada na
Figura 48 no apéndice desta tese, no qual € possivel visualizar a deformagéao celular
de tripomastigotas de T. rangeli no sangue de camundongos infectados, indicando
uma possivel eliminacado independente de fagocitose. Pereira-Chioccola et al. (2000)
demonstram que a agao dos anticorpos anti-a-galactosil promove a desestabilizagao
da membrana de T. cruzi. Esse fato, ou outro processo semelhante, podem ser
considerados como um dos mecanismos da eliminagao de T. rangeli; que mesmo
expressando TcMUC Il — que nao é siallada em T. rangeli - € suprimido
simultaneamente a cepa selvagem. Contudo um melhor detalhamento dessa

observacao é necessario para confirmar essa hipotese.

9.6.2 Resposta do hospedeiro a infec¢ao por Trypanosoma rangeli

expressando mucinas fusionadas a FlagGPI.
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Durante as necropsias dos camundongos infectados por T. rangeli, foi
observado o aumento perceptivel do volume do bago em diversos animais (Figura
36A). Essa alteragao, foi verificada em diferentes experimentos independentes ao
longo desta tese, ndo apenas com transfectados expressando as mucinas fusionadas
a FlagGPI. Como discutido no capitulo |, apds analise por bioluminescéncia, pode ser
identificado que o bago e o pulmao contém grande quantidade de parasitos até 9° dia
da infecg¢ado, indicando que deva ocorrer alguma resposta do hospedeiro frente a

presencga do T. rangeli nesses 0rgaos.

Figura 36 — Esplenomegalia induzida pela infecgao por Trypanosoma rangeli.

A) Fotografia expositiva de necropsia em camundongos BALB/c experimentalmente infectados
com T. rangeli. A direita, controle ndo infectado. A esquerda: infectado com a Choachi_ WT em 14 d.p.i.
Seta amarela indica o 6rgéo bago. B) Analise do peso de bago e pulmdes. Grafico expresso em média
e desvio padréo. Orgdos coletado em 17 d.p.i. (n = 2). Analise estatistica: ANOVA de uma via, com pds
teste de Dunnett (*p <0,05).
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Fonte: Autora.

Diante das observagbes que apontam (i) a presenga do parasito no bago e
nos pulmoes, (ii) alteracdes fisioldgicas promovidas pela infeccao e (iii) a modulagao

de mucinas de T. cruzi como promotoras de resposta pro-inflamatéria (ALMEIDA et
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al., 2000), esses orgaos foram selecionados para a avaliagao de resposta inflamatoria
por histologia e dosagem de citocinas (CBA).

Para a dosagem de citocinas, os o6rgados inteiros foram pesados para a
normalizagdo dos dados, permitindo avaliar o peso dos 6rgaos per se (Figura 36B).
Nao foi identificada nenhuma diferenga significativa quanto ao peso dos pulmdes entre
camundongos infectados e n&o infectados. Contudo, o bago apresenta aumento de
aproximadamente o dobro do peso para todas as linhagens de T. rangeli avaliadas
(transfectadas e selvagem). Foram considerados significativos o aumento do bago dos
animais infectados com Choachi_WT (p= 0,0176), Choachi_FlagGPI (p= 0,0123) e
Choachi_TeMUCII (p= 0,0176). Recentemente, foi descrita a presenca de DNA de T.
rangeli no interior de esplendcitos até 30 dias apods a infecgao, e de forma semelhante
foi realizada a comparagdo do aumento dos tamanho do bago na infeccdo por T.
rangeli (FERREIRA et al., 2020).

Desde a primeira paciente da doenga de Chagas, diagnosticada por Carlos
Chagas, observa-se a ocorréncia de esplenomegalia em pacientes na fase aguda da
infeccdo por T. cruzi (LIDANI et al., 2019), onde ha ativacéo de células B e T, além de
outras células que regulam a inflamagao no bago como células Natural Killer (NK)
(BERMEJO et al., 2011; MICHEL et al., 2012; MONTES et al., 2007). Na analise
histolégica dos tecidos de camundongos infectados com Choachi_WT e transfectados
expressando as mucinas fusionadas a FlagGPI (Figura 37), foram observadas
alteracdes como hiperplasia polpa branca de leve a moderada no bago da maior parte
dos animais infectados, exceto os das linhagens Choachi_ TcMUCI e
Choachi_TcMUCII.

Quanto ao pulmado, poucas alteragdbes de cunho inflamatério foram
observadas, dentre as quais podem ser apontadas a presenca de infiltrado
mononuclear multifocal leve nos animais infectados pela linhagem Choachi_ TcMUCII.
No tecido adiposo inguinal (préoximo ao sitio de inoculagao) foi observado um infiltrado
perivascular mononuclear multifocal em diversos animais, exceto nos infectados com
alinhagem Choachi_TrMUCp35. A analise dos demais 6rgaos e tecidos apresentaram
consideravel divergéncia entre individuos de um mesmo grupo, ndo permitindo a
observacdo de um padrao consistente. A tabela sumarizada dos resultados das
analises histolégicas é apresentada no apéndice desta tese (Tabela 14).

Quanto a avaliagédo de alteragdes das populagdes leucocitarias em sangue

periférico, ndo foram encontradas diferengas significativas quanto a celularidade em
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resposta a infecgdo em nenhum dos animais independentemente da linhagem
infectante. A tabela com os dados das contagens, bem como os valores referéncia
para BALB/c (SANTOS et al., 2016), sdo apresentados no apéndice desta tese
(Tabela 13).

Figura 37 — A infecgao por Trypanosoma rangeli induz surgimento infiltrado
inflamatorio leve em diferentes tecidos.

Imagens representativas da avaliagdo histolégica de camundongos infectados com T. rangeli
expressando mucinas fusionadas em 14 d.p.i. Tecido adiposo: Infiltrado perivascular mononuclear
multifocal; Pulm&o: Infiltrado mononuclear multifocal leve. Bago: Hiperplasia polpa branca moderada.
Parametros de avaliagdo: andlise de 50 campos em magnificagdo de 1000x de quatro cortes
histolégicos com distanciamento de 15 ym entre os cortes. Graduagao do infiltrado: Leve < 25 células,
Moderado: 26-50 células.

Tecido Adiposo
Inguinal

Fonte: Autora.

9.6.3 Trypanosoma rangeli modula negativamente a produgao de INF y no
baco
Ao final dos experimentos de infecao, foi realizada a quantificagdo de citocinas

presentes no bago e nos pulmdes dos camundongos infectados com as diferentes
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linhagens transfectantes de T. rangeli. Uma vez que, ha alteracdo morfolégica dos
orgaos infectados (hiperplasia e existéncia de infiltrado inflamatério leve), buscou-se
averiguar a resposta mediada por citocinas pro-inflamatorias (IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-

Y, TNF, IL-12p70). Os resultados obtidos sédo apresentados na Figura 38.

Figura 38 — Dosagem de citocinas no bago e no pulmao de camundongos BALB/c

infectados por Trypanosoma rangeli.

Grafico da dosagem de citocinas de pulmao e de bago no 17 d.p.i. utilizando o kit CBA. Grafico
expresso em média e desvio padrao da concentracao de cada citocina (pg/ml) normalizada pela massa
de tecido. Analise estatistica: ANOVA de uma via, com pos-teste de Dunnett (**p<0,01; ***p<0,001, ns:
Nao significativo) Analise realizada em duplicata biolégica. Valores abaixo da abrangéncia da curva
padrao da dosagem, nao incluidos na analise.
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Notam-se diferengcas com relagao a expressao de citocinas dos camundongos
infectados com a linhagem Choachi_TrMUCg3, que apresentou aumento de IL-10 no
pulméo (p=0,0001) e n&o apresentou diferengca em relagdo ao controle ndo infectado
na quantificacdo de IFNy no bago, destoando das demais linhagens que promoveram
diminuicdo dessa citocina de forma significativa (p=0,0018 — 0,0028).

IFNy é uma das principais citocinas de ativagao de fagécitos por via classica.
Expressa por células Th1 CD4*, CD8* e células NK, o IFNy incita a atividade
microbicida de macrofagos e células dendriticas. Atua ainda em células B modulando
a producédo de determinados tipos de anticorpos IgG que promovem a opsonizagao,
estimulam a expressao de proteinas componentes do complexo principal de
histocompatibilidade e estdo envolvidas no processamento do antigeno, entre outras
funcdes (DRENNAN et al., 2005). Dessa forma, aliando os dados observados da
dosagem de citocinas aos dados de parasitemia, em que Choachi_TrMUCg3 foi a
linhagem que apresentou menor quantidade de parasitos na infec¢ao, pode-se inferir
que a superexpressao de TrMUCg3 tenha desfavorecido o parasito — no que se refere
a sobrevivéncia no hospedeiro mamifero —, alterando algum mecanismo que o T.
rangeli utilize para modular a resposta imune do hospedeiro, possivelmente pela
modificagao da sinalizagao para a ativagdo de macrofagos.

Além desse fato, os resultados demonstram que ha maiores niveis de IL-10
no pulmao de camundongos infectados com a linhagem Choachi_TriMUCg3. IL-10 é
uma citocina regulatéria envolvida na diminuicdo da resposta de macrofagos. No
momento em que a analise foi realizada (17 d.p.i.) ja ndo haviam mais parasitos
circulantes em nenhum dos grupos avaliados. Talvez pela menor parasitemia — que
pode inferir em incapacidade de Choachi_TrMUCg3 sustentar a infecgdo —, os
estimulos regulatérios para cessar a resposta de macrofagos foram secretados mais
cedo ou mais intensamente em relagdo a demais linhagens. Considerando que o T.
rangeli possa sustentar uma infeccao dormente, conforme o sugerido na literatura, a
presenca do parasito sustenta a sinalizagdo de contencao do agente infeccioso. Logo,
sera suprimida a expressao de IL-10 pela necessidade de manter os macréfagos
ativos.

Essa interpretagdo da resposta imune diante da infecgdo de T. rangeli,
corrobora com a hipotese de que o direcionamento dos parasitos para os pulmdes e
baco ndo se trate unicamente de um tropismo tissular do parasito, mas de sua captura
por macréfagos ativados (TAVARES et al., 2017). Ainda, Michel et al. (2012), abordam
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a intima relagdo de macréfagos e células NK especialmente no pulmao e bago para
controle de infecgdes, e descreve que apesar de diferentes maturagdes das células
NK conforme o 6rgéo, os macréfagos induzem de forma diferenciada a citotoxicidade
de células NK in vitro para resposta contra células tumorais.

Quanto a presencga de citocinas no sangue, o plasma de todos os animais
infectados e os controles também foi avaliado quanto a presenga de citocinas,
entretanto os valores obtidos ficaram abaixo do limite de detecgdo em todas animais

e citocinas testados.

9.7 INFECCAO IN VITRO

Ponderando a possivel relagdo entre macréfagos e T. rangeli, foram
conduzidos experimentos em cultura celular, conforme o estabelecido por Eger-
Magrich et al. (2001), com algumas modificagdes.

Esses experimentos foram planejados para obtengédo dos dados de proporgéo
de células infectadas, quantidade de parasitos em interacdo (adesdo e invasao) e
analise de citocinas secretadas durante a interagdo. Para a melhor comparagao dos
efeitos, foram aplicados os mesmos paradmetros de quantidades de células e
parasitos, condi¢cdes de cultivo, opsonizagcao entre outras caracteristicas para todos
os experimentos, a fim de compreender alguns dos eventos observados na
experimentagao in vivo. Dessa forma, buscou-se mimetizar ao maximo as condi¢des
da experimentacéao in vivo, mas com a vantagem do controle de fatores experimentais
que o ambiente in vitro favorece. Assim, foram selecionadas as linhagens de
camundongo L929 (fibroblasto de tecido conectivo subcutaneo) e RAW264.7.
(macréfago murino) e opsonizagao dos parasitos com 50% de soro fresco murino (ndo

inativado por calor) (maiores detalhes no tépico 8.8.2).

9.7.1 A expressao das mucinas fusionadas nao altera o padrao de infecgao

do Trypanosoma rangeli para células nao fagociticas

Formas tripomastigotas expressando as mucinas fusionadas a FlagGPI, foram
incubadas sobre a monocamada de fibroblastos (L929) a uma taxa de infec¢gao (MOI)
30:1 (parasito: célula) por 2 h. Apés a remocéao dos parasitos ndo aderidos, as células

infectadas foram novamente incubadas para a avaliagao cinética de interagdo. Foram
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mensuradas a quantidade de células em interagdo com os parasitos, bem como a
quantidade de parasitos nas formas amastigota-l/ike, tripomastigota e parasitos com
claros sinais de degradagéo (presencga de nucleo do parasito com ou sem localizag&o
de cinetoplasto e indefinicdo de limite citoplasmatico) (Figura 39). Os resultados da
quantificacdo de interagdo dos parasitos com fibroblastos estdo apresentados na
Figura 40.

Figura 39 - Infecgéo in vitro por Trypanosoma rangeli em células murinas.

Imagens demonstrativas da infecgao in vitro pela cepa Choachi_WT apés 2 h de interagdo com
fibroblastos (linha superior), macréfagos ativados (linha central) e macréfagos nao ativados (linha
inferior), com indicagbdes da classificacdo utilizada para a terminagdo da interagdo celular:
Tripomastigotas (seta amarela), parasitos interiorizados em vacuolos (seta vermelha), parasitos em
destruicdo ou lisados (seta vermelha pontilhada), amastigotas-like aderidos ou interiorizados (seta
preta), amastigotas-like proximos as células (tridngulos pretos). Barra de escala: 10 pm.

-

Macrofagos Fibroblastos
ativados

Macrofagos
Nao ativados

Fonte: Autora

Figura 40 — Interacédo in vitro de Choachi expressando mucinas fusionadas a

FlagGPI com fibroblastos murinos.

A) Grafico da avaliagao de interagao parasito-célula com T. rangeli expressando mucinas
fusionadas a FlagGPI de acordo com as formas amastigota-/ike, tripomastigota e em destruigdo ao
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longo do tempo. B) Analise quantitativa cinética das linhagens transfectantes em interagdo com
fibroblastos. Valores normalizado por 200 células. Controles Choachi_WT e Choachi_FlagGPI.
Graficos expressos em média e erro padrao de triplicata técnica. Contagem minima de 200 células por
replicata. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pds-teste de Dunnett (em relagdo a cepa
Choachi_WT).
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N&o foram observadas diferengcas significativas entre as linhagens
transfectadas e a cepa selvagem quanto ao numero de fibroblastos infectados ou
quanto a quantidade de parasitos envolvidos na interacdo. Como descrito por Eger-
Mangrich et al. (2001) — que utilizou a linhagem Vero (fibroblasto de rim de macaco
verde africano) para a analise de interagdo com célula n&o fagocitica —, o numero de
parasitos interagindo com as células e o numero de células infectadas decai com o
tempo.

Contudo, observa-se que a quantidade de parasitos considerados em

destruicdo ndo é alterada entre os tempos 2 h e 24 h (p=0,0732). No que se refere as
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formas tripomastigotas, o numero de parasitos reduz rapidamente, ndo sendo mais
detectados a partir de 5 h de infeccdo em algumas linhagens avaliadas enquanto
formas amastigotas-/iike foram observadas até 8 h da infecgcdo, decrescendo na
sequéncia (p<0,0001). Dessa forma, pode-se compreender um pouco a dinamica dos
parasitos em contato com fibroblasto, que permeia todo o tecido conectivo. Nos
ensaios experimentais, majoritariamente, os tripomastigotas rapidamente se tornam
amastigotas-like e entdo séo destruidos. Todavia, ndo foi comprovada a capacidade
das linhagens expressando mucinas fusionadas aumentarem ou diminuirem sua
interacdo com fibroblastos. Devido a limitagdo metodoldgica, nédo foi possivel
mensurar com precisdo quantos parasitos foram encontrados no interior das células,
para comprovagao da capacidade ativa de T. rangeli penetrar nas células. Contudo,
foi observado a inclusdo de alguns parasitos em estruturas membranares

intracelulares, como vacuolos no interior dos fibroblastos (Figura 39).

9.7.2 A expressao de mucinas heterélogas ou superexpressao de mucinas

nao alteram a interagao dos parasitos com macréfagos.

Com relacéao a interagao das linhagens de T. rangeli expressando as mucinas
fusionadas a FlagGPI perante macréfagos ativados ou ndo, ndo foram observadas
diferencas de entre as linhagens, como demonstrado na Figura 41. Foram
identificadas diferengas pontuais em Choachi_THMUCg3 e Choachi_FlagGPI, contudo
essas diferengas estdo relacionadas ao carater de infectividade por algumas células
(muitos parasitos em uma unica célula ou questdes metodoldgicas), mas por se tratar
de fatos isolados, ndo representam a biologia da infecgdo. De forma que, na analise
global, ndo houve diferenca na taxa de infeccdo entre nenhuma linhagem
expressando as mucinas fusionadas a FlagGPI e a Choachi_WT.

Com essa analise, pode ser observado comportamento semelhante ao
demonstrado na interagdo com células L929, com uma diminuigdo acentuada do
numero de parasitos nas primeiras horas de interagéo, seguindo-se de um decréscimo

progressivo dos parasitos integros ao longo da cinética de infecgao.

Figura 41 — Interagao in vitro de macrofagos murinos com tripomastigotas.

expressando mucinas heterdlogas e superexpressas.



160

A) Analise da taxa de infecgdo de macréfagos ativados e nao ativados de acordo as formas
tripomastigota, amastigotas-like e em destruigéo, ao longo do tempo. A direita: Macréfagos néo ativados
A: Esquerda Macréfagos previamente ativados com 100 ng/ml LPS por 2h. B) Anélise interagéo das
linhagens transfectadas em fungéo da quantidade tripomastigotas por 200 macréfagos, de acordo com
a forma do parasito. Graficos expressos em média e erro padrao de triplicata técnica. Contagem minima
de 200 células por replicata. Analise estatistica: ANOVA de duas vias com pdés-teste de Dunnett.
(*p<0,05)
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Fonte: Autora

Em relagdo a prévia ativagdo dos macrofagos, fica evidente a agdo na
destruicdo dos parasitos. Nos ensaios com os macrofagos ativados, desde as 5 h de
interacdo nao sdo mais observadas formas tripomastigotas nas culturas. Esse fato,
tem especial importancia ao considerar a transmissdo vetorial. Durante a picada,
ocorre a introdugdo de microbiota do triatomineo, tanto a presente na probdcide,
quanto a que possa ser introduzida pelas fezes no local da picada. Essa relagao entre
a microbiota e a infeccao de T. cruzija é bem estuda, visto que o patégeno é disperso
nas fezes do triatomineo. Contudo, transpondo que os processos de contaminacao
bacteriana que possam ocorrer para ambos ambas as espécies de tripanosomatideos
pelo local da picada, a presencga de LPS proveniente das bactérias pode impactar na
infeccdo. Nao necessariamente de forma a causar desvantagem ao parasito, uma vez
que Osorio et al. (1995) observaram que amastigotas-like internalizadas s&o viaveis e

transmissiveis a R. prolixus.
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Novamente, do ponto de vista da avaliagdo de diferentes comportamentos
entre as linhagens que expressam as mucinas, nao foi observada nenhuma diferenca.
Em comparagdo ao trabalho de Schlindwein (2014), que através de expresséo
heterdloga de gp82 de T. cruzi por T. rangeli, observou o aumento de duas a trés
vezes na interagao da linhagem Choachi_gp82 com células Vero e THP-1. O mesmo
nao foi observado para as mucinas fusionadas, independente do organismo de
origem. Essa relagdo comparativa entre a capacidade adesiva de gp82 em contraste
as mucinas gp35/50 (TcSMUG) foi avaliada por Ruiz et al. (1998), que concluiram que
a invasividade promovida por gp82 € mediada por mobilizagao de calcio intracelular
na célula hospedeira, desencadeada em maiores quantidades por gp82 do que por
mucinas ou gp90. Ainda, a superexpressao de mucinas gp35/50 impede a entrada de
tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi na célula hospedeira, ressaltando novamente

a necessidade do equilibrio entre as proteinas de superficie (RUIZ et al., 1998c).

9.7.3 Modulagao da secrecgao de citocinas pré-inflamatoérias por

Trypanosoma rangeli e mucinas fusionadas a FlagGPI purificadas

Para compreender em detalhes a resposta imune envolvida no experimento
anterior, e, se as mucinas foco deste estudo influenciam na resposta pré-inflamatéria,
foi realizada a purificagdo das mucinas fusionadas a FlagGPI (conforme descrito em
8.6.) (Figura 42).

Figura 42 — Purificagdo de mucinas fusionadas a FlagGPI para avaliacdo da

resposta pré-inflamatoria.

Avaliagao de pureza do produto purificado por WB das fragdes sobrenadante do lisado (SL), Flow
Through (FT), 12 e 42 lavagem (L1 e L4), Eluido 1 e 2 (E1 e E2). O volume aplicado das fragdes SL, FT,
L1 e L4: 5 yl. E1 e E2: 20 pl. Seta indica a fragéo escolhida para experimento. Indicagdo em amarelo
com informagdes sobre lote (numero sobrescrito) e valor de rendimento total de proteina obtida na
purificagdo (soma E1 e E2).
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O produto da purificagao foi utilizado para interagéo direta com macréfagos
ativados e ndo ativados. As citocinas secretadas pelas células foram mensuradas
como demonstrado na Figura 43.

A partir desse resultado observa-se que, somente a mucina TrMUCg3 modula
positivamente a secre¢cao de TNF por macréfagos nao ativados (p=0,0085), ao passo
que para macréfagos ativados, n&o ha diferenga na secrecéo de citocinas diante da
presenca das mucinas testadas.

Além disso, ao avaliar a resposta dos macréfagos nao ativados diante do
contato com os parasitos transfectados ou linhagem selvagem, ndo sédo observadas
diferengas no perfil de secreg¢ao das citocinas avaliadas. Todavia, para os macrofagos
ativados, a secrecdo de TNF € menor durante a infecgdo por T. rangeli com todas as
linhagens de parasitos (p= 0,0002 — 0,0004). Interessantemente, a secre¢ao de IL-6
pelos macréfagos é reduzida quando em contato com os parasitos, exceto os das
linhagens que superexpressam as mucinas de T. rangeli.

Com base nesses dados e nos obtidos da experimentacéo in vivo, a saber:
Choachi_TrMUCQg3 induz expressao de IL-10 no pulmao e todas as linhagens de
parasitos, exceto Choachi_TriMUCg3, diminuem expressao de IFNy no bago em 17
d.p.i., conclui-se que o T. rangeli modula negativamente a expressido de algumas
citocinas proé-inflamatérias in vitro e in vivo. Entretanto, a interferéncia causada pelos
parasitos ndo é suficiente para suprimir a resposta pré-inflamatéria dos macréfagos
ativados por LPS.

Interessantemente, mesmo a interagédo com os tripomastigotas opsonizados
por soro murino fresco, ndo ha a ativagdo dos macrofagos. Sabe-se que T. rangeli &
resistente a lise pelo sistema complemento murino e que ha deposicdo de C3b na
membrana do parasito (PONTES, 2020). Contudo, essa condi¢do nao parece induzir
a ativagado dos macréfagos. De toda forma, in vitro foi avaliado que ocorre fagocitose
e lise dos parasitos. Mas, como descrito na literatura, esses parasitos sao capazes de
sobreviver no interior de macréfagos (OSORIO et al., 1995). A luz dessa anélise de
citocinas, compreende-se que a resposta pré-inflamatéria € modulada pela presenca
de T. rangeli, atenuando a injuria ao proprio parasito.
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Figura 43 — Trypanosoma rangeli reprime a resposta pro-inflamatéria de macréfagos
ativados, mas TrMUCg3 purificada estimula a secregao de TNF.

A) Secrecgéo de citocinas pro-inflamatérias por macréfagos ativados e ndo ativados em resposta
a na presencga de 10 pg/ml de mucinas purificadas. Controles: macréfagos nao ativados e néo ativados
sem adicdo de mucina purificada e macrofagos em contato com produto de purificagdo FlagGPI (mock).
B) Painel de citocinas produzidas em resposta a infecgao por tripomastigotas de T. rangeli (MOl 1:10).
Controles: macrofagos nao infectados ativados e ndo ativados, macrofagos infectados por cepa
Choachi_WT e Choachi_FlagGPI. Graficos expressos em média e desvio padrdo. Experimentos em
duplicata técnica. Simbolo de exclamacao (!): Exclusdo de dados por motivo técnico. Analise estatistica:
ANOVA de uma via com pds-teste de Turkey (#p <0,05 — diferencga relativa as linhagens transfectadas)
ou pos-teste de Dunnett. (*p <0,05; **p <0,01; ***p <0,001; **** p < 0,0001 — diferengas relativas ao
controle) (n=2). Citocinas IL-6, IL-10, MCP-1, IFN-y, TNF, IL-12p70 quantificadas BD Cytometric Bead
Array (CBA) Mouse Inflammation Kit. Valores abaixo da abrangéncia da curva padrdo da dosagem, ndo
incluidos na analise.
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Fonte: Autora.

Com relagdo a participagcdo de TrMUC na modulagcdo de resposta pro-
inflamatoria, observa-se que especialmente que a linhagem Choachi_TrMUCg3 (i)
apresenta menor capacidade de infecgdo em camundongos e menor parasitemia; (ii)

induz a expresséao de IL-10 nos pulmdes; (iii) ndo modula a resposta de IFNy no baco;
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(iv) ndo reprime a expressao de IL-6 por macrofagos ativados, além de que TriMIUCg3
purificada leva ao aumento da expressao de TNF in vitro.

Ainda, com relagédo aos resultados das analises genémicas e protebmicas,
sabe-se que TrMUCg é o grupo com menor numero de genes e 0 mais conservado
em T. rangeli, possuindo um motivo proteico exclusivo; e interessantemente, Wagner
et al. (2013) ndo detectaram a expressao dessa mucina na superficie de formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli. Assim, infere-se que o grupo TrMUCg
confere desvantagem quanto a infectividade de T. rangeli na relagdo com o
hospedeiro mamifero.

Ainda, é possivel que TrMUCg seja um grupo génico em retragdo. Como
elencado por Campo et al. (2004) a tendéncia de hipervariabilidade, como a
apresentada em TcMUCII e também TrMUCp, denota a possibilidade de origem mais
recente do que estruturas conservadas em tandem como as de TcMUCI, que seriam
ancestrais. Assim, é possivel que o grupo TrMUCg esteja em processo de supressao,
tal qual TcMUCI.

Conforme o ensaio in vitro com fibroblastos e macréfagos, esse
desfavorecimento apresentado por Choachi TrMUCg3 nado esta diretamente
relacionado a interacdo com os tipos celulares testados in vitro. Indicando que uma
possivel interagdo de T. rangeli ocorra com outras ceélulas do sistema imune, e que
nao as observadas no estudo, como por exemplo, as células NK. Essa hipotese, leva
em consideracao a resposta histopatoldgica de aumento do tamanho do bago (6rgao
que concentra a maior parte das células NK) e a descricdo de hiperplasia de polpa
branca. A IL-12, que € uma das principais citocinas envolvidas com estimulo de fungao
das células NK, entretanto nido foi detectada em nenhuma das analises. Contudo,
esse fato podera ser futuramente avaliado pelos niveis de mRNA. Outras importantes
citocinas para ativacao e recrutamento de células NK, séo IL-15 e IL-18, que nao foram
avaliadas.

Com relagdo as mucinas de T. cruzi expressas por T. rangeli, ndo foram
observados outros efeitos além do aumento da parasitemia. Sabe-se que diversas das
fungdes atribuidas as mucinas sao decorrentes da atividade bioldgica da ancora GPI
associada a essas glicoproteinas (ALMEIDA; GAZZINELLI, 2001; CAMARGO et al.,
1997; COELHO et al., 2002; ROPERT; GAZZINELLI, 2004). Neste trabalho, para a
execucgao da expressao heterdloga, a porgéo que codifica a ancora GPI de T. cruzi foi

desassociada do restante do gene, de forma que somente a porgéao peptidica seria
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expressa por T. rangeli. Ainda assim, como se trata de espécies diferentes, € possivel
que as modificagbes pods-traducionais sejam processadas de forma diferente,
podendo ocorrer a adigdo de diferentes glicanas, o que poderia explicar os resultados
distintos daqueles obtidos para T. cruzi, além da estrutura da GPI. A maior parasitemia
observada para a linhagem Choachi_TcMUCII em comparagao a cepa Choachi_ WT
€ uma importante alteracdo fenotipica, e que pode possuir grande significado

biolégico, cujos mecanismos carecem maior compreensao.

9.8 INFECCAO EM TRIATOMINEOS

Foram realizados experimentos em R. prolixus para avaliar a infeccdo em
triatomineos pelas linhagens de T. rangeli expressando mucinas de T. cruzi ou
superexpressando mucinas homologas. Tendo em vista a descrigdo do envolvimento
de mucinas de T. cruzi (TcSMUG) no vetor é associada principalmente ao processo
de adesao ao epitélio intestinal, foi realizada infecgao de R. prolixus por via oral. Sabe-
se que infecgcdes experimentais de T. rangeli por via oral ocorrem em uma baixa
porcentagem de insetos, em fungdo da necessidade de transposi¢cao do epitélio
intestinal para a posterior invasdo das glandulas salivares (ANEZ; NIEVES:;
CAZORLA, 1987); além de incorrer em um longo tempo de acompanhamento dos
insetos. Dessa forma, além da infecgéo por alimentagao, foi utilizada a abordagem de
infeccdo intraceldbmica para a avaliagdo da migragao e transposigdo do epitélio da

glandula salivar e a diferenciagao em formas tripomastigotas metaciclicas.

9.8.1 Infecgao por via intracelémica
Ninfas de 4° e 5° estagio (n=50) de R. prolixus foram infectadas por inoculagéo
intraceldbmica com formas epimastigotas da cepa Choachi_WT, das linhagens
Choachi_TeMUCII, Choachi_TriMUCg3 e Choachi_TriMUCp35. Apds trés semanas da
inoculagdo, foram iniciadas as avaliagdes quanto a morfologia e mobilidade de
epimastigotas na hemolinfa e analise relativa da presenga de parasitos no lumen da

glandula salivar (Figura 44).



167

Figura 44 — Avaliagao de metaciclogénese in vivo de Trypanosoma rangeli

expressando mucinas fusionadas a FlagGPI.

A) Avaliagédo da presenga de epimastigotas na hemolinfa e glandula salivar em 3 e 5 semanas
pos infecgdo (s.p.i.). Critério de classificagdo: auséncia de parasitos na amostra (©), um ou mais
parasitos presente na amostra (+), um ou mais parasitos esparsamente distribuidos por campo em
diversos campos (++), acumulo de parasitos em diferentes regides do campo em diversos campos
(+++). Graficos em tonalidade laranja referentes aos dados observados na hemolinfa, em tonalidade
vermelha, referente a glandula salivar. Representagao grafica em percentual de individuos avaliados
por grupo nas classificagcdes descritas (n=5). Andlise estatistica: Teste qui-quadrado com intervalo de
confianga de 95%. Todas as analises consideradas significativas (p <0,0001). B) Coloragéo de Giemsa
de epimastigotas presentes na hemolinfa e tripomastigotas presentes na glandula salivar em 5 s.p.i.
Seta vermelha: epimastigota longo, seta preta: epimastigota curto. Tridngulo vermelho: presenca de
corpos lipidicos. Barra de escala: 10 um.
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No momento da avaliagdo dos triatomineos infectados por via intraceldmica
(3 semanas apos a infecgdo), em todos os grupos foram encontrados parasitos na
glandula salivar. Dessa forma, n&o possivel avaliar comparativamente a existéncia de
diferencas na cinética da penetragdo na glandula salivar. Entretanto, algumas
caracteristicas apresentadas pelos parasitos merecem destaque, como: Os parasitos
da linhagem Choachi_TcMUCII apresentaram reduzida mobilidade na hemolinfa em
relacdo as demais linhagens e a cepa Choachi_WT nas duas avaliagdes realizadas.
Os parasitos Choachi_TcMUCII demonstravam lento batimento flagelar ou
apresentavam total imobilidade. No grupo infectado com a linhagem
Choachi_TrMUCg3, foi identificada a presenga em maior quantidade de epimastigotas
no interior da glandula salivar e menor quantidade de parasitos. As avaliagbes
qualitativas foram realizadas em conjunto com pesquisadora independente, sem
prévio conhecimento dos resultados obtidos in vivo ou da fungdo de cada mucina
envolvida no estudo. Todos os dados qualitativos foram registrados em video.

Constatada a presenga de parasitos na glandula salivar, foi realizada a
avaliacao de transmissibilidade do parasito por alimentagdo em camundongos BALB/c
(n= 2/grupo). Exceto para o grupo Choachi_TrMUCg3, no qual somente um animal
apresentou parasitemia, a totalidade dos animais dos demais grupos apresentaram
parasitemia patente, permitindo concluir que a expressao das mucinas fusionadas a
FlagGPI néo interfere na metaciclogénese in vivo e capacidade de transmisséo

vetorial ao hospedeiro mamifero.

9.8.2 Alimentacao artificial

A infeccao de triatomineos via oral foi realizada conforme descrito no topico
8.10.2, através do uso de alimentador artificial contendo 1,5 x108 tripomastigotas. Em
avaliacdes quinzenais foram observadas a quantidade, a motilidade e a morfologia
dos parasitos nas fezes, hemolinfa e glandula salivares por um periodo total de trés
meses. Durante esse periodo, a visualizagado de epimastigotas na hemolinfa ocorreu
em um inseto adulto com deformacao de exoesqueleto, infectado com a cepa
Choachi_WT na 10% semana pos infeccao. Na Figura 45, sdo mostrados os resultados
da avaliacao nas fezes.

Figura 45 — Avaliacao de infectividade oral de Trypanosoma rangeli expressando as

mucinas fusionadas a FlagGPI em triatomineo.
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Avaliagdo da presenga de parasitos nas fezes de R. prolixus ao longo de 12 semanas poés
infecgao (s.p.i.). Critério de classificagdo: auséncia de parasitos na amostra (O), um ou mais parasitos
presente na amostra (+), um ou mais parasitos esparsamente distribuidos por campo em diversos
campos (++), acumulo de parasitos em diferentes regides do campo em diversos campos (+++).
Representagéo grafica em percentual de individuos avaliados por grupo (n=5). Analise estatistica:
Teste qui-quadrado, intervalo de confianga de 95%. Todas as analises consideradas significativas (p
<0,0001). Estrela indica grupo e ponto de coleta da ocorréncia de epimastigotas na hemolinfa de um
triatomineo.
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Fonte: Autora.

Na primeira coleta poucos parasitos foram encontrados nas fezes, contudo a
partir da 4 s.p.i. a quantidade de parasitos aumentou, sendo identificado através de
coloracao de Giemsa a presenga de epimastigotas na amostra. O grupo infectado com
a linhagem Choachi_TrMUCg3 nao foi avaliado quanto a forma do parasito devido a
pouca quantidade de parasitos nas fezes 4 s.p.i. No decorrer da infecgao, foi possivel
identificar epimastigotas em todos os grupos e a presencga de alguns tripomastigotas
e outras formas intermediarias de parasitos. Na ultima avaliagdo realizada (14 s.p.i.)
nao possivel encontrar parasitos nas fezes em nenhum grupo (dados nao
demonstrados no gréfico).

Novamente o grupo Choachi_TrMUCg3 apresenta diferenca na quantidade
de parasitos em relagao aos demais. Dessa forma, tanto na infeccao intracelémica,
quanto por alimentagdo, o grupo de insetos infectados com a linhagem
Choachi_TrMUCg3 aparenta menor quantidade de parasitos em diversos pontos
experimentais. Entretanto, essa linhagem é capaz de realizar todas as etapas do

processo de desenvolvimento em triatomineo, sendo transmissivel ao hospedeiro
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mamifero. Os efeitos patogénicos de T. rangeli no hospedeiro invertebrado nao foram
minuciosamente avaliados no presente estudo, mas aparentemente nao foram
identificadas alteracdes nos processos de ecdise, ovoposicédo e eclosao no decorrer
dos experimentos.

Com base nesses resultados, nao foi possivel detectar nenhuma alteragao
fenotipica significativa nos padrdées analisados durante a evolugédo da infecgao em
triatomineos por T. rangeli expressando mucinas fusionadas a FlagGPI em relagéo a

cepa parental.

9.9 RECONHECIMENTO DE ACIDO SIALICO POR Trypanosoma rangeli

Ao longo desta tese, diversos experimentos foram realizados, e que
possibilitaram o direcionamento a inferéncias biolégicas com relagdo ao papel das
mucinas de T. rangeli. Com base no conhecimento das fungbes das mucinas em T.
cruzi e outras glicoproteinas correlatas, foi possivel compreender mais sobre as
mucinas em um parasito ndo patogénico a mamiferos. Contudo, ndo foi realizada a
caracterizagao bioquimica das mucinas de T. rangeli. Dessa forma o questionamento
da capacidade de acepcgao de Sia pelas mucinas do T. rangeli permanece em aberto.
Considerando a importancia dessa questao, foi realizado um ensaio preliminar de
detecgdo com o anticorpo policlonal anti-acido sialico (Wuhan USCN) em formas
tripomastigotas da cepa Choachi_WT, antes e apds a interagdo com a linhagem de
fibroblastos L929.

Na Figura 46 é possivel identificar o estabelecimento de padrdoes de banda
em todas as amostras. Pela analise de WB, o padrdao de bandas das formas
tripomastigotas antes e apds a interagdo direta com células L929 (linha 1 e 3) é
diferente. Nota-se o reconhecimento de uma banda proeminente entre 100 a 150 kDa
e o reforgo em intensidade (escurecimento) de diversas outras bandas na amostra de
tripomastigotas apds a interagéo com as células L929, nao sendo observado o mesmo
perfil nas formas tripomastigotas que ficaram em contato apenas com o meio de
cultura condicionado (linha 2). Ainda, é possivel notar a ténue diminuicdo de
intensidade de sinal de L929 incubada com os parasitos, em relagao aos fibroblastos
de cultura sem qualquer contato com o parasito (linhas 4 e 5). Como controles foram
utilizados os meios de cultura RPMI sem SFB e a glicoproteina ovoalbumina (0,5 ug)

que possui grande quantidade de Sia ligado a sua estrutura (UTRATNA et al., 2017).
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Como controle de quantidade de proteina nos géis, foi realizada a deteccéo de [3-
tubulina, a qual ndo apresentou variagao de intensidade entre as amostras de T.

rangeli ou células L929.

Figura 46 — Trypanosoma rangeli € capaz de incorporar acido sialico in vitro.

WB com anticorpo anti-acido sialico (PAS099Ge01) de 75 ug de extrato proteico total de cada
amostra, exceto linha 7 (= 2 ml de meio RPMI precipitado por acetona gelada) e linha 8 (controle de
especificidade de reconhecimento anticorpo para Sia: ovoalbumina 0,5 ug). Controle de quantidade de
proteina, reconhecido por anticorpo anti-Btubulina na parte inferior de acordo com a respectiva amostra.

1 2 3 4 5 6 7 8

250 kDa -
150 kDa — = <kl . | N
100 kDa — * S S - 1 — Tripomastigota pré-interagéo

75 kDa - D s ! ot — 2- Tr!po + Mgio conglici_onado ~(L929)

3 — Tripomastigota pds-interagao L929
50 kDa - e 4 — 1L.929 pés-interacéo
: | 5 — L929 pré-interagao
37 kD — e . 6 — T. cruzi tripomastigota de cultura
a- o 7 — Meio RPMI sem SFB
— e 8 — Controle Ovoalbumina
25 kDa — =3 -

— i A — L

50kDa - QUGG — — -

Fonte: Autora.

Com base nesse experimento preliminar, observa-se que de alguma forma T.
rangeli € capaz de incorporar Sia em suas células apos a interagdo com fibroblasto
em cultura. Contudo, considerando que esta espécie nao possui trans-sialidases
ativas, e que tripanosomatideos sao incapazes de sintetizar esse monossacarideo
(LANTOS et al., 2016), nao foi possivel formular uma hipotese para essa observagao
de acepcéao de Sia com base nesse experimento preliminar.

Dentre os potenciais candidatos a aceptores de Sia, em principio, é
descartada a possibilidade de que algum dos membros de TrMUCg ou TriMUCp o
facam. Essa afirmagéo € baseada no baixo grau de glicosilagdo que essas proteinas
apresentaram pela analise de massa molecular (Tabela 9). Considerando que houve
aumento de massa molecular em TcMUCI e TcMUCII, o sistema de expressao
utilizado n&o interferiu no processamento de glicosilagdo. Logo, néo seria impeditivo
para glicosilagdo de TrMUC. Entretanto, com base na descrigdo de TcMUC, a
presenca de glicosilagbes em grande quantidade e [gal terminal sao condigbes
basicas para funcdo de acepc¢ao de Sia. Contudo, uma vez que se desconhece a
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constituicdo das glicinas de TrMUC, é possivel, porém pouco provavel, que TrMUC
possuam carboidratos muito curtos passiveis de acepcgéao de Sia.

Na descrigdo do grupo TrMUCp (item 9.1.2), diversos membros do subgrupo
G apresentam similaridade a trans-sialidase grupo Ill, que possuem atividade
lectinica, reconhecendo o Sia do hospedeiro. Dessa forma, € possivel que T. rangeli
expresse um hibrido TS-Mucina, contudo essa hipétese carece de maiores estudos,

bem como é necessario caracterizar as glicanas de TrMUC bioquimicamente.
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10 RESUMO DE RESULTADOS CAPITULO II

o T. rangeli possui, 93 genes codificantes para mucinas putativas, as quais
foram classificadas em dois grupos: TrMUCg e TriMUCp;

o As mucinas de T. rangeli compartilham caracteristicas com as mucinas de T.
cruzi, sendo TcMUC | correlacionado com TrMUCg e TcMUC Il com TrMUCp
com base na composi¢cao aminoacidica, tamanho da sequéncia aminoacidica
e distribuicdo de residuos O-glicosilados;

o TrMUCg que se constitui de um grupo de cinco membros e que possui apenas
um peptideo sinal valido, expressando mucinas de até 44 kDa;

o As mucinas de T. rangeli aparentam possuir poucas ou nenhuma modificagao
pos-traducional, visto que nao ha alteragao de massa molecular;

o A expressao heterdloga de TcMUCII por T. rangeli induz aumento de
parasitemia em camundongos BALB/c. Enquanto, a superexpressdo de
TrMUC diminui a infectividade, sem incorrer em alteragcbes no tempo de
permanéncia dos parasitos na corrente sanguinea;

o A infeccado por T. rangeli induz esplenomegalia com hiperplasia leve a
moderada da polpa branca, modulando negativamente a concentragdo de
IFNy no baco;

o A superexpressao de TrMUCg3 por T. rangeli induz expressao de IL-10 no
pulmao de camundongos BABL/c, sendo que a proteina TrMUCQg3 purificada
€ capaz de induzir a expresséao especifica de TNF in vitro por macréfagos nao
ativados;

o T. rangeli modula negativamente a expressao de IL-6 e TNF in vitro, mas n&o
suprime a resposta pré-inflamatéria dos macréfagos ativados por LPS;

o A interacdo de T. rangeli com macréfagos néo induz resposta pro-inflamatéria
in vitro, mesmo quando o parasito esta opsonizado por soro murino fresco
(n&o inativado).

o A expressao das mucinas fusionadas a FlagGPIl ndo modifica a interagdo do
parasito com fibroblastos ou macréfagos in vitro;

o A superexpressao de TrMIUCg confere desvantagem a T. rangeli na interagéo

do parasito com o hospedeiro mamifero;
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A expresséo das mucinas fusionadas a FlagGPI n&o interfere na capacidade
de metaciclogénese in vivo ou transmissibilidade do parasito via vetor;

Ha indicativo que T. rangeli seja capaz de incorporar acido sialico durante a
interagdo com células de mamiferos.
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11 CONCLUSOES

Capitulo |

e O vetor pTRIXrang, primeiro plasmideo integrativo especifico para T. rangeli,
promove expressdo constitutiva e intensa do dual-reporter Luc::Neon
possibilitando diversas aplicagcdes para estudos nessa espécie;

¢ Os pulmdes e bago sdo os 6rgaos de maior acumulo de T. rangeli em mamiferos

durante a fase aguda da infecgao;

Capitulo I

e T. rangeli expressa proteinas similares a mucinas-like de T. cruzi. Contudo, as
TrMUC aparentam possuir poucas ou nenhuma modificacdo pos-traducional o que
interfere na capacidade de acepgao de acido sialico por essa proteina.

e As TrMUC influenciam a relagdo parasito-hospedeiro mamifero diminuindo a
parasitemia e limitando a tentativa de modulacéo pelo parasito da resposta imune
pré-inflamatéria, com possivel repressao da expressao proteica do grupo TrMUCg

por T. rangeli.
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12 PERSPECTIVAS

e Realizar a analise do estado replicativo de T. rangeli no hospedeiro mamifero,
através da analise histolégica por microscopia confocal dos orgaos
bioluminescentes identificados na anadlise ex vivo, através da incorporagao do
reagente EdU pelos parasitos em replicagao ativa;

e Caracterizar ocorréncia da forma amastigota-like de T. rangeli na corrente
sanguinea e medula éssea de camundongos infectados por Choachi Luc::Neon
por citometria de fluxo e imunofluorescéncia para afericdo da frequéncia e
analise morfobioquimica dessa forma do parasito.

e Anadlise dos mecanismos de resposta imune humoral e celular que
desencadeiam o clearence de T. rangeli, utilizando as linhagens Luc::Neon para
o melhor entendimento da resposta que leva a diminuicdo da parasitemia e
possivel encriptamento do parasito;

e Avaliagéo da presenga de sinal de Splicing Lider dos genes de TrMUC e analise
de sintenia em relagao a T. cruzi.

¢ Analise do perfil de expressdao de TrMUC enddgenas e caracterizagéo glicbmica

de T. rangeli com foco no perfil bioquimico dessas proteinas de superficie.
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13 CONSIDERAGOES FINAIS

Neste trabalho foi possivel desenvolver um plasmideo integrativo para T.
rangeli, que possibilita a expressao forte e constitutiva de luciferase e mNeonGreen.
A utilizagdo do plasmideo pTRIXrang ou das linhagens caracterizadas neste trabalho,
possibilitam o estudo do ciclo de vida de T. rangeli sem introduzir viés metodologico
na experimentagdo de mamiferos e triatomineos. Sdo inumeras as possibilidades de
uso dos parasitos dual-reporter. A melhora na acuracia das analises, o melhor
aproveitamento do tempo — empregado em analises time-consuming, como contagem
de parasitos em lamina a fresco ou interag¢des in vitro coradas com Giemsa —, agora
podem ser facilmente substituidas por citometria de fluxo ou a mensuragao da
atividade de luciferase. Ainda, a visualizagao dos parasitos vivos, durante a infecgcéo
ativa pode trazer a luz diversos eventos que ainda nao foram elucidados.

Devido a essa nova ferramenta, foi possivel renovar o estudo das interacdes
de T. rangeli e o hospedeiro mamifero, através da determinagado da localizagcado do
parasito em tempo real no bago, pulmdes e préstata de camundongos. Também, foi
possivel determinar que a diminuicdo da parasitemia apés 10 dias da infecgédo, nao
se da pela concentragao do parasito em algum sitio anatdbmico, mas sim através de
clearence do sistema imune, reduzindo a carga parasitaria total a niveis abaixo da
deteccao por bioluminescéncia.

A quantidade infima de parasitos que sustentam a infec¢do, ainda é um
desafio. Contudo, a analise da resposta do hospedeiro e do parasito durante a
infeccdo, auxilia a montar o quebra cabega que é a compreensao da biologia de T.
rangeli.

Os efeitos da contribuicdo da aplicacdo de pTRIXrang no estudo da interagao
parasito-hospedeiro de T. rangeli, influenciaram na avaliacdo da infecgdo dessa
espécie expressando mucinas fusionadas a FlagGPI. De forma que foi possivel avaliar
a resposta imune local dos sitios de maior concentragao do parasito diante da infeccao
por tripomastigotas expressando diferentes mucinas de T. rangeli e T. cruzi. Assim,
determinou-se que a superexpressdao de THrMUC acarreta menor parasitemia. Além
disso, foi possivel observar que essa familia de proteinas de superficie, influéncia na
modulagdo da resposta imune, revelando que T. rangeli € capaz de modular

negativamente a expressao de citocinas no hospedeiro.
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Diversas questdes, e principalmente a descricdo dos mecanismos envolvidos
na relagdo T. rangeli-mamifero necessitam ser elucidados. De forma, que esta tese
contribuiu para elencar algumas intera¢gdes que ainda ndo foram exploradas como o
papel das TrMUC na interagdo parasito-hospedeiro. Bem como, forneceu uma

ferramenta que possibilita ampliar o rol metodoldgico dos estudos de T. rangeli
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APENDICE A

Figura 47 — Analise de expressao de pTRIXrang durante processo de selegcdo de T. rangeli transfectado

A) Analise de populagéo fluorescente por citometria de fluxo dos parasitos mantidos em meio NNN+LIT. Perfil de expressao de Luc::Neo dos parasitos
cultivados por duas semanas com concentragao fixa de 50 ug/ml (grafico a esquerda) apos transfecgéo. Analise da populagao fluorescente apds o acréscimo
abrupto de Hyg e manutencgao por 2 semanas (grafico central) até 4 semanas (grafico a direita) nessas concentragdes da droga de selecdo. B) Quantificagdo
da populagéo fluorescente obtida de diferentes pogos de diluigdo seriada de Hyg apds duas semanas de cultivo. Cepa Choachi (graficos azuis), cepa SC58
graficos laranja. Linhagens com indicagéo “B” mantidas com 1 mg/ml Hyg (cepa Choachi); 2mg/ml Hyg (cepa SC58). Linhagens com indicagao “C” mantida em
0,5 mg/ml Hyg (Choachi). Graficos de cor escura: Tratados com HU antes da transfecgéo; graficos de cor clara: Sem tratamento prévio com HU. Todos
histogramas normalizados pelo eixo Y. Median:FITC-A: indica intensidade da fluorescéncia calculada pela mediana do eixo X. FITC-A+::Freq of Parent: indica
porcentagem da populagao fluorescente. Count: indica contagem de eventos celulares analisados.

Acrécimo
50 pg/ml Hyg Hyg 2 semanas 4 semanas
L//\ T J\ ST /\_
L - //\ L///\ S ,/\
ek FITC-A FITC-A
Workspace A ion|Median : FITC-A[FITC-A+ :: Freq. of Parenf  Count Workspace ion|Median : FITC-A[FITC-A+ :: Freq. of Paren Count Worl A ion|Median : FITC-A[FITC-A+ :: Freq. of Parent  Count
O|Choachi WT 813 1,00 19008 O|Choachi WT 57,6 0,97 17127 0| Choachi WT 902 1,07 18495
Choachi 94,7 846 19534 Choachi 1mg/mi 1057 515 18974 Choachi 1mg/mL 6494 94.9 19145
0| Choachi HU 85,9 597 19534 0| Choachi 1mg/mL HU 5168 64,7 9482 0| choachi 1mg/mL HU 6777 96.9 9438
O|scss wT 84,3 1,07 18497 0/sCs8 WT 63,7 0,98 18356 O|scss wT 84.3 107 18497
SC58 86.8 0.52 19314 5C58 2 mg/ml 68.2 4,50 18583 SC58 2 mg/mL 6818 775 14317
0/scs8 HU 88,8 0,54 19174 0|5C58 2 mg/mL HU 711 745 18620 0/sc58 2 mg/mL HU 6338 934 19578
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Workspace Annotation|Median : FITC-AFITC-A+ :: Freq. of Parent Count
O|Choachi WT 90,2 1,07 18495

Choachi B2 5909 97.8 9711
O|Choachi B2 HU 9417 852 9561
O|Choachi B3 HU 10349 99,6 9633
0| Choachi C4 HU 5731 993 9754

Fonte: Autora.

Waorkspace Annotation|Median : FITC-A/[FITC-A+ :: Freq. of Parent] Count
O|scss WT 63,7 0,98 18356

8C58 B1 10193 96,5 8774
O|scss B2 HU 6494 97,7 9222
O|scss B3 HU 5784 98,7 9255
0|sc58 B4 HU 6223 98,5 9233
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APENDICE B

Esse apéndice é dedicado aos resultados complementares das analises in

silico da caracterizagdo das mucinas de T. rangeli.

Tabela 10 — Sequéncias homodlogas a TrMUCg em T. cruzi.

Identidade Cobertura

Query Gene ID Produto génico E-Value (%) (%)

TrMUCg1 TcCLB.506765.80 mucin TcMUCII 1.71e-4 27.03 58.26
TrMUCg1  TcCLB.509699.150 mucin TcMUCII 2.03e-4 42.61 50.00
TrMUCg1 TcCLB.507237.89 mucin TcMUCII 6.46e-4 31.25 48.26
TrMUCg3 TcCLB.507699.10 mucin TcMUCII 3.32e-6 37.68 93.62
TrMUCg3 TcCLB.506765.80 mucin TcMUCII 3.90e-6 26.11 93.62
TrMUCg3 TcCLB.507237.89 mucin TcMUCII 2.17e-5 30.36 79.43
TrMUCg4 TcCLB.508097.81 mucin TcMUCII 7.61e-5 41.67 63.16
TrMUCg6 TcCLB.508097.81 mucin TcMUCII 1.43e-4 41.67 63.16

* Genoma T. cruzi cepa CL Brener Esmeraldo-like (versao 2015).

Fonte: Autora.

Tabela 11 — Descricdo dos membros e subclassificagado do grupo TriMUCp

posicdo no genoma elementos candnicos
ID Scaffold  Inicio Fim P'?at‘;")”a O‘%!/if)os' Pesﬁ::io A?;ﬁfg S)P ! g?lj‘;’o
(Sitio)
TrMUCp5_3375 5 100199 99468 244 14,75 30-31 213 H
TrMUCp7_1510 7 816868 817473 202 3,96 29-30 178 G
TrMUCp8_2860 8 162345 161188 386 13,21 35-36 357 F
TrMUCp9_1729 9 600519 599101 473 12,26 29-30 450 E
TrMUCp17_1988 17 6926 6321 202 4,46 29-30 179 G
TrMUCp35 18 85843 84863 327 11,01 31-32 301 H
TrMUCp20_1225 20 306505 305501 335 16,72 34-35 304 D
TrMUCp20_1237 20 300386 299388 333 18,92 32-33 302 D
TrMUCp20_1279 20 277999 277004 332 15,96 32-33 301 D
TrMUCp20_1316 20 254216 253221 332 17,77 32-33 301 D
TrMUCp20_1328 20 248139 247144 332 19,28 32-33 301 D
TrMUCp20_1536 20 135725 134763 321 15,89 29-30 297 D
TrMUCp21_1565 21 23578 22973 202 4,46 29-30 179 G
TrMUCp24_831 24 295654 294677 326 12,27 32-33 300 D
TriMUCp24_647 24 309031 310203 391 13,30 26-27 364 G
TrMUCp24_652 24 312711 313622 304 12,83 29-30 278 G
TrMUCp24_673 24 324580 325554 325 12,31 30-31 299 H
TrMUCp36_499 36 245571 246557 329 13,98 26-27 303 C
TrMUCp36_409 36 201945 203204 420 9,29 24-25 390 F
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ID Scaffold  Inicio Fim Pr?;?)”a O‘%l/if)“' P%ﬁ::io A’(’g‘l’tlrg S)P : g?ﬁ;?o
(Sitio)
TAMUCp36_1065 36 6954 5704 417 12,23 29-30 392 G
TAMUCp36_357 36 180912 182084 391 12,53 26-27 364 G
TAVUCp36_367 36 184526 185699 391 12,02 26-27 363 G
TrMUCp36_426 36 209526 211028 501 13,77 32-33 473 G
TAMUCp36_464 36 225763 227052 430 14,19 30-31 402 G
TAMUCp36_472 36 220582 230871 430 14,19 29-30 402 G
TAMUCp39_904 39 41749 40730 340 9,41 27-28 315 |
TAMUCp44 519 44 169434 168172 421 11,64 29-30 390 F
TAMUCP50_278 50 123154 125016 621 15,78 32-33 590 E
TAMUCp50_260 50 116806 117627 274 5,11 26-27 250 |
TAMUCp52_422 52 145427 144435 331 18,13 26-27 305 c
TAMUCp52_575 52 72170 70905 422 11,61 26-27 392 F
TAMUCp52_710 52 15376 13754 541 14,79 29-30 515 E
TAMUCp52_438 52 137930 136689 414 12,56 30-31 387 G
TAMUCp52_447 52 133488 132601 296 8,78 29-30 269 G
TrMUCp52_461 52 124707 123793 305 7,54 29-30 274 G
TAMUCp52_674 52 27895 26396 500 14,40 32-33 472 G
TAVUCP57_241 57 76526 75546 327 18,35 29-30 302 c
TAMUCP57_274 57 61490 60507 328 15,55 26-27 298 c
TAMUCp57_359 57 20388 19405 328 18,90 26-27 303 c
TAMUCP57_295 57 51443 50055 463 12,31 22-23 436 G
TAMUCp57_373 57 13048 11681 456 9,65 56-57 429 G
TAMUCP57_286 57 54744 53677 356 9,83 18-19 330 H
TAMUCp57_381 57 8979 8002 326 8,28 30-31 300 H
TAMUCP59_319 59 29056 28235 274 0,73 26-27 250 |
TAMUCp60_222 60 68725 67943 261 6,90 30-31 235 |
TAMUCP60_227 60 66432 65650 261 6,51 30-31 235 |
TAMUCp60_274 60 47719 46937 261 6,51 30-31 235 |
TAMUCP60_279 60 45428 44646 261 6,90 30-31 235 |
TAMUCp60_285 60 43133 42351 261 6,51 30-31 235 |
TAMUCp61_8 61 4133 5131 333 15,62 29-30 308 A
TAVUCp61_54 61 24444 25049 202 4,46 29-30 179 G
TAMUCp62_214 62 29176 28334 281 1,07 30-31 252 F
TAMUCp62_228 62 22518 21676 279 6,45 30-31 254 F
TAMUCP62_239 62 15434 14421 338 14,79 38-39 309 D
TAMUCp62_231 62 20530 19748 261 6,90 30-31 235 |
TAMUCp62_246 62 11209 10277 311 6,75 35-36 286 |
TAMUCp63_251 63 51640 50636 335 20,00 29-30 310 B
TAMUCp65_262 65 18108 16474 545 14,50 33-34 519 E
TAMUCp68_122 68 55780 56760 327 14,07 29-30 302 A
TAMUCP68_35 68 12649 13671 341 16,72 29-30 315 A
TAMUCp68_64 68 28563 29576 338 13,61 31-32 313 A
TAMUCP68_74 68 34390 35388 333 16,52 31-32 308 A
TAMUCp72_27 72 8415 9431 339 13,86 29-30 313 A
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ID Scaffold  Inicio Fim Pr?;?)”a O‘%l/if)“' P%ﬁ::io A’(’gﬂfg S)P : g?ﬁ;?o
(Sitio)
TAMUCp72_76 72 28387 28992 202 3,96 29-30 178 G
TAMUCp75_194 75 20435 19428 336 19,05 29-30 311 A
TAMUCp75_175 75 27689 26994 232 9,91 29-30 207 B
TAMUCp80_32 80 12862 13875 338 17,46 29-30 313 A
TAMUCp80_82 80 35848 36540 231 7,79 29-30 206 B
TAMUCp82_17 82 7651 8661 337 14,84 29-30 311 A
TrMUCp85_50 85 26443 27441 333 16,22 29-30 308 A
TAMUCp85_69 85 37361 38347 329 17,02 31-32 304 A
TAMUCp85_9 85 4468 5160 231 6,93 29-30 206 B
TAMUCp86_42 86 16172 17647 492 13,62 32-33 462 G
TAMUCp88_134 88 16307 15285 341 15,84 29-30 315 A
TAMUCp88_101 88 31020 30007 338 10,65 30-31 309 H
TAMUCp94_129 94 19051 18053 333 15,32 31-32 308 A
TAMUCP94_153 94 8066 7050 339 16,52 29-30 314 A
TAMUCp94_113 94 25539 24526 338 11,54 30-31 309 H
TAMUCp109_109 109 9339 8425 305 6,89 29-30 280 |
TAMUCp109_128 109 1051 269 261 6,90 30-31 232 |
TAMUCP109 68 109 26869 25937 311 6,75 35-36 286 |
TAMUCp115_20 115 9972 10967 332 15,06 31-32 306 A
TAMUCp115_14 115 6932 7624 231 8,66 29-30 206 B
TAMUCp125_31 125 12929 13936 336 14,58 29-30 311 A
TAMUCp125 37 125 16632 17327 232 8,19 29-30 206 B
TAMUCp134_12 134 4206 5120 305 6,23 29-30 280 |
TAMUCp134_18 134 6640 7422 261 7,66 30-31 235 |
TAMUCp134_35 134 14784 15566 261 7,28 30-31 235 |

* Sitio de clivagem predito pela ferramenta SignalP v5.

Fonte: Autora.

Tabela 12 — Sequéncias homolégas a TrMUCp em T. cruzi

Query g?:so Gene ID Produto génico E-Value Iderzg::;ade Colzoeﬁ’r;cura
TrMUCp115_20 A TcCLB.509147.40 TcTASV, subfamily C 1,54E-07 26,81 99,40
TrMUCp125_31 A TcCLB.506289.130 hypothetical protein 2,11E-08 31,86 80,06
TrMUCp61_8 A TcCLB.506289.130 hypothetical protein 9,97E-10 30,38 79,88
TrMUCp68_122 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 9,13E-13 37,60 35,47
TrMUCp68_35 A TcCLB.504127.20 hypothetical protein 3,34E-09 27,27 80,65
TrMUCp68_64 A TcCLB.506289.130 hypothetical protein 8,23E-08 33,90 61,83
TrMUCp68_74 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 3,48E-06 31,33 42,04
TiMUCp72_27 A TcCLB.504127.20 hypothetical protein 4,11E-11 29,70 40,71
TrMUCp75_194 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,33E-07 30,77 57,14
TrMUCp80_32 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 9,33E-10 33,81 38,46
TrMUCp82_17 A TcCLB.506289.200 hypothetical protein 4,80E-08 35,86 38,28
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Query 9?:::0 Gene ID Produto génico E-Value Iderztn}lgade Cotz;)r)tura
TrMUCp85_50 A TcCLB.506289.200 hypothetical protein 1,95E-08 29,72 59,76
TrMUCp85_69 A TcCLB.509147.40 TcTASV, subfamily C 2,37E-08 27,32 99,39
TrMUCp88_134 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,80E-04 28,48 43,40
TrMUCp94_129 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,35E-05 32,84 37,54
TrMUCp94_153 A TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,77E-08 35,06 39,23
TrMUCp115_14 B TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,35E-06 30,56 51,08
TrMUCp125_37 B TcCLB.506799.30 mucin-like glycoprotein 2,45E-07 27,06 56,47
TrMUCp63_251 B TcCLB.504127.20 hypothetical protein 5,68E-11 27,22 88,66
TrMUCp75_175 B TcCLB.506799.30 mucin-like glycoprotein 1,18E-06 27,91 57,33
TrMUCp80_82 B TcCLB.506799.30 mucin-like glycoprotein 8,20E-08 28,57 56,71
TrMUCp85_9 B TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,66E-06 44,16 28,14
TriMUCp36_499 C TcCLB.506289.94 mucin-like glycoprotein 2,38E-09 30,63 93,01
TrMUCp52_422 C TcCLB.506289.94 mucin-like glycoprotein 5,43E-07 26,48 82,78
TriMUCp57_241 C TcCLB.506289.94 mucin-like glycoprotein 3,44E-08 27,63 93,27
TrMUCp57_274 C TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,10E-10 31,09 67,68
TrMUCp57_359 C TcCLB.506289.200 hypothetical protein 1,75E-11 39,74 41,46
TrMUCp20_1225 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,33E-13 38,30 38,81
TrMUCp20_1237 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,47E-13 37,23 38,74
TrMUCp20_1279 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 3,96E-13 38,30 39,16
TrMUCp20_1316 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,91E-12 35,56 36,75
TrMUCp20_1328 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 6,42E-11 36,43 39,46
TrMUCp20_1536 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 3,32E-09 33,09 38,32
TrMUCp24_831 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 3,72E-10 48,00 20,55
TrMUCp62_239 D TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,85E-09 33,10 39,05
TrMUCp50_278 E TcCLB.506759.80 MASP 6,95E-04 57,50 6,44
TrMUCp9_1729 E TcCLB.508165.425 mucin TcMUC (pseudo)  9,76E-06 61,29 6,55
TrMUCp62_214 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,55E-07 37,76 30,60
TrMUCp62_228 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,16E-07 37,76 30,82
TrMUCp36_409 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,85E-07 34,62 23,57
TrMUCp52_575 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 9,35E-13 38,39 24,41
TrMUCp44_519 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 1,32E-18 40,58 31,83
TrMUCp8_2860 F TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 4,62E-24 48,06 32,64
TrMUCp24_647 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Ill  5,05E-10 37,50 37,08
TrMUCp36_1065 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group lll  5,78E-08 34,32 34,77
TrMUCp36_357 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Ill  4,71E-10 33,93 37,08
TrMUCp36_367 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Ill  4,75E-10 33,93 37,08
TrMUCp36_426 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Il 2,21E-07 33,54 28,14
TrMUCp36_464 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Il 2,79E-08 32,93 32,79
TrMUCp36_472 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Il 3,26E-08 33,54 32,79
TrMUCp52_438 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group lll  7,30E-09 34,15 34,06
TrMUCp57_295 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Il 3,11E-09 34,15 30,45
TrMUCp57_373 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Ill  1,68E-08 33,93 31,80
TrMUCp86_42 G TcCLB.511911.60 trans-sialidase, Group Il 7,54E-09 34,76 28,66
TrMUCp52_447 G TcCLB.510717.20 TcTASV, subfamily A 2,48E-07 31,75 39,86
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Query

Sub
grupo

Gene ID

Produto génico

E-Value

Identidade Cobertura

(%)

(%)

TriMUCp52_674
TAMUCp24_652
TriMUCp52_461
TrMUCp35
TriMUCp24_673
TAMUCp5_3375
TAMUCp57_286
TAMUCp57_381
TAMUCp88_101
TAMUCp94_113
TAMUCp109_109
TAMUCp109_128
TAMUCp109_68
TAMUCp134_12
TrAMUCp134_18
TAMUCp134_35
TAMUCp39_904
TAMUCp50_260
TAMUCp59_319
TAMUCp60_222
TrAMUCp60_227
TAMUCp60_274
TAMUCp60_279
TAMUCp60_285
TriMUCp62_231
TAMUCp62_246
TAMUCp72_76
TAMUCp7_1510
TAMUCp61_54
TAMUCp21_1565
TAMUCp17_1988

TAMUCp65_262

TAMUCp52_710
TAMUCp72_76

TrAMUCp7_1510
TAMUCp61_54
TrAMUCp21_1565

I I T T T I IT OGO

OGO mMmGBEOOOOO

®

TcCLB.510717.20
TcCLB.504127.20
TcCLB.504127.20
TcCLB.511047.20
TcCLB.506799.100
TcCLB.506799.100
TcCLB.506799.30
TcCLB.506799.30
TcCLB.506799.20
TcCLB.506799.20
TcCLB.506289.130
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.130
TcCLB.506289.130
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.240
TcCLB.506291.20
TcCLB.506291.20
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.200
TcCLB.506289.130

sem resultados*
sem resultados*

sem resultados*
sem resultados*
sem resultados*
sem resultados*
sem resultados*
sem resultados*
sem resultados*

sem resultados*

sem resultados*

TcTASV, subfamily A
hypothetical protein
hypothetical protein

mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein
mucin-like glycoprotein

hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein
hypothetical protein

2,40E-10
3,88E-09
3,68E-08
1,21E-23
1,95E-26
1,59E-06
7,32E-26
3,83E-27
1,13E-26
1,28E-26
1,53E-21
1,75E-14
6,55E-25
8,91E-23
1,16E-13
1,37E-13
2,78E-26
6,79E-18
4,65E-19
2,34E-14
1,15E-13
5,68E-15
2,99E-13
1,15E-13
2,58E-14
6,55E-25

36,61
26,71
27,56
38,64
37,97
26,09
36,98
38,33
39,29
39,13
33,19
36,73
35,32
33,62
36,73
35,84
38,35
30,61
30,26
36,73
36,28
36,73
36,28
36,28
36,28
35,32

21,00
82,89
31,48
47,09
52,62
40,16
47,47
48,16
45,56
50,00
76,07
84,29
74,92
76,07
84,29
84,29
60,29
83,94
92,70
84,29
84,29
84,29
84,29
84,29
84,29
74,92

* Resultados por BLASTp ndo atendem aos requisitos minimos de e-value < 1x104.

Fonte: Autora.
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APENDICE C

Neste apéndice, sao descritos resultados detalhados das analises de infecgao

de T. rangeli expressando as mucinas fusionadas a FlagGPlI.

Figura 48 — Observagao de morfologia litica em tripomastigotas de T. rangeli durante

a infeccao em camundongos

Fotomicrografia de esfregago sanguineo de camundongo BALB/c infectado pelas linhagens
Choachi expressando as mucinas fusionadas a FlagGPl em 4 d.p.i. Coloracao de pandético. Morfologia
normal: demonstra tripomastigotas sanguineos das diferentes linhagens com forma filiforme e
citoplasma basofilico intensamente corado semelhante a observada in vitro. Morfologia inchada:
Tripomastigotas com citoplasma translicido e distensdo celular com preservagao de flagelo,
cinetoplasto (seta vermelha) e nucleo (seta amarela). Coluna a direita reprodugéo da imagem da coluna
central com indicagéo da e organelas citadas e delimitagdo da membrana (pontilhado preto). O registro
de tripomastigotas em processo de lise foi obtido de amostras da linhagem TcMUCII, entretanto néo foi
analisada a propor¢éo da ocorréncia entre as linhagens.

Morfologia Normal Morfologia Inchada

Fonte: Autora.
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Tabela 13 — Analise leucocitaria periférica em camundongos infectados por T. rangeli expressando mucinas fusionadas

4d.p.i. Controle Wild Type FlagGPI TcMUCI TcMUCII TrMUCg3 TrMUCp35 Referéncia
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média  DP
Linfécito 67,50 794 80,50 4,37 8057 655 7457 655 77,00 497 80,14 641 7283 14,43 74,2 2,4
Monécito 725 457 6,17 1147 429 229 6,57 294 686 438 486 2,73 5,33 1,75 3,10 0,6
Neutréfilo 2450 451 1333 497 14,711 716 1814 6,34 1514 3,53 14,86 579 21,50 14,32 21,6 1,7
Neutréfilo Bastao 025 050 000 000 043 0,79 057 0,79 043 079 014 0,38 0,33 0,82 ND
Eosinéfilo 050 1,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,14 038 057 053 0,00 0,00 0,00 0,00 0,7 04
Basoéfilo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1 0,1
14 d.p.i. Controle Wild Type FlagGPI TcMUCI TcMUCII TrMuUCg3 TrMUCp35 Referéncia
Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Média DP Meédia  DP
Linfécito 69,50 9,19 69,50 6,56 64,00 6,32 5540 13,15 5840 865 66,20 7,12 5950 8,70 74,2 2,4
Monécito 700 283 550 191 560 241 7,20 2,59 500 283 560 378 3,75 1,71 3,10 0,6
Neutréfilo 2250 495 2350 645 29,00 7,04 3580 11,69 3600 8,97 2820 7,19 3550 8,35 21,6 1,7
Neutréfilo Bastao 0,00 000 000 0,00 040 05 0,40 0,89 0,00 0,00 0,00 0,00 0,25 0,50 ND
Eosinofilo 1,00 141 150 1,73 100 1,22 1,20 1,30 0,60 055 0,00 0,00 1,00 0,82 0,7 04
Basofilo 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,1 0,1

Valores referéncia obtidos de Santos et al. (2016).

Fonte: Autora.
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Tabela 14 — Resultados sumarizados da analise de histopatologica de
camundongos infectados por Trypanosoma rangeli expressando mucinas fusionadas

4 d.p.i. 14 d.p.i.
Controle Ausente* Ausente
& | Wild Type [Ausente” Ausente
% TeMUCI Ausente Ausente
ucwj TecMUCII Infiltrado mononuclear multifocal leve'? Ausente
g | TMUCg3 | Ausente* Ausente*
2 TriMUCp35 | Ausente Ausente
FlagGPI Ausente* Ausente*
Controle Ausente* Ausente
= Wild Type |Ausente Ausente
§ TeMUCI Ausente Ausente
8 | TeMUCH | Ausente Ausente
%5- TAMIUCg3 | Ausente Ausente
< TrMUCp35 | Ausente* Ausente*
FlagGPI Ausente Ausente
Controle Ausente* Ausente
Wild Type | Infiltrado misto, multifocal, leve* Infiltrado mononuclear multifocal leve*
= Infiltrado perivascular mononuclear, Infiltrado perivascular mononuclear,
.§ TeMucl multifocal, moderado* multifocal, moderado.
g TeMUCII Infiltrado mononuclear, multifocal, leve® :g\fligiado mononuclear, multifocal,
§ TIMUCG3 | Ausente Imnﬂll’;ir%dczlperivascular mononuclear
TAMUCp35 | Ausente Ausente
FlagGPI Infiltrado mononuclear multifocal leve’ Infiltrado mononuclear multifocal leve’
Controle Ausente Ausente
Wild Type | Hiperplasia polpa branca leve Hiperplasia polpa branca leve
° TcMUCI Ausente Ausente
§ TcMUCIH | Ausente Ausente
TriMUCg3 | Ausente Hiperplasia polpa branca moderada
TrMUCp35 | Hiperplasia polpa branca leve Hiperplasia polpa branca moderada
FlagGPI Hiperplasia polpa branca leve. Hiperplasia polpa branca moderada
Controle Ausente Ausente
Wild Type |Ausente Ausente
TecMUCI :gzlr:r:r?l?clrzgsrfsc%ﬂIﬁ;c?gglmlg]\jg de Infiltrado mononuclear, focal, leve*
o ) )
pEg TeMUCII Ausente Ausente
it TriMUCg3 | Infiltrado mononuclear multifocal leve Imnﬂllttir:ic;ﬁgc?scular mononuclear
TIMUCp35 Ir?]gl(;r;c;?j?ononuclear multifocal Ausente
FlagGPI Ausente* Ausente*
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Controle Ausente Ausente
Wild Type | Infiltrado mononuclear multifocal leve* Ausente*
2 | TeMUCI Infiltrado mononuclear multifocal leve*® Ausente*
‘% TcMUCII Infiltrado mononuclear, focal, leve 2 Ausente
o i .
8 | TMUCg3 Infiltrado mononuclear multifocal Ausente
= moderado
TriMUCp35 | Ausente Infiltrado mononuclear multifocal leve*
FlagGPI Infiltrado mononuclear multifocal leve. Ausente
Controle Pleurite Ausente
Wild Type |Ausente* Ausente
TeMUCH Ausente* IInflltrado mononuclear, multifocal,
o eve&
T - . . . . .
£ | TeMuCH Inﬂltradp mlsto,*mult|focal, leve e pleurite InﬂltEado mononuclear, multifocal,
S supurativa leve leve
o Infiltrado misto, multifocal, leve e pleurite
TrMUCg3 . u ’ Ausente
supurativa leve
TriMUCp35 | Ausente Ausente
FlagGPI Ausente Infiltrado mononuclear focal leve
Controle Ausente Ausente
Wild Type |Ausente Ausente
TeMUCI Infiltrado mononuclear, focal, leve* Infiltrado mononuclear, focal, leve*
o | TeMUCII Ausente Ausente
£ Infiltrado linfohistiocitico multifocal e
= TriMUCg3 jnittra : Infiltrado mononuclear multifocal leve
interlobular, multifocal, leve
TIMUCp35 Infiltrado mononuclear multifocal Ausente
moderado
FlagGPI Ausente Ausente*

Indicagdes de discordancia entre amostras de mesmo grupo: *variagao entre auséncia e qualquer
tipo de avaliagao de foco inflamatério; 1: variagao entre infilirado perivascular e intersticial; 2 — Variagao
entre classificagcado focal e multifocal.

Fonte: Autora.
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