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RESUMO

A familia das trans-sialidases (TS) é a maior familia génica de
Trypanosoma cruzi. O grupo Il da superfamilia TS relne diversas
glicoproteinas (entre elas, a gp82 e a gp85) presentes na superficie das
formas tripomastigotas do T. cruzi. A gp82 esta envolvida no processo
de adesdo do parasito a célula hospedeira e a gp85 na adesdo e
penetracdo. Embora sialidases estejam presentes no T. rangeli, a funcdo
destas proteinas no ciclo de vida deste parasito ainda néo foi esclarecida.
Em funcdo disso, o objetivo deste estudo foi estudar os genes de T.
rangeli relacionados a superfamilia das TS e avaliar a expressdo
heterloga da gp82 de T. cruzi por T. rangeli (T. rangeli-gp82).
Inicialmente, foram identificadas no genoma do T. rangeli oito ORFs
completas similares a gp82 e gp85 de T. cruzi. Por se tratar de vérias
copias génicas, diferentes sequéncias foram analisadas a partir de
amplificacdo e clonagem destes genes em duas cepas de T. rangeli. As
sequéncias avaliadas continham de um a dois motivos Asp, um motivo
subterminal, sitio de ancoramento a GPI e um dominio que pertence a
superfamilia das glucanases/lectina tipo Concanavalina A. Apds a
obtencdo da cepa recombinante T. rangeli-gp82, observou-se que a gp82
foi expressa na superficie dos parasitos de forma semelhante ao T. cruzi.
Além disso, a expressdo da gp82 ndo interferiu nos padrbes de
crescimento e de diferenciacdo in vitro do T. rangeli. Em ensaios de
interacdo destes parasitos com células Vero, verificamos um maior
numero de parasitos da cepa T. rangeli-gp82 nas células hospedeiras em
relacdo a cepa selvagem, além de um maior nimero de parasitos
aderidos as células em relacdo as demais cepas analisadas. Tanto as
formas epimastigotas quanto tripomastigotas de T. rangeli-gp82 foram
capazes de mobilizar célcio intracelular. Estes resultados diferem do
observado na interacdo com células THP-1, onde ndo verificamos
diferenca significativa entre T. rangeli-gp82 e as demais cepas
analisadas. Em triatomineos, verificamos que a cepa T. rangeli-gp82
apresenta desenvolvimento semelhante a cepa selvagem, sendo capaz de
colonizar a hemolinfa e invadir as glandulas salivares de R. prolixus. Em
camundongos, tripomastigotas de todas as cepas de T. rangeli foram
observados na corrente sanguinea de animais C57BL/6 infectados via
intraperitoneal, porém ndo foi observada proliferacdo, sendo a cinética
parasitémica similar para todas as cepas do T. rangeli. Quando estes
camundongos foram desafiados com T. cruzi, ndo observamos alteracdo
na parasitemia deste parasito em relacdo a infeccdo controle, entretanto
houve uma diminuicdo do parasitismo tecidual por este parasito nos



animais pré-infectados com as trés cepas de T. rangeli, principalmente
T. rangeli-selvagem e GFP. Com estes resultados, podemos inferir que a
proteina gp82 facilita a adesdo e penetracdo do parasito a célula
hospedeira, entretanto a expressdo desta proteina pelo T. rangeli ndo
promove uma protecdo substancial contra a infec¢éo por T. cruzi.

Palavras-chave: Trans-sialidases, gp82, Trypanosoma rangeli,
Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

The family of trans- sialidases (TS) gene family is the largest of
Trypanosoma cruzi. Group Il of the TS superfamily comprises several
glycoproteins (including gp82 and gp85) on the surface of
trypomastigotes of T. cruzi. The gp82 is involved in the adhesion of the
parasite to the host cell and gp85 in adhesion and penetration process.
While sialidases are present in T. rangeli, the function of these proteins
in the life cycle of this parasite has not yet been clarified. As a result, the
objective of this study was to study the genes of T. rangeli related
superfamily of TS and evaluate the heterologous expression of gp82
from T.cruzi by T. rangeli (T. rangeli-gp82). Initially identified in the T.
rangeli genome eight ORFs like gp82 and gp85 from T. cruzi. Because
it is several gene copies, different sequences were analyzed from
amplification and cloning of these genes in two strains of T. rangeli.
The sequences contained one ore two motifs Asp, one subterminal
motif, the GPI anchoring site and a motif that belongs to the superfamily
of glucanases/type lectin Concanavalin A. After obtaining the
recombinant strain T. rangeli-gp82, it was observed that gp82 was
expressed on the surface of parasites similarly to T. cruzi. Furthermore,
the expression of gp82 did not affect patterns of growth and
differentiation in vitro of T. rangeli. In studies of the interaction of these
parasites with Vero cells, we observed a greater number of parasites of
T. rangeli-gp82 in host cells compared to wild type strain, and a greater
number of parasites attached to the cells compared with other strains
analyzed. Both epimastigotes and trypomastigotes of T. rangel -gp82
were able to mobilize intracellular calcium. These results differ from
that observed in the interaction with THP-1 cells, where we find no
significant difference between T. rangeli-gp82 and the other strains
analyzed. In triatomines, we found that the strain T. rangeli-gp82
features similar to the wild type strain development, being able to
colonize the hemolymph and invade the salivary glands of R. prolixus.
In mice, all strains trypomastigotes of T. rangeli were observed in the
bloodstream of C57BL/6 mice infected intraperitoneally but not
proliferation was observed, and the parasitemia kinetics similar for all
strains of T. rangeli. When these mice were challenged with T. cruzi, we
observed no change in parasitemia of this parasite in relation to infection
control, however there was a decrease in tissue parasitism by this
parasite in animals pre-infected with three strains of T. rangeli, mainly
T. rangeli wild and T. rangeli -GFP. With these results, we can infer that
the gp82 protein facilitates parasite adhesion and penetration of the host



cell, however the expression of this protein by T. rangeli does not
promote substantial protection against infection with T. cruzi.

Keywords: Trans-sialidases, gp82, Trypanosoma rangeli, Trypanosoma
cruzi.
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Figura 17. Representacdo esquematica do plasmideo pTEXeGFP
indicando as posices dos sitios de enzimas de restricdo...........c.co...... 88

Figura 18. Representacdo esquematica do plasmideo pTEX-8523eGFP
indicando as posicdes dos sitios de enzimas de restricdo, do peptideo
sinal da gp85 (gp85 SP) e da regido 3’ ndo traduzida da gp82 (gp82 3’
UTR) de Trypan0oSOMa CrUZI.........eeuviueirieierirenieisieienesieieee e sesseeenens 89
Figura 19. Anélise comparativa do crescimento das cepas transfectadas
de Trypanosoma rangeli em relacdo a cepa selvagem (T. rangeli cepa
CROACKT). ... 95
Figura 20. (A) Formas tripomastigotas de Trypanosoma rangeli



selvagem e T. rangeli-gp82 obtidos apds o processo de diferenciacdo in
vitro. Os parasitos foram corados com Giemsa. As barras em preto
representam 10 um. (B) Percentual de diferenciagcdo em tripomastigotas
in vitro de diferentes cepas de T. rangeli. Os dados sdo representativos
de trés experimentos independentes com duas réplicas técnicas

Figura 21. Expressdo heteréloga das proteinas gp82 e GFP na cepa
Trypanosoma rangeli-gp82. (A) Resultado da observacdo da
fluorescéncia direta da GFP na cepa T. rangeli-gp82. (B) Resultados dos
ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando os anticorpos
primérios 3F6 (anti-gp82) ou anti-GFP, e os anticorpos secundarios anti-
IgG de camundongo conjugado a Alexa-fluor 488 ou Alexa-fluor

Figura 22. Avaliacdo da expressao heterdloga das proteinas gp82 e GFP
por western blot em extratos protéicos totais de formas epimastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma rangeli-gp82, T. rangeli-GFP, T.
rangeli cepa Choachi e T. cruzi cepa Y. Os anticorpos primarios
utilizados foram 3F6, anti-GFP e anti-a-tubulina. T. rangeli-gp82 esta
apresentado como gp82, T. rangeli-GFP como GFP, T. rangeli selvagem
cepa Choachi estd como TrSelv e Trypanosoma cruzi cepa Y esta como
TCSEIV..c.oe e e 98
Figura 23. Localizacdo celular da glicoproteina de superficie de 82 kDa
em formas tripomastigotas (tripo) de Trypanosoma cruzi e formas
epimastigotas  (epi) de  Trypanosoma  rangeli-gp82.  (A)
Imunofluorescéncia indireta utilizando o anticorpo priméario 3F6 e (B)
coloracdo por DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) .........c.cccccevvrnnenn. 100
Figura 24. Ensaio de Interagdo parasito-célula hospedeira através de
Imunofluorescéncia indireta. A linhagem celular utilizada foi célula
VERO (ATCC: CCL81) originaria de fibroblastos de rim do macaco
verde Africano- Cercopithecus aethiops. Tempo: TO (ap6s as trés horas
de interagdo), T4, T16 e T120, sendo que nestes trés Gltimos, 0 nUmero
representa 0 nimero de horas de interacdo a partir de TO. Tubulina:
anticorpo primario anti-TAT-1-alfa-Tubulina. Coloracdo por DAPI
(4',6-diamidino-2-fenilindol). Merge: sobreposicdo da imagem de
TUBUIING, @ DAPL. ..ottt 111
Figura 25. Representacdo grafica da porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interacdo parasito-célula Vero. Tempo: TO (apds
as trés horas de interacdo), T4 e T16 (a partir de T0). Trypanosoma
rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi: T. cruzi

Figura 26. Representacdo grafica do nimero de parasitos aderidos/100



células resultante do ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira. A
linhagem celular utilizada foi célula Vero (ATCC: CCL81) originaria de
fibroblastos de rim do macaco verde Africano- Cercopithecus aethiops.
Tempo: TO (ap6s as trés horas de interagdo), T4 e T16 (a partir de TO).
Trypanosoma rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma
CrUZI: T. CrUZI CEPA Y weovreieiienie e stestesiee e s e ae st ste e e sse e seesrennens 113
Figura 27. Ensaio de Interacdo parasito-célula hospedeira através de
Imunofluorescéncia indireta. A linhagem celular utilizada foi células
THP-1 (linhagem humana de origem monocitica, derivada de paciente
com leucemia monocitica aguda -ATCC#TIB-202). Tempo: TO (apds as
trés horas de interacdo), T4, T16 e T42, sendo que nestes trés ultimos, o
nimero representa 0 nimero de horas de interacdo a partir de TO.
Tubulina; anticorpo primario anti-TAT-1-alfa-Tubulina. LAMP1;
marcador lisossomal. Coloracdo por DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol).
Merge: sobreposicdo da imagem de tubulina, LAMPl e

Figura 28. Ensaio de Interacdo parasito-célula hospedeira através de
Imunofluorescéncia indireta. A linhagem celular utilizada foi células
THP-1 (linhagem humana de origem monocitica, derivada de paciente
com leucemia monocitica aguda -ATCC#TIB-202). Tempo: TO (apds as
trés horas de interacéo), T4, T16 e T42, sendo que nestes trés ultimos, o
nimero representa 0 nimero de horas de interacdo a partir de TO.
Tubulina: anticorpo primario anti-TAT-1-alfa-Tubulina. LAMP2;
marcador lisossomal. Coloracdo por DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol).
Merge: sobreposicdo da imagem de tubulina, LAMP2 e

Figura 29. Representacao grafica do nimero de parasitos aderidos/100
células resultante do ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira. A
linhagem celular utilizada foi THP1. Tempo: TO (apds as trés horas de
interacdo) e T4 (a partir de T0). Trypanosoma rangeli selvagem: T.
rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi: T. cruzicepa Y................ 121
Figura 30. Representacdo grafica da porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interacdo parasito-célula THP1. Tempo: TO
(ap6s as trés horas de interacdo), T4/T18 e T42 (a partir de TO).
Trypanosoma rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma
CrUZI: T. CrUZI CEPA Y woouriii e sie sttt sae st nne s 122
Figura 31. Representagdo grafica do ndmero de parasitos
internalizados/100 células resultante do ensaio de interagdo parasito-
célula hospedeira. A linhagem celular utilizada foi THP1 (linhagem
humana de origem monocitica, derivada de paciente com leucemia
monocitica aguda - ATCC#T1B-202). Tempo: TO (apds as trés horas de



interacdo), T4/T18 e T42 (a partir de T0). Trypanosoma rangeli
selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi: T. cruzi cepa

Figura 32. Ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira através de
coloracdo pelo Pandtico. A linhagem celular utilizada foi THP-1.
Tempo: TO (ap6s as trés horas de interacdo), T4, T16 e T42, sendo que
nestes trés Ultimos, o nimero representa o nimero de horas de interagéo
a partir de TO. A: T. rangeli-gp82. B: T. cruzi cepa Y. C: células THP-1
ndo infectadas. As setas representam as regides onde observam-se
PAFASITOS. ... veieseecie st enes 125
Figura 33. Ensaio de mobilizacdo de calcio induzido pelo T. rangeli
expressando a proteina heterdloga gp82. Resultados expressos em
valores relativos de fluorescéncia. Controle negativo: PBS 1X.
Controles positivos: ATP 1M e CI (do inglés Calcium ionophorium
5uM). Tc. epi: T. cruzi forma epimastigota. Tc. tripo: T. cruzi forma
tripomastigota. Tr. epi: T. rangeli forma epimastigota. Tr. tripo: T.
rangeli forma tripomastigota. Tr-gp82 epi: T. rangeli-gp82 forma
epimastigota. Tr-gp82 tripo: T. rangeli-gp82 forma tripomastigota. Tr-
GFP epi: T. rangeli-GFP forma epimastigota. Tr-GFP tripo: T. rangeli-
GFP forma tripomastigota. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando analisadas através da analise de
variancia (ANOVA) unifatorial (one-way) (p<0,05) seguida do teste
“post-hoc” de Tukey (p<0,05). * p<0,05. *** p<0,001. Foram
apresentadas apenas as diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas ao controle NegatiVo...........cooeveireeeiineneeee e 127
Figura 34. Infeccdo de Rhodnius prolixus com diferentes cepas do
Trypanosoma rangeli (corado com Giemsa). Imagem da hemolinfa de
triatomineos infectados com as cepas T. rangeli selvagem (cepa
Choachi), T. rangeli-GFP e T. rangeli-gp82, em forma epimastigota
tipica. A barra em preto representa 10 PM.........ccoeeeeveeienieenieenieeneenns 136
Figura 35. Microfotografia da forma tripomastigota sanguinea do
Trypanosoma rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP em sangue de
camundongos experimentalmente infectados (corado por Giemsa). As
barras em preto representam 10 PM........cooeiveeineiinnenennee e 137
Figura 36. Cinética parasitémica da infecgdo de Trypanosoma rangeli
ou Trypanosoma cruzi em camundongos C57BL/6. A) Camundongos
inoculados intraperitonialmente com 5x10’ tripomastigotas sanguineos
das cepas T. rangeli selvagem (cepa Choachi), T. rangeli-gp82 e T.
rangeli-GFP ou B) 1x10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y. Os valores
correspondem a média de parasitemia de seis
ANIMAIS. ...ttt ettt et e b e st e e reebeebe e e ebeeteeeesre st ns 138



Figura 37. Cinética parasitémica do ensaio desafio de camundongos
infectados cronicamente por diferentes cepas de Trypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi, foram inoculados com 10° tripomastigotas de
cultura da cepa Y de T. cruzi. Os valores correspondem a média de
parasitemia de CINCO @NIMAIS.........couvererirerieireeee e 140
Figura 38. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado pelo
brometo de etidio mostrando os produtos de amplificacdo utilizando os
iniciadores S35 e S36. PPM: Padrdo de Peso Molecular
(pUC18/Haelll). 1 a 10: drgdos ou sangue coletados 30 dias apds o
desafio. 1: gp82 1 rim. 2: gp82 1 coracdo. 3: gp82 1 figado. 4: gp82 1
sangue. 5: gp82 2 linfonodo. 6: T. cruzi 1 coracdo. 7: gp82 2 figado. 8:
gp82 2 glandula suprarenal. 9: T. cruzi 1 linfonodo. 10: T. cruzi 1
musculo. 11: amostra positiva referente a cepa Choachi de T. rangeli.
12: amostra positiva referente a cepa Y de T. cruzi. 13: controle
negativo (5em adigdo de DNA).......ccoeiiiieireere e 145
Figura 39. Representacdo qualitativa das amostras positivas tanto para
Trypanosoma rangeli quanto Trypanosoma cruzi utilizando o0s
iniciadores S35/S36 e D75/D76 nos camundongos C57BL/6 que foram
cronicamente infectados com T. rangeli e desafiados com T. cruzi. O
nimero de amostras positivas foi separado de acordo com o0s
orgaos/sangue nele encontrado considerando todos os tempos analisados
(15 dias pos inoculagdo (d.p.i. ), 60 d.p.i. e 30 dias pods
0 [C U T ) OSSO 150
Figura 40. Anélise histopatolégica das secgdes do tecido muscular
cardiaco de camundongos C57BL/6 setenta dias apds infecgdo com T.
rangeli-selvagem (Tr_selvagem), T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82
(Tr_gp82) e T. cruzi. As imagens dos tecidos de camundongos
infectados com T. rangeli-GFP ndo foram mostradas por ndo
apresentarem diferenca em relagéo a T. rangeli-selvagem. Nas imagens
identificadas com o aumento de 10X a barra preta representa 100 um e
nas imagens com 40X a barra preta representa 50 um. Algumas
alterac@es estdo identificadas nas imagens por setas pretas, tais como: (1)
Infiltrado inflamatorio; (P) Pericardite e (D) Degeneracdo
CRIUIAN. ... 155
Figura 41. Analise histopatoldgica das sec¢des do tecido hepético de
camundongos C57BL/6 setenta dias ap6s infeccdo com T. rangeli-
selvagem (Tr_selvagem), T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82 (Tr_gp82) e
T. cruzi. As imagens dos tecidos de camundongos infectados com T.
rangeli-GFP ndo foram mostradas por ndo apresentarem diferenca em
relacho a T. rangeli-selvagem. Nas imagens identificadas com o
aumento de 10X a barra preta representa 100 um e nas imagens com



40X a barra preta representa 50 pum. Algumas alteragdes estdo
identificadas nas imagens por setas pretas, tais como: (I) Infiltrado
inflamatdrio; (IP) Infiltrado inflamatério perivascular e (IM) Infiltrado
INFlamatOrio MISTO........oiiiiire e 156
Figura 42. Andlise histopatoldgica das sec¢bes do tecido nervoso de
camundongos C57BL/6 setenta dias ap06s infeccdo com T. rangeli-
selvagem (Tr_selvagem), T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82 (Tr_gp82) e
T. cruzi. As imagens dos tecidos de camundongos infectados com T.
rangeli-GFP ndo foram mostradas por ndo apresentarem diferenca em
relacio a T. rangeli-selvagem. Nas imagens identificadas com o
aumento de 10X a barra preta representa 100 um e nas imagens com
40X a barra preta representa 50 pum. Algumas alteragdes estdo
identificadas nas imagens por setas pretas, tais como: (G) Gliose
MONONUCIEAr FOCAL.........oiiirici s 157
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1REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 TRYPANOSOMA RANGELI

O Trypanosoma rangeli (Figura 1) foi descrito por Enrique
Tejera em 1920 na Venezuela, o qual observou formas flageladas no
conteldo intestinal de Rhodnius prolixus naturalmente infectado
(D"ALESSANDRO, 1976).

Do ponto de vista taxondmico, o T. rangeli esta classificado
dentro do subgénero Herpetosoma, onde a espécie tipo é o Trypanosoma
lewisi. Além disso, os tripanosomas sdo divididos em duas segdes
relacionadas a forma de transmissdo: Salivaria (via anterior através da
saliva) ou Stercoraria (via posterior através das fezes). Embora o T.
rangeli esteja na seccdo Stercoraria, ele é um caso atipico, pois sua
transmissao é preferencialmente inoculativa, sendo realizada pela picada
de barbeiros infectados. Entretanto, a transmissdo posterior ou
contaminativa pelo parasito € possivel, porém de menor importancia
epidemioldgica. Considerando muitas destas caracteristicas bioldgicas,
foi proposto um novo subgénero denominado Tejeraia, o qual albergaria
exclusivamente o T. rangeli, sendo este termo ndo adotado na atualidade
(GRISARD; ROMANHA,; STEINDEL, 2011).

Este parasito é capaz de infectar ndo sé triatomineos, mas
também mamiferos silvestres e domésticos, incluindo o homem
(D"ALESSANDRO-BACIGALUPO; SARAVIA, 1992). Todavia,
diferentemente das demais espécies pertencentes ao Subgénero
Herpetosoma, o T. rangeli ndo apresenta especificidade de hospedeiros,
sendo encontrado em uma extensa variedade de reservatorios
mamiferos, correspondentes as Ordens Edentata, Marsupialia,
Carnivora, Rodentia e Primata (HOARE, 1972; D'ALESSANDRO,
1976; CUBA-CUBA, 1998; D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999).
Experimentalmente diferentes espécies (incluindo ratos, camundongos,
hamsters, coelhos, cdes, morcegos e primatas) tém sido infectadas com o
T. rangeli, comprovando sua possivel amplitude de hospedeiros
(GUHL; VALLEJO, 2003).



Revisdo Bibliografica 28

Figura 1. Microfotografia da forma tripomastigota sanguinea do
Trypanosoma rangeli em sangue de camundongo experimentalmente
infectado (corado por Giemsa) (aumento de 1.000X). Fonte: Stoco,
2010.

1.1.1 Aspectos epidemioldgicos

O primeiro caso de infeccdo humana pelo T. rangeli foi
evidenciado na Guatemala durante a realizacdo de estudos sobre a
doenca de Chagas (DE LEON, 1942). Desde entdo, mais de 2.700 casos
ja foram descritos na Venezuela, Guatemala, Panama, Colémbia, El
Salvador, Costa Rica, Peru e Brasil (D"ALESSANDRO-
BACIGALUPO; SARAVIA, 1992; COURA et al., 1996; GRISARD et
al., 1999; GRISARD; ROMANHA; STEINDEL, 2011).

Casos de infeccdo humana pelo T. rangeli no Brasil foram
descritos somente no Municipio de Barcelos, Estado do Amazonas, em
1996. No entanto, a presenca do parasito em mamiferos e triatomineos
silvestres ja foi registrada nas regifes norte (Amazonas, Pard, Tocantins
e Rondénia), centro-oeste (Goias), nordeste (Alagoas, Bahia e Ceard),
sudeste (Minas Gerais) e sul do pais (Santa Catarina), tornando possivel
a ocorréncia de novos casos de infeccdo humana pelo T. rangeli nestas
regides (GRISARD; ROMANHA; STEINDEL, 2011).

A distribuicdo geogréfica do T. rangeli é sobreposta com a do
Trypanosoma cruzi, com o qual compartilha reservatérios e vetores
(Figura 2) (MARINKELLE, 1972; D ALESSANDRO, 1976;
D’ALESSANDRO-BACIGALUPO; SARAVIA, 1992). Desta forma,
uma das implicacbes epidemiol6gicas da coexisténcia destes dois
parasitos reside na ocorréncia de infecgdes Unicas ou mistas, tanto nos
hospedeiros invertebrados como nos vertebrados (D°ALESSANDRO-
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BACIGALUPO; SARAVIA, 1992; GRISARD et al., 1999; GUHL,;
VALLEJO, 2003).

Em Florian6polis (Santa Catarina), Steindel e colaboradores
descreveram pela primeira vez em 1991 a presenc¢a do T. rangeli, bem
como a ocorréncia de infecgdes mistas com o T. cruzi em triatomineos
da espécie Panstrongylus megistus naturalmente infectados (STEINDEL
etal., 1991; STEINDEL, 1992).

Figura 2. Mapa das Américas mostrando a sobreposicao da distribuicdo
da doenca de Chagas humana até 1992 (sombreado) e os relatos da
presenca do Trypanosoma rangeli em humanos, triatomineos ou animais
silvestres (*). Fonte: Grisard; Romanha; Steindel, 2011.

1.1.2 Manifestacdes clinicas e diagnostico laboratorial
Embora o T. rangeli ndo seja considerado patogénico para o
hospedeiro mamifero, a infecgdo por este parasito induz uma resposta
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imune humoral com elevados titulos de anticorpos, 0s quais determinam
uma reatividade cruzada com antigenos do T. cruzi e dificultam o
diagndstico soroldgico da doenga de Chagas, especialmente em sua fase
cronica (AFCHAIN et al., 1979; GRISARD et al., 1999). Afchain e
colaboradores (1979) analisando formas epimastigotas de cultura do T.
rangeli, verificaram que este compartilna cerca de 60% de sua
constituicdo antigénica solivel com o T. cruzi, o que explica a
reatividade soroldgica cruzada e os possiveis resultados falso-positivos.
Wagner (2012), através de ensaios de immunoblotting 1-D com
proteinas solUveis e antissoros de animais experimentalmente infectados
com estes parasitos, verificou que a reatividade soroldgica cruzada
existente ndo € reciproca, pois o0 reconhecimento de proteinas da forma
tripomastigota de T. rangeli € menos intensa do que o reconhecimento
de proteinas da forma tripomastigota de T. cruzi pelos antissoros
heter6logos.

Devido as dificuldades de distingdo entre o T. rangeli e o T.
cruzi com base nos critérios morfoldgicos, a reatividade soroldgica
cruzada, a auséncia de manifestagdes clinicas da doenga de Chagas
indeterminada e a caracteristica ndo patogénica do T. rangeli em seus
hospedeiros mamiferos, acredita-se que o nimero de infeccdes humanas
pelo T. rangeli possa estar subestimado e, por conseguinte, uma
superestimativa dos casos de infec¢do pelo T. cruzi possa ocorrer em
areas onde estes parasitos coexistem.

Diversos impactos sociais e econdmicos podem ser
desencadeados por esta sobreposicdo. Como um possivel exemplo,
observa-se em bancos de sangue no Brasil um elevado nimero de
descarte de bolsas devido a resultados inconclusivos para o diagnostico
da Doenca de Chagas (SILVA et al., 2002). Desta forma, a identifica¢do
especifica destes dois parasitos, evitando inferéncias errdneas, torna-se
extremamente importante do ponto de vista epidemiologico, terapéutico,
econdmico e social.

Diferentes métodos podem ser empregados na diferenciacdo de
T. cruzi e T. rangeli, incluindo métodos bioldgicos, como a observacao
do desenvolvimento do parasito nas glandulas salivares ou fezes dos
triatomineos (D"ALESSANDRO, 1976); morfol6gicos, como a
morfologia das formas sanguineas e de cultivo dos parasitos (VALLEJO
et al., 1988); bioquimicos, como a lise das formas de cultura pelo
complemento humano, aglutinagdo dos parasitos com a lectina de
gérmen de trigo (SCHOTTELIUS; MARINKELLE; GOMEZ-LEIVA,
1986) e perfil de izoenzimas (MILES et al., 1983); imunoldgicos, como
a imunofluorescéncia indireta e ELISA (do inglés Enzyme Linked
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Immuno Sorbent Assay) com a utilizacdo de anticorpos monoclonais
(ANTHONY; CODY; CONSTANTINE, 1981; ACOSTA et al., 1991) e
antigenos recombinantes (UMEZAWA et al., 1999); além da reacdo em
cadeia da polimerase (PCR) (MURTHY; DIBBERN; CAMPBELL,
1992; COURA et al., 1996; SOUTO; VARGAS; ZINGALES, 1999;
VALLEJO et al., 1999; MACHADO et al., 2000; VARGAS et al., 2000;
QVARNSTROM et al., 2012).

Apesar de alguns métodos apresentarem uma boa
especificidade, a sensibilidade depende do nivel da parasitemia dos
individuos infectados, da possivel presenca de inibidores, bem como do
requerimento de recursos humanos e equipamentos especializados
tornando os custos elevados (GUHL et al., 2002).

Algumas destas metodologias que permitem a diferencia¢do
entre os dois parasitos levam em consideracdo o conhecimento existente
a respeito do ciclo evolutivo do T. rangeli no seu hospedeiro
invertebrado. Entre as caracteristicas mais marcantes e diferenciais em
relacdo ao T. cruzi esta a capacidade de invasdo da hemolinfa e o
desenvolvimento das formas infectantes nas glandulas salivares, fazendo
com que sua principal via de transmissdo seja por inoculacdo
(D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999; MACHADO et al., 2001).

1.1.3 Ciclo evolutivo

As formas sanguineas do T. rangeli apds serem ingeridas pelo
inseto vetor transformam-se em epimastigotas no estbmago e intestino
médio do vetor onde passam a se multiplicar através de divisdo binaria.
Deste ponto, formas do parasito poderdo ser encontradas nas fezes do
inseto, ou atravessar a parede intestinal do vetor e alcancar a hemocele
do inseto (Figura 3). Esta invasdo da hemocele ocorre usualmente entre
20 e 40 dias ap6s a infeccdo do triatomineo, quando os flagelados
passam a multiplicar-se intensamente na hemolinfa. Embora os parasitos
sejam encontrados no interior de hemacitos, ndo ha comprovacao de sua
multiplica¢do intracelular. Seguindo o curso normal de infec¢éo, os
parasitos migram para as glandulas salivares do vetor onde inicialmente
as formas epimastigotas se aderem através do flagelo e do corpo a
superficie externa da glandula salivar formando agrupamentos
(“clusters™), onde se observa intensa multiplicagdo dos flagelados. Ap6s
atingirem a luz das glandulas, diferenciam-se em tripomastigotas
metaciclicos (ou metatripanosomas), podendo alcancar 500 mil
parasitos/glandula (GRISARD; ROMANHA; STEINDEL, 2011).
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Figura 3. Representacdo esquematica do ciclo bioldgico do
Trypanosoma rangeli no hospedeiro invertebrado. A infeccdo do
triatomineo ocorre pela ingestdo de formas tripomastigotas sanguineas
durante o repasto (A), sendo as formas tripomastigotas e epimastigotas
predominantes no intestino médio (B). Formas epimastigotas curtas se
dividem no intestino médio e podem invadir a hemocele (C), onde
replicam de forma livre como epimastigotas longos. Alguns parasitos
podem invadir hemdcitos (D), sendo desconhecida a capacidade de
multiplicacdo no interior desta célula. As formas epimastigotas longas
aderem e penetram na glandula salivar (E) diferenciando-se em seu
interior em tripomastigotas metaciclicos (F) infectantes que sdo
inoculados com a saliva durante o repasto sanguineo. Fonte: Stoco e
colaboradores, 2014.

O pleomorfismo do T. rangeli dificulta a diferenciacdo deste
parasito em relacdo a outros tripanosomatideos baseado na sua
morfologia, principalmente a partir de formas epimastigotas. Assim, a
descricdo de flagelados similares ao T. rangeli (T. rangeli-like) no
intestino de alguns triatomineos, ndo implica que estas espécies tenham
capacidade vetorial. A evidéncia definitiva consiste na demonstracdo de
tripomastigotas metaciclicos na saliva ou na glandula salivar e sua
infectividade para o vertebrado (GUHL; VALLEJO, 2003).
Considerando estes fatos, o género Rhodnius é particularmente
susceptivel a infecgdo pelo T. rangeli e a transmissdo via inoculacdo ja
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foi demonstrada para 12 espécies deste género, a partir de insetos
naturalmente ou experimentalmente infectados. Embora, com baixas
taxas de infeccdo nas glandulas salivares, a susceptibilidade de P.
megistus, Triatoma infestans, T. sordida, T. braziliensis e T. vitticeps ao
T. rangeli também foi apontada (DE STEFANI MARQUEZ et al.,
2006).

A intensa multiplicacdo de epimastigotas na hemolinfa e os
eventos relacionados a sobreposicdo de barreiras celulares podem
exercer uma agdo patogénica para o inseto vetor, que caracteriza-se pela
destruicdo dos hemdcitos, dificuldade de muda e desenvolvimento das
ninfas, podendo eventualmente ocasionar a morte (VALLEJO; GUHL,;
SCHAUB, 2009).

Estudos sobre a evasdo do intestino das formas epimastigotas
tém proposto diferentes padrdes para este evento. De Oliveira e De
Souza (2001) sugeriram que o parasito atravessa o citoplasma das
células intestinais, causando dano celular. Porém, estudo anterior havia
demonstrado que apesar de atravessar as células por uma rota
intracelular, danos celulares ndo sdo observados (HECKER,;
SCHWARZENBACH; RUDIN, 1990).

Com relacdo a multiplicagdo celular, frequentemente se
encontra o conceito de divisdo intracelular do T. rangeli nos hemdcitos,
porém nenhuma evidéncia desta situacdo foi apresentada até o momento.
Neste mesmo conceito, ainda ndo esta bem estabelecido se as células de
defesa nos insetos possuem a capacidade de realizar a fagocitose e matar
0s parasitos. De Oliveira e De Souza (2001) utilizando microscopia
eletronica de transmissdo, mostraram que plasmatocitos foram capazes
de internalizar formas epimastigotas dos parasitos formando um
vacuolo, ndo encontrando evidéncias de parasitos em divisao.

Diferentemente do que ocorre no hospedeiro invertebrado,
pouco se sabe a respeito do curso da infeccdo por este parasito no
hospedeiro mamifero. Os dados da literatura a este respeito sdo
divergentes e controversos, ndo permitindo a clara compreeensdo de
como ou onde ocorre a multiplicacdo do parasito. Sabe-se que a infeccéo
ocorre através da inoculacdo dos tripomastigotas metaciclicos pelo vetor
na corrente circulatéria do hospedeiro durante o repasto sanguineo. Em
modelo murino, por volta de 24 horas ap6s a infecgéo, tripomastigotas ja
podem ser visualizados na corrente sanguinea do mamifero. Embora
variavel conforme a cepa do parasito, em média, na primeira semana de
infeccdo, observa-se um discreto aumento no nimero de parasitos



Revisdo Bibliografica 34

circulantes atingindo o pico de méaxima parasitemia no 5° dia pos-
infeccdo e a partir da segunda semana o nimero de tripomastigotas vai
decrescendo e, usualmente ap6s o 15° dia de infeccdo, a parasitemia
torna-se submicroscopica. Apds esta curta fase aguda, os parasitos
somente podem ser detectados através de métodos indiretos como a
hemocultura e o0 xenodiagnoéstico (GRISARD; ROMANHA;
STEINDEL, 2011).

Afiez, Velandia e Rodriguez (1985) ndo conseguiram detectar a
presenca do parasito por xenodiagnostico ou hemocultura em
camundongos e em gambas (Didelphis marsupialis) apds 50 ou 60 dias
de infeccdo com uma cepa de T. rangeli originaria da Venezuela.
Entretanto, Steindel (1993) conseguiu demonstrar a presenca do T.
rangeli por hemocultura em camundongos, sete meses apds a infec¢éo.
Parasitos também foram detectados apds 13 meses (PAREDES;
PAREDES, 1949) e ap6s 18 meses (GROOT; RENJIFO; URIBE, 1950;
GROOT, 1954) a partir de infeccBes humanas naturais e de
camundongos experimentalmente infectados, utilizando a mesma
técnica.

A capacidade de replicacdo no hospedeiro mamifero ainda é o
ponto mais conflitante nos estudos a respeito do T. rangeli. A possivel
multiplicag&o intracelular, como ocorre no ciclo do T. cruzi, se sobrepde
a possibilidade de proliferagdo sanguinea extracelular de forma similar
ao que ocorre no T. brucei. Observacdes de formas tripomastigotas
sanguineas do T. rangeli que pareciam estar em divisdo ja foram
realizadas em seres humanos e roedores (D'ALESSANDRO;
SARAVIA, 1999). Entretanto, segundo estes autores, estas formas ainda
podem ser provenientes da glandula salivar do inseto infectado e nédo
uma consequéncia da multiplicacdo do parasito no hospedeiro
mamifero.

Com relacdo a evidéncias de multiplicacdo intracelular, um
extenso estudo histopatolégico com mais de cem animais infectados nao
apresentou qualquer resultado de multiplicacdo intracelular (HERBIG-
SANDREUTER, 1955). Contrariamente, De Scorza e colaboradores
(1986) e Urdaneta-Morales e Tejero (1986) observaram numerosas
formas intracelulares do T. rangeli, chamadas de “amastigotas-like”, no
coracdo, figado e baco de camundongos lactantes, utilizando uma Unica
cepa do parasito, sendo estas as Unicas descrigdes de formas
intracelulares do parasito observadas in vivo.

Em ensaios de interacdo in vitro, usando promondcitos
humanos (U937) infectados com T. rangeli (cepas San Agustin e clone
Ub66-5b), foi demonstrada a presenca de formas intracelulares, mas sem
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evidéncias de multiplicacdio (OSORIO et al, 1995). Zufiga e
colaboradores (1997) infectaram células Vero e J774 com a cepa
colombiana C23 e verificaram um aumento no nimero de parasitos
intracelulares em tempos prolongados de interagéo.

Entretanto, varios outros estudos demonstraram que a taxa de
infectividade de diferentes cepas deste parasito frente a linhagens
celulares distintas (fagociticas e ndo fagociticas), incluindo macrofagos
peritoneais murinos, células Vero e promonécitos murinos J774, é
sempre muito baixa e os parasitos tendem a desaparecer ao longo do
tempo de interagdo, sugerindo a auséncia de multiplicagdo intracelular e
sua desintegracédo, especialmente em macrofagos (MOLYNEUX, 1973;
TANOURA et al., 1999; EGER-MANGRICH et al., 2001).

Apesar destes dados ainda controversos na literatura, o
isolamento repetido do parasito em animais cronicamente infectados e a
deteccdo de parasitemias mais elevadas que o indculo realizado sugerem
a existéncia de multiplicagdo ou de um mecanismo de sobrevivéncia
deste flagelado no hospedeiro vertebrado (URDANETA-MORALES;
TEJERO, 1985; D'ALESSANDRO; SARAVIA, 1999).

1.1.4 Abordagens gendmicas, transcriptdmicas e protedmicas

Além de estudos biolégicos a respeito do seu ciclo evolutivo,
varios estudos envolvendo a caracterizagcdo antigénica, genética e
bioquimica tém sido realizados para o T. rangeli. Estudos de genémica,
transcriptdmica ou protebmica comparativa de diferentes populacdes de
T. cruzi e T. rangeli tm auxiliado na identificacdo e caracterizacdo de
proteinas que estdo envolvidas em pontos chaves do ciclo celular, assim
como na indugdo da resposta imune do hospedeiro, contribuindo
diretamente na especificidade do diagndstico da doenca de Chagas bem
como no estabelecimento da posicdo taxondmica do T. rangeli
(STEVENS et al., 1999).

Outras importantes contribuices foram realizadas com o0s
estudos de algumas sequéncias conservadas em todos os membros da
Ordem Kinetoplastida: o 4&cido desoxirribonucleico (DNA) do
cinetoplasto (kDNA) (STURM et al., 1989; VALLEJO et al., 1994) e 0
gene do mini-éxon (spliced-leader ou SL), que gera uma sequéncia de
39 nucleotideos (nt) adicionada a extremidade 5’ de todos os mRNA
transcritos (GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999).

O kDNA é uma rede composta de milhares de minicirculos e
poucas dizias de maxicirculos concatenados. Sabe-se que 0s
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minicirculos diferem na sequéncia de nt entre as distintas espécies,
porém sdo homogéneos em tamanho e em alguns casos pode haver
hibridizacdo cruzada entre sequéncias de espécies distintas (VALLEJO
et al., 1994). Os maxicirculos sdo similares ao DNA mitocondrial
eucariotico, codificando &cidos ribonucleicos (RNAS) ribossomais e
proteinas envolvidas na producdo de energia na mitocondria
(SIMPSON, 1987). Interessantemente, em todos 0s tripanosomatideos
estudados, pelo menos uma cdpia de uma regido conservada de
aproximadamente 100-200 (nt) possui uma sequéncia ndo variavel de
12 nt (STURM et al., 1989; VALLEJO et al., 1994).

Basicamente, quatro cdpias desta regido conservada ocorrem
nos minicirculos de T. cruzi, organizadas a 90° uma da outra (GUHL;
VALLEJO, 2003). Entretanto, o T. rangeli contém trés classes distintas
de minicirculos que diferem em tamanho e organizacdo molecular. Os
minicirculos KP1 contém uma Unica regido conservada, os KP2 contém
duas regides conservadas localizadas a 180° uma da outra e os KP3
contém quarto regides conservadas localizadas a 90°, como visto em T.
cruzi (VALLEJO et al., 1994; GUHL et al., 2002; VALLEJO et al.,
2002; VALLEJO et al., 2003).

Vallejo e colaboradores (1994) descreveram iniciadores
especificos direcionados a estas regifes conservadas dos minicirculos
com alta sensibilidade devido ao alto nimero de minicirculos existentes,
0 que possibilitou a amplificacdo por PCR de todos os tipos de
minicirculos existentes para o T. rangeli, desencadeando inumeras
pesquisas epidemioldgicas baseadas na caracterizagdo das diferentes
cepas do parasito.

Utilizando esta ferramenta um estudo conduzido em diferentes
paises da América Latina determinou que cepas de T. rangeli isoladas
de R. prolixus apresentavam trés produtos de amplificacdo (KP1, KP2 e
KP3), enquanto que as isoladas de R. colombiensis, R. pallescens ou P.
megistus apresentavam produtos de amplificagdo derivados somente dos
minicirculos KP2 e KP3 (VALLEJO et al., 2003). Cepas de T. rangeli
gue apresentavam os minicirculos KP1 (KP1+) ou ndo (KP1-) foram
detectadas no intestino de varios exemplares de R. colombienses, mas as
cepas KP1(+) ndo foram capazes de evadir para a hemolinfa e penetrar
nas glandulas salivares (VALLEJO et al., 2002). Os mesmos autores
observaram uma situacdo similar em R. prolixus, onde também foi
possivel encontrar T. rangeli KP1(-) e KP1(+) no intestino, sendo que
somente as células KP1(+) foram observadas na glandula salivar
(VALLEJO et al., 2002; URREA et al., 2005). Estes dados sugerem que
algumas espécies de Rhodnius spp. sdo preferencialmente susceptiveis a
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cepas KP1(+) enquanto outras a cepas KP1(-). Isto posto, cada espécie
do género Rhodnius pode selecionar as subpopulagfes de parasitos que
sdo capazes de alcancar a glandula salivar e consequentemente ser
transmitido pela picada através da saliva (MACHADO et al., 2001;
GUHL; VALLEJO, 2003).

Estudos no T. rangeli sobre o gene do spliced-leader também
permitiram dividir as cepas de T. rangeli em dois grupos distintos, assim
como outros varios marcadores. Entre eles, o gene 5S rDNA (DNA
ribosomal), sequéncias espacadoras internas transcritas — ITS (do inglés
Internal transcribed spacers) e RAPD (do inglés random amplification
of polymorphic DNA) (AKSOY et al., 1992; STEINDEL et al., 1994;
GRISARD; CAMPBELL; ROMANHA, 1999; BARNABE; BRISSE;
TIBAYRENC, 2003; DA SILVA et al., 2004; BELTRAME-BOTELHO
et al., 2005).

Um enfoque funcional surgiu na investigagdo de genes
especificos que codificam para algumas proteinas e enzimas do T.
rangeli. Dentre estes, destacam-se os trabalhos relacionados a familia
das trans-sialidases (TS) (BUSCHIAZZO et al., 1993; PONTES-DE-
CARVALHO; TOMLINSON; NUSSENZWEIG, 1993; MEDINA-
ACOSTA et al., 1994; BUSCHIAZZO; CAMPETELLA; FRASCH,
1997; SOUSA; LOMBARDO; SALDANA, 2005), ao gene da tirosina
aminotransferase (BONTEMPI et al., 2000); a proteina de membrana da
Ordem Kinetoplastida 11 (KMP-11) (URUENA et al., 2004), a histona
H2A (PUERTA et al., 2000; CUERVO; LOPEZ; PUERTA, 2006;
PUERTA et al., 2009), o transportador de D-glicose (MILETTI et al.,
2006), além do estudo envolvendo os genes que codificam para a beta-
tubulina, cisteina proteinase, proteina de choque térmico 70 kDa (HSP
70), PB-galactofuranosil transferase (STOCO et al., 2012), tirosina
fosfatase (PRESTES et al., 2012) e actina em cepas de T. rangeli de
distintas regides geograficas (TOALDO et al., 2001).

O estudos dos genomas dos chamados TriTryps (T. cruzi,
Trypanosoma brucei e Leishmania major) identificaram genes onde em
torno de 25% das sequéncias acredita-se que estas sejam de proteinas
hipotéticas, de porcdes divergentes de genes conhecidos ou mesmo
novos genes ainda ndo descritos (GRISARD; ROMANHA; STEINDEL,
2011).

Um estudo detalhado do rol de expressdo de RNA mensageiro
(mRNA) do T. rangeli, o chamado transcriptoma, foi realizado
utilizando-se duas cepas e as duas formas distintas do parasito
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(epimastigotas e tripomastigotas) com o objetivo de aprofundar o
conhecimento existente acerca do genoma e do perfil de expressdo do
parasito (GRISARD et al., 2010). O estudo foi baseado na geragéo de
etiquetas de sequéncias expressas (do inglés Expressed Sequence Tags
ou EST) (SNOEIJER et al., 2004) e de etiquetas de sequéncias expressas
do quadro aberto de leitura (do inglés Open Reading Frame EST ou
ORESTES) (GRISARD et al., 2010).

A avaliagdo do transcriptoma do T. rangeli aumentou em cerca
de 26 vezes o numero de sequéncias conhecidas do parasito e em cerca
de 77% o nimero de genes conhecidos para o tdxon. Dentre estes genes,
ressalta-se a presenca de alguns genes relacionados a viruléncia em
tripanosomatideos patogénicos como o T. brucei e o T. cruzi
(GRISARD; ROMANHA; STEINDEL, 2011). Entre estes, os resultados
revelaram diversas sequéncias com similaridade a membros da familia
das TS de T. cruzi (GRISARD et al., 2010).

Os genes identificados no T. rangeli relacionados a TS, através
de anédlise de similaridade por blast, pertencem aos grupos Il e Il da
superfamilia das TS (gp82, gp85, gp90 e FL160) (GRISARD et al.,
2010).

Atualmente, a Rede Nacional de Sequenciamento de DNA
(Rede Genoma Brasileira) sequenciou o genoma do T. rangeli
(http://www.rangeli.Incc.br), estando o mesmo em fase de publicacdo
(STOCO et al., 2014).

1.2 ESTRUTURA E ORGANIZA(;AO DE GENES QUE
CODIFICAM A SUPERFAMILIA DAS TRANS-SIALIDASES

A interacdo T. cruzi-célula hospedeira envolve inicialmente a
adesdo do parasito a superficie da célula hospedeira, seguindo-se a
invasdo propriamente dita (VIEIRA et al., 2002; MORTARA et al.,
2005; YOSHIDA, 2006).

Glicoproteinas presentes na superficie das células de mamiferos
podem atuar como receptores do T. cruzi, uma vez que o tratamento
com proteases (ALCANTARA; BRENER, 1980; HENRIQUEZ;
PIRAS; PIRAS, 1981) ou glicosidases (VILLALTA,
KIERSZENBAUM, 1983; VILLALTA; KIERSZENBAUM, 1984)
inibe a invasdo pelo parasito. Além disso, o parasito é capaz de ligar-se
aos componentes da matriz extracelular, como fibronectina (OUAISSI et
al., 1984), laminina (GIORDANO et al., 1999), heparina, heparan
sulfato e colageno (ORTEGA-BARRIA; PEREIRA, 1991). Também foi
demonstrada a participacdo do &cido sidlico no processo de invaséo
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celular pelos tripomastigotas de T. cruzi (SCHENKMAN et al., 1991;
SCHENKMAN et al., 1993; PRIOLI; MEJIA; PEREIRA., 1990).

O parasito expressa na sua superficie uma grande variedade de
proteinas e glicoproteinas cujas massas moleculares variam de 70 a 220
kDa (YOSHIDA, 1983; TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986; RAMIREZ et
al., 1993; SANTORI et al., 1996; 1996a), sendo que algumas delas estdo
envolvidas nos processos de adesdo e penetracdo do parasito na célula
hospedeira. Estudos cinéticos mostraram que o perfil das moléculas de
superficie pode variar de acordo com as formas do ciclo evolutivo.
Anticorpos monoclonais contra epitopos presentes nestas moléculas
reagem preferencialmente com as formas metaciclicas, sugerindo a
existéncia de epitopos estagio-especificos (TEIXEIRA; YOSHIDA,
1986).

Apesar da heterogeneidade encontrada entre os antigenos de
superficie presentes nestes parasitos, a maioria deles é codificado por
genes relacionados, permitindo o agrupamento dos mesmos em
superfamilias, dentre as quais a TS. Esta é a maior familia génica de T.
cruzi e tem mais de 1.400 genes, dos quais metade é aparentemente
funcional (FREITAS et al., 2011). Trata-se de uma familia génica
altamente polimoérfica onde apenas alguns membros tém os residuos
necessarios para atividade catalitica (SCHENKMAN et al., 1994).

As TS catalisam preferencialmente a transferéncia reversivel de
acido sialico (a2-3) de glicoconjugados presentes na superficie da célula
hospedeira diretamente para moléculas aceptoras contendo o grupo [-
galactopiranosil terminal na membrana plasmatica do parasito, dando
origem a novas ligagdes glicosidicas (02-3) (VANDEKERCKHOVE et
al., 1992; SCHRADER; SCHAUER, 2006; AGUSTI; GIORGI;
LEDERKREMER, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. A) Transferéncia de acido sialico de glicoconjugados do
hospedeiro para unidades p-galactopiranosil de mucinas. A transferéncia
¢ especifica para a posi¢do 3 da unidade B-galactopiranosil terminal.
@ Oligossacarideo ligado ao glicoconjugado mamifero.
@ Oligossacarideo na mucina de Trypanosoma cruzi. B) Trans-sialidase
de T. cruzi (TcTS) ancorada a glicosilfosfatidilinositol (GPI) transfere o
acido sialico de glicoconjugados da célula hospedeira para mucinas
ancoradas a GPI na superficie do parasito. Fonte: Adaptado de Giorgi e
Lederkremer (2011).

A superfamilia das TS foi inicialmente subdividida em quatro
grupos (CROSS; TAKLE, 1993; FRASCH, 2000; EL-SAYED et al.,
2005). Atualmente, de acordo com Freitas e colaboradores (2011), é
subdividida em oito grupos. Todos os membros apresentam na regido 3’
uma sequéncia que codifica um motivo constituido pelos aminoécidos
VTVXNVXLYNR, onde “x” representa um residuo ndo conservado
(Figura 5). Este é o motivo mais conservado na superfamilia (FRASCH,
2000; FREITAS et al., 2011). Recentemente, tem sido demonstrado que
uma versdo deste motivo (VTVTNVELYNRPLN), referido como
motivo FLY, pode atuar como fator de viruléncia (MAGDESIAN et al.,
2007; TONELLI et al., 2011). Camundongos BALB/c administrados
com peptideo FLY sintético sdo mais suscetiveis a infeccdo pelo T.
cruzi, exibindo um aumento da parasitemia sistémica e da mortalidade
(TONELLI et al., 2011). Além disso, demonstrou-se que o motivo FLY
liga-se as células endoteliais do coracdo, sugerindo que isto possa
contribuir para o tropismo do parasito por este 6rgdo (TONELLI et al.,
2010).

Dois outros motivos, FRIP (XRxP) e Asp (SXDxGXTW),



Revisdo Bibliografica 41

podem ser encontrados em varios grupos da superfamilia das TS (Figura
5). O motivo FRIP, mais préximo da regido N-terminal, esta envolvido
na ligacdo do grupo carboxilato do é&cido sidlico (GASKELL;
CRENNELL; TAYLOR, 1995). Este motivo é encontrado nos grupos I,
I, 1V, VIl e VIII (FREITAS et al., 2011). Embora este motivo esteja
envolvido na ligacdo do acido sialico, tem sido demonstrado que
membros enzimaticamente inativos da familia sialidase em T. cruzi
preservam as propriedades de ligacéo a carboidratos (CREMONA et al.,
1999; TODESCHINI et al., 2002). O motivo Asp e o motivo FRIP
podem se repetir até cinco vezes nas sequéncias de sialidases virais,
bacterianas, de tripanosomatideos e mamiferos (FREITAS et al., 2011).
Embora sua funcdo seja desconhecida, é importante salientar que o
motivo Asp ocorre em proteinas secretadas e em proteinas que atuam
sobre ou interagem com carboidratos (COPLEY; RUSSELL;
PONTING, 2001).
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Figura 5. Representacdo esquematica do protétipo de cada grupo da
superfamilia das trans-sialidases (TS) de Trypanosoma cruzi. Em vermelho
destaca-se o dominio VTV, a caixa azul simboliza o dominio Asp e a caixa
verde simboliza 0 dominio FRIP. Na regido carboxi-terminal destaca-se o
sinal para ancoragem por GPI (glicosilfosfatidilinositol) (caixa amarela). O
peptideo sinal estd simbolizado pela caixa cinza e as repeti¢des pela caixa
preta. Os motivos séo apresentados apenas quando eles ocorrem na maioria
das proteinas daquele grupo. O nimero entre parénteses indica o nimero de
ocorréncia de cada motivo. O tamanho das proteinas em cada grupo pode
variar. A representagdo grafica ndo estd em escala. Fonte: Adaptado de
Freitas e colaboradores (2011).
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A familia ou grupo | é constituida por proteinas com atividade
de neuraminidase e/ou TS, que possuem a capacidade de transferir &cido
sidlico de glicoproteinas e glicolipideos presentes na superficie celular
do hospedeiro para um aceptor terminal da galactose na membrana
plasmatica do parasito (FRASCH, 2000; COLLI, 1993; SCHENKMAN
et al.,, 1991; SCHENKMAN et al., 1994; FREITAS et al., 2011). A
participacdo da TS na interagdo do T. cruzi com a célula hospedeira tem
sido demonstrada (MING et al., 1993; SCHENKMAN et al., 1994;
SCHENKMAN et al., 1994a; TOMLINSON et al., 1994), revelando que
a adesdo e invasdo da célula hospedeira envolvem moléculas da
superficie do parasito que contém 4&cido sialico (HALL et al., 1992).
Vérias evidéncias experimentais sugerem que 0s aceptores de acido
sidlico e a enzima TS participam da interacdo na fase inicial de invasdo
(LIBBY; ALROY; PEREIRA, 1986; PEREIRA; HOFF, 1986; PRIOLLI;
MEJIA; PEREIRA, 1990; SCHENKMAN et al., 1991; SCHENKMAN;
PONTES DE CARVALHO; NUSSENZWEIG, 1992; RUIZ et al.,
1993). A transferéncia de residuos de acido sialico para a superficie do
parasito protege as formas tripomastigotas da lise mediada pela via
alternativa do complemento (TOMLINSON et al., 1994). Além destas
fungdes, a TS também esta envolvida no escape dos tripomastigotas do
fagolisossoma para o citoplasma da célula hospedeira (HALL et al.,
1992).

A familia ou grupo Il da superfamilia TS relne glicoproteinas
de massas moleculares de 70-90 kDa (Tc85, gp85, gp82, gp90)
presentes na superficie das formas tripomastigotas do T. cruzi. Estas
proteinas ndo tem atividade de TS, mas sdo capazes de se ligar a f-
galactose, laminina (GIORDANO et al., 1994), fibronectina (OUAISSI
et al., 1988), colageno (VELGE et al., 1988; SANTANA et al., 1997),
citoqueratina (MAGDESIAN et al., 2001) e estdo envolvidas na adesdo
e invasdo (FREITAS et al., 2011).

No terceiro grupo da superfamilia TS estdo incluidas proteinas
envolvidas na regulacdo do sistema complemento (CRP- do inglés
Complement Regulatory Proteins) (FREITAS et al., 2011). Entre as
quais, a FL-160 (VAN VOORHIS; EISEN, 1989), a CEA (do inglés
Chronic Exo Antigen) e a 160 kDa-CRP localizadas na regido da bolsa
flagelar das formas tripomastigotas de T. cruzi (COLLI, 1993; VAN
VOORHIS et al., 1993; JAZIN et al., 1994; NORRIS; SCHRIMPF;
SZABO, 1997; FRASCH, 2000). Estas proteinas caracterizam-se pela
presenca do motivo VTV na regido carboxi-terminal e auséncia dos
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motivos Asp (FREITAS et al., 2011). Estas moléculas ainda
compartilham epitopos com proteinas do tecido nervoso do hospedeiro
vertebrado (VAN VOORHIS et al., 1993; JAZIN et al., 1994; NORRIS;
SCHRIMPF; SZABO, 1997) e segundo alguns autores, a existéncia de
reacdo cruzada entre estes componentes poderia desencadear reagdo
auto-imune na doenca de Chagas. Os antigenos de 160 kDa também
estdo envolvidos com a resisténcia das formas tripomastigotas a lise
mediada pelo complemento. Um dos membros desta familia, a 160 kDa-
CRP, parece ser um dos componentes da superficie celular dos
tripomastigotas responsavel pela inibicdo da lise mediada pelo
complemento, inibindo a formagcdo da C3 convertase (NORRIS;
SCHRIMPF; SZABO, 1997).

Utilizando dados do genoma da cepa CL Brener de T. cruzi,
Beucher e Norris (2008) identificaram pardlogos das CRP baseados na
similaridade de sequéncia com uma CRP funcional caracterizada
(AAB49414). Além disso, estes autores dividiram as CRP em dois
grupos, HSG (grupo com alta similaridade, com mais de 80% de
identidade com AAB49414) e LSG (grupo com baixa similaridade, com
54 a 62% de identidade com a sequéncia AAB49414). Freitas e
colaboradores (2011) verificaram que todas as HSG e excluindo apenas
dois membros da LSG estdo enquadrados no terceiro grupo da
superfamilia TS. Estes dois membros que ndo pertenceram ao terceiro
grupo, foram agrupados dentro do grupo VII da superfamilia das TS
(FREITAS et al.,, 2011). Na verdade, estas duas sequéncias mais
divergentes do subgrupo LSG (BEUCHER; NORRIS, 2008)
correspondem a membros do grupo VII que estdo mais préximos ao
grupo Ill. Ainda é necessério maiores investigacBes para verificar se
estas duas proteinas, assim como 0s outros membros do grupo VII tem
atividade na regulacéo do sistema complemento (FREITAS et al., 2011).

O quarto grupo é composto de genes que codificam antigenos
de superficie de formas tripomastigotas com repeti¢cfes de aminoécidos
na regido carboxi-terminal (FRASCH, 2000; COLLI, 1993; FREITAS et
al., 2011). Neste grupo, enquadra-se a familia TsTc13, cuja funcéo ainda
é desconhecida (FREITAS et al., 2011).

Baseado no padréo de dispersdo dos grupos da superfamilia das
TS na projecdo do escalonamento multidimensional e a ocorréncia e
sequéncias de motivos principais das TS, verificou-se que os grupos I,
V e VI estdo mais relacionados entre si quando comparados a outros
grupos. O mesmo é valido para os grupos Il1, VII e VIII da superfamilia.
Por exemplo, as TS dos grupos Il, V e VI sdo as Unicas que ndo contém
0 motivo FRIP e suas sequéncias do motivo VTVXNVXLYNR séo
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muito semelhantes (FREITAS et al., 2011).

Yakubu e colaboradores (2011) acreditam que as (trans-)
sialidases tem um papel importante na sobrevivéncia e patogenicidade
dos tripanosomas evidenciada pela anemia inicial e continua na
tripanosomiase Africana. Entretanto, a expressdo das enzimas ativas
trans-sialidases e sialidases ndo esta claramente demonstrada nas formas
sanguineas de Trypanosoma vivax e Trypanosoma congolense e seu
papel nos hospedeiros mamiferos ndo estd totalmente elucidado
(COUSTOU et al., 2012; GUEGAN et al., 2013).

No T. rangeli foram encontradas sialidases e proteinas similares
a sialidases dos grupos I, Il e 11l da superfamilia das TS de T. cruzi
(FREITAS et al., 2011). Varias destas sialidases sdo expressas nas
formas epimastigotas e tripomastigotas do T. rangeli (BUSCHIAZZO;
CAMPETELLA; FRASCH, 1997; GRISARD et al., 2010). Entretanto,
apesar de realizarem a clivagem do acido sialico da célula hospedeira, as
sialidases pertencentes ao grupo | ndo apresentam a atividade enzimatica
de transferéncia para uma molécula aceptora na superficie do parasito
(PEREIRA; MOSS, 1985; REUTER et al., 1987; PRIOLI et al., 1988;
PONTES-DE CARVALHO; TOMLINSON; NUSSENZWEIG, 1993;
MEDINA ACOSTA et al., 1994). A evolucdo da familia das TS no
género Trypanosoma sugere um gene ancestral que codifica para uma
TS ativa, expressa durante a interacdo com o inseto, que depois de varias
rodadas de duplicacdo e diversificagdo deram origem a TS expressa nas
formas que interagem com os hospedeiros mamiferos (BRIONES et al.,
1995). Ao longo do processo evolutivo do T. rangeli, o parasito teria
perdido a atividade trans, retendo apenas a atividade de sialidase
(FREITAS et al., 2011).

1.21 gp82egp85

A proteina de superficie de 82 kDa é uma glicoproteina (gp82)
envolvida no processo de adesdo do T. cruzi a célula hospedeira
(RAMIREZ et al., 1993; SANTORI et al., 1996a; MANQUE et al.,
2000), encontrada na superficie dos tripomastigotas metaciclicos,
ligando-se a membrana por meio de uma ancora de GPl (CARDOSO
DE ALMEIDA; HEISE, 1993).

Esta proteina é sintetizada como um precursor de
aproximadamente 70 kDa ao qual adicionam-se residuos de actcares N-
ligados (RAMIREZ et al., 1993, ARAYA et al., 1994). As sequéncias
relacionadas ao gene gp82, pertencentes ao grupo Il das TS, estdo
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distribuidas em varios cromossomos, existindo cerca de 60 copias por
genoma haploide do T. cruzi (ARAYA et al., 1994).

Embora a gp82 ndo apresente atividade trans-sialidase, em seu
estudo funcional observou-se que no tratamento de formas metaciclicas
com o anticorpo monoclonal 3F6, que reconhece especificamente a
proteina gp82 (TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986), tem efeito inibitorio na
invasdo celular. O mesmo efeito é conseguido pela incubagdo das
células com a proteina gp82 nativa ou recombinante (RAMIREZ et al.,
1993; SANTORI et al., 1996a). Proteinas recombinantes e peptideos
sintéticos foram utilizados no mapeamento dos dominios da gp82
envolvidos na interacdo com a célula hospedeira (SANTORI et al.,
1996a; MANQUE et al., 2000). A utilizagdo de peptideos derivados da
gp82 em fusdo com a proteina lamB de Escherichia coli (uma proteina
de 421 aminoécidos expressa na membrana externa de E. coli) permitiu
mostrar que as bactérias eram capazes de aderir as células HelLa
(PEREIRA et al., 1999). Além disso, a imunizacdo de camundongos
com a gp82 protege 0s animais contra a infecgdo aguda provocada pelo
T. cruzi (SANTORI et al., 1996b).

Além da propriedade de auxiliar no processo de invaséo celular,
a gp82 tem a capacidade de se ligar a mucina gastrica (NEIRA et al.,
2003). Através da interacdo mediada pela gp82 com a mucina géstrica,
um componente da barreira luminal que funciona como primeira linha
de defesa contra a invasdo de agentes patogénicos, os parasitos podem
efetivamente ser direcionados as células alvo. Formas metaciclicas de
cepas de T. cruzi deficientes na expressao de gp82 sdo pouco infectivas
guando administradas em camundongos por via oral, embora sejam
eficientes na invasdo das células hospedeiras in vitro (CORTEZ et al.,
2003). Ao contrario das cepas que expressam gp82, as cepas deficientes
(que ndo expressam esta proteina) tém capacidade reduzida em penetrar
nas células epiteliais de cultura na presenca de mucina gastrica
(CORTEZ et al., 2003), o que reforca a ligagdo da gp82 a mucina como
um requisito importante para os parasitos penetrarem nas células alvo
subjacentes. A ligacdo seletiva da gp82 a mucina pode explicar por que
a invasdo do parasito ndo é observada em qualquer lugar da orofaringe
ou esdfago (HOFT et al., 1996). Staquicini e colaboradores (2010)
mostraram que a ligacdo seletiva da gp82 a mucina gastrica direciona as
formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi ao epitélio mucoso do
estdmago na infeccéo oral.

Analises in silico de clones de DNA complementar ao mRNA
(cDNA) que contém a regido codificante do gene gp82 mostrou que ele
possui uma sequéncia sinal para clivagem/adi¢do de ancora de GPI na
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sua extremidade carboxi-terminal (ARAYA et al., 1994). Estes dados
estdo de acordo com os achados de Cardoso de Almeida e Heise (1993)
gue mostraram que as moléculas de superficie das formas metaciclicas
estdo ligadas a superficie celular por meio de ancora de GPI.

A expressdo heterdloga da gp82 em células de mamiferos indica
gue os requisitos para a translocacao do polipeptideo nascente através do
reticulo endoplasmaético e ancoragem a GPI sdo distintas em mamiferos
e em T. cruzi (RAMIREZ et al., 1997; RAMIREZ et al., 1999). No
dominio carboxi terminal da gp82 foi identificado um sitio adicional
(sitio w) de clivagem/ligacdo para ancoragem a GPIl composto pelos
residuos: aspartico, glicina e serina (RAMIREZ et al., 1999). Além
disso, estudos prévios revelaram um incremento na quantidade de
mMRNA da gp82 com correspondéncia na quantidade da proteina em si,
sendo que a meia vida do mRNA é maior (seis horas) na forma
tripomastigota metaciclica do que na forma epimastigota (30 min) de
T.cruzi (GENTIL et al., 2009).

Segundo Cordero e colaboradores (2008) ha um mecanismo
coordenado durante a metaciclogénese in vivo do T. cruzi no inseto
vetor Rhodnius prolixus ligando a estabilizacdo do mRNA da gp82 e a
traducdo. Eles observaram que embora 0 mRNA da gp82 néo tenha sido
detectado em epimastigotas, 0s seus niveis no estado estacionario sdo
mais baixos do que em formas metaciclicas e ndo sdo traduzidos.
Estudos anteriores in vitro demonstraram que a expressdo génica em T.
cruzi é essencialmente regulada ao nivel pés-transcricional (AVILA et
al., 2001; AVILA et al., 2003). Cordero e colaboradores (2008) sugerem
gue um mecanismo de regulagdo pos-transcricional também governa a
expressdo génica da gp82 do parasito quando no insetor vetor.

Diferentemente do que ocorre com as moléculas do grupo Il em
tripomastigotas de cultura tecidual, que tem afinidade por componentes
da matriz extracelular como a fibronectina e a laminina (OUAISSI;
CORNETTE; CAPRON, 1986; GIORDANO et al., 1994a), a gp82 no
estagio metaciclico ndo se liga a componentes da matriz extracelular
(RAMIREZ et al., 1993), ligando-se a célula alvo através de uma forma
dependente de receptor e desencadeia a ativacdo da cascata de
sinalizacdo levando a mobilizacdo de Ca?* (RUIZ et al., 1998), uma
propriedade ndo descrita para TS (grupo 1) ou gp85 de tripomastigota de
cultura (CORTEZ; ATAYDE; YOSHIDA, 2006). Cortez e
colaboradores (2006) sugerem que durante a penetragdo de formas
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metaciclicas mediada pela gp82, o citoesqueleto da célula hospedeira é
remodelado.

Além da gp82, a glicoproteina de 85 kDa (gp85) esta envolvida
na adesdo e penetracdo do T. cruzi na célula hospedeira (ANDREWS;
KATZIN; COLLI, 1984; OUAISSI; CORNETTE; CAPRON, 1986;
ABUIN et al., 1989; LIMA; VILLALTA, 1989; VILLALTA; LIMA;
ZHOU, 1990). Segundo Takle e Cross (1991) esta proteina é sintetizada
como um precursor de 77,8 kDa, que é aproximadamente 8 KDA menor
gque o tamanho da glicoproteina nativa identificada por
imunoprecipitacdo (TAKLE et al., 1989). A N-glicosilagdo do
polipeptideo sem duvida aumenta sua aparente massa molecular
(TAKLE; CROSS, 1991).

Segundo Ferrari e colaboradores (1997), os genes da gp82 e da
gp85 estdo dispersos no genoma de T. cruzi. PadrBes de hibridizacdo
destes genes com bandas cromossomais de T. cruzi separadas por
eletroforese em gel de campo pulsado - PFGE (do inglés pulse field gel
electrophoresis) sdo muito similares, 0 que sugere que esses genes
podem estar ligados em diferentes loci cromosomais. Isso foi
confirmado pelo isolamento de clones de DNA gendmico a partir de
bibliotecas de cosmideos e YAC (do inglés yeast artificial chromosome)
(FERRARI et al., 1997).

A presenga de multiplas copias de genes de T. rangeli com
similaridade a gp82 e a gp85 de T. cruzi foi revelado em experimentos
de Southern blot utilizando hibridizages com alta e moderada
estringéncia e os genes da gp82 e da gp85 de T. cruzi como sondas.
Mesmo em condi¢des de elevada estringéncia, um padrdo multiplo de
hibridizacdo foi obtido,sugerindo que as sequéncias de T. rangeli
relacionadas a gp82 e a gp85 estdo dispersas no genoma e nao em
repeticdes sequenciais (tandem). A analise das sequéncias mostrou que
muitos dos fragmentos hidridizados contém sequéncias associadas a
superfamilia das TS, sugerindo que os genes da gp82 e gp85 tenham
sido originados de um gene ancestral comum presente em varios
membros do género Trypanosoma (CARMO et al., 1999).

A primeira ORF (do inglés open reading frame) semelhante a
gp85 descrita em T. rangeli (TrGP-1) foi uma copia telomérica truncada
gue conserva 0s motivos que caracterizam a familia, mas perde o sitio
de ancoragem a GPI e a cauda hidrofdébica C-terminal (CHIURILLO;
PERALTA; RAMIREZ, 2002: ANEZ-ROJAS et al, 2005).
Posteriormente, diferentes genes similares a gp82 e gp85 foram
identificados. Entre estes encontrou-se uma grande variabilidade
sobretudo nos motivos Asp. Enquanto algumas cdpias génicas
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apresentavam dois motivos Asp idénticos, outras continham um motivo
completo e um segundo degenerado, sem o aminoacido conservado
glicina (SKDAKTW). Além disso, entre as sequéncias de TS obtidas,
foi observado uma cdpia completa do elemento Fn3 subterminal e um
peptideo sinal parcial localizado na regido N-terminal que é necessario
para direcionar a proteina para o reticulo endoplasmatico e permitir o
reconhecimento do sitio de ancoragem a GPI (GRISARD et al., 2010).
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2 JUSTIFICATIVA

O Trypanosoma cruzi Chagas, 1909 e o Trypanosoma rangeli
Tejera, 1920 sdo protozoarios hemoflagelados, pertencentes a Ordem
Kinetoplastida, capazes de infectar triatomineos, mamiferos silvestres e
domésticos, bem como o homem nas Américas Central e do Sul
(GRISARD et al.,, 1999; VALLEJO et al., 2003). Estas espécies
compartilham um grande ndmero de reservatérios e vetores
(MARINKELLE, 1972; D"ALESSANDRO, 1976; D"ALESSANDRO-
BACIGALUPO; SARAVIA, 1992), assim como apresentam uma
distribuicdo geografica sobreposta, sendo comum a ocorréncia de
infeccbes mistas em hospedeiros vertebrados e invertebrados
(D"ALESSANDRO-BACIGALUPO; SARAVIA, 1992; GRISARD et
al., 1999; GUHL; VALLEJO, 2003).

Devido aos fatos apresentados, o T. rangeli possui elevada
relevancia epidemioldgica (GRISARD et al., 1999), podendo levar a um
diagndstico equivocado com elevado custo social e econdémico. Estudos
acerca dos diferentes aspectos da biologia do T. rangeli se justificam
ndo sé pela intima relagdo com o T. cruzi, mas também para a geracéo
de informagbes do proprio parasito, o qual ainda € muito pouco
estudado. Além disso, a utilizagcdo em estudos funcionais pode fazer do
T. rangeli um modelo interessante dentro do grupo evolutivo que
pertence, incluindo as interacGes parasito-hospedeiro e a investigacdo de
potenciais alvos antiparasitarios.

No projeto transcriptoma do T. rangeli foram geradas milhares
de sequéncias de formas epimastigotas e tripomastigotas de duas cepas
do parasito (SC-58 e Choachi). O primeiro relato deste projeto descreve
a geracdo de 656 sequéncias de alta qualidade, das quais somente 386
(58,84%) apresentaram similaridade com outros tripanosomatideos
(SNOEUIJER et al., 2004).

Na continuidade, o projeto revelou interessantes achados dentre
o rol de genes expressos por diferentes formas evolutivas deste parasito,
tendo gerado 4.208 sequéncias ndo redundantes de alta qualidade (Phred
>20). Dentre estas sequéncias, sdo inumeras as que revelaram
similaridade com antigenos de superficie, destacando-se genes efou
pseudo-genes da superfamilia das TS de diferentes organismos,
incluindo o T. cruzi (GRISARD et al., 2010). Por mais que tenha sido
demonstrada a presenca do gene da gp85 e a expressao desta proteina
por formas epimastigotas do T. rangeli (CHIURILLO; PERALTA;
RAMIREZ, 2002; ANEZ-ROJAS et al., 2005) e a descrigdo da estrutura
do cristal da sialidase de T. rangeli com elevada identidade (70%) com o
cerne da regido globular da TS de T. cruzi (HARRISON et al., 2001), o
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parasito ndo apresenta atividade de TS (PONTES DE CARVALHO;
TOMLINSON; NUSSENZWEIG, 1993) e a fungdo das sialidases no
ciclo de vida deste parasito ainda ndo foi esclarecida.

Uma vez que nao se sabe a funcdo destes genes em T. rangeli e
que estes apresentam inUmeras diferencas em relacdo as sequéncias
descritas para T. cruzi, o presente estudo visa utilizar diferentes
abordagens para caracterizar os genes da gp82 e da gp85 de T. rangeli.
Além disso, considerando a caracteristica apatogénica do T. rangeli para
hospedeiros mamiferos e a baixa capacidade de invasdo celular,
propomos avaliar a expressdo heter6loga da gp82 de T. cruzi pelo T.
rangeli e, comparativamente, analisar as alteracdes estruturais e
bioldgicas do parasito recombinante.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Estudar os genes de Trypanosoma rangeli relacionados a
superfamilia das trans-sialidases e avaliar as implicacfes bioldgicas e
moleculares da expressao heterdloga da gp82 de Trypanosoma cruzi por
Trypanosoma rangeli.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

» ldentificar e caracterizar comparativamente as sequéncias do T.
rangeli que apresentam similaridade com os genes do grupo Il da
superfamilia das trans-sialidases, incluindo a andlise intra- e
interespecifica com genes similares de espécies filogeneticamente
relacionadas;

» Obter uma linhagem de T. rangeli expressando a gp82 de T. cruzi
(T. rangeli-gp82) e avaliar os sitios e 0s niveis da expressdo heteréloga
da gp82 nas formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli-gp82;
» Analisar comparativamente a interagdo in vitro do T. rangeli-gp82
com células Vero e THP-1;

» Avaliar comparativamente a infectividade e o desenvolvimento do
T. rangeli-gp82 em camundongos e em triatomineos.

A fim de facilitar a apresentagdo e a compreensdo deste
trabalho, os resultados séo apresentados em capitulos que correspondem
a cada um dos objetivos.
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4 CAPITULO I

Identificacdo e caracterizacdo das sequéncias de T. rangeli
similares a genes do grupo Il da superfamilia das trans-sialidases
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4.1 MATERIAIS E METODOS

4.1.1 Parasitos

Foram utilizadas formas epimastigotas de duas diferentes cepas
de T. rangeli: cepa SC-58, isolada de Echimys dasytrhix naturalmente
infectado capturado em Florianépolis, Brasil (STEINDEL et al., 1991) e
Choachi, isolada de glandulas salivares de R. prolixus naturalmente
infectado, capturado na Colémbia (SCHOTTELIUS, 1987).
Previamente, as cepas de T. rangeli foram submetidas a passagens
ciclicas camundongo-triatomineo-camundongo.

Os epimastigotas de T. rangeli foram cultivados a 27°C através
de repigues semanais em meio LIT (do inglés Liver Infusion Tryptose),
suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF), 50 unidades/ml de
penicilina e 50 ug/ml de estreptomicina (Cultilab, Campinas).

4.1.2 Isolamento do DNA total de T. rangeli

Formas epimastigotas foram cultivadas até a densidade de 3 x
10" parasitos/ml, sendo coletadas (1 x 10'°) por centrifugacéo a 1.270 x
g por 10 min e, posteriormente, lavados duas vezes por centrifugacéo
(880 x g por 10 min) em PBS (do inglés Phosphate Buffered Saline) pH
7,2. As células foram adicionadas de 500 pl de tampéo de lise (10 mM
Tris-HCI pH 7,4; 10 mM NaCl; 25 mM EDTA pH 8,0; 1% SDS -
dodecil sulfato de sé6dio) e 100 pg/ml de proteinase K (Sigma-Aldrich,
Saint Louis) por 12 horas a 56°C. O DNA foi entdo extraido pelo
método de fenol/cloroférmio de acordo com Sambrook e Russell (2001)
com algumas modificaces.

4.1.3 Isolamento do RNA total de T. rangeli

Formas epimastigotas foram cultivadas até a densidade de 5 x
10° parasitos/ml e centrifugadas a (1.270 x g por 10 min) e,
posteriormente, lavados duas vezes por centrifugacdo (1.270 x g por 10
min) em PBS pH 7,2. Apds, os parasitos foram homogeneizados
vigorosamente em 1 ml do reagente Trizol (Invitrogen Life
Technologies, Carlsbad) e nele mantidos por cinco minutos a
temperatura ambiente. Em seguida, foram adicionados 200 pl de
cloroférmio 98% (Merck, Darmstadt), sendo as amostras agitadas e
centrifugadas a 12.000 x g por 15 min a 4°C. A fase aquosa resultante
foi transferida para um novo tubo onde foram adicionados 500 pl de
isopropanol (Merck). As amostras foram centrifugadas por 20 min a
12.000 x g, sendo entdo o sobrenadante descartado e o precipitado
lavado com 1 ml de etanol 70% a partir de centrifugacéo a 7.500 x g por
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5 min. O sobrenadante foi novamente descartado e o precipitado
contendo o RNA total foi seco, invertendo-se os tubos sobre papel filtro
por aproximadamente 10 min. O RNA foi entdo adicionado de 30 ul de
agua ultra pura livre de RNAses. Todas as etapas foram realizadas em
banho de gelo a fim de evitar a degradacdo do RNA.

Para a obtencdo de materiais e solucbes livres de RNAses, 0s
mesmos foram tratados com &gua contendo 0,1% de dietilpirocarbonato
(DEPC) por 30 min, sendo posteriormente autoclavados para
esterilizacdo e inativacdo do DEPC.

4.1.4 Dosagem do DNA e RNA

As amostras de DNA e RNA obtidas foram dosadas e avaliadas
quanto a sua pureza em um espectrofotometro BioPhotometer®
(Eppendorf, Hamburg), observando-se a absorbancia a 260 e 280 nm,
além das relagBes 260/280 nm e 260/230 nm. Além disso, as amostras
de DNA extraidas foram visualizadas em gel de agarose 1% corado com
brometo de etidio (1 pg/ml) para comparagdo com padrdes de DNA de
concentracdo conhecida.

4.1.5 Amplificacéo e clonagem dos fragmentos génicos das sialidases
do grupo Il de T. rangeli

Os acidos nucléicos extraidos foram utilizados como moldes
para amplificar os genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli através
de PCR e RT (transcrigdo reversa)-PCR.

Para tal, foram testados distintos iniciadores, incluindo alguns ja
descritos na literatura, além de novos iniciadores desenhados a partir de
regibes conservadas, detectadas por alinhamentos das sequéncias do
genoma do T. rangeli similares ao grupo Il das TS de T. cruzi (mais
especificamente gp82 e gp85) (Tabela 1).

Estes iniciadores foram combinados em pares (ilustragdo
apresentada posteriormente) em reacdes de PCR contendo: 50 ng do
DNA total das cepas SC-58 e Choachi de T. rangeli, 10 pmol de cada
um dos dois iniciadores, 200 uM de dNTP e 1 unidade de Tag DNA
polimerase (Invitrogen Life Technologies) em tampédo fornecido pelo
fabricante. As reagfes iniciaram-se com uma etapa de desnaturacéo do
DNA a 94°C durante cinco min. Subsequentemente foram realizados 35
ciclos com as etapas de desnaturagdo (94°C por 45 segundos), ligacéo
dos iniciadores a sequéncia alvo (55°C por 45 segundos) e elongamento
da cadeia de DNA pela polimerase (72°C por dois min), sendo estes
passos realizados em um termociclador Mastercycler Gradient
(Eppendorf).
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Alguns iniciadores descritos foram utilizados em reacGes de
RT-PCR a fim de obter o fragmento necessario a partir do RNA
mensageiro (mMRNA). Para isto, amostras de RNA total foram
submetidas a RT a 37°C por 50 min, seguindo-se 70°C por 15 min para
inativacdo da enzima. Cada reacdo ocorreu na presenca de 200 unidades
(U) da enzima transcriptase reversa M-MLV (Invitrogen Life
Technologies), 2mM de dNTP, 10 pmol/ul do iniciador reverso, 3ug de
RNA total na presenca de tampé&o especifico.

Apbs a sintese de cDNA pela RT-PCR, procedeu-se para a
amplificacdo pela reagdo de PCR. A reacdo ocorreu utilizando-se como
molde 1 pl de cDNA, sob as mesmas condigdes descritas anteriormente.

Tabela 1. Relacéo dos iniciadores utilizados no presente estudo para a
amplificacdo dos genes das sialidases do grupo Il de Trypanosoma
rangeli. S-Iniciador Senso; AS- Iniciador Anti-Senso.

Iniciadores

F1.4 S 5 TCYATGATCATTTATTCGAAGGACGR 3

F8.2 S 5 AMGTTTGTGGGGCTGTCG 3°

Fo.1 S 5" GGCGGCAAAGACRGCAGYGT 3°
1808F1 S 5" TCCCTTCCCTCGCCAGTGC 3°

ME-L S 5’CCCGAATTCTGTACTATATTGGT 3’

R1.3 AS 5° CGYCGTCCTTCGAATAAATGAT 3°

R8.1 AS 5" GTACGACAGCCCCACAAACK 3°

R9.1 AS 5" ACRCTGCYGTCTTTGCCGC 3°
1808R1 AS 5" GCACTGGCGAGGGAAGGGA 3°

OligodT- Anchor AS 5'GACCACGCGTATCGATGTCGAC(T) 16V 3’

Anchor AS 5' GACCACGCGTATCGATGTCGAC 3°

Todos os produtos de PCR obtidos foram resolvidos em géis de
agarose corados pelo brometo de etidio (1 pg/ml). Alguns produtos
resultantes da RT-PCR precisaram ser excisados do gel de agarose e
purificados utilizando o kit Illustra™ GFX™ PCR DNA and Gel Band
Purification (GE Healthcare, Buckinghamshire) de acordo com as
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especificacdes do fabricante. Posteriormente, entre 4-7 ul das amostras
foram clonados no plasmideo pGEM-T Easy Vector® (Promega,
Madison), conforme instrugdes do fabricante. Os produtos de ligagédo
foram utilizados na transformacdo de células competentes DH5-a (E.
coli). A comprovacdo da presenca dos insertos nos clones
recombinantes foi realizada através da amplificacdo dos fragmentos
esperados diretamente da colénia de bactérias. Os clones positivos
tiveram seu DNA plasmidial extraido por lise alcalina (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001) para posterior sequenciamento dos insertos.

4.1.6 Sequenciamento dos genes das sialidases do grupo Il de T.
rangeli

O sequenciamento de todos os clones correspondentes aos
genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli foi realizado em um
equipamento MegaBace 1000® DNA Analysis System (GE Healthcare),
sendo a reacdo de sequenciamento preparada a partir do kit DYEnamic®
ET Dye Terminator (GE Healthcare), de acordo com as instrugdes do
fabricante.

As reacGes foram realizadas na presenca de 5 pmol dos
iniciadores universais M13-F e M13-R e/ou dos iniciadores desenhados
anteriormente citados e aproximadamente 800 ng de DNA plasmidial,
nas seguintes condicGes térmicas: 95°C por 25 segundos, seguidos de 35
ciclos de desnaturagdo a 95°C por 15 segundos, ligacdo dos iniciadores
a 55°C por 30 segundos e extensdo a 60°C por 80 segundos.
Posteriormente, os produtos marcados foram precipitados utilizando-se
isopropanol 70% e etanol absoluto, para retirada dos nucleotideos e
iniciadores ndo incorporados. Os produtos purificados foram
eletroinjetados a 2 KV por 120 segundos e eletroeluidos por 150 mina 9
KV.

4.1.7 Analise das sequéncias obtidas

As analises das sequéncias obtidas foram analisadas com o
apoio do Laboratério de Bioinformatica do Departamento de
Microbiologia, Imunologia e Parasitologia - MIP, Centro de Ciéncias
Bioldgicas — CCB da UFSC.

As sequéncias geradas foram analisadas quanto a sua qualidade
utilizando-se o pacote Phred/Phrap/Consed (http://www.phrap.org)
(EWING et al., 1998; EWING; GREEN, 1998). Neste, cada nucleotideo
sequenciado recebe um valor de qualidade dado pela formula g= -10
logi (p) onde g e p sdo respectivamente o valor de qualidade e a
probabilidade de erro de uma determinada base (EWING; GREEN,
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1998). As sequéncias nucleotidicas que ndo apresentaram um valor
minimo de qualidade (Phred > 50) foram novamente sequenciadas.

A confirmagdo da identidade dos fragmentos foi realizada
através do algoritmo BLAST (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST)
(ALTSCHUL et al., 1997) e com as sequéncias dos clones obtidos para
um mesmo gene foram agrupadas utilizando-se o programa CAP3 para
formac&o de uma sequéncia consenso.

4.1.8 Analises in silico

Com o objetivo de encontrar as ORFs nas sequéncias
selecionadas, utilizamos 0 programa ORF Finder
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gorf/gorf.html). As sequéncias preditas de
aminoacidos foram obtidas a partir do programa Translate do pacote
ExPASy (www.expasy.org). Para a analise da estrutura dos genes foi
utilizado o programa Conserved Domain Search Service (MARCHLER-
BAUER; BRYANT, 2004; MARCHLER-BAUER et al, 2011).
Utilizou-se o programa SignalP 4.1 (PETERSON et al., 2011) para a
predicdo de peptideos sinais e sitios de clivagem. Enquanto que para a
predicdo de sitios de ancoramento a GPI foram utilizados os programas
FragAnchor (POISSON et al., 2007) e GPI-SOM (FRANKHAUSER,;
MASER, 2005).

Na tentativa de identificar regides de similaridade que possam
indicar relacdes funcionais, estruturais e/ou evolucionarias entre duas
sequéncias bioldgicas utilizou-se o programa Pairwise Sequence
Alignment (http://www.ebi.ac.uk/Tools/psa/).

Para obter a representacdo grafica do alinhamento mdltiplo das
sequéncias aminoacidicas utilizamos o programa WebLogo
(http://weblogo.berkeley.edu/) (CROOKS et al., 2004).

4.1.9 Analise da variabilidade génica

A avaliacdo da variabilidade intraespecifica foi realizada
através do alinhamento maltiplo das sequéncias obtidas das diferentes
cepas de T. rangeli utilizando-se o programa CLUSTAL W
(THOMPSON et al.,, 1994), sendo as sequéncias posteriormente
visualizadas através do programa Bioedit®
(http://www.mbio.ncsu.edu/BioEdit/bioedit.html). Foram incluidas para
comparagdo interespecifica sequéncias de T. cruzi depositadas no
GenBank  (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), utilizando-se a mesma
metodologia descrita anteriormente para avaliacdo da variabilidade
intraespecifica.
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4.1.10 Caracterizacdo da organizacdo gendmica das sialidases do
grupo Il de T. rangeli por Southern blot

O DNA genbmico das cepas SC-58 e Choachi de T. rangeli (10
pg) foi digerido com diferentes enzimas de restricao (Aval, BamHlI,
EcoRlI, Sacl, Spel) em reagdes contendo 50 unidades das respectivas
enzimas e seus tampdes em um volume final de 35 pl. As reagdes foram
mantidas a 37°C por 12 horas.

Apos a digestdo, os fragmentos resultantes foram precipitados
com isopropanol 100% por 30 min, lavados com etanol 70% e
centrifugados por cinco min a 14.000 x g. O sobrenadante foi
descartado, o precipitado foi seco a 37°C por 30 min e, posteriormente,
hidratado com 15 ul de agua ultra pura. Os DNAs genémicos digeridos
foram resolvidos em eletroforese em gel de agarose 1% em tampédo TBE
(89 mM Tris base, 89 mM Acido bérico e 2mM EDTA) a 5 volts/cm.

Apos a eletroforese, o gel foi submetido a incubagdes em
solucdes depurinizante (HCI 250mM) por 10 min, desnaturante (NaCl
1,5M e NaOH 0,5M) por 25 min e neutralizante (NaCl 1,5M e Tri-HCI
0,5M; pH ajustado para 7,5) por 30 min, intercalando-se lavagens com
agua ultra pura em cada etapa, visando facilitar a transferéncia do
material para a membrana. O DNA foi transferido por capilaridade para
uma membrana de nylon conforme protocolo padrdo (SAMBROOK;
RUSSEL, 2001). Apds, a membrana foi fixada através de luz
ultravioleta (Energia 1.200J) em um aparato UV Cross Linker® (GE
Healthcare) e mantida durante 1 hora a 42°C em tampé&o de hibridizagéo
(05 M NaCl, 5% agente blogueador diluido em ECL Gold
Hybridization Buffer®) (GE Healthcare).

A sonda correspondente ao maior fragmento amplificado para
sialidase de cada cepa, foi marcada através do kit ECL Direct Nucleic
Acid Labelling and Detection System® (GE Healthcare) conforme
especificacdes do fabricante e adicionada a membrana, permanecendo
16 horas a 42°C sob agitacdo suave. As membranas foram entdo lavadas
trés vezes por 20 min em solucdo de lavagem primaria a 42°C (SSC
0,5X, 0,4% SDS, 6 M Uréia) e duas vezes de cinco min em solucdo de
lavagem secundéria (SSC 2X). Em seguida, a deteccdo foi realizada
através da adicdo do reagente ECL sobre a membrana durante 1 min
seguido de exposicdo a um filme radiografico para deteccdo de
quimioluminescéncia, utilizando o processador de filmes SRX-101A
(Konica Minolta Medical & Graphic, INC).
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4.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.2.1 Obtencéo e analise comparativa das sequéncias génicas

Utilizamos dados oriundos do National Center for
Biotechnology Information (2010) para obter as sequéncias génicas
correspondentes a gp82 e a gp85 de T. cruzi, bem como as sequéncias
relacionadas (sequéncias com alta similaridade a gp82 e/ou gp85 e que
estdo anotadas como TS). Foram obtidas 21 sequéncias anotadas como
gp82 de T. cruzi e 125 sequéncias relacionadas ndo redundantes. Com
relagdo a gp85, obteve-se 17 sequéncias especificamente anotadas e 320
sequéncias relacionadas ndo redundantes.

Apesar dos grupos da superfamilia das TS serem bem
caracterizados (COLLI, 1993; CROSS; TAKLE, 1993; SCHENKMAN
et al., 1994) e somente um dos grupos corresponde a proteinas TS
ativas, a maioria dos membros desta familia génica esta anotada no
banco de dados publico como TS (FREITAS et al.,, 2011). Isso
consequentemente  dificulta a caracterizagdo  adequada  das
glicoproteinas.

As sequéncias de T. cruzi obtidas foram traduzidas na fase
correta de leitura, sendo realizado um alinhamento através do programa
CLUSTAL W visualizado através do programa Bioedit®. Inicialmente,
buscou-se nas sequéncias os dominios caracteristicos do grupo Il da
superfamilia das TS de T. cruzi. Além disso, procuramos pela presenca
ou auséncia de peptideo sinal e sitios de ancoramento a GPI.

As sequéncias que ndo apresentavam 0s dominios e/ou eram
muito divergentes foram excluidas. Os resultados dos alinhamentos e da
caracterizacdo de algumas das sequéncias analisadas referentes ao grupo
Il da superfamilia das TS de T. cruzi, mais especificamente a gp82 e
gp85, encontram-se nas Figuras 6 e 7, respectivamente. Existem
diferentes genes que codificam para estas proteinas e eles apresentam
variagBes em suas sequéncias. Esta variabilidade e a auséncia de regiGes
exclusivamente conservadas dificultam o processo de anotacdo destes
genes em gp82 ou gp8>5.
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Figura 6. Alinhamento parcial das sequéncias aminoacidicas de
gp82 de Trypanosoma cruzi oriundas do National Center for
Biotechnology Information (2010). Os espacos sdo indicados por tracos.
A caixa vermelha aberta indica 0 motivo ASP (SXDxGxTW) e a caixa
azul o motivo subterminal (VTVXNVXLYNR). As sequéncias estdo
apresentadas apenas em partes para uma melhor visualizacdo.
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Figura 7. Alinhamento parcial das sequéncias aminoacidicas de
gp85 de Trypanosoma cruzi oriundas do National Center for
Biotechnology Information (2010). Os espacos sdo indicados por tracos.
A caixa vermelha aberta indica 0 motivo ASP (SXDxGXxTW) e a caixa
azul o motivo subterminal (VTVXNVXLYNR). As sequéncias estdo
apresentadas apenas em partes para uma melhor visualizagéo.

A similaridade entre gp82 e gp85 de T. cruzi pode ser também
visualizada a partir do alinhamento de sequéncias nucleotidicas (Figura
8), com 71,8% de similaridade. Devido a esta alta similaridade entre as
sequéncias, resolvemos analisa-las conjuntamente em relacdo ao T.
rangeli, uma vez que as principais modificacdes com relagdo a estas
ocorrem nas regides ndo traduzidas (UTR) 3’ e 5°, sendo as regides
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centrais muito similares. Para realizar a comparagdo com 0 banco de
dados genbmico da cepa  SC-58 do T. rangeli
(http://www.rangeli.Incc.br), selecionou-se apenas uma sequéncia
representativa de gp82 (EF154827.1) e uma de gp85 (M64836.1) de T.
cruzi.

Inimeros contigs (juncdo de varios reads) foram identificados
com alta similaridade as sequéncias de gp82 e/ou gp85 de T. cruzi. As
sequéncias nucleotidicas obtidas foram organizadas de acordo com as
ORFs e em orientacdo +1. Todas as sequéncias foram entdo alinhadas,
incluindo nas analises as sequéncias representativas das gp82 e gp85 de
T. cruzi, bem como as sequéncias descritas por Pend e colaboradores
(2009). Eles descreveram uma copia génica truncada em T. rangeli que
pertence ao grupo Il da superfamilia das TS, que nomearam como TrGP.
Neste trabalho, também confirmaram que a TrGP é uma familia
multigénica que compartilha muitas das caracteristicas com a gp85/TS
de T. cruzi.
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qp82 1 ATGCTCTCACGTGTTGCTGCAGTGATRGCACCCCRCACACACAACCRTCACCELGTGACCERATCCAGCGGRAGEAGGABGARGCAGGAGRGAGTGACL 100
PR EEPEEEEEEEE A TEEPEEE T EEEEEE PR T EEEEE PR P PP DT EEREEEEEE T PR

qp8d 1 ATGCTCTCACGTGTTGCTGCAGTGAAGGCACCCCACACACACAACCTTGCCAOGTACCGGRTCCAGCHRAAGGRGGAGGGAACGRAGAGAGACTGAGC 100

qpb2 101 GGCAGRGGCCCAACATGICCCGCCTGTGITTGATTCCACGATTICTGCTGCTCCTCRTCACGACG - ATETGCTCGACACCTGCGGRGCTGCAGCTEL 197
T THTEEEEEEEEEEEEEEEEE s EEE e PR T EEREE T T T EEREEF PP T TR T

qp8d 101 CGCAGRGCGCCRACATGTCCCGECGTGTGITTACTICCGCEGCGCTGCACCTCCTCETCRTCATETGEATGTGCTGCGGCCCCTGTGRAGCTACGRCCEC 200

qpb2 198 AAAGGAGAATGATGGCRAAAGTGATTTAAGAAGTGCTGAGGAACTGCARTGGGTCARTCTATT TGTGCCGCAGACGACGCCGGTTCTGCCAGRAGRTGRA 297
[ochel e T T T Binm R R R PT

qp8d 201 ATCGACGGGTGA-GRATTCAGTGAAT------ GCGOGGCAG--CCACAGAGATTTGRICTATTTGTGCCGCAGRRGACGRTGTTECTTCCRGAGGTERA 291

qp82 298 GGTACTCCAGGGACCAAAAGGGATGCATTTGTTTCACCCTCTCTTGTCAGTGCTGRTGRACTACTIGCTECTTTTGCCAGRGGCGRARTAGATGCCCRAT 397
A R A A AT A P P P P

qp83 292 GGTAATTCAGRRAAGAAGTGGGRTTCATTTGCTTICACCCTCTCTTGTCAGTGCTGRTGRCCTRATTGCTGCCTTCACCERAGGTCACCTGRGCTCCARRE 391

82 398 ATGCCGTTGATGGTARATTAATTAAGCCGACTTCTTCTGCTGTTGTTGCGRAGTACATTGACTCTTCCTGRCATTGRI TCACTCTTGTTGARAAGETCAE 497
[l TE TR AT LT T TEEEE PR TR EEEEE PP TEEE PR T

85 392 ATAAAGATAAT---ARATCAACTGAGCC--CT-CTTCTGATGCAGTTGCTTGGTACATTGACTCTGOGTGGGRATGRTCCACTCTIGTTGGIGAGRICAR 485

82 498 TGAAAGTACATGGAAGGCATACACCGTGCTTAGTARAGCEGAGGEARAGGREARTT TGRATTTGTGCTCAGCCCCACAACRACCATGRAGCECAATAAG 597
FPHHEPPEEE T EETEEEPEEEEE T EE PP TEPEEE e FEETEEPEEEEEEEATEEPEREE PR EEEE T

85 486 TAAAAGTACATGGCARGCACACACCGTGCTTGRTARAGTGGATGGARAGGAGCGTTTIGATGT TGTGCTCCGCCCCACAACCACCACGRAGGACAATAAG 585

82 598 GIGTTTCTTCTTGTGEGAAGCTATGACATGCTCART GARAGTGOGATT TGGARACGGGACAGCCCEATCTCARACTGRTTGTGERTGAGCTCACGRACL 697
R E s R AR e A A e A A i

85 586 GIGTTTCTICTTGCGEGAAGCTCTGTTGCGTCCAATGTARATGGGAGT TGGAGTCATERCGECTIGAAACTGARACTAGT TG TGEGTGATGICAGGRAGL 685

82 698 CTTCTGCGGECO6CEAGCCCARTCERTCERTCACGTGR06--RACACCCA-CATCGTTARACCAGACTACT TTARAGRTACCGARAGCTGGATTGARGEE 794
(R T R AR P LA P N P I P L P P | P PP Y PP A PP TR

85 686 CTAC---GGACAGCGAGCAGAGTGETCGEATCRATTGRGGCGAAGTCCARTCACCRTTGRACGAGARCTCTGGAGCTGITCAAGARAGARAATTGACGGC 762

qpb2 795 TTTTTATICTTCTGGIGGCTCAGGTGITCTGRTGGAGGATGGCACCATTGTGTTICCTGTIGATTGCGT TTARTGCAGGRRATGCCGGTTTCTCCACGACC 894
N R e e e e

qp85 783 GITTGITGCTTCCOGTGGCGCAGGICTTCTGATGCAGGRTGGCACCATTGTGTTTICTCTGRTGRCGACGAATCARGAAGRAGRCCTTTACTCCATGATT 862

82 895 ATTTACTCGACGGACGACGECGCARACTGRATGCTTTCCARTGERACGCCACCTCCTGARTGCCTTGRACCCOGCATCACAGRGTGREAGREATCACTIC 994
A e A TR R e e e L e L A A R SRR AR AR AR

85 863 ATTTACTCGAAGGACGACGGCAGTACCTGGGCGCTCTCARACAGTGTTICTTCTGCCARATGCGTTAACCCCCCATCACCRAGTGRGAGGGATCACTTC 982

82 995 CCATGATTGTTGACTGTGTGEATGRCCAGACAGTCTACGAGTCECGTGACATREGGACRACGTGRACGCAGRCTETCRGACACTTICAGGCGTETGREC 1094
EETTEEPEEE T PEEEE o T PP PR EEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEEE FEEEEEE EEE e EFTTET

o83 983 TCATGATTGTTGACTGCGAGGATGAACAGAAGGTGTACGTGTCGCGTGACATGGGEACAACRTGGACEGAGGCAGTCGRGARACTCTTGRECGTGTIGRGT 1082

qp8? 1095 CAARTCACARTC---RTTCTTTCGGGRTCTGRACTTGCGTGTGERTGCCCTCATCRCOGCGACCATTGAGGGRAGGARGGTCATGCTGTACACACAGAGA 1191

e N A A A R R
qp8d 1083 CAACTCAGGATCGGGAGCCTCTCAGGATTCAAGCCTGCATGTGGATGCCCTCATCACCGCGACCATTGRGGGARGGAGGRTCATGCTGTACACTCAGRGA 1182
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gpb2 1192 GGGTACGCCTCGR6EEAGAAACGGGTCRATCCCTCTACCTTTGRGTCACGGACARCAACCCTCGTTTTATTTTGGACCGATTGCCATGRGCAATGCTG 1291
LT TEETTEEEE TEEE PP EEEEEEEEEETEEEEREEEEEEEEEEEEE T FEEREEE PR T EEEE T

qpbd 1183 GGGRACTCCTTGG66EA-ARACG--CCAATCCGCTCTACCTTTGRGTCACGGACRACAACCGCTCATTTCATGTTGEACCGETTGRCATGRACAATGCTG 1279

qp82 1292 CGARTTCGATGTTCGICAGCAGCCTGCTGTACTCOGATRGAGTTTGCATCTTTTACRACGEAGGGCCRACGATARAGGCAGTGICRTTICACTTGCCCG 1391
I AR A s A niE

gpbd 1280 AAARGGAGGAGCTTGAGAGCGCACTGCTGTACTCOGATGRCAAGTTGCATCTTTTACRACGGRGGGTCRGTCATGAAGGCAGTGTCATTICACTITCCCG 1379

qpb2 1392 CCTGRCCGAGGAGCTGAAGACGATCARGTCCGTCCTCAGCACTTGRTCARRGCTGGRTGCCTCCTTCTCOGCTICTTCCACACCCACGRCTRRTCTGRTT 1491
A e A A S P TR R

qpbd 1380  CCTGRCGGAGGAACTGAAGGRARTTGRGTCCATCCTCAGTACTTGRGCECARRAGGACATTTICTTCTCCAGCTTGTCTATACCCACGBCREGTCTRTG 1479

qp2 1492 GGACTCCTGTCCAATTCGGCCAGCERTGACGCGTGGATCGACGATTACCETTCCETGRRTGCARRGRTCRTGRATGCGGTGRAGGTCCATGACGRGTTCA 1591
Ll L FEEEE TR E L e T L TR PR PR T T EEEREE PP T

85 1480 GCAGTTTTGTCCGATGCOGCCOCAGATEOGAGETRAACGACGAGTACCTTTGCCTCARTGCAACGGTTAAGART GCOGTARAGGTCARAGATGRGITTC 1579

qpb2 1592 AATTCACGGGGTTT6ETTCCEOGGCRTATGRCCTGTGRACAATCGGGAGAGCAATGOGCCGCACACTTTTGTARATTACRATTTCACICTTGTGECGAC 1691
FELTTEEAT e LT FEEE T TEEEEE PR LT T T LT FETE T

85 1580 AGTTGACGGAGTCTAACTCCAGGTACTATGETCTGTIGAACACTCGGRACRATART TTGCGGCATGTGTTT TIGAGCCACGACTTCACAGTTGTGECGAC 1679

qpb2 1692 GGTGRTCGTCCACARAGTTCCGRAGAACAGCACTACTTTGCTGGECGCGRTGCTGRCCGRACCCATCAGCACGCTCTTCATTG66 -CTGTCGTACGGCAC 1790
RN IA e IR e L P P PP A A L R T

85 1680 GGTGATCATCCARAATGTTCCGAGTGGARARCTTCTCTACTGACTGCGACTTT6GC - GARTACTGAGTCCAATTATACCATGGGACTGTCATATACCEC 1778

qpb2 1791 GGACGGTACGTGGGAGACAGTGTTCAACGGCGAGA---=-- CRACGACATCAGGCAGCACCTGGATGCCGGEGARAGRATACCRGGTGECGCTCATGCTG 1884
AR I A AR e

85 1779 GGATAACAAATGGGAGACGRTATTCARRGGCGATAAAARACCAACAACCGRARGCAGGCCTTGOGAGCCRAAGRAAGRATACCAGGTGGCACTCATGCTC 1878

qpb2 1885 CAGGRCGGCAACAAGGGCTCAGTCTACGTGGATGRTATGAGTGTGRGGACCTTGGCEACCTTACCGACRCCTAGGTCEGGGERCTGARRTCGCGEACT 1984
IR AR A T P Py PR AR PP IR A A A P P L P A

85 1879 CA---AGGCAARAGGCCTCTGTGTACRTTGATGGCCGRTCGCTGGROCARGCAGAAGCGCTGCTAACA ---GATGAGRGTCACTIGAGTTTGIGCACT 1972

qpb2 1985 TCTACTTTGTGGGC6-GCGRAGACGAGGAAGATARARAGAGCAGC --=====-- AGTGTGACGGTGAAGRRCGTCTTCTTGTACRACCGCCCACTGRET 2073
e AR I Lo lEETEE L EEEE T FEEEEEEER T

85 1973 TCT6CTTT6-GT6C6TGCGTTCAGGAGTCAAGTCCRACG-GCCOCCCAGRARACTARGGTGACGRT TACGAACGTCTTTCTGTACAACCGCCCACTGAAT 2070

qp82 2074 GCTGRTGARCTARGRATGGTCAAGRRRATTGACGGCTCCATGCATGRGGGCGTGTCTCGRGCGCTGCTGCTGCTGCTGE66CTCTGO66CTTTBCR6CCC 2173
e T (L P TYY Y Y Y 1 1 Y P PO O Y Y PO 1 PP l

85 2071 TCCACTGAGATGCGTGCARTCAAGGACA-----GGATCCCCATICCGARGAGRGGCCOGEGATCACAGGTGGACGGTGERACGGARAGGAGRCATATCCC 2165

qp82 274 TITACT 2179
(e

o83 2166 TCGGAT 2171

Figura 8. Alinhamento das sequéncias nucleotidicas de gp82
(EF154827.1) e gp85 (M64836.1) de Trypanosoma cruzi utilizando o
programa Pairwise Sequence Alignment. Os pontos entre as sequencias

indicam nucleotideos diferentes e os tracos indicam nucleotideos iguais.
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Quando comparamos cada uma das sequéncias com relacdo aos
dados de T. rangeli, observa-se que na maioria das vezes 0s mesmos
contigs apresentavam similaridade com as duas glicoproteinas de T.
cruzi - gp82 e gp85. Cerca de 84,62% das sequéncias similares a gp82
de T. cruzi eram também similares a gp85 de T. cruzi. Assim como,
entre as sequéncias similares a gp85 de T. cruzi, 68,75% eram também
similares a gp82 de T. cruzi, refor¢ando a dificuldade de distin¢do entre
as duas glicoproteinas, como ocorre na anotagao nos bancos de dados.

Nas sequéncias aminoacidicas identificadas em T. rangeli
buscou-se dominios conservados caracteristicos do grupo Il das TS,
presenca ou auséncia de peptideo sinal e possiveis sitios de ancoramento
a GPl. Apo6s as analises, descartamos as sequéncias que ndo se
enquadravam nos requisitos acima (presenca dos dominios conservados
- Asp e subterminal). No final, foram identificadas oito ORFs referentes
a sequéncias de T. rangeli similares as glicoproteinas do grupo Il das TS
de T. cruzi. Os resultados encontram-se na Tabela 2.

Tabela 2. Comparacdo dos dominios conservados, presenga ou auséncia
de peptideo sinal e possiveis sitios de ancoramento a GPI ente as
sialidases do grupo Il de Trypanosoma rangeli, gp82 (EF154827.1) e
gp85 (M64836.1) de Trypanosoma cruzi. P: presenca. A: auséncia.

Sequéncias Dominio Asp Dominio subterminal

aminoacidicas Peptideo| Ancoramento
T.rangeli e Conservado | Degenerado | Conservado | Degenerado sinal aGPl
T. cruzi
1 -

Tr_Contig00819
Tr_Contig03914
Tr_Contig01808
Tr_Contig00323
Tr_Contig00118
Tr_Contig03988
Tr_Contig01543
TrGP-4*
Tc_gp82
Tc_gP85
* Sequéncia descrita por Pend et al., 2009.
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Como podemos observar, ha alguns contigs que ndo apresentam
o0 dominio subterminal caracteristico desta familia génica. Este dominio
€ uma assinatura da familia das TS. No estudo descrito por Freitas e
colaboradores (2011), o motivo VTVXNVXLYNR foi encontrado em
apenas 328 das 508 sequéncias de TS utilizadas. Eles verificaram que
159 destas sequéncias tinham uma versdo degenerada deste motivo.
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Além disso, eles concluiram que 487 (96%) dos membros da
superfamilia das TS tem a forma canénica ou degenerada do motivo
VTVXNVXLYNR. As sequéncias restantes ndo contém este motivo pois
tem uma regido C-terminal truncada resultante de cédons de terminacéao
prematuros e/ou alteracdo da fase de leitura.

Em relagdo aos dominios Asp (SxDxGxTW), algumas
sequéncias de T. rangeli apresentaram degeneracfes, com a troca do
aminoacido Treonina (T) por Asparagina (N) e/ou Lisina (K). Nos
contigs 03914, 01808, 03988, na TrGP-4 e na sequéncia da gp82, o
dominio Asp degenerado teve a substituicio de Treonina por
Asparagina. No contig 00118, a Treonina foi substituida por Lisina e no
contig 323 observamos os dois dominios Asp degenerados. Em um
deles, a Treonina foi substituida por Asparagina e em outro por Lisina.

De maneira geral, verificamos que as substituicdes no dominio
Asp ocorreram no aminodcido Treonina, o qual é classificado como
polar neutro. O grupo R desse aminoacido € mais sollvel em agua ou
mais hidrofilico do que os aminoacidos ndo polares, pois contem um
grupo funcional que forma pontes de hidrogénio com a agua. O
grupamento hidroxil da Treonina contribui para sua polaridade
(LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Quanto aos possiveis
substituintes encontrados, verificamos que a Asparagina enquadra-se no
mesmo grupo da Treonina, ou seja, € um aminoacido polar neutro, o
qual difere da Lisina, que é classificada como sendo um aminoacido
com grupo R carregado positivamente (basico). Os grupamentos R mais
hidrofilicos sdo dos carregados positivamente ou negativamente. A
Lisina tem um segundo grupamento amino primario na posicdo ¢ de sua
cadeia alifatica (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). Nos contigs
onde ocorreram as substituicbes de Treonina por Asparagina,
acreditamos que ndo haja modificagdes significativas na funcionalidade
da proteina. Nos que ocorreram substituicdo de Treonina por Lisina
podem ocorrer modificacdes. Porém, em virtude de ambos serem
aminoacidos hidrofilicos, talvez essas modificacdes ndo incorram em
alterac@es de funcionalidade.

Quanto as sequéncias onde observou-se o dominio subterminal
degenerado (VTVXNVXLYNR), verificamos que na sequéncia TrGP-4,
a primeira Valina (V) foi substituida por Alanina (A). No contig 00118,
a Treonina foi substituida por acido glutdmico (E). Nos contigs 01808 e
01543, ocorreu a substituicdo da primeira Asparagina por Lisina e
Serina (S), respectivamente.

A Valina tem um grupo R alifatico, apolar. Este é um
aminoacido hidrofébico. A cadeia lateral da Valina tende a se agrupar
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dentro da proteina, estabilizando a estrutura proteica por meio de
interacdes hidrofébicas (LEHNINGER; NELSON; COX, 2005). O
substituinte encontrado, Alanina, pertence ao mesmo grupo. Portanto,
acreditamos que esta substituicdo ndo acarrete em modificagcdes
significativas. No contig 00118, temos um aminodcido polar neutro
sendo substituido por um aminodcido com grupo R carregado
negativamente (&cido). O que pode acarretar em modificagdo de funcéo.
No contig 01808, ocorreu a substituicdo de Asparagina por Lisina. A
Asparagina ¢ um aminoéacido polar neutro e a Lisina € m aminoacido
com grupo R carregado positivamente (basico). Quanto a substituicdo de
Asparagina por Serina, no contig 1543, ambos sdo aminoéacidos
pertencentes a0 mesmo grupo.

Além das analises apresentadas, resolvemos analisar cada uma
das sequéncias aminoacidicas referentes aos contigs com relagdo a
identidade e similaridade com as sequéncias de gp82 e gp85 de T. cruzi.
Os resultados encontrados sdo apresentados na Tabela 3.

Tabela 3. Identidade e similaridade das sequéncias aminoacidicas das
sialidases do grupo Il de Trypanosoma rangeli em relacdo a gp82
(EF154827.1) e gp85 (M64836.1) de Trypanosoma cruzi.

T. cruzi
Sequéncias Tamanho da

. gp82 (726 aminoéacidos) | gp85 (714 aminoacidos) i
aminoécidicas proteina

i ldentidade | Similaridade | ldentidade | Similaridade .
de T. rangeli (aminoéacidos)
(%) (%) (%) (%)

Contig 00819 51,5 62,7 43,7 58,9 516
Contig 03914 52,3 66,4 49,0 63,1 336
Contig 01808 474 58,6 42,7 56,5 691
Contig 00323 46,8 58,4 421 57,0 733
Contig 00118 49,5 61,1 44,6 58,8 782
Contig 03988 46,4 57,9 43,0 58,2 491
Contig 01543 46,7 58,9 41,5 55,0 681

TrGP-4* 46,6 58,9 40,5 56,7 760

* Sequéncia descrita por Pena et al., 2009.

Os resultados de identidade e similaridade com relacdo as
sequéncias de T. cruzi corroboram com os resultados de Pend e
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colaboradores (2009) que verificaram 43-48% de identidade e 57-63%
(TrGP-3 e TrGP-4) de similaridade em relagdo aos membros do grupo Il
da superfamilia das TS de T. cruzi.

Uma vez que o genoma do T. rangeli ainda néo esta disponivel,
a analise por estratégias de sequenciamento pode gerar informacdes
valiosas sobre as familias multigénicas que codificam antigenos de
superficie (PENA et al., 2009). Assim, para tentar identificar um
numero maior de sequéncias do grupo Il das TS em T. rangeli uma nova
estratégia foi baseada em PCR. Como ja citado anteriormente, devido a
alta similaridade entre a gp82 e a gp85 de T. cruzi e devido a dificuldade
em identificar corretamente cada uma das sialidases do grupo Il em T.
rangeli, decidimos desenhar iniciadores conservados que fossem
capazes de identificar ambos os genes em T. rangeli. Para tal, utilizamos
a sequéncia do contig 01808 de T. rangeli como modelo para o desenho
dos iniciadores (Figura 9). Os iniciadores desenhados foram entdo
comparados as outras sequéncias e nos locais onde havia algum
nucleotideo diferente foram adicionadas degeneracfes. Os iniciadores
desenhados encontram-se na Figura 10.
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1 “AGC GIC CTTTICICAG g TTTTGATATGCTGCGGCGGTATGG
! M C R /' L L I L / L L I C C M

ELS N CGTACAGCATCTTTAACACGACCATTCARGAGGGGCATATGTCCCTCGTG AGATATGCGCCCCGACCCAFAAFAATTGLAAAG GCAACACTGTTCTCCT]

1001

1101

1301

1401
BECIAN A CCCGAGCGCTTCTTTGCTGGETGCGGGCCTGGAGGACAATAAARAACACGAC GTTTGTGGGGCTGTFLTAFA
1701

1801

2001

Figura 9. Sequéncia nucleotidica e aminoacidica completa da ORF
identificada no contig 01808 de Trypanosoma rangeli.
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Foram testadas diferentes combinacdes de oito iniciadores para
a amplificagéo das sialidases do grupo Il a partir de duas cepas distintas
de T. rangeli (Choachi e SC-58). Como todas as combinagfes
resultaram em amplificacdo de tamanho compativel com o esperado
tedrico, optou-se por tentar amplificar apenas o fragmento de maior
tamanho que englobaria todas as combinagfes. A reacdo contendo 0s
iniciadores 1808F1 e R9.1, resultou na amplificacdo de um fragmento
com aproximadamente 1.632 pb tanto para a cepa Choachi (Figura 11)
guanto para a SC-58.

PPM 1 2

Figura 11. Eletroforese em gel de agarose a 1% corado pelo brometo de
etideo mostrando o produto de amplificacdo de 1.632 pb correspondente
a regido central da glicoproteina de Trypanosoma rangeli similar ao
grupo Il das TS de Trypanosoma cruzi. PPM: Padrdo de Tamanho
Molecular (fago lambda/Hindlll e EcoRlI). 1: amostra positiva refente a
cepa Choachi. 2: controle negativo (sem adicéo de DNA).

Ap6s clonagem, foram sequenciados 36 clones referentes a
regido central para a cepa Choachi e 49 clones para a cepa SC-58. Ao
final, 20 sequéncias ndo redundantes referentes a regido central de 1.632
pb foram obtidas para a cepa Choachi e 21 sequéncias para a cepa SC-
58.

A partir da andlise do alinhamento das sequéncias de T. cruzi e
T. rangeli, verificamos que as regides 3’ e 5’ dos genes das sialidases do
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grupo Il eram muito divergentes. Desta forma, decidimos amplifica-las
através de RT-PCR. A PCR com a combinacéo dos iniciadores anchor e
F9.1, anchor e F8.2 e anchor e F1.4 resultou em fragmentos de
aproximadamente 300-500 pb, 550-750 pb, 1400-1900 pb,
respectivamente. Estes foram excisados do gel de agarose, purificados,
clonados e posteriormente sequenciados. Foram obtidas quatro
sequéncias referentes a cepa Choachi e duas sequéncias referentes a
cepa SC-58 que apresentaram similaridade com a por¢do 3" da ORF do
contig 01808. As demais sequéncias obtidas apresentaram similaridade
com outros genes e ndo constam neste estudo.

No intuito de obter sequéncias similares as da porgdo 5’ da ORF
do contig 01808, o mesmo procedimento citado acima foi realizado,
com algumas modificagdes. Na RT utilizamos o iniciador OligodT-
Anchor, R8.1 ou R9.1. Na PCR utilizamos os sequintes pares de
iniciadores: ME-L e 1808R1 ou ME-L e R1.3, os quais geraram
fragmentos de 400-600 pb e 930-1.200 pb, respectivamente. Foram
obtidas 15 sequéncias referentes a cepa Choachi e 16 sequéncias
referentes a cepa SC-58 que apresentaram similaridade com a porgéo
5°da ORF do contig 1808.

Ap6s obtencdo de todas estas sequéncias, analisamos todas
conjuntamente (de acordo com as respectivas cepas) através do pacote
Phred/Phrap/Consed (http://www.phrap.org) (EWING et al., 1998;
EWING; GREEN, 1998). Além disso, as sequéncias obtidas também
foram agrupadas utilizando-se o programa CAP3 no intuito de obter
sequéncias consensos referentes a ORFs completas. Por fim, realizamos
a analise das sequéncias deduzidas de aminoacidos dos genes das
sialidases do grupo Il de T. rangeli.

Ap0bs o agrupamento das sequéncias obtidas para as sialidades
do grupo Il de T. rangeli cepa Choachi foi possivel encontrar sequéncias
de aproximadamente 1.680 nucleotideos e inlmeras outras sequéncias
com tamanhos menores. As sequéncias menores eram basicamente
correspondentes as regides 3’ ¢ 5’ da ORF. Todas as sequéncias foram
alinhadas com o contig 01808 (Figura 12).

O mesmo foi realizado com as sequéncias da cepa SC-58, sendo
gue para esta encontramos um agrupamento com 2.365 pb
correspondente a um gene completo de TS. Foram realizadas as mesmas
andlises reportadas para a cepa Choachi e os resultados encontram-se na
Figura 13.

Noventa por cento das sequéncias referentes a cepa Choachi
apresentaram dois motivos Asp, sendo que apenas uma sequéncia (10%)
apresentou apenas um motivo. Em relacdo as sequéncias da cepa SC-58


http://www.phrap.org/
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verificou-se que todas apresentavam dois motivos Asp. Estes dados
estdo de acordo com os apresentados por Freitas e colaboradores (2011)
para T. cruzi, quando apontam que as TS do grupo Il podem apresentar
de nenhum a trés motivos Asp.

Com relacdo a sequéncia completa obtida para a cepa SC-58
(Figura 14) verificou-se que esta apresenta um Gnico motivo Asp € um
motivo subterminal. O motivo Asp é denegerado nesta cepa, havendo
auséncia do aminoacido glicina (G). Estes dados corroboram os
descritos por Grisard e colaboradores (2010) que apontaram
variabilidade nos motivos Asp nos genes com similaridade a gp82 e a
gp85 de T. cruzi, incluindo-se a auséncia de glicina no motivo
degenerado (SKDAKTW). Além disso, entre as sequéncias de TS
obtidas, foi observado uma coOpia completa do elemento Fn3
subterminal.
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MREQRHMPNMCRHPFSFSVLLILCVLLICCGGMAVHAKGNEPKEVQLPEAVDLEVLHRTS

VERQGQGQTMDSFAFPSLASAGEVLVALAEGHT-FQHVNQK-QDFVTDADVVAGY IDSAE
—————————————— FPSLASAGGVLVALAEGNTDFQEAQQE-KRWVTYADVVAGYIDSAK
RRLCSRRHGGAGIDFPSLASAGGVLVALAEGHT-FQRVDQK-EDLVTIDTDVVIGYIDSAE
77777777777777 FPSLASAGGVLVALAEGHT-FQRVDQK-EDLVIDTDVVIGYIDSAE
—FPSLASAGGVLVALAEGNIFFPPTHQRE-QTWVTYADVVAGYTIDSARE
—FPSLASAGGVLVAVAEGHTDYTSPHHE-YVLAHYNDIVAGYTIDSARE
—FPSLASAGGVLVALAEGHT-FQRVDQK-EDLVTDTDVVTGYIDSARE
—FPSLASAGGVLVALAEGHT-FQRVDQK-EDLVTDTDVVTGYIDSAE
—RFPSLASAGGVLVALAEGHI-FQRVNQE-DDLITDADIVAGYVDSAE
——FPSLASAGGVLVALAEGSTDYMDPDRE-YALANYSDVVAGYVDSAE
777777777777777777 ASAGGVLVALAEGH IDYTDNLQRGE DWLNFADVVAGHIKAAE

Kk ok kokk ks hokk : .. Hrkakar tky

SWSSFVAKVRANKLEAYSIFNTTIQEGHMSLVRYAPRPTTIAKGNTVLLFVGGHQSKYDS
SWPSFVAEVRANDWEKAHS IFNTSVQEEHNGS LRYVYKPTTISKGNKVFLLVGGPHHKYDS
SWSSFVAKVRANEWRVHS ILNTIMQQERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYNS
SWSSFVAKVRANEWRVHS ILNTIMQQERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYNS
SWSSFVAKVRANVWKAHS T INTTMQQEHMSRVGRVLKPTTI SKGDKVLLLVGYSYQKYDS
SWSSFVAKVRANEWRVHS IFNITMQEEHETIRVRYAPRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYNS
SWSSFVAKVRANEWRVHS IYSTVMRQERMPLVRYASLPTTIAKDNKVFLEVGGYYQKYDS
SWSSFVAKVRANEWRVHS ILNTIMQQERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYNS
SWSSFVAKVRANEWRVHS ILNTIMQQERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYNS
SWSSFVAKARANESKAYSIFSTTIQEEHETHVRYALRPTIVAKGNKVFLLVGYYYRKYDS
SW5 SLVAEV'NATTWEVRGVTSRTNQVN— ——-RVGIASFPTTIAKDKKVFLLVGSYDRTFKE
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SSKKWIRSSEGLDLFVGEATQDKVIQWGEPTSLWQQIKPSAKQRGLDQFVGGEGGSGVVME
SSKKWIKSSRHFDLLVGETTQDKVIQWGKPTSLWPQIKPSAKQRGLKQLLGGGGSGVVME
SSREWVEF SQGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGG3GVVMG
SSREWVEF SQGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLEEF IGGGGSGVVME
S5KKWIAPSEGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVMG
S5RKWVEF 5QGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLWPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGAVMG
SS5KKWVES 5QGFDLLVGEATQDKVIQWGEPASLWPQIEPTAKQRGLKEF IGGGGSGVVME
SSREWVEF SQGLDLLVGEATQDKVIQWGRPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVME
SSRKWVEF SQGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLEKEF IGGGGIGVVMG
SSKKWTKSSYGCLDLLMGEATQDKVIQWSEPTSLLPQIEPSAKQRGLKEFIGGGGIGVVME
HEGYWAADGWDLQLWGEATQDKAI QWGSPTSLLSQIEPSAKQRGVEDFLGCGGSGVVME

sk sk g kkokk kkk | kakk  kkgkpkkkkks  ppak kkhk Ak

DDTLVFPVTAR-GGEKDTVSMITY]
DGTLVFPVTAREGGVNNFVCMITY]
DGTLVFPVTARKTDVIKFVSTIT

DGTLVFPVTARSAEENDIVTMITY
DGTLVFPVTARKTDVIKFVSTIT

DGTLVFPVIARKTDVIKFVSTILY]
DGTLVFPVIARETGVNNEVTMIIYE
DGTLVFPVIARKTDVIKFVSTILY]
DGTLVFPVIARKIDVIKFVSTILY|
DGTLVFPVTAKRRGKG-LVSMITY]
DGTLVFPVVAR-RGEDDLAST IMY

d dekkk k| kg

LPQGMLPAWCTDPLIVEWEQGQLLMVA
LAQGVAHSGCTDPLIVEWERGQLLMVA
LPQGMLPTGCTDELIVEWERGQLLMVA
LAQGMLPTGCTDELIVEWERGQLLMVA
LPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMVA
LPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMVA
LPQGMLPKGCTDPLIVEWEEGQLLMVA
LPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMVA
LPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMVA

KCHSGSKVFESRDMGATH| EAVRTLTRVQPMLLPNTLRTAEGVESLTTAT IAGKKVMLY T
KCNSLSKVFEHSRDMGATR[ GTVRILTRLSLIFLENTFLTADTMESLTTAS IAGKKVMLY T
KCPSGFKVFHSRDMGATH[TKAVRTL TRVRPML LPNYMONDWRMGSL TTAS TAGKKVMLY T
KCHSGSKVFESROMGATH['EAARTLTRVQPMLLPNTLRTAEGVGSL TTAS TAGKKVMLYT
KCHSLSKVFBSRDMGATH['EAVT TLTRVRLMLLPNTLRTAEGVESLTTAS TAGKKVMLY T
KCHSLSKVFHSRDMGATH[ EAVTTLTRVRLMLLPNTLRTAEGVESLTTAS IAGKKVMLY T
KCHSLSKVFHSROMGATH['EAVTTLTRVRLMLLENTLRTAEGVESLTTAS TAGKKVMLYT
KCHSLSKVFESROMGATH['EAVTTLTRVRLMLLENTLRTAEGVGSLTTAS TAGKKVMLY T
KCHSLSKVFESROMGATH[FEAVTTLTRVRLMLLPNTLRTAEGVGSLTTAS TAGKKVMLY T
KEVWLQRCSSRGIWGORGRRLPRTL TRVQPMLLPNTLRTAEGVGVPHHCEHCWKEGHAVH
KCPSGFKVFEAARTLTRVRPMFLPNTL.RIAEGVGSLTTAS TAGKKVALYT
* . . .
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QKGIPPGERVQATALYLWVIDNSRTFRVGPISMDTKP--ILSNTLLYSNDALYLLQERGV
QKGVPPGDTLQTTALYLWVIDNNRTFHVGPISMDTTRNRMTANTLLHYNDALHLLQERAS
ETGIPPGGTLQATALYLWITDNRRTFGVGPISTDTKPMLS--NTLLYSNDALYLLOERSY
QKGVPPGGSLQATALYLWVADNNRTFHVGPISMDT TEAWTSNNTLLYSKDALHLLQERVS
QKRIPPGDTVQATALYLWVIDNNRTFQVGPISMDT TEESTS SNTLLYSNNALYLLQERGY
QKRIPPGDTVQATALYLWVIDNNRTFQVGPISMDT TEESTS SNTLLYSNNALYLLQERGV
QKRIPPGDTVQATALYLWVIDNNRTFQVGPISMDITEESTS SNTLLYSNNALYLLQERGV
OQKRIPPGDTVQATALYLWVIDNNRTFQVGPTSMDT TEESTS SNTLLYSNNALYLLQERGV
QKGIPPGE-TEANMLYLWVIDNNRTFHVGPISMDTTEEITSSNTLLYSNDALHLLQERVS
PERDPPGE-TEANMLYLWVIDNNRTFHVGPTSMDTTEEITS SNTLLYSNDALHLLQERVS
QTGIPPGGSLOATALYLWVTDNNRTFQVGPT SMDT TETWT S SNTLLYSNDALYLLOERGY

FRASSLALAHLTAQLKTITSVLETWAKLDASLSNS SVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDAYR
KTTTGVSLASLTDALKTITSVLETWAKLDASLSNS SVPTAGLVGVLSDASGDGTWSDAYR
FRASSLALASLTAQLKTITSVLETWAKLDASLSNS SVPIAGLVGFLSDASGDGTWNDVYR
RTATGVSLATLTKELKMITSVLETWAKQDSSLSNASYP TAGLVGFLSDASGDGTWSDAYR
FRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWAKLDASLSNASVP TAGLVGFLSGASGDGTWNDAYR
FRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWEKLDASLSNASVP TAGLVGFLSGASGDGTWNDAYR
FRATSLALAPLTDAVRT ITSVMETWEKLDASLSNASVP TAGLVGFLSGASGDGTWNDAYR
FRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWEKLDASLSNASVP TAGLVGFLSGASGDGTWNDAYR
RTATGVSLASLTDAVKTITSVLETWARLDASLSNS SVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDAYR
RTATGVSLASLTDAVKTITSVLETWAKLDASLSNS SVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDAYR
FRASSLFLFSLTDAVKTITSVLETWAKLDASLSNS SVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDAYR

CVDATVANAKKMVEDGFKFTGSESYAMWPVNMRKY HNVHGE VDY SFTLVATVI IDEVENG
CVDATVINATK-VEDGFKFTGSVSYAMWPVNMRKY HNVHGF VNYAFTLVATVTIDEVPNG
CLNATVTNATK-VEGGFKFTGSE SHAMWPVNMRKY HNVHEF VSYKF TLVATVTIDEVPNG
CVDATVTNAKK-VEDGFKFTGPESYAMWPVNMRKY HNVHGF VDYAF TLVATVI IDEVPKE
CVDATVTNATK-AEDGFKFTGSESYAMWEVNMWKY HNVHSE VNYAF TLVATVT IDEVPNG
CVDATVTNATK-AEDGFKFTGSESYAMWEVNMWKY HNVHSE VNYAF TLVATVT IDEVPNG
CVDATVTNATK-AEDGFKFTGSESYAMWEVNMWKYHNVHSEF VNYAF TLVATVT IDEVENG
CVDATVTNATK-AEDGFKFTGSESYAMWHVNMRKY HNVHSEVSYKF TLVATVT IDEVENG
CVDATVINATK-VEDGFKFTGSESYAMWHVNMRKY HNVHSFVDYAFTLVATVTIDEVPNG
CVDATVINATK-VEDGFKFTGSESYAMWHVNMRKY HNVHSFVSYKFTLVATVTIDEVPNG
CLNATVTNATK-VEDGFKFTGPESYAMWPVNMRKYHNVHSFVSYKF TLVATVT IDEVPNG

SASLLGAGLEDNKNTTFVGLSYTTEKQWEAVFKGTPTR-SKIAWEVGKEYQVALVLQGNK
SAPLLDTSLEDNENTTFVGLSYTTEKRWETVFNGTPTR-SEITWEVGKAYQVALVLRYNE
SAFLLGAGLEDNENTMFVGLSYTTDKQWGIVENGITTTRSNITWEPGKEYQVALVLRHNE
SAPLLGAGVRGNQNTKFVGLSYTTKKRWETVENGMTTT-ENSTWGVRKQCOVAFVLEGNE
SAPLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVFNGTATI-SE ITWEWGKEYQVALVLQGND
SAPLLGASLEDNENTKFVGLSYTLANEWETVENGMITI-SEITWEVGKEYQVALVLQGND
SAPLLGASLEDNENTKFVGLSYTLANEWETVENGMITI-SEITWEVGKEYQVALVLQGND
SASLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVENGTPTI-SKITWELGKQYQVALMLQGNY
SAPLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVENGTATI-SEITWEVGKEYQVTLVLQGND
SASLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVFNGTPTI-SKITWELGKQYQVALMLQGNY
SAPLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVENGTATI-SE ITWEVGKEYQVALVLQGND

GSVYVDGVLVGSSDTLPALEARGHQI THF YFGGEENSSVTVRKVFLYNRPLSQEELKKLD
GFVYVDGVLVGSSDTLPTSEARGEDI SYFHFGGEKDGS Ve -~ —— e
GEVYVDGVLVGSSDTLPTLEIRRHGIAHF YFGGEKDGSV—
VSVYVNGMLVGSSDTLPTSEARTHDITHF YFGGGKDSSV—
GSVYVDGVVVGSSDTLPTSEARVHEI THF YFGGEKDGSV—
GSVYVDGVVVGSSETLPTSEARVHEITHF YFGGEKDSSV—
GSVYVDGVVVGSSDTLPTSEARVHEI THF YFGGEKDGS V-
GSVYVDGVVVGSSDTLQTLEARGHEI THF YFGGEKDGS V-
GSVYVDGVVVGSSETLPTSEARVHEI THF YFGGEKDSSV—
GSVYVDGVVVGSSDTLQTLEARGHEI THF YFGGEKDSSV—
GSVYVDGVVVGSSETLPTSEARVHEITHF YFGGEKDSSV—

DSNVEWKYTFDSSTRADVFQVLILLLLGLWGFAALC 690
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Figura 12. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das sialidases do grupo Il de

Trypanosoma rangeli cepa Choachi com a ORF do contig 1808. Os espagos sdo

indicados por tragos. A caixa vermelha aberta indica 0 motivo ASP (SXDXGXTW).
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MREQRHMPNMCRHPF SFSVLLILCVLLICCGGMAVHA-KGNEPKEVQLPEAVDLFVLHRT

MSEQRHMPNMCRHPFFFSVLLLLCVLLICFGGTAAHAEEGNSPKQRSTAEAVDLEVPHRT

777777777777777 FPSLASAGGVLVALAEGSTDYMDPDRK-YALPNYNEIVAGYVDSA
SVERQGQGQTMDSFAFPSLASAGEVLVALAEG-HTFQHVNQK-QDFVIDADVVAGY IDSA
777777777777777 FPSLASAGGVLVALAEGNIFFPPTHQK-QTWVTYADVVAGYIDSA
TYADVVAGYIDPA
—RFPSLASAGGVLVALAEG-HTFQRVDQK-EDLVIDTDVVTIGY IDSA
—-FPSLASAGGVLVALAEG-HTFQRVDOK-EDLVTDTDVVTGY IDSA
—-FPSLASAGGVLVALAEG-HTFQRVDOK-EDLVTDTDVVTGYIDSA
—-FPSLASAGGVLVALAEGHIDYTDNLQRGSDWLNFADVVAGHIKAR
7777777777777777777 ASAGGVLVALAEGHIDYTDNLQRGSDWLNFADVVAGHIKAA
IVEAQAESQTRDYFVSTSLASAGGVLVALAEG-GTFNGTEHP--ATSDYTDIVAGY IDPA

ESWSSFVAKARANESKAYSIFSTTIQEEHETHVRYALRPTTVAKGNKVFLLLGYYYRMYD
7777777777 RANESKAYSIFSTTIQEEHETRVRYALGPTTVAKGNKVFLLVGYYYRMHD
ESWSSEVAKVRANKLKAYSIFNTTIQEGHMSLVRYAPRPTTIAKGNTVLLEF VGGHQOSKYD
ESWSSFVAKVRANVWKAHSI INTTMQQEHMSRVGRVLKPTTISKGDKVLLLVGYSYQKYD
ESWSSFVAKVRANNLKVYNIVNRTTQEEHNNRVRYVPRPTTVAKGNK-ALFVGYSHHKYD
ESWSSFVAKVRANEWRVHSILNTIMQOERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYN
ESWSSFVAKVRANEWRVHSIYSTVMRQERMPLVRYASLPTTIAKDNKVFLFVGGYYQKYD
ESWSSFVAKVRANEWRVHSILNTIMQQERMPLVRYASRPTTIAKGNKVFLLVGGYYQKYN
ESWSSLVAKVNATTWKVRGVF SRTNQVD-—-HVGIASFPTTIAKDRKVFLLVGSYDRTFK
ESWSSLVAEVNATTWEVRGVEF SRTNQVN---RVGIASFPTTIAKDKKVFLLVGSYDRTFK
ESWSSFVAEVNAKKWKANSIFNTTMQEDQSAPVKHTAQPTAIARSNKVFLLVGGDHLQSA
* . B * AErra Tk

SS-KRWIKHFWGLDLLVGEATQDKVTQWGEPTSLLPQIEPTAKQRGLKEF IGGGGSGVVM
SSSQNWIKSSYGLDLLVGEATQDRVIQWGEPTSLWPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVM
SSSKKWIRSSEGLDLFVGEATQDKVIQWGEPTSLWQQIKPSAKQRGLDQFVGGGGSGVVM
SSSKKWIAPSEGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVM
PLLKKWTIKSSRDFDLLVGEATQDKVIQWGEFTSLWPQIEPSAKQRGLKEF I GGGGSGAVM
SSSREWVKESQGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVM
SSSKKWVKSSQGFDLLVGEATQDKVIQWGEPASLWPQIEPTAKQRGLKEF I GGGGSGVVM
SSSREKWVKESQGLDLLVGEATQDKVIQWGGPASLVPQIEPSAKQRGLKEF IGGGGSGVVM
EHEGYWATDGWDLOLVVGEATQDKVVQOWGEPTSLLSQIEPSARQRGVKDFLGCGGSGVVM
EHEGYWAADGWDLQLVVGEATQDKATQWGSPTSLLSQIEPSAKQRGVKDF LGCGGSGVVM
SSGKEQAAPFQYIDLLVGEATKDKAIQWGKPTSLLSQFEPYAKEKGIKGEFWTRGGSGVAM

Lik KKk x kg kK | KXk s kk  kiak Kaaaks | % EEE KK

EDGTLVFPVTARKTEENDTVTMI IY[SKDDGONWYLAQGMLPAWCIDPLIVEWERGQLLMV
EDGTLVFPVTARRGEEDDIVSMI IYSKDDGKNWYLAQGMLPAGCTDPLIVEWERGOLLMV
EDDTLVFPVTARGGEK-DTVSMIIY|SKDGGKNWYLPQGMLPAWCTDPLIVEWEQGQLLMV
GDGTLVFPVTARKTDVIKEVSTIIYSKDDGKTWLLPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMV
EDGTLVFPVTARETGVNNEVSMIIY[SKDDGKTW[L.LPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMV
GDGTLVEPVTARKTDVIKEVSTIIYSKDDGKTWLLPQGMLPTGCTDPLIVEWEEGQLLMV
EDGTLVFPVTARETGVNNEVTMIIYSKGDGKTWLLAQGMLPTGCTDPLIVEWERGOQLLMV
EDGTLVFPVTARSAEENDIVTMIIY[SKDDGKNWYLAQGMLPTGCTDPLIVEWERGQLLMV
KDGTLVFPVTVRRGGN-DTVSMIVYSKDDGKTWLLPQGMLPTGCTGPLIVEWEEGQLLMV
EDGTLVFPVVARRGED-DLASTIMYSKDDGGKWYLAQGMLPAWETGLE IVEWERGQLLMI
EDGTLVFPVTAMKGEN-TIVPVIMYSKDA-KTWEFPMGTDFAECVDPFLVEWEKGQ IVMI

K hkk kK %A FF T ..+ . akkkk Ak .k

AKCPSGFKVFHSRDMGATWIEAARTLTRVRPMF LPNTLRIAEGVGSLTTAS TAGKK-VML
AKCPSGFKVFKSRDMGATW[ KAVRTLTRVRPMLLPNYMQONDWRMGSLTTAS IAGKK-VML
AKCHSGSKVFESRDMGATWIIEAVRTLTRVOPMLLPNTLRTAEGVESLTTAT IAGKK-VML
AKCHSLSKVFHSRDMGATW[TEAVTTLTRVRLMLLPNTLRTAEGVESLTTAS IAGKK-VML
AKCHSLSKVFESRDMGATWEAVITLTRVRLMLLPNTLRTAEGVGSLTTAS IAGKK-VML
AKCHSLSKVFHSRDMGATWIEAVITLTRVRLMLLPNTLRTAEGVESLTTAS IAGKK-VML
AKCNFGSKVFESRDMGATWIITEAARTLTRVOPMLLPNTLRTAEGVGVPHHCEHCWKE-GHA
AKCHSGSKVFHSRDMGATWIIEAARTLTRVOPMLLPNTLRTAEGVGSLTTAS TAGKK-VML
AKCHSGSKVFESRDMGAAW[TEAARTLTRVRPMF LPNTLRTAEGVGSLTTAS IAGKK-VML
AHCLHARKVFESRDMGATW[ EAARTLTRVRASFLSSPSHRDRRVTSLTTATIAGKK-VML
TRCKDDLKVVESKDMGKRGSGLSGNFACAD--TFGQTLRTSIGCDILHHCEHCGKEGHAV

.

L% Kk ek kkx . .

117
44
13
44
43
43
45
41
117

104
50

177
104
72

104
103
103
102
98

177

163
110
237
164
132
164
163
163
162
158
237

223
170
296
224
192
224
223
223
221
217
295

282
229
355
283
251
283
282
282
280
276
353
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Contigé3 YTQTGIPPGGSLOATALYLWVTDNNRTFQVGPISMDTTETWTSSNTLLYSNDALYLLQER 342
Contig75 YTETGIPPGGTLQATALYLWITDNRRTFGVGPISTDTKP--MLSNTLLYSNDALYLLQER 287
1g08 Y¥TQKGIPPGERVOATALYLWVTDNSRTFRVGPISMDTKP--ILSNTLLYSNDALYLLOER 413
Contig89 YTQKRIPPGDTVQATALYLWVTDNNRTFQVGPISMDTTEESTSSNTLLYSNNALYLLQER 343
Contig94 YTQKRIPPGDTVOATALYLWVTIDNNRTFQVGPISMDTTEESTSSNTLLYSNNALYLLOQER 311
Contig96 YTQKRIPPGDTVQATALYLWVTDNNRTFQVGPISMDTTEESTSSNTLLYSNNALYLLQER 343
Contig4dé VHPERDPPG-ETEANMLYLWVTDNNRTFHVGPISMDTTEEITSSNTLLYSNDALHLLQER 341
Contig87 YTQKGVPPGGSLQATALYLWVADNNRTFHVGPISMDTTEAWTSNNTLLYSKDALHLLQER 342
Contig78 YTQKGIPPGDTLQATALYLWVTDNNRTFQVGPTSMDTKP--MLANTLLOSNNALYLLQER 338
Contig90 YTQKGIPSGET-EANMLYLWVTDNNRTFHVGPISVDTTETRTSSNALLHSNGALHLLQER 335
Contig82 HPERSPPWGLVASHRALPVGSLTTTARFTSGPFPNTLIRGRCSESTLLHSNGALYFFHEK 413

" % P T LrEE kg kk

Contig6s GVFRASSLFLFSLTDAVKTITSVLETWAKLDASLSNSSVPIAGLVGFLSDASGDGTHSDA 402

Contig7s SYFRASSLALASLTAQLKTITSVLETWAKLDASLSNSSVEIAGLVGFLSDASGDGTWNDV 347

1808 GVFRASSLALAHLTAQLKTITSVLETWAKLDASLSNSSVPTAGLVGFLSDASGDGTHSDA 473

Contigag GVFRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWAKLDSSLSNASVETAGLVGFLSGASGDGTWNDA 403

Contig94 GVFRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWEKLDASLSNASVPTAGLVGFLSGASGDGTWNDA 371

Contig96 GVFRATSLALAPLTDAVRTITSVVETWEKLDASLSNASVETAGLVGFLSGASGDGTWNDA 403

Contigd6 VSRTATGVSLASLTDAVKTITSVLETWAKLDASLSNSSVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDA 401

Contigs? VSRTATGVSLAILTKELKMITSVLETWAKQDSSLSNASVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDA 402

Contig?8 VSRTTTGVSLASLTEELKTITSVLETWAKLDSSLSNSSVPTAGLVGFLSGASGDGTWNDA 398

Contig90 GNRTRRSVSLASLTAQLKTVTSVLETWAKLDSSLSNSSVPTAGLVGFLSGASGDGTWDDA 395

Contig#2 GDSSATSLSLSLLTGELKTITSVLETWAKLDSFFS-KYVPTAGLVGFLSDASGDGTWNDA 472

Contigés YRCLNATVINATK-VEDGFKE TGPESYAMWPVNMREYHNVHSFVSYRETLVATVTIDEVE 461

Contig?s YRCLNATVINATK-VEGGFKF TGSESHAMWPVNMRKYHNVHHFVSYKETLVATVTIDEVE 406

1808 YRCVDATVANAKKMVEDGFKE TGSESYAMWPVNMRKYHNVHGF VDY SETLVATVIIDEVE 533

Contig89 YRCVDATVINATK-AEDGFKF TGSESYAMWPVNMAKYHNVHSFUNYAFTLVATVTIDEVE 462

Contig9d YRCVDATVINATK-AEDGEKE TGSESYAMWPVNMWKY HNVHSEVNYAF TLVATVTIDEVE 430

Contig96 YRCVDATVTNATK-AEDGFKF TGSESYAMWHVNMRKYHNVHSFUNYAFTLVATVTIDEVE 462

Contigd6 YRCVDATVINATK-VEDGFKE TGSESYAMWHVNMRKYHNVHSFVSYRETLVATVTIDEVE 460

Contig? YRCVDATVTNAKK-VEDGFKF TGPESYAMWPVNMRKYHNVHGFVDYAFTLVATVIIDEVE 461

Contig78 YRCVDATVINAKK-VENGFKE TGPESYAMWPVNMWYNGKLYGFVDYAFTLVATVRIDEVE 457

Contig90 YRCVDATVINATK-VENGFKF TGPESYAMWPVNMAYNGKLYGFVDYAFTLVATVRIDEVE 454

Contig#2 YRCVDATVINGKK-VKDGFKE TGSESYAMWSVNAWKNSKE Y SFVDYAFTLVATVTIDEVE 531

Contigés NGSAPLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVENG-TATISEITWEVGKEYQUALVLOG 520

Contig?s NGSAFLLGAGLEDNENTMEVGLSYTTDKQWGTVENGITTTRSNITWEPGKEYQVALVLRH 466

1808 NGSASLLGAGLEDNKNTTFVGLSYTTEKQWEAVFKG-TPTRSKIAWEVGKEYQUALVLOG 592

Contig8d NGSAPLLGASLEDNENTKEVGLSYTLANEWETVENG-MITISEITWEVGKEYQVALVLOG 521

Contig94 NGSAPLLGASLEDNENTKFVGLSYTLANEWETVENG-MITISEITWEVGKEYQVALVLOG 489

Contigd6 NGSASLLGASLGDNENTKEVGLSY TTEKQWETVENG-TPTISKITWELGKQYQVALMLOG 521

Contigd4é NGSASLLGASLGDNENTKFVGLSYTTEKQWETVFNG-TPTISKITWELGKQYQVALMLQG 519

Contigd? KESAPLLGAGVRGNONTKEVGLS Y TTKKRWETVENG-MTTTHNSTWGVRKQCQVAFVLEG 520

Contig78 SGSAPLLGAGLEDNEDTKFVGLSYTTEKRWVTVFNG-TATRSEITWEPGREYKVALMLOG 516

Contigdd SGSAPLLGAGLEDNEDTKEVGLS Y TTEKRWVIVESG-TATRSEITWEPGREYKVALMLGG 513

Contiga2 KESAPLLGAGLNSKENLKFVGLSYTTEKQWETVFNGTATTTHSTTWEAGKQYKVALMLOG 591

W g ppr RRARREE e e w P

Contighs NDGSVYVDGVVVGSSETLETSEARVHET THEYFGGGKDSSY - 561

Contig?s NEGFVYVDGVLVGSSDTLPTLEIRREGI AHFYFGGGKDGS Y=

1808 NKGSVYVDGVLVGSSDTLPALEARGHOI THEYF GOGENS{VIVRKVE LYNRPLSOEELKK

Contigdd NDGSVYVDGVVVGSSETLPTSEARVHET THFYFGGGKDGS V-

Contigd4 NDGSVYVDGVVVGSSDTLETSEARVEE THE YF GGGKDGS V-

Contig96 NYGSVYVDGVVVGSSDTLQTLEARGHEI THF YFGGGKDGS V-

Contigd6 NYGSVYVDGVVVGSSDTLQTLEARGHEITHF YFGGGKDSSV -

Contigd? NEVSVYVNGMLVGSSDTLPTSEARTHDI THEYFGGGKDSSV-

Cont1g78 NEGAVYVDRVLVGSSDALPPLGARHYDISHFYFGGGKDSSV-

Contig90 NEGAVYVDRVLVGSSDALPPLEARHYDI SHF YFGGGKDGSY -

Contiga2 NKGSVYVDGVLVGSSDTLETLEARNCN I AF YF GGGKES U TVKNVELYRRPLSEEELKK 651
s wwkg preesrgir L% ks s

Contig6s

Contig?5

1808

Contig89

Contiga4

Contig26

Contigdé

Contig87

Contig78 -

Contig90 -

Contiga2 VDDNNHCARAQWROLCACGMCLGCCCCCWGLWGFGALS 689

Figura 13. Alinhamento das sequéncias aminoacidicas das sialidases do grupo Il de
Trypanosoma. rangeli cepa SC-58 com a ORF do contig 1808. Os espagos séo
indicados por tracos. A caixa vermelha aberta indica 0 motivo ASP (SXDXGXTW) e
a caixa azul o motivo subterminal (VTVXNVXLYNR).
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1808 MREQRHMPNMCRHPFSFSVLLILCVLLICCGGMAVHAK—GNEPKEVQLPEAVDLEVLHRT 59
Contig82 [MSEQRHMPNMCRHPFFF SVLLLLCVLLICFGGTARHAEEGNSPKQRSTAEAVDLEVPHRT 60
SRR RRRARREARRR RRRR R RRRERRR KR Fkh kk Rk kkAAAAR kkk
1808 SVERQGQGQTMDSFAFPSLASAGEVLVALAEGHTFQHVNQKQDFVTDADVVAGYTDSAES 119
Contig82 IVEAQAESQTRDYFVSTSLASAGGVLVALAEGGTFNGTERP-ATSDYTDIVAGYIDPAES 119
Kk ks kA K k| Kkkkkk AkEkkEEE *Ey p: JR
1808 WSSEVAKVRANKLKAYSIFNTTIQEGHMSLVRYAPRPTTIAKGNTVLLFVGGHQSKYDSS 179
Contig82 WSSFVAEVNAKKWKANS IFNTTMQEDQSAPVKHTAQPTAIARSNKVELLVGGDHLOSASS 179
e
1808 SKKWIRSSEGLDLFVGEATQDKVIQWGEPTSLWQQIKPSAKQRGLDQFVGGGGSGVVMED 239
Contig82 GKEQAAPFQYIDLLVGEATKDKAIQWGKPTSLLSQFEPYAKEKGIKGFWTRGGSGVAMED 239
Ckkkk ks kk kkkk g kkkk _kaak kkgaks | ok kokkkk kkk
1808 DTLVFPVTARGGEKDTVSMIT GGKNWVLPQGMLPAWCTDPLIVEWEQGQLLMVAKC 299
Contig82 GTLVFPVTAMKGENTIVPVIM FPMGTDFAECVDPFLVEWEKGQIVMITRC 298
CkwRRREA ks K ikakREE kK ik kK Kk Kk ahkkkihkpikys gk
1808 HSGSKVFEERDMGATWIEAVRTLTRVOPMLLPNTLRTAEGVESLTTAT I AGKK-VMLYTQ 358
Contig82 KDDLKVVESKDMGKRGSGLSGNFACAD——TFGQTLRTSIGCDILHHCEHCGKEGHAVHPE 356
. Rk Ak ERE s Cee s [
1808 KGIPPGERVQOATALYLWVTDNSRTFRVG--PTSMDTKPTLSNTLLYSNDALYLLOERGVE 416
Contig82 RSPPWGLVASHRALPVGSLTTTARFTSGPFPWTLIRGRCSESTLLHSNGALYFFHEKGDS 416
LR R L. we LooR R x oy L RRR KR KRRk k
1808 RASSLALAHLTAQLKTITSVLETWAKLDASLSNSSVPTAGLVGFLSDASGDGTWSDAYRC 476
Contig82 SATSLSLSLLTGELKTITSVLETWAKLDSFFS-KYVPTAGLVGFLSDASGDGTWNDAYRC 475
Kk kaky Ak sk kA kKRR Ak Rk 1 E | KRRk Rk KKk kK XKk
1808 VDATVANAKKMVEDGFKF TGSESYAMWPVNMRKYHNVHGF VDY SFTLVATVI IDEVPNGS 536
Contigs2 VDATVTNGKK-VKDGFKF TGSESYAMWSVNAWKNSKE Y SEVDYAFTLVATVTIDEVPKES 534
MRk Lk Kk kR AR kKRR A AR Rk K oo KKk AAAkkkk AkAkk:
1808 ASLLGAGLEDNKNTTFVGLSYTTEKQWEAVFKGTPTRSK-IAWEVGKEYQVALVLQGNKG 595
Contig82 APLLGAGLNSKENLKFVGLSYTTEKQWETVFNGTATTTHS TTWEAGKQYKVALMLQGNKG 594
O T T i
1808 SVYVDGVLVGSSDTLPALEARGHQI THFYFGGGENS S LSQEELKKLDD 655

Contig82 SVYVDGVLVGSSDILPTLEARNCNIAHFYFGGGKESYH LSEEELKKVDD 654

B e PP L T

1808 SNVFWKYTFDSSTRADVFQVLILLLLGLWGFAALC| 690
Contig82 NNHCARAQWRQLCACGMCLGCCCCCWGLWGFGALS 689

Figura 14. Alinhamento da sequéncia aminoacidica do contig82
pertencente ao grupo Il das sialidases de Trypanosoma rangeli (cepa
SC-58) com a ORF do contig 01808. Os espacos sdo indicados por
tragos. A caixa azul aberta indica 0 motivo ASP (SXDXGxTW), a caixa
vermelha o motivo subterminal (VTVXNVXLYNR), a caixa verde o
peptideo sinal e a caixa laranja o sinal para ancoragem a GPI.

Todas as sequéncias deduzidas de aminoacidos dos genes das
sialidases do grupo Il de T. rangeli foram pesquisadas para a presenca
de dominios conservados, peptideo sinal e sitios de ancoramento a GPI.
Esta analise apontou importantes dominios conservados entre as
sialidases de T. rangeli (resultados apresentados posteriormente).
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Posteriormente comparou-se com 0s resultados encontrados para o
grupo Il das TS em T. cruzi, mais precisamente com relagdo as duas
glicoproteinas que utilizamos como modelo (gp82 e gp85). Para
expressar o resultado sinteticamente, utilizamos o programa Weblogo
(CROOKS et al., 2004) que nos da uma representacdo grafica do
alinhamento mdltiplo das sequéncias aminoacidicas (Figura 15).

e A O SRR
S0 THIRR-
S IR-

Figura 15. Representacdo esquematica do protétipo do grupo |l da
familia das sialidases de Trypanosoma rangeli comparada ao grupo Il da
superfamilia das TS de Trypanosoma cruzi. Ao longo da sequéncia séo
apresentados 0s motivos ASP  (SXDxGxTW) e subterminal
(VTVXNVXLYNR). Na regido carboxi-terminal destaca-se o sinal para
ancoragem por GPI (glicosilfosfatidilinositol) (caixa amarela). O
peptideo sinal esta simbolizado pela caixa cinza escura e a auséncia de
peptideo sinal pela caixa cinza clara. Os nimeros abaixo das sequéncias
indicam a posicdo aproximada dos determinados motivos nas
sequéncias. O tamanho das proteinas em cada grupo pode variar. A
representacdo grafica ndo estd em escala.

Os resultados encontrados para as sialidases do grupo Il de T.
rangeli tanto para a cepa Choachi quanto para a SC-58 corroboram os
resultados descritos por Freitas e colaboradores (2011). Segundo estes
autores nas TS do grupo Il pode-se observar de nenhum até trés motivos
Asp, um motivo subterminal (VTVXNVXLYNR), peptideo sinal e sitio
de ancoramento a GPI.

Embora a fungdo do motivo Asp seja desconhecida, é
importante salientar que este ocorre em proteinas secretadas e em
proteinas que atuam sobre ou interagem com carboidratos (COPLEY;
RUSSELL; PONTING, 2001). Recentemente, demonstrou-se que
algumas das TS inativas atuam como proteinas do tipo lectina like que
sdo capazes de interagir com a porc¢do carboidrato de glicoconjugados,
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se forem sialisados (OPPEZZO et al., 2011). Os autores levantaram a
hipotese de que as proteinas TS inativas podem se ligar a superficie do
hospedeiro que sejam ricas em glicoconjugados doadores de sialil
(funcionando como ancoras), facilitando que a enzima ativa possua
maior eficiéncia na transferéncia de sialil.

Em quase todas as sequéncias obtidas, tanto para a cepa
Choachi quanto para a cepa SC-58 de T. rangeli, observa-se a presenca
de um dominio que pertence a superfamilia das glucanases/ lectina tipo
Concanavalina A. Apenas 30% das sequéncias obtidas (contig 60, 72 e
76) para a cepa Choachi néo apresentaram este dominio e 10% (96) para
a cepa SC-58. Nas sequéncias de gp82 e gp85 de T. cruzi obtidas do
banco de dados também foi encontrado o referido dominio.

As lectinas e as glucanases apresentam uma propriedade em
comum que é a de se ligar reversivelmente a carboidratos complexos
especificos. Dominios tipo Concavalina A também desempenham um
papel no reconhecimento celular em eucariotos. Proteinas contendo o
dominio tipo Concavalina A incluem as globulinas que se ligam aos
hormonios sexuais que transportam 0s esteroides sexuais no sangue e
regulam o acesso aos tecidos alvo (GRISHKOVSKAYA et al., 2000);
lamininas que sdo grandes glicoproteinas heterotriméricas envolvidas na
arquitetura e funcdo da membrana (TISI et al., 2000); neurexinas que
sdo expressas em centenas de isoformas na superficie da célula
neuronal, que podem funcionar como moléculas de reconhecimento
celular (RUDENKO et al., 1999) e sialidases que sdo encontradas em
microorganismos e animais e funcionam na adesao celular e transducéo
de sinal (BUSCHIAZZO et al., 2002).

Como citado anteriormente, tem sido demonstrado que uma
versdo do motivo VTVXNVXLYNR, referido como motivo FLY
(VTVTNVELYNRPLN) pode atuar como fator de viruléncia
(MAGDESIAN et al., 2007; TONELLI et al., 2011). O que observamos
tanto para a gp82 e gp85 de T. cruzi quanto para as sialidades do grupo
I de T. rangeli, é que ambos apresentam o motivo FLY.

A ancoragem através de GPl é utilizada por parasitas
protozoérios como T. cruzi, Leishmania spp., Plasmodium spp. e
Toxoplasma gondii para expressar suas proteinas na superficie celular
(ENGLUND, 1993; McCONVILLE; FERGUSON, 1993). Este tipo de
ancoramento outorga as proteinas uma mobilidade maior que aquelas
fixadas por meio de sequéncias peptidicas transmembrénicas
(UDENFRIEND; KODUKULA, 1995). As proteinas a serem ancoradas
por meio de GPI apresentam na extremidade amino-terminal um
peptideo sinal hidrofébico que direciona a proteina nascente ao interior
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do reticulo endoplasmatico onde logo pode ou ndo ser clivado
(HOWELL et al., 1994). Dentro do reticulo endoplasmatico uma
transamidase catalisa a remocéo de um segundo sinal carboxi-terminal e
a adicdo do residuo de GPI (SHARMA et al., 1999).

Nas sequéncias analisadas, todas apresentavam sitio de
ancoramento a GPI. J4 nas sequéncias referentes a regido 5’ UTR dos
genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli observamos que 50%
destas apresentavam peptideo sinal e as outras 50% ndo. Com relacdo as
sequéncias de gp82 e gp85 de T. cruzi, somente a sequéncia de gp82 ndo
apresenta o peptideo sinal. O peptideo sinal é necessario para direcionar
a proteina para o reticulo endoplasmatico e permitir o reconhecimento
do sitio de ancoragem a GPI (GRISARD et al., 2010).

Uma variabilidade significativa das sequéncias sugere uma forte
pressdo seletiva sobre os genes da familia das TS. Esta pressao pode ser
em parte devido a resposta imune do hospedeiro mamifero, porque as
TS sdo alvos da resposta imune humoral e mediada por células
(FRASCH, 2000). A familia das TS é muito menor em T. brucei
(BERRIMAN et al., 2005) e ausente em L. major (IVENS et al., 2005).

O T. brucei e o Plasmodium falciparum tém estratégias
sofisticadas para evasdo do sistema imune, incluindo a variacdo
antigénica, que permite que os parasitos se adaptem ao ambiente do
hospedeiro através da exposicdo e modificacdo de proteinas de
superficie antigénicas variaveis especificas (CANO, 2001; SCHERF;
FIGUEIREDO; FREITAS-JUNIOR, 2001; CHIURILLO; PERALTA,;
RAMIREZ, 2002; HORN; BARRY, 2005; KIM et al., 2005; SCHERF;
LOPEZ-RUBIO; RIVIERI, 2008). Nestes parasitos, 0s genes que
codificam para proteinas de superficie que estdo envolvidas na variacéo
antigénica sdo localizados preferencialmente nas regides subteloméricas
porque estas sdo favoraveis a gendmica ambiental que facilita a troca,
expressao, expansdo e geracdo de novas variantes génicas (HORN;
BARRY, 2005; SCHERF; LOPEZ-RUBIO; RIVIERI, 2008). O T. cruzi
ndo sofre variagéo antigénica mas ao inves disso, ele co-expressa varias
proteinas de superficie variaveis, entre as quais as TS (ATWOOD et al.,
2005). Freitas e colaboradores confirmaram que as proteinas do grupo Il
das TS estdo localizadas nas regiGes subteloméricas. Esta localizacdo
pode facilitar a geragdo de novas variantes. De fato, simulages in silico
sugerem que tanto mutagGes quanto conversdo génica podem contribuir
para a geracdo da diversidade na familia das TS (AZUAJE; RAMIREZ;
DA SILVEIRA, 2007; AZUAJE; RAMIREZ; DA SILVEIRA, 2007a).



Capitulo 1 82

A conversdo génica pode ser frequente nas regides subteloméricas e
portanto, pode promover uma rapida diversificacdo das TS do grupo II.
Este cenario pode ser particularmente importante para esse grupo pois
varios de seus membros estdo associados a adesdo/invasdo na célula
hospedeira e o T. cruzi tem a capacidade de infectar uma grande
variedade de células hospedeiras. Portanto, € possivel que o vasto
repertorio de peptideos derivados das TS do grupo Il possam contribuir
para este fendbmeno (FREITAS et al., 2011).

4.2.2 Analise dos genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli por
Southern blot

A analise do nimero de cdpias dos genes das sialidases do
genoma do T. rangeli revelou que estes apresentam mudltiplas copias
génicas (Figura 16). Utilizamos como sondas fragmentos de
aproximadamente 1.632 nt para a cepa Choachi e de aproximadamente
1.129 nt para a cepa SC-58, ambos correspondentes a regido central da
OREF das sialidades do grupo Il de T. rangeli.

A digestdo com a enzima Spel, que ndo possui o sitio de
clivagem dentro da sonda, revelou um perfil de uma Unica banda tanto
para a cepa Choachi quanto para a SC-58. Isso pode ser devido ao fato
da complexidade de clivagem desta enzima ser maior. Ou seja, ha
poucos sitios de clivagem no genoma e os fragmentos gerados sdo
maiores, 0 que ndo nos permite definir quantas copias tém naquele
suposto fragmento reconhecido.

Com relagdo as demais enzimas, verificamos inUmeros
fragmentos reconhecidos pela sonda na hibridizacdo, sugerindo que
estes genes apresentam um padrdo multicépia e que ha sequéncias
relacionadas dispersas por todo 0 genoma.

Os dados apresentados acima corroboram os observados por
Afiez-Rojas e colaboradores (2005), 0s quais encontraram muitas copias
de sequéncias relacionadas as TrGP (TS do grupo 1) no genoma do T.
rangeli. Além disso, os dados condizem com os apresentados por Carmo
e colaboradores (1999) onde a presenca de maltiplas copias de genes em
T. rangeli relacionados a gp82 e gp85 de T. cruzi foi revelado quando o
DNA gendmico de T. rangeli foi hibridizado com alta e moderada
estringéncia com o0s genes gp82 e gp85. Mesmo em condigdes de
elevada estringéncia, a hibridizacdo das sondas com varios fragmentos
gendmicos sugerem que as sequéncias relacionadas a gp82 e gp85 séo
intercaladas no genoma ao invés de dispostas em repeticdes em tandem.
A andlise das sequéncias mostrou que muitos dos fragmentos
hidridizados contém sequéncias associadas a superfamilia das TS, o que
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sugere que os genes da gp82 e gp85 tenham sido originados de um gene
ancestral comum presente em varios membros do género Trypanosoma
(CARMO et al., 1999).

Arraya e colaboradores (1994) verificaram que as sequéncias
relacionadas ao gene gp82 de T. cruzi estdo distribuidas em varios
cromossomos, existindo cerca de 60 cdpias por genoma hapléide. O que
corrobora o descrito por Ferrari e colaboradores (1997) que afirmam que
0s genes da gp82 e da gp85 estdo dispersos no genoma de T. cruzi.
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Figural6. (A) Andlise da organizagéo dos genes das sialidases do grupo Il de Trypanosoma rangeli
por Southern blot. O DNA gendmico das cepas Choachi e SC-58 de T. rangeli foi digerido com as
enzimas indicadas e hibridizado com sondas correspondentes aos genes das sialidases do grupo 1l de
T. rangeli. O marcador de tamanho molecular estd em quilobases (DNA ladder 1 kb plus -New
England Biolabs). (B) Mapa de restricdo dos genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli cepa
Choachi apontando os sitios de restrigdo das enzimas utilizadas. A barra rosa representa o quadro
aberto de leitura dos genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli e a barra preta representa a regido
condizente a sonda. (C) Mapa de restricdo dos genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli cepa
SC58 apontando os sitios de restri¢do das enzimas utilizadas. A barra azul representa o quadro aberto

de leitura dos genes das sialidases do grupo Il de T. rangeli e a barra preta representa a regido
condizente a sonda.
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4.3 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente capitulo, podemos
concluir que:
v' Ap6s comparar as sequéncias de T. cruzi com as sequéncias
oriundas do banco de dados genémicos da cepa SC-58 do T. rangeli,
foram identificadas oito ORFs referentes a sequéncias de T. rangeli que
guardam similaridade com as glicoproteinas do grupo Il das TS de T.
cruzi;
v' Apbs clonagem e sequenciamento, obtivemos 20 sequéncias ndo
redundantes referentes a regido central de 1.632 pb para a cepa Choachi
e 21 sequéncias para a cepa SC-58. Para a cepa SC-58 foi ainda obtida
uma sequéncia com 2.365 nucleotideos correspondendo a um gene
completo de TS;
v As sequéncias obtidas apresentavam motivo Asp, sitio de
ancoramento a GPl e em quase todas, observa-se a presenca de um
dominio que pertence a superfamilia das glucanases/ lectina tipo
Concanavalina A. Além disso, com relacdo & sequéncia completa obtida
para a cepa SC-58 verificou-se que esta apresenta um motivo Asp e um
motivo subterminal;
v" A andlise dos genes das sialidases de T. rangeli corroborou que
estes apresentam varias copias génicas.
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5 CAPITULO I

Obtencdo de uma linhagem de T. rangeli expressando a gp82 de
T. cruzi (T. rangeli-gp82) e avaliacdo dos sitios e dos niveis da
expressao heterdloga da gp82 nas formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. rangeli-gp82
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5.1 MATERIAIS E METODOS

5.1.1 Parasitos

As metodologias descritas nos itens 5.1.1.1. e 5.1.1.2 citadas a
seguir, foram utilizadas também nos capitulos Il e 1V do presente
estudo.

5.1.1.1 Cultivo

As formas epimastigotas da cepa Choachi de T. rangeli
(SCHOTTELIUS, 1987) (transfectadas ou ndo) e da cepa Y de T. cruzi
(PEREIRA DA SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) foram cultivadas
conforme descrito no item 4.1.1. Apdés a selegdo, 0s parasitos
transfectados com os plasmideos pTEX-8523eGFP ou pTEXeGFP
foram acrescidas de 100 pg/ml e 500 pg/ml de Geneticin® (G-418),
respectivamente.

5.1.1.2 Diferenciacdo celular in vitro para obtencdo das formas
tripomastigotas

Formas tripomastigotas de cultura de T. rangeli foram obtidas a
partir de algumas modificacbes no protocolo descrito por Koerich e
colaboradores (2002). Inicialmente 12 x 10’ epimastigotas em fase
exponencial de crescimento em meio LIT foram lavados duas vezes com
PBS pH 7,2 e transferidos para garrafas de cultura celular de 25 cm?
contendo 15 ml de meio DMEM (do inglés Dulbecco’s Modified Eagle
Medium) pH 8,0 (Sigma-Aldrich) (1 g/l glicose, 6 mM L-glutamina e
5% SBF). O processo de diferenciacdo foi acompanhado através da
quantificacdo dos parasitos por contagem direta em camara de Neubauer
e da visualizagdo em microscopio Optico apds a coloragdo dos parasitos
com Giemsa (Merck). Os tripomastigotas foram obtidos entre o sétimo e
oitavo dia de cultivo, sendo coletados por centrifugacdo quando taxas
maiores que 90% de tripomastigotas foram encontradas.

Para obtencdo de tripomastigotas de cultura de T. cruzi,
monocamadas de células Vero (fibroblastos de rim do macaco verde
Africano-  Cercopithecus  aethiops) foram infectadas com
tripomastigotas da cepa Y. Inicialmente, as células foram cultivadas em
garrafas de cultura celular de 25 cm? contendo meio DMEM
suplementado com 5% de SBF a 37°C com atmosfera de 5% de CO,. As
monocamadas celulares foram infectadas com a cepa Y de T. cruzi e as
formas tripomastigotas foram obtidas do sobrenadante das culturas ap6s
72 horas de infeccdo (EGER-MANGRICH et al., 2001).
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5.1.1.2.1 Anélise estatistica

A diferenciacdo celular in vitro para obtencdo das formas
tripomastigotas de T. rangeli foi realizada com duas replicas técnicas e
em triplicata, sendo as médias analisadas pela andlise de variancia
(ANOVA) unifatorial (one-way). Este foi utilizado para determinacéo de
diferencas estatisticas entre os grupos e o nivel de significancia adotado
foi p <0,05. As analises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism 2007, versdo 5.0 para Windows
(MOTULSKY, 2007).

5.1.2 Plasmideos

Uilizou-se o plasmideo denominado pTEXeGFP (Figura 17), o
qual é derivado do plasmideo pTEX (KELLY et al., 1992), tendo sido
gentilmente cedido pelo Dr. John Kelly da London School of Hygiene
and Tropical Medicine (Reino Unido). Este plasmideo possui como
gene reporter a proteina verde fluorescente (GFP) de Aequoria victoria.

Com base no plasmideo pTEX (KELLY et al., 1992) foi
construido o plasmideo denominado pTEX-8523, gentilmente cedido
pelo Dr. José Franco da Silveira Filho (UNIFESP). Este plasmideo
contém o gene da gp82 e o peptideo sinal (SP) da gp85 de T. cruzi.
Nesta construcdo foi inserido, ap6s a regido do sitio multiplo de
clonagem, pelo Dr. Edmundo Carlos Grisard (UFSC) o gene da GFP. O
plasmideo foi entdo denominado pTEX-8523eGFP (Figura 18).
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Figura 17. Representacdo esquematica do plasmideo pTEXeGFP
indicando as posi¢des dos sitios de enzimas de restri¢do.
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Figura 18. Representacdo esquematica do plasmideo pTEX-8523eGFP
indicando as posicdes dos sitios de enzimas de restricdo, do peptideo
sinal da gp85 (gp85 SP) e da regido 3’ ndo traduzida da gp82 (gp82 3’
UTR) de Trypanosoma cruzi.

5.1.3 Transfec¢do dos parasitos

Os ensaios de transfeccdo foram realizados em um
eletroporador Nucleofector® 11 utilizando o kit Basic Parasite Starter
Nucleofector (Amaxa Biosystems, Cologne) conforme as instru¢des do
fabricante. 2 x 10° parasitos foram lavados duas vezes em PBS pH 7.4,
adicionados de 100 pl do tampédo de eletroporagdo do kit e 10 pg do
DNA plasmidial. Todo o volume desta suspensdo foi transferido para
cubetas de eletroporacdo de 0,4 cm de abertura e submetido a
eletroporacdo em condicdes elétricas estabelecidas pelo programa U-33
(SCAHILLA; PASTAR; CROSS, 2008). Ap6s um unico pulso, os
parasitos foram transferidos para tubos de cultura contendo 2 ml de
meio NNN (Neal, Novy e Nicolle) -LIT. Ap6s 48 horas a 27°C, a
selecdo dos parasitos transfectados foi realizada pelo acréscimo de G418
(Sigma-Aldrich) em uma concentragéo inicial de 25 pg/ml. Os parasitos
foram entdo mantidos conforme o item 4.1.1 e com concentraces
crescentes de G418.

Nestes experimentos foram utilizados como controles parasitos
da cepa Choachi de T. rangeli transfectados com o plasmideo
PTEXeGFP e parasitos das cepas Choachi de T. rangeli e Y de T. cruzi
eletroporados sem DNA plasmidial. O parasito T. rangeli transfectado
com o plasmideo pTEX-8523eGFP foi nomeado como T. rangeli-gp82 e
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0 parasito T. rangeli transfectado com o plasmideo pTEXeGFP foi
nomeado como T. rangeli-GFP. Estes parasitos transfectados também
foram utilizados nos experimentos relativos ao Capitulo I11 e 1V.

Paralelamente ao desenvolvimento da atividade proposta, foi
realizado o cultivo das linhagens transfectadas e selvagens na presenca e
auséncia de pressdo seletiva (G418) visando verificar a estabilidade da
transfeccdo obtida e a manutencdo das caracteristicas de crescimento in
vitro do parasito.

5.1.4 Avaliacdo comparativa de crescimento in vitro entre as
linhagens transfectadas e o controle

Com o intuito de avaliar comparativamente o crescimento in
vitro dos parasitos transfectados e ndo transfectados, formas
epimastigotas de culturas em fase exponencial de crescimento foram
ajustadas para uma concentragdo de 2 x 10° parasitos/ml em trés ml
meio LIT e o nimero de parasitos foi determinado diariamente em
Céamara de Neubauer durante 22 dias .

5.1.4.1 Anélise estatistica

O experimento foi realizado utilizando-se triplicata técnica e
bioldgica, sendo as médias analisadas comparativamente de acordo com
0 descrito no item 5.1.1.2.1.

5.1.5 Deteccao dos produtos de expressédo plasmidial

A fim de confirmar e avaliar o nivel de expressao das proteinas
heterélogas em T. rangeli além da observacdo direta dos parasitos
transfectados, foram realizados ensaios de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI) e de Western blot.

5.1.5.1 Observacao direta

A deteccdo dos produtos de expressdo plasmidial foi realizada
nos parasitos transfectados através da observacdo de fluorescéncia da
GFP em um microscopio éptico de fluorescéncia Olympus — Bx40-FL
(Olympus, Téquio), sendo as imagens digitalizadas com cdmera DP72 e
analisadas pelo programa Cell” (Olympus).

5.1.5.2 Citolocalizacdo por ensaios de Imunofluorescéncia Indireta
(RIFI)

A RIFI foi realizada pela MSc. Carolina Marin Rocha Coelho
com formas epimastigotas e tripomastigotas de T. cruzi e T. rangeli
(selvagem e transfectado) conforme o preconizado por Haynes, Russel e



Capitulo I1 91

Cross (1996) com modificagbes. Os parasitos foram coletados por
centrifugacdo a 1.300 x g por 10 min e lavados duas vezes com PBS pH
7,4 e novamente centrifugados nas mesmas condi¢fes. A concentragdo
celular foi ajustada para 1 x 10° células/ml, e aproximadamente 50 ul da
suspensao celular foi depositada sobre uma laminula circular (13 x 13
cm) em placas de poliestireno de 24 cavidades. Os parasitos ficaram
aderindo por um periodo de 20 min, e posteriormente foi realizada a
fixacdo dos mesmos com paraformaldeido 4% diluido em PBS 1X
durante cinco min. As laminulas foram submetidas a trés lavagens de 5
min com PBS pH 7,4. Todas as etapas subsequentes foram intercaladas
com lavagens nessas mesmas condicdes. A permeabilizacdo dos
parasitos, quando necessaria, foi realizada com o detergente Nonidet P-
40 (octilfenoxipolietoxietanol) (NP-40) a 0,5% durante cinco min. O
blogueio dos sitios de ligagdo inespecificos foi realizado durante 16
horas a 4°C com solucdo de leite desnatado a 5% diluido em PBS pH
7,4-Tween 0,1% (monolaurato de polioxietileno sorbitano).

Os diferentes anticorpos primarios, 3F6 (TEIXEIRA,;
YOSHIDA, 1986) e anti-GFP, foram diluidos conforme a Tabela 4, em
solucdo de leite desnatado a 2%, sendo mantidos sobre as laminulas
durante 90 min a temperatura ambiente. O anticorpo secundario anti-lIgG
de camundongo conjugado a Alexa-fluor 488 ou Alexa-fluor 594
(Molecular Probes, Eugene) foi diluido 1:1.000 em solugdo de leite
desnatado em PBS pH 7,4 a 0,5%, e mantido sobre a laminula por 15
min protegido da luz. Apos trés lavagens de cinco min em PBS-Tween
0,1%, as laminulas foram coradas com 1 pg/ml de 4',6-diamidino-2-
fenilindol (DAPI) por cinco min, e ap6s lavagens montadas com o
reagente Hydromount (National Diagnostics, Atlanta) sobre laminas de
vidro. As analises foram realizadas em microscopio Optico de
fluorescéncia Olympus — Bx40-FL (Olympus) e os resultados
digitalmente registrados.
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Tabela 4. Descrigdo dos anticorpos utilizados nos ensaios de
imunofluorescéncia indireta e Western blot, considerando sua origem,
tamanho das proteinas reconhecidas e dilui¢@es utilizadas nas diferentes
metodologias. (-): ndo se aplica.

Diluicdo

) Diluicao
Anticorpo Tamanho Western

RIFI
o] [o]

Monoclonal de
camundongo
direcionado ao dominio
central do gene gp82 de
T. cruzi
anti-GFP Monoclonal de 26kDa 1:150 1:1000
camundongo anti-GFP
11ES5 (isotipo 1gG;)
Santa Cruz
Biothecnology

TAT-1 - Monoclonal 55kDa - 1:10.000
Alfa IgG-camundongo
Tubulina

5.1.5.3 Western blot

Nos ensaios de western blot foram utilizados os extratos
protéicos de formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli
selvagem, T. cruzi selvagem, T. rangeli transfectados com os
plasmideos pTEX-8523eGFP ou pTEXeGFP. Estes também foram
realizados pela MSc. Carolina Marin Rocha Coelho. As culturas de
parasitos foram lavadas duas vezes com PBS pH 7,4 e centrifugadas a
1.300 x g por 10 min. Extratos protéicos totais foram obtidos através da
adicdo de tampao de lise (50 mM NaCl, 200 mM Tris-HCI pH 8,0, 1%
de NP-40) previamente aquecido a 90 °C e um coquetel de inibidores de
proteases (1 pg/ul) (Sigma-Aldrich), sendo as amostras homogeneizadas
e posteriormente centrifugadas a 14.000 x g durante 25 min a 4°C. O
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sobrenadante foi coletado e a concentracdo dos extratos protéicos foi
estimada através de microdosagem pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976). Cerca de 30 pg de cada extrato foram misturados
com tampdo de amostra (20% glicerol, 0,5% azul de bromofenol, 0,5 M
Tris-HCI pH 6,8, 4,4% SDS e 2% [B-24 mercaptoetanol), aquecidos a
95°C por cinco min e submetidos a separacao eletroforética em gel SDS-
PAGE (do inglés Polyacrylamide Gel Electrophoresis) 10%, a 100 volts
durante aproximadamente duas horas. As proteinas foram transferidas
para membranas de PVDF (do inglés Polyvinylidene fluoride) (Bio-Rad,
Alfragide) durante 30 min a 25 volts em médulo de transferéncia TE 77
PWR Semi-Dry Transfer Unit® (GE Healthcare). O procedimento
ocorreu de acordo com a técnica descrita por Towhbin, Staehelin e
Gordon (1979) com algumas modificagbes. Ap6s confirmacdo da
transferéncia das proteinas pela coloragdo com Ponceau 1%, as
membranas foram bloqueadas com solucdo de bloqueio (5% leite
desnatado diluido em PBS-Tween 0,1%) por 16 horas. As membranas
foram mantidas em solucdo contendo o anticorpo primario (diluidos
conforme Tabela 4) por 90 min sob agitacdo branda a temperatura
ambiente. A ligacdo ao anticorpo secundério anti-lgG de camundongo
conjugado a peroxidase (diluicdo 1: 10.000) (Sigma-Aldrich) ocorreu
durante 60 min. Entre cada etapa as membranas foram lavadas cinco
vezes por 5 min com tampéo de blotting (25 mM Tris HCI pH 7,4; 150
mM NaCl; 0,1% Tween 20), sob agitacdo branda. Como substrato
utilizamos o reagente ECL (GE Healthcare) e exposi¢do por 5 min a
temperatura ambiente. Utilizou-se o processador de filmes SRX-101A
(Konica Minolta Medical & Graphic) para a revelagao.

5.1.6 Aspectos éticos e de biosseguranca

Uma vez que na presente proposta realizamos a geracdo e a
manipulacdo de organismos geneticamente modificados (OGM),
salienta-se que o Laboratdrio de Protozoologia da UFSC esta incluido
no Certificado de Qualidade em Biosseguranca da UFSC (NUmero
101/99) expedido pela Comissdo Técnica Nacional de Biosseguranca
(CTNBIO0), estando apto a trabalhar com OGM em regime de contencéo.
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5.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.2.1 Avaliac@o comparativa de crescimento in vitro

Toda populacdo apresenta, no decurso de sua existéncia,
variagcGes em seu numero ou densidade que se traduzem graficamente
pelo que se convencionou chamar de curva de crescimento (REY, 2011).

Uma curva de crescimento tipica, observada nas condicGes de
laboratério, quando os organismos de uma espécie crescem em um meio
de cultura confinado, apresenta trés fases. Nos primeiros dias, a
populagdo aumenta lentamente, para logo acelerar seu crescimento.
Numa segunda fase, a taxa de crescimento reduz-se cada vez mais, até
que a populagdo se estabilize numericamente (periodo de equilibrio). A
fase de equilibrio é geralmente substituida por um periodo de oscilacGes
ou flutuagBes da numerosidade. A terceira fase corresponde a um
periodo de decréscimo populacional que pode manté-la em nivel muito
baixo ou terminar por extingdo (desaparecimento da populacdo) (REY,
2011).

O crescimento comparativo in vitro das cepas T. rangeli-gp82 e
T. rangeli-GFP em relacdo a cepa selvagem (Figura 19) resultou em
uma curva de crescimento semelhante, ndo tendo sido observadas
diferencas estatisticamente significativas, o que nos permite inferir que a
expressao de gp82 e GFP ndo alterou os padrdes de crescimento in vitro
do parasito.

A observagdo da curva de crescimento de ambas as cepas
estendeu-se por 22 dias, apresentando o nimero maximo de parasitos
entre 0 10° e o0 11° dia, com cerca de 1,93 x10’ parasitos/ml para a cepa
T. rangeli-gp82 (pico no 10° dia), 1,68 x10’ parasitos/ml para a cepa T.
rangeli-GFP (pico no 11° dia) e 1,54 x10' parasitos/ml para T. rangeli
selvagem (pico no 10° dia).
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Figura 19. Analise comparativa do crescimento das cepas transfectadas
de Trypanosoma rangeli em relacdo a cepa selvagem (T. rangeli cepa
Choachi). O niimero inicial de parasitos foi de 0,67x10°. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando analisadas
através da analise de variancia (ANOVA) unifatorial (one-way)
(p<0,05).

5.2.2 Diferenciacéo de T. rangeli in vitro

Os parasitos transfectados foram analisados quanto a sua
capacidade de diferenciacdo em tripomastigotas metacilicos. Apds os
parasitos terem completado a diferenciacdo in vitro, os mesmos foram
guantificados por contagem direta em c@mara de Neubauer e
visualizagdo em microscdpio Optico apds a coloragdo dos parasitos com
Giemsa (Figura 20 A).

A diferenciacdo in vitro das cepas de T. rangeli-gp82, T.
rangeli-GFP e da cepa selvagem (Figura 20 B) resultou em taxas de
diferenciacdo semelhantes entre as cepas, ndo tendo sido observadas
diferencas estatisticamente significativas, permitindo afirmar que a
transfeccdo ndo incorreu em alteracdes morfolédgicas e nem no padréo de

diferenciacdo in vitro do parasito. Segundo estudos anteriormente



Capitulo 11 96

realizados com o marcador fluorescente GFP, este ndo causa alteracdes
no crescimento e infectividade dos parasitos transfectados com a GFP
(PIRES et al, 2008; FLORENCIO-MARTINEZ et al., 2010).

A T rangeli selvagem T rangeli-gp82

Porcentagem de diferenciagéo (%)

Figura 20. (A) Formas tripomastigotas de Trypanosoma rangeli selvagem e T.
rangeli-gp82 obtidos apds o processo de diferenciacéo in vitro. Os parasitos foram
corados com Giemsa. As barras em preto representam 10 um. (B) Percentual de
diferenciacdo em tripomastigotas in vitro de diferentes cepas de T. rangeli. Os dados
sdo representativos de trés experimentos independentes com duas réplicas técnicas
cada.
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5.2.3 Deteccdo da expressao de proteinas expressas heter6logamente
por T. rangeli

A avaliacdo dos produtos de expressdo plasmidial nos parasitos
transfectados foi realizada primeiramente através de observacdo direta
da expressdo da GFP em microscépio de fluorescéncia (Figura 21 A).
Utilizando anticorpos especificos, tanto a expressao da gp82 (Figura 21
B) , quanto a expressdo da GFP foram confirmadas na cepa T. rangeli-
gp82. Além disso, foram realizados ensaios controles apenas com
anticorpo secundério ou utilizando outro anticorpo ndo relevante para o
estudo em questdo. Estes ndo apresentaram nenhum nivel de
fluorescéncia (dados ndo mostrados). Inicialmente, utilizou-se o
anticorpo secundario conjugado a Alexa-fluor 488. No entanto, para
evitar que houvesse sobreposicdo desta fluorescéncia com a
naturalmente emitida pelo parasito devido a expressdo da GFP, o
anticorpo secundario conjugado com Alexa-fluor 594 também foi
tilizado, apresentando resultados semelhantes.

B Alexa-fluor 488 Alexa-fluor 594

Anti-gp82

Anti-GFP

Figura 21. Expressdo heteréloga das proteinas gp82 e GFP na cepa
Trypanosoma rangeli-gp82. (A) Resultado da observagdo da
fluorescéncia direta da GFP na cepa T. rangeli-gp82. (B) Resultados dos
ensaios de imunofluorescéncia indireta utilizando os anticorpos
primarios 3F6 (anti-gp82) ou anti-GFP, e os anticorpos secundarios anti-
IgG de camundongo conjugado a Alexa-fluor 488 ou Alexa-fluor 594.
As barras em branco representam 10 pm.
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5.2.4 Andlise da expressao das proteinas heterélogamente expressas

pelo T. rangeli através de western blot
A expressdo das proteinas heterélogas nos parasitos

transfectados também foi confirmada pela realizagdo de um ensaio de
western blot (Figura 22) com extratos protéicos de formas epimastigotas
e tripomastigotas das cepas T. rangeli-gp82, T. rangeli-GFP, T. rangeli
selvagem e T. cruzi (cepa Y).

Epimastigota Tripomastigota

TrSelv.
Tc Selv.
GP82
GFP
TrSelv.
Tc Selv.

o
©
o
o

o
|8
o

82 kDa

3F6

GFP

26 kDa

55 kDa a-tubulina

Figura 22. Avaliacdo da expressao heterdloga das proteinas gp82 e GFP
por western blot em extratos protéicos totais de formas epimastigotas e
tripomastigotas de Trypanosoma rangeli-gp82, T. rangeli-GFP, T.
rangeli cepa Choachi e T. cruzi cepa Y. Os anticorpos primarios
utilizados foram 3F6, anti-GFP e anti-a-tubulina. T. rangeli-gp82 est&
apresentado como gp82, T. rangeli-GFP como GFP, T. rangeli selvagem
cepa Choachi estd como TrSelv e Trypanosoma cruzi cepa Y estd como

TcSelv.
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Conforme o esperado, o anticorpo anti-GFP reconheceu uma
proteina de aproximadamente 26 kDa apenas nos extratos protéicos
provenientes de parasitos transfectados com o plasmideo pTEX-
8523eGFP (T. rangeli-gp82) e com o plasmideo pTEXeGFP (T. rangeli-
GFP). Além disso, o anticorpo 3F6 foi capaz de reconhecer um
polipeptidio de 82 kDa nos extratos protéicos totais de formas
tripomastigotas de T. cruzi. Ainda que com intensidade menor do que 0
observado para T. cruzi, 0 ensaio revelou a expressdo equivalente da
gp82 por formas epimastigotas e tripomastigotas da cepa T. rangeli-
gp82 (Figura 22).

O resultado de expressdo equivalente referente a T. rangeli-
gp82 ja era esperado pois 0 gene da gp82 esta inserido em um vetor
epissomal e sua expressdo estd relacionada apenas com a pressdo do
agente seletor. Neste sentido, tanto a cultura de epimastigotas quanto os
parasitos diferenciados foram mantidos sobre a mesma pressédo de G-
418, sendo este resultado bastante plausivel.

E possivel observar um fraco reconhecimento de um
polipeptidio de 82 kDa em formas tripomastigotas de T. rangeli-GFP e
T. rangeli selvagem. Esse reconhecimento pode estar relacionado ao
fato de que o anticorpo 3F6 é direcionado ao dominio central do gene
gp82 de T. cruzi. Como este apresenta similaridade com as sialidases do
grupo Il de T. rangeli (capitulo 1 desta tese) e o anticorpo pode
reconhecer, ainda que de forma ndo especifica, algum epitopo
relacionado nestes parasitos.

A atividade de sialidase é regulada em T. cruzi (PEREIRA,
1983). As sialidases e TS sdo maximamente expressas na forma
tripomastigotas de T. cruzi onde a atividade é de 10 a 20 vezes maior do
gue a encontrada em formas epimastigotas (PEREIRA, 1983;
ZINGALES et al., 1987; HARTH; HAIDARIS; SO, 1987). Estes dados
corroboram 0s observados para as formas epimastigotas e
tripomastigotas de T. cruzi, sendo o anticorpo 3F6 direcionado para a
gp82 expressa nas formas tripomastigotas metaciclicas de T. cruzi
(TEIXEIRA; YOSHIDA, 1986).

Andlises de densitometria permitiram a quantificagdo
comparativa da expressao das proteinas identificadas no western blot. A
guantificacdo da gp82 mostrou que o nivel de expressdo nas formas
epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli-gp82 foi respectivamente,
70,6% e 82,3% menores do que a expressdo em tripomastigotas de T.
cruzi. Além da expressdo da gp82 em T. rangeli ser induzida, esta
diferenca pode ser decorrente do nimero de copias do gene que codifica
para a gp82 presente no T. cruzi, uma vez que neste parasito este gene é
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encontrado em varios cromossomos deste parasito e tem cerca de 60
copias por genoma hapldide (ARRAYA et al., 1994).

5.2.5 Imunolocalizacdo das proteinas expressas heterélogamente por
T. rangeli

Buscando avaliar a localizacdo celular da gp82 e da GFP nas
formas epimastigotas de T. rangeli-gp82, os anticorpos descritos na
Tabela 4 foram utilizados em ensaios de RIFI utilizando parasitos
permeabilizados e ndo-permeabilizados. Como controles, também foram
realizados ensaios apenas com anticorpo secundario ou utilizando outro
anticorpo nao relacionado para o estudo em questdo. Estes nao
apresentaram nenhum nivel de fluorescéncia (dados ndo mostrados).

A localizacdo celular da gp82 em T. rangeli-gp82 e em T. cruzi
(Figura 23) utilizando parasitos ndo-permeabilizados foi bastante
similar, evidenciando-se uma fluorescéncia uniforme associada a
superficie do parasito. Nos parasitos T. rangeli-gp82 permeabilizados, o
anticorpo 3F6 também revelou uma fluorescéncia associada a superficie
do parasito, porém mais concentrada.

Figura 23. Localizacdo celular da glicoproteina de superficie de 82 kDa em
formas tripomastigotas (tripo) de Trypanosoma cruzi e formas
epimastigotas (epi) de Trypanosoma rangeli-gp82. (A) Imunofluorescéncia

indireta utilizando o anticorpo primario 3F6 e (B) coloragdo por DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol). As barras em branco representam 10 pm.

T. cruzi (tripo)

N&o-Permeabilizado

T. rangeli-gp82 (epi)

EermeabilizadoA
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Atayde e colaboradores (2007) ao estudarem a localizacéo
celular da gp82 em formas tripomastigotas de T. cruzi verificaram que a
mesma esta distribuida por todo o corpo celular, tanto em parasitos
permeabilizados como ndo-permeabilizados. Nas cepas de T. cruzi que
penetram nas células hospedeiras de forma mediada pela gp82,
moléculas reativas ao anticorpo 3F6 contribuem para o processo de
invasdo (RAMIREZ et al., 1993), principalmente por se ligar a
moléculas de superficie da célula hospedeira e desencadear a ativacdo de
vias de transdu¢do de sinal no parasito e na célula alvo (YOSHIDA,
2006).

Ramirez e colaboradores (1999) construiram uma proteina gp82
de T. cruzi quimérica e expressaram em células Vero transfectadas com
0 plasmideo pcDNA3 que continha o gene da gp82 de T. cruzi . Eles
determinaram a localizacdo celular por imunofluorescéncia e
verificaram que as células Vero transfectadas com essa construgdo néo
expressavam gp82 na superficie celular. Em virtude disso, eles
decidiram detectar a gp82 em células Vero permeabilizadas e
concluiram que a gp82 é transportada para fora do reticulo
endoplasmatico e complexo de golgi e acumula-se perto da superficie da
célula.

H4 vérios fatores que corroboram o fato da gp82 em T. rangeli-
gp82 estar realmente localizada na superficie do parasito.
Estruturalmente a gp82 é uma glicoproteina de superficie que contem
oligosacarideos N-ligados as cadeias laterais e ancorados a membrana
por meio de uma ancora de GPI (CARDOSO DE ALMEIDA: HEISE,
1993). Cardoso de Almeida e Heise (1993) mostraram que as moléculas
de superficie das formas metaciclicas estdo ligadas a superficie celular
por meio de ancora de GPI, regido também identificada na glicoproteina
em questdo. Além disso, a analise da hidrofobicidade da gp82 indica a
presenca de uma regido apolar de 15 aminoacidos na extremidade
carboxi-terminal que é caracteristica de proteinas ancoradas a superficie
celular por uma GPI (RAMIREZ et al., 1999).

As proteinas a serem ancoradas por meio de GPI apresentam na
extremidade amino-terminal um peptideo sinal hidrofébico que
direciona a proteina nascente ao interior do reticulo endoplasmaético
onde logo pode ou ndo ser clivado (HOWELL et al., 1994). A gp82
presente em T. rangeli-gp82 ndo apresenta peptideo sinal, porém o
peptideo sinal da gp85 de T. cruzi foi inserido no plasmideo pTEX-
8523eGFP, o que reforca a hipotese de que esta proteina esta localizada
na superficie do parasito. Esses resultados também nos indicam que
provavelmente o processamento em T. rangeli encaminhe esta proteina
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para a superficie por utilizar vias parecidas com T. cruzi.
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5.3 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente capitulo, podemos
concluir que:
v" As cepas T. rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP apresentaram
crescimento e padrdo de diferenciacdo in vitro que ndo diferiu da cepa
selvagem.
v' As proteinas heter6logas gp82 e eGFP continuam sendo expressas
em T. rangeli-gp82 mesmo apos a diferenciacdo in vitro em formas
tripomastigotas;
v" A localizagdo celular da gp82 em T. rangeli-gp82 esta associada a
superficie do parasito.
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6 CAPITULO 11l

Analise comparativa da interacdo in vitro de células Vero e de células
THP-1 com a cepa do T. rangeli-gp82
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6.1 MATERIAIS E METODOS

6.1.1 Células

Células Vero (ATCC: CCL81) foram mantidas em garrafas de
75cm? em meio DMEM suplementado com 5% de SBF a 37°C com
atmosfera de 5% de CO..

As células THP-1 (linhagem humana de origem monocitica,
derivada de paciente com leucemia monocitica aguda - ATCC#TIB-202)
foram cultivadas em garrafas de cultura de 75cm? em meio Roswell
Park Memorial Institute (RPMI)-1640 (HiMedia Laboratories) pH 7,4
suplementado com 10% de SBF, 12,5 mM de HEPES (Gibco), 100
U/mL penicilina, 100 pg/mL estreptomicina (Gibco), 2 mM de
Glutamax®, (Gibco), 1ImM de Piruvato de Sédio (Gibco) (aqui definido
como RPMI completo) e mantidas a 37°C com atmosfera de 5% de CO,.
As células foram mantidas através de repiques semanais na densidade de
3x 10° células/mL. Para tal, apés uma lavagem em PBS, o nimero de
células viaveis foi determinado pelo teste de exclusdo do azul de trypan
(0,02%), quantificado em Camara de Neubauer e ajustado a
concentracdo desejada em meio RPMI completo. Para 0s experimentos
aqui descritos utilizou-se células com, no maximo, 15 passagens.

6.1.1.2 Inducéo da diferenciagéo de células THP-1

Células THP-1 coletadas no 3° ou 4° dia de crescimento foram
guantificadas conforme descrito no item 6.1.1 e induzidas a
diferenciacdo em fagdcitos aderentes semelhantes a macrofagos
conforme descrito por Schwende e colaboradores (1996). Em placas de
24 cavidades, foram cultivadas 1,5x 10° células/ml em meio RMPI
completo acrescido de Forbol-12-miristato-13-acetato (PMA) (Sigma-
Aldrich) na concentragdo de 50 pg/ml a 37°C com atmosfera de 5% de
CO, por 72 horas.

Ap0s este periodo, as células foram utilizadas para os ensaios
de interacdo conforme descrito no item 6.1.3.

6.1.2 Ensaio de interacdo do T. rangeli-gp82 com células Vero e
THP-1

Os ensaios cinéticos de interacdo de formas tripomastigotas das
cepas T. rangeli-gp82, Y de T. cruzi, T. rangeli-selvagem e T. rangeli-
GFP foram conduzidos em triplicata, utilizando-se duplicatas técnicas
em cada experimento. O cultivo de monocamadas celulares néo
confluentes da linhagem Vero ou THP-1 sobre laminulas de vidro (22 x
22 cm) foi realizado conforme descrito por Croxford e colaboradores
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(2005) com pequenas modificagbes. Formas tripomastigotas das duas
espécies foram adicionadas sobre as monocamadas celulares (5x 10
células/ml para Vero e 1,5x 10° células/ml para THP-1) a um MOI (do
inglés Multiplicity of infection-razéo parasito: célula) de 30:1 para Vero
e 10:1 para THP-1 e mantidas em placas de 24 cavidades a 37°C com
atmosfera de 5% CO, por trés horas. Transcorrido este tempo de
interacdo, as células foram lavadas duas vezes com PBS e novamente
mantidas em meio DMEM acrescido de 5% de SBF quando se trata de
células Vero e RPMI completo para THP-1 até 0 momento de serem
processadas segundo os periodos determinados para o experimento.

Os tempos escolhidos na interacdo com células Vero foram TO
(apos as 3 horas de interacdo), T4, T16 e T120, sendo que nestes trés
Gltimos, o ndmero representa 0 nimero de horas de interacdo a partir de
TO. Para THP-1, utilizamos TO, T4, T16 e T42. Decorrido estes
periodos, duas amostras referentes a cada um dos parasitos em cada
tempo do experimento foram coradas pelo método de Giemsa (Vero)
(item 6.1.2.1) ou Pandtico (THP-1) (6.1.2.2) e as outras duas submetidas
a ensaios de RIFI (item 6.1.2.3).

Para a determinacdo do numero de parasitos aderidos e
internalizados foram contadas, de maneira aleat6ria, 200 células por
laminula para cada um dos tempos e cepas utilizadas.

6.1.2.1 Coloracdo pelo método de Giemsa

Apos o periodo de interagdo, os pogos foram lavados trés vezes
com PBS pH 7,4 e subsequentemente fixados com metanol. Apos a
coloragdo com uma solugdo de Giemsa (Merck) durante 15 min, as
laminulas de vidro foram lavadas com &gua deionizada e secas ao ar.

6.1.2.2 Coloracdo pelo Panético

Ap0s o periodo de interacdo, os pocos foram lavados trés vezes
com PBS pH 7,4 e subsequentemente submetidos a coloragdo por
Panético (HemaDiff Bioanalytic GmbH D-79224- Germany) de acordo
com as instruces do fabricante com algumas modificactes
Basicamente, fixou-se a amostra por 2 min na solu¢do do Frasco A
(triarilmetano a 0,1%). Escorreu-se a laminula e esta foi submetida a
coloragdo na solucdo do frasco B (xantenos a 0,1%) por 5 min e
posteriormente 0 mesmo processo foi repetido com a solucdo do frasco
C (tiazinas a 0,1%). Ap6s a coloracdo, a laminula foi lavada em uma
solucéo contendo 20% de alcool etilico absoluto em agua deionizada por
1 min. Em seguida, lavou-se a laminula em &gua deionizada e esta foi
seca ao ar. As laminulas foram montadas com o reagente Entellan®
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(Merck) sobre laminas de microscopia.

6.1.2.3 RIFI

Apos o periodo de interagdo, os pogos foram lavados trés vezes
com PBS pH 7,4, e subsequentemente fixados com paraformaldeido 4%
diluido em PBS durante cinco min. Ap6s trés lavagens de cinco minutos
com PBS, foi feita a permeabilizacdo dos parasitos com 0,5% NP-40
(interagdo com células Vero) ou Triton X-100 (interacdo com células
THP-1) durante 5 min. Foi relizado novamente trés lavagens de cinco
min. cada em PBS 1X. Os sitios inespecificos foram bloqueados em
solucdo de bloqueio (5% leite desnatado diluido em PBS-Tween 0,1%
na interagdo com células Vero e Albumina de soro bovino- BSA a 2%
na interagdo com células THP-1) durante 1 hora a temperatura ambiente.

Na interagdo com células Vero, o anticorpo primario, anti-TAT-
1-alfa-Tubulina foi diluido 1:400 em solugdo de bloqueio 0,5%, sendo
entdo adicionado sobre as laminulas permanecendo em contato com o
antigeno durante 90 min a temperatura ambiente. Apds novas lavagens
(PBS-Tween 0,1%), o anticorpo secundario anti-lgG de amundongo
conjugado a Alexa-fluor 488 (Molecular Probes) foi diluido 1:1000 em
solucdo de bloqueio 0,5% e mantido sobre as laminulas por 15 min
protegido da luz.

J& para células THP-1, os diferentes anticorpos primérios (anti-
TAT-1-alfa-Tubulina e LAMP1 ou LAMP2) foram diluidos conforme a
Tabela 5, em solu¢do de bloqueio a 2%, sendo mantidos sobre as
laminulas durante 90 min a temperatura ambiente. Ap6s novas lavagens
(PBS pH 7,2), os anticorpos secundarios (descritos na Tabela 5) foram
diluidos em solucédo de bloqueio a 2% e mantidos sobre as laminulas por
15 min protegidos da luz.

Apos trés lavagens de cinco min em PBS-Tween 0,1%, as
laminulas foram coradas com 1 pg/ml de DAPI por cinco min, lavadas
novamente e montadas com o reagente Hydromount (National
Diagnostics) sobre laminas de microscopia. As analises foram realizadas
em microscopio Optico de fluorescéncia Olympus — Bx40-FL
(Olympus) e digitalmente registradas.
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Tabela 5. Descrigdo dos anticorpos utilizados no ensaio de
imunofluorescéncia indireta com células THP-1, considerando sua
origem e diluigdes utilizadas.

Anticorpo Tipo Diluicao RIFI

TAT-1 - Alfa Monoclonal 1:1000
Tubulina IgG-camundongo
LAMP2 (marcador Monoclonal 1:75
lisossomal) IgG-rato
LAMP1 (marcador Policlonal 1:30
lisossomal) IgG-coelho
Alexa fluor 488 IgG anti-rato 1:1000
Alexa fluor 488 IgG anti-coelho 1:1000
Alexa fluor 594 Ig_;G anti-camundongo 1:1000

6.1.3 Analise estatistica

Para a determinacdo do numero de parasitos aderidos e
internalizados foram contadas, de maneira aleat6ria, 200 células por
laminula para cada um dos tempos e cepas utilizadas. Estes
experimentos foram realizados com duas replicas técnicas e em
triplicatas, sendo as médias analisadas pela analise de variancia
(ANOVA) de dois fatores (two-way) seguida do teste “post-hoc” de
Bonferroni. Estes foram utilizados para determinagdo de diferengas
estatisticas entre 0s grupos e o nivel de significancia adotado foi p<0,05.
As analises estatisticas foram realizadas utilizando o programa
GraphPad Prism 2007, versdo 5.0 para Windows (MOTULSKY, 2007).

6.1.4 Ensaio de mobilizacdo de célcio do T. rangeli expressando a
proteina heteréloga gp82

O fluxo de Ca®* da célula hospedeira mobilizada pelo parasito
pode ser mensurado utilizando-se um indicador que acusa a mobilizagdo
pelo aumento de fluorescéncia, o Fluo-3 (Invitrogen Life Technologies).
Para este ensaio, 2,5 x 10 células Vero/pogo foram mantidas a 37°C
com atmosfera de 5% CO, durante 20 horas em placa de 96 cavidades.
Apo6s duas lavagens com PBS pH 7,2 contendo 0,5 mM de Probenecid
(PBS/Probenecida), foi adicionada as células uma solugdo contendo 5
UM de Fluo-3, 0,05% de &cido plurbnico F-127 e 0,5 mM de
Probenecida. As células foram mantidas nesta solucdo por 60 min a
temperatura ambiente e protegidas da luz. Foi realizada mais uma
lavagem com PBS/Probenecida e posteriormente as células foram
mantidas por 30 min em PBS/Probenecida protegidas da luz. Decorrido
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este tempo, o extrato sollvel dos parasitos (5ug) foi acrescentado. Para
preparacdo dos extratos, aos precipitados de parasitos foram adicionados
150 pl de tampé&o de lise (50mM NaCl, 200mM Tris-HCI pH 8.0, 1%
Triton X-100) aquecido a 100°C e estes foram homogeneizados
intensamente duas vezes durante 30 segundos. As amostras foram entéo
centrifugadas a 14.000 x g por 30 min a 4°C obtendo assim um extrato
de proteinas sollveis no sobrenadante. A leitura da fluorescéncia foi
realizada durante 110 segundos (10 segundos antes da adicdo dos
extratos e 100 segundos depois) a 37°C no equipamento TECAN
Infinite® M200 (Invitrogen Life Technologies). O comprimento de onda
(A) de excitaco utilizado para a leitura da fluorescéncia foi de 485 nm e
0 de emissdo 525 nm, sendo os resultados expressos em valores
relativos de fluorescéncia. Este experimento foi realizado em triplicata
com duas réplicas técnicas cada.

6.1.4.1 Anélise estatistica

As médias obtidas foram submetidas a anélise de variancia
(ANOVA) unifatorial (one-way) seguida do teste “post-hoc” de Tukey,
apontando diferencas estatisticamente significativas entre 0s grupos a
nivel de significancia de p<0,05. Estas analises foram realizadas
utilizando o programa GraphPad Prism 2007, versdo 5.0 para Windows
(MOTULSKY, 2007).

6.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.2.1 Interacao in vitro do T. rangeli-gp82 com células Vero

Os resultados da RIFI em todos os tempos e com todas as cepas
utilizadas encontram-se sumarizados na Figura 24. No tempo zero (T0)
foi possivel observar parasitos aderidos as células, além de alguns
internalizados, caracterizados por uma estrutura mais arredondada, que
ocorreu para todas as cepas de parasitos avaliados (T. rangeli-GFP, T.
rangeli-gp82, T. rangeli selvagem e T. cruzi). No T4 observamos 0s
parasitos internalizados caracterizados por uma estrutura totalmente
arredondada, e uma menor frequéncia de parasitos para as cepas T.
rangeli selvagem e T. rangeli-GFP. Para as demais cepas (T. rangeli-
gp82 e T. cruzi), a frequéncia de parasitos internalizados se manteve,
sendo que resultados semelhantes foram igualmente observados no T16
(Figura 24).

Apo6s 120 horas de interacdo, observam-se raros parasitos
aderidos ou internalizados correspondentes as cepas T. rangeli selvagem
e T. rangeli-GFP. Para T. cruzi, uma grande quantidade de amastigotas
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no interior das células é observada, sendo resultante da multiplicagéo
intracelular. Quando comparamos a cepa T. rangeli-gp82 as outras cepas
de T. rangeli, observa-se que nesta ainda ha parasitos internalizados.
Estes encontram-se em formato arredondado, entretanto ndao ha qualquer
indicativo de estejam realizando multiplicacdo intracelular. Esses dados
corroboram os observados por D”Alessandro-Bacigalupo e Saravia
(1992) onde nenhum sitio de multiplicacdo do T. rangeli em células de
mamiferos foi convincentemente demonstrado.

No intuito de verificar a porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interacdo parasito-célula Vero, foi realizada a
contagem de 400 células nos tempos TO, T4 e T16 (Figura 25).
Verificamos que a infeccdo celular nos diferentes tempos foi
significativamente maior para o T. cruzi do que para o T. rangeli
selvagem (p<<0.001). Nao foram encontradas diferengas (p>0.05) entre a
infeccdo pelas cepas T. rangeli-GFP e T. rangeli selvagem, sendo esse
resultado também ja esperado pois a cepa T. rangeli-GFP foi utilizada
como um controle negativo, por possuir exatamente 0 mesmo plasmideo
da cepa T. rangeli-gp82, somente diferindo quanto a presenca do gene
gp82 e peptideo sinal da gp85.

Com relacdo a cepa T. rangeli-gp82, verificamos que esta foi
capaz de infectar um maior nimero de células (p<0,05) do que acepa T.
rangeli selvagem (Figura 25) nos trés diferentes tempos de interagdo.
Resultados similares foram observados quando comparamos a cepa T.
rangeli-gp82 com a cepa T. rangeli-GFP.

Ao compararmos a porcentagem de células infectadas pela cepa
T. rangeli-gp82 em relacdo ao T. cruzi (Figura 25) verificamos que a
infeccdo foi significativamente maior para T. cruzi nos diferentes
tempos analisados (TO e T4- p<0,01; T16 p<0.001). Contudo, esta
diferenca foi inferior a observada quando comparamos T. rangeli
selvagem e T. cruzi. Em virtude disso, podemos concluir que ocorreu
um ndmero maior de parasitos intracelulares para T. rangeli gp82 em
relacdo a T. rangeli selvagem, porém inferior ao observado para T.
cruzi, indicando que a expressdo da gp82 de T. cruzi pelo T. rangeli
altera o padrdo de interacdo deste com células ndo fagociticas.

O T. rangeli possui sialidases do grupo Il, mas ndo sabemos se
elas sdo capazes de exercer este mesmo papel da gp82, assim este efeito
de aumento na infecgéo pode estar relacionado a presenca da gp82 como
citado ou ainda a um aumento da sua quantidade (sialidases grupo Il) na
superficie dos parasitos transfectados.
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Figura 24. Ensaio de Interacdo parasito-célula hospedeira através de
Imunofluorescéncia indireta. A linhagem celular utilizada foi célula VERO
(ATCC: CCL81) originaria de fibroblastos de rim do macaco verde
Africano- Cercopithecus aethiops. Tempo: TO (ap6s as trés horas de
interacdo), T4, T16 e T120, sendo que nestes trés altimos, o ndmero
representa 0 ndmero de horas de interacdo a partir de TO. Tubulina:
anticorpo priméario anti-TAT-1-alfa-Tubulina. Coloragdo por DAPI (4',6-
diamidino-2-fenilindol). Merge: sobreposicdo da imagem de tubulina, e
DAPI. As barras em branco representam 10 pm.
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Figura 25. Representacdo grafica da porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interacdo parasito-célula Vero. Tempo: TO (ap6s
as trés horas de interacdo), T4 e T16 (a partir de T0). Trypanosoma
rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi: T. cruzi
cepa Y. As diferengas foram consideradas estatisticamente significativas
guando analisadas através da analise de variancia (ANOVA) dois fatores
(two-way) seguida do teste “post-hoc” de Bonferroni (p<0,05). *
p<0,05. Foram apresentadas apenas as diferencas estatisticamente
significativas entre a cepa T. rangeli-gp82 e T. rangeli selvagem.

Com relacdo ao nimero de parasitos aderidos nos trés diferentes
tempos (TO, T4 e T16) (Figura 26), verificamos que ndo ocorrreu
diferenca significativa entre a adesdo das cepas T. rangeli selvageme T.
rangeli-GFP (p>0,05). Porém, ao comparar a quantidade de parasitos
aderidos as células entre as cepas T. rangeli selvagem e T. rangeli-gp82,
verificamos que ha uma maior quantidade de parasitos da cepa T.
rangeli-gp82 aderido as células nos trés diferentes tempos. O mesmo
ocorreu quando comparamos T. rangeli-gp82 e T. cruzi no TO e T4
(p<0.001) e em T16 (p< 0,01). De maneira geral, podemos afirmar que
0 numero de parasitos da cepa T. rangeli-gp82 aderidos as células foi
significativamente maior com relacdo as demais cepas analisadas.
Observamos um menor nimero de parasitos de T. cruzi aderidos as
células Vero em relacdo ao T. rangeli, fato que pode estar relacionado a
uma maior capacidade e/ou velocidade de internalizagdo dos mesmos
nestes tipos celulares (Figura 26).
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Figura 26. Representacdo grafica do nimero de parasitos aderidos/100
células resultante do ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira. A
linhagem celular utilizada foi célula Vero (ATCC: CCL8L1) originaria de
fibroblastos de rim do macaco verde Africano- Cercopithecus aethiops.
Tempo: TO (ap6s as trés horas de interacdo), T4 e T16 (a partir de TO).
Trypanosoma rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma
cruzi: T. cruzi cepa Y. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando analisadas através da analise de
variancia (ANOVA) dois fatores (two-way) seguida do teste “post-hoc”
de Bonferroni (p<0,05). * p<0,05. *** p<0,001. Foram apresentadas
apenas as diferencas estatisticamente significativas entre a cepa T.
rangeli-gp82 e T. rangeli selvagem.

ObservacBGes in vitro usando videomicroscopia mostram
claramente que nem todos o0s parasitos que interagem com a superficie
da célula permanecem aderidos. Nos casos em que a adesdo ocorre, esta
é suficientemente intensa para resistir a sucessivas lavagens da cultura.
Todas as formas do ciclo evolutivo de T. cruzi aderem & célula
hospedeira. O grau de adesdo, no entanto, varia de acordo com a cepa do
parasito, com a forma evolutiva e com a célula hospedeira (DE SOUZA,
2000).

Diversos estudos de interagdo parasito-hospedeiro ja foram
realizados com cepas de T. rangeli isoladas de diferentes regides
geogréficas e distintas linhagens celulares, buscando elucidar o ciclo de
vida deste parasito. Osorio e colaboradores (1995) revelaram que o
clone Ub66-5b da cepa San Agustin de T. rangeli, proveniente de
cultura e de glandula salivar de Rhodnius prolixus, foi capaz de infectar
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a linhagem celular U937 (promondcito) em baixas proporgdes. O
mesmo acontece com as cepas SC-58, Macias e Choachi ao interagirem
com células Vero e promonécitos J774G.8, em que apenas uma ou duas
formas intracelulares foram observadas por célula infectada 72 horas
apos a interagdo (EGER-MAGRICH et al., 2001). Entretanto, ambos os
autores constatam que, apesar de 0s parasitos se manterem vidveis no
interior das células por um tempo prolongado, superior a 144 horas
(EGER-MANGRICH et al., 2001) e mais de 25 dias (OSORIO et al.,
1995), ndo ha evidéncia de multiplicacdo intracelular destes parasitos.

Em contrapartida, Zufiiga e colaboradores (1997), utilizando a
cepa C23 de T. rangeli com as linhagens celulares Vero e J774, mostrou
um grande namero de parasitos aderidos e alguns internalizados apés
quatro horas de interacdo parasito-célula. Transcorridos seis dias, 50%
das células Vero e 47% das células J774 estavam infectadas com um
numero maior de parasitos internalizados, apresentando ainda, no oitavo
dia, o come¢co de um segundo ciclo de infeccdo. No entanto, estes
resultados precisam ser melhor investigados, uma vez que 0s parasitos
encontrados no interior das células e, também, o aumento no nimero de
parasitos internalizados podem ser decorrentes de uma possivel
contaminacdo da cultura da cepa C23 com T. cruzi. Estes resultados
podem ser um indicativo de que a capacidade de o T. rangeli se
reproduzir no hospedeiro mamifero esteja relacionada ou dependa das
caracteristicas da cepa utilizada, ou mesmo que ndo sejam tipos
celulares compativeis com a divisao parasitaria.

Manque e colaboradores (2003) examinaram a capacidade de
formas epimastigotas de T. cruzi transfectadas com o gene da gp82 em
se ligar a células HelLa. Estes autores encontraram um aumento de trés
vezes no nimero de parasitos aderidos para as formas epimastigotas que
expressavam a gp82 quando comparado com as formas epimastigotas
selvagens e transfectadas com o vetor sem o gene de interesse.

6.2.2 Interacdo in vitro do T. rangeli-gp82 com células THP-1
Considerando os resultados apresentados da interacdo in vitro
do T. rangeli-gp82 com células Vero (células ndo fagociticas),
decidimos realizar um outro ensaio utilizando células fagociticas (THP-
1). Neste além do anticorpo primario anti-TAT-1-alfa-Tubulina,
utilizamos dois tipos de anticorpos lisossomais -LAMP1 e LAMP2.
Estima-se que as proteinas de membrana lisossomais LAMP1 e LAMP2
contribuam com aproximadamente 50% de todas as proteinas da
membrana do lisossomo (ESKELINEN, 2006). Elas sdo proteinas
altamente glicosiladas, ricas em &cido sialico e estima-se que cubram
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aproximadamente 80% da superficie luminal do lisossomo (HOWE et
al., 1988; ESKELINEN; TANAKA,; SAFTIG, 2003).

Os resultados da RIFI em todos os tempos e com todas as cepas
utilizadas encontra-se nas Figuras 27 e 28. No TO foi possivel observar
parasitos aderidos as ceélulas, além de alguns internalizados,
caracterizados por uma estrutura mais arredondada, que ocorreu para
todos os parasitos avaliados (T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82, T. rangeli
selvagem e T. cruzi). No T4 observamos 0s parasitos totalmente
arredondados e resultados semelhantes foram igualmente observados no
T16.

Apbs 42 horas de interacdo, observam-se poucos parasitos
aderidos ou internalizados correspondentes as cepas T. rangeli
selvagem, T. rangeli-GFP e T. rangeli-gp82. Para T. cruzi, uma grande
guantidade de amastigotas no interior das células foi observada, sendo
resultante da multiplicacdo intracelular.
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A marcacdo lisossomal com os anticorpos LAMP1 e LAMP2 sé
foi detectada nos TO e T4 para todas as cepas analisadas (Figuras 27 e
28). Trata-se de uma marcagdo perinuclear e verificamos uma
intensidade maior de marcagédo para 0 LAMP1 do que o LAMP2. Esses
resultados estdo de acordo com os observados por Chen e colaboradores
(1985). Eles identificaram estas duas glicoproteinas de membrana
lisossomais e verificaram que sua marcagdo é perinuclear e através de
imuno-histoquimica notaram uma maior intensidade de coloragdo nos
tecidos para LAMP1 em comparacio com LAMP2.

De acordo com Andrews (1995), a resposta a mobilizacdo de
Ca?* na célula hospedeira induz o recrutamento de lisossomos para o
sitio de penetracdo do T. cruzi. Neste local, marcadores lisossomais séo
imediatamente incorporados no vaclolo parasitéforo sem acimulo de
actina polimerizada em torno dos parasitos recentemente internalizados
e a invasdo é facilitada pela ruptura dos microfilamentos (TARDIEX et
al., 1992). Jaiswal, Andrews e Simon (2002) relataram que lisossomos
que se fundiram foram predominantemente pré-encaixados nha
membrana plasmética e que o Ca** pode ser o principal responsavel pela
fusdo e ndo o recrutamento de lisossomos a superficie celular. Ao se
fundir com a membrana plasmatica, os lisossomos podem contribuir
para a formacéao do vacutolo parasitéforo (ANDREWS, 1995).

Com relacdo ao nimero de parasitos aderidos, encontramos
parasitos apenas nos tempos zero e quatro. Verificamos que ocorreu
diferenca significativa entre a adesdo das cepas T. rangeli selvagem
(p<0,05), T. rangeli-GFP (p<0,05) e T. rangeli-gp82 (p<0,01) quando
comparada ao nimero de parasitos aderidos de T. cruzi (Figura 29).
Diferenca ndo mais observada para todas as cepas no T4 (Figura 29).

Estes resultados diferem do observado para as células Vero,
onde nos tempos analisados (zero, quatro e dezesseis) verificamos um
nimero maior de parasitos aderidos na cepa T. rangeli-gp82 do que nas
demais cepas. Ndo podemos deixar de considerar que o grau de adeséao
celular varia de acordo ndo s6 com relacdo a cepa do parasito, forma
evolutiva, como também com relacéo a célula hospedeira (DE SOUZA,
2000).
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Figura 29. Representacdo grafica do nimero de parasitos aderidos/100
células resultante do ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira. A
linhagem celular utilizada foi THP1. Tempo: TO (ap6s as trés horas de
interacdo) e T4 (a partir de T0). Trypanosoma rangeli selvagem: T.
rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi; T. cruzi cepa Y. As
diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
analisadas através da analise de variancia (ANOVA) dois fatores (two-
way) seguida do teste “post-hoc” de Bonferroni (p<0,05). * p<0,05. **
p<0,01.

No intuito de verificar a porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interagdo parasito-célula THP-1, foi realizada a
contagem de 400 células nos tempos TO, T4, T16 e T42 (Figura 30).
Nédo foram encontradas diferencas (p>0.05) na infec¢do pelas cepas
analisadas (T. cruzi, T. rangeli-gp82, T. rangeli-GFP, T. rangeli
selvagem) nos quatro diferentes tempos.
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Figura 30. Representacdo grafica da porcentagem de células infectadas
resultante do ensaio de interagdo parasito-célula THP1. Tempo: TO
(ap6s as trés horas de interacdo), T4/T18 e T42 (a partir de TO).
Trypanosoma rangeli selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma
cruzi: T. cruzi cepa Y. As diferengas foram consideradas
estatisticamente significativas quando analisadas através da analise de
variancia (ANOVA) dois fatores (two-way) seguida do teste “post-hoc”
de Bonferroni (p<0,05).

Contudo, quando analisados 0 numero de parasitos
internalizados nos quatro diferentes tempos, notamos diferencgas
significativas apenas no TO e no T42 (Figura 31). Foram encontradas
diferencas significativas entre 0 nimero de parasitos internalizados de T.
rangeli selvagem e T. rangeli-GFP (p<0,01), bem como para T. rangeli-
gp82 (p<0,05) quando comparados ao ndmero de parasitos
internalizados de T. cruzi. No T42, notamos que ha um nimero muito
maior de parasitos internalizados de T. cruzi quando comparado as
demais cepas de T. rangeli (T. rangeli-gp82, T. rangeli-GFP e T. rangeli
selvagem) (Figura 31).
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Figura 31. Representacdo grafica do nimero de parasitos
internalizados/100 células resultante do ensaio de interacdo parasito-
célula hospedeira. A linhagem celular utilizada foi THP1 (linhagem
humana de origem monocitica, derivada de paciente com leucemia
monocitica aguda - ATCC#TIB-202). Tempo: TO (apds as trés horas de
interacdo), T4/T18 e T42 (a partir de T0). Trypanosoma rangeli
selvagem: T. rangeli cepa Choachi. Trypanosoma cruzi: T. cruzi cepa Y.
As diferencas foram consideradas estatisticamente significativas quando
analisadas através da analise de variancia (ANOVA) dois fatores (two-
way) seguida do teste “post-hoc” de Bonferroni (p<0,05). ** p<0,01.
*** p<0,001.

Na infeccdo celular com células Vero, o T. cruzi foi capaz de
infectar um nlmero maior de células do que as cepas de T. rangeli em
todos os tempos analisados. Estes resultados diferem dos encontrados
para as células THP-1, onde a porcentagem de células infectadas nédo
difere estatisticamente entre o T. cruzi e as cepas de T. rangeli
analisadas em todos os tempos.

Tripomastigotas de T. cruzi utilizam dois modos distintos de
invadir a célula hospedeira através do qual acessam o ambiente
intracelular das células de mamiferos: uma rota dependente de lisossoma
e uma rota independente de lisossoma (BURLEIGH, 2005; EPTING;
COATES; ENGMAN, 2010). No primeiro caso, e reorganiza¢do dos
microtUbulos, bem como a fusdo dos lisossomos pré-formados com a
membrana plasmatica (SCHENKMAN et al., 1991; TARDIEX et al.,
1992; TARDIEX; NATHANSON; ANDREWS, 1994; TYLER,;
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ENGMAN, 2001). A segunda rota envolve a invaginagdo mediada pela
membrana plasmatica e sinalizada por fosfoinositideo 3 quinase mas é
independente da polimerizacdo de actina (WOOLSEY et al., 2003;
ANDRADE. ANDREWS, 2005; BURLEIGH, 2005; EPTING;
COATES; ENGMAN, 2010)

Em fagdcitos profissionais (como os macréfagos), a ativacao de
proteinas tirosina quinase foi observada seguida do recrutamento de
fosfoinositideo 3 quinase e filamentos de actina (este processo tem sido
associado com o mecanismo de fagocitose) no ponto de entrada do
tripomastigota (VIEIRA et al., 2002), que mostra a fagocitose como
principal mecanismo de entrada do T. cruzi em macrdfagos.

Estas informagBes corroboram o0s resultados apresentados
anteriormente. No caso da interagdo da forma tripomastigota com
macrofagos, a maior parte dos parasitas € interiorizada via mecanismo
do tipo fagocitico (DE SOUZA, 2000). Fato que ocorreu na interacdo
dos parasitos com as células THP-1 e em virtude disto ndo ha diferenca
na porcentagem de células infectadas entre o T. cruzi e as cepas de T.
rangeli analisadas em todos os tempos. Ja para as células Vero
(linhagem nao fagocitica) o parasito induz um aumento na concentracdo
de célcio intracelular (Ca®*) quando interage com a célula hospedeira, o
que leva & polimerizacdo da actina. Como a gp82 é uma glicoproteina
muito importante para mobilizagdo de célcio intracelular, tanto no
parasito quanto na célula hospedeira, é sabido que o T. cruzi infecta um
nimero maior de células do que as cepas de T. rangeli (que nédo
apresentam esta glicoproteina ativa).

A contagem do nimero de parasitos aderidos e internalizados e
o calculo da porcentagem de células infectadas ocorreu através da leitura
do ensaio de interacdo com coloracdo pelo Pandtico. Na Figura 32,
vemos um exemplo do que foi encontrado para as cepas de T. cruzie T.
rangeli-gp82 nos quatro diferentes tempos. Como controle negativo,
apresentamos também os resultados para as células THP-1 ndo
infectadas. No TO, a seta aponta parasitos aderidos para T. rangeli-gp82
e internalizados para T. cruzi. Nos demais tempos, encontramos
parasitos com formato arredondado na cepa T. rangeli-gp82. Ja para T.
cruzi, encontramos amastigotas no interior das células nos trés dltimos
tempos. Sendo que no T42, ja verificamos uma intensa multiplicacdo
intracelular.
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Figura 32. Ensaio de interacdo parasito-célula hospedeira através de
coloragdo pelo Panético. A linhagem celular utilizada foi THP-1.
Tempo: TO (ap0s as trés horas de interagdo), T4, T16 e T42, sendo que
nestes trés Ultimos, o nimero representa o numero de horas de interagéo
a partir de TO. A: T. rangeli-gp82. B: T. cruzi cepa Y. C: células THP-1
ndo infectadas. As setas representam as regides onde observam-se
parasitos. As barras em branco representam 10 pm.
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6.2.3 Avaliacdo da inducéo de mobilizacdo de célcio intracelular
pela proteina gp82 expressa de forma heterdloga pelo T. rangeli

Inicialmente, com o intuito de verificar se 0 ensaio de
mobilizacdo de célcio intracelular é efetivo utilizamos como controles
positivos o Calcium ionophorium (Cl) e o ATP a 1M que sabidamente
mobilizam célcio. CI é altamente seletivo para Ca?* e é comumente
utilizado para aumentar os niveis de Ca’* em células intactas
(MARTINA; KILIC; CHERUBINI, 1994; WANG et al., 1994). Em
cultura celular, ele estimula a producdo de Oxido nitrico pela 6xido
nitrico sintase constitutiva dependente de calmodulina (KNOWLES;
MONCADA, 1992). Ele também atua como um desacoplador da
fosforilagdo oxidativa e um inibidor da atividade ATPase mitocondrial
(REED; LARDY, 1972).

Verificamos uma diferenca estatisticamente significativa nos
valores relativos de fluorescéncia do Cl (p<0,001) e do ATP (p<0,05)
guando comparado ao controle negativo (PBS pH 7,2) (Figura 33).
Posteriormente analisamos extratos sollveis de parasitos das diferentes
cepas em suas formas epimastigota e tripomastigota. Um aumento
significativo nos valores relativos de fluorescéncia que indica que ha
mobilizacéo do fluxo de Ca?* da célula hospedeira foi observado tanto
nas formas epimastigotas quanto tripomastigotas das cepas T. cruzi, T.
rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP quando comparado ao controle negativo.
A forma epimastigota de T. cruzi e as formas epimastigota e
tripomastigota de T. rangeli-GFP apresentaram uma diferenca
estatisticamente significativa (p<0,05) quando comparada ao controle
negativo, porém estas foram inferiores as diferencas observadas para as
formas epimastigota e tripomastigota de T. rangeli-gp82 e a forma
tripomastigota de T. cruzi (p<0,001).
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Figura 33. Ensaio de mobilizacdo de célcio induzido pelo T. rangeli
expressando a proteina heter6loga gp82. Resultados expressos em
valores relativos de fluorescéncia. Controle negativo: PBS 1X.
Controles positivos: ATP 1M e CI (do inglés Calcium ionophorium
5uM). Tc. epi: T. cruzi forma epimastigota. Tc. tripo: T. cruzi forma
tripomastigota. Tr. epi: T. rangeli forma epimastigota. Tr. tripo: T.
rangeli forma tripomastigota. Tr-gp82 epi: T. rangeli-gp82 forma
epimastigota. Tr-gp82 tripo: T. rangeli-gp82 forma tripomastigota. Tr-
GFP epi: T. rangeli-GFP forma epimastigota. Tr-GFP tripo: T. rangeli-
GFP forma tripomastigota. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando analisadas através da analise de
variancia (ANOVA) unifatorial (one-way) (p<0,05) seguida do teste
“post-hoc” de Tukey (p<0,05). * p<0,05. *** p<0,001. Foram
apresentadas apenas as diferencas estatisticamente significativas quando
comparadas ao controle negativo.

A invasdo celular é um passo essencial para o estabelecimento
da infeccdo por agentes patogénicos intracelulares em hospedeiros
suscetiveis. Evidéncias indicam que em muitos casos, a caracteristica
chave para o processo de invasdo envolve a sinaliza¢do entre o patdgeno
e a célula hospedeira (CALER et al.,, 1998). O conhecimento da
complexidade dos eventos iniciais da transducdo de sinal desencadeado
em células do hospedeiro mamifero pela interagdo patégeno-célula
hospedeira vieram principalmente a partir de estudos com patégenos
bacterianos entéricos (GALAN; BLISKA, 1996; FALKOW, 1997;
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FINLAY; FALKOW, 1997). No entanto, muitos trabalhos indicam que
a sinalizacdo também desempenha um papel muito importante na
interacdo de parasitos protozodrios com suas células hospedeiras
(MORENO et al, 1994; MING; EWEN; PEREIRA, 1995;
SCHOFIELD; TACHADO, 1996; GAZZINELLI et al., 1997;.
BURLEIGH; ANDREWS, 1998).

Evidéncias indicam que um aumento na concentracao
intracelular de calcio livre (Ca*") na célula hospedeira é necessario para
a invasdo do T. cruzi mediada por lisosomos (TARDIEUX;
NATHANSON; ANDREWS, 1994; RODRIGUEZ et al., 1995;
RODRIGUEZ et I, 1997). A atividade de sinalizagdo de Ca*
estimulada pelas formas tripomastigotas de T. cruzi é sollvel e esta
ligada a atividade de uma serina hidrolase do parasito, a oligopeptidase
B (BURLEIGH; ANDREWS, 1995; BURLEIGH et al., 1997). A
inibicdo da atividade da oligopeptidase B em extratos de tripomastigotas
soltveis utilizando inibidores de protease (BURLEIGH; ANDREWS,
1995) ou anticorpos especificos para a oligopeptidase B recombinante
(BURLEIGH et al.,, 1997) resulta em inibicdo da atividade de
sinalizacdo de Ca®"‘/A oligopeptidase B purificada sozinha ¢ incapaz de
desencadear aumento nas concentracdes transitérias de Ca®* nas células
de mamiferos, indicando que ha outros componentes adicionais do
parasito necessarios para reconstituir a atividade de sinalizagdo de
Ca’*(CALER etal., 1998).

Durante a interagdo do T. cruzi com a célula hospedeira, uma
elevacdo na concentragdo de Ca’* é induzida néo somente pela célula
hospederia como também nos parasitos e isto também contribui para o
processo de invasdo do parasito (MORENO et al., 1994; YAKUBU;
MAJUMDER; KIERSZENBAUM, 1994). A forma tripomastigota
infectiva de T. cruzi provoca aumentos transitérios na concentracio de
Ca®" em uma variedade de células, e nenhum efeito é observado com os
estagios epimastigotas ndo infectantes (MORENO et al., 1994;
TARDIEUX; NATHANSON; ANDREWS, 1994; BURLEIGH;
ANDREWS, 1995; DORTA et al., 1995). Porém, no presente trabalho,
observamos uma diferenca significativa nos valores relativos de
fluorescéncia tanto na forma epimastigota quanto tripomastigota de T.
cruzi. A forma epimastigota também foi capaz de mobilizar célcio,
porém em menor grau ao observado para a forma tripomastigota deste
parasito. Estes resultados corroboram com o descrito por Mangue e
colaboradores (2003). Eles verificaram um aumento na concentracéo
intracelular de Ca®* (em células HelLa) quando em contato com extratos
epimastigotas de T. cruzi transfectados com um vetor contendo o gene
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da gp82 similares aos observados para as formas tripomastigotas
metaciclicas. O mesmo resultado ndo foi observado nas formas
epimastigotas selvagens e nas formas epimastigotas transfectadas
somente com o plasmideo pTEX.

A gp82 esta envolvida no processo de internalizacdo do parasito
na célula hospedeira (RAMIREZ et al., 1993; NEIRA et al., 2003) e este
processo mobiliza calcio na célula hospedeira. Os resultados
encontrados para as formas epimastigota e tripomastigota de T. rangeli-
gp82 corroboram com a informacao acima. Tanto na forma epimastigota
guanto na forma tripomastigota de T. rangeli-gp82 temos a expressao
desta proteina que é essencial para 0 processo.

Observamos um aumento significativo nos valores relativos de
fluorescéncia para as formas epimastigota e tripomastigota de T.
rangeli-GFP, entretanto a explicagdo para este efeito precisa ser
investigada.
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6.3 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente capitulo, podemos
concluir que:
v' Os parasitos transfectados T. rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP assim
como a cepa selvagem foram capazes de penetrar em células Vero e em
células THP-1 in vitro;
v A cepa T. rangeli-gp82 revelou ser mais infectiva para células
Vero que as cepas T. rangeli selvagem e T. rangeli-GFP, o que mostra
gue a expressdo da gp82 altera o padrdo de interacdo do T. rangeli com
células ndo fagociticas;
v" O nlmero de parasitos internalizados no TO e no T42 foi muito
maior e estatisticamente significativo na cepa T. cruzi do que nas demais
cepas analisadas na interacdo com células THP-1. No tempo 4 e 16 ndo
foram encontradas diferencas significativas entre as cepas analisadas;
v" O ndmero de parasitos aderidos foi maior para cepa T. rangeli-
gp82 com relacdo as demais cepas analisadas quando a interacdo
ocorreu com células Vero. O mesmo ndo foi observado quando a
interacdo ocorreu com células THP-1;
v Nenhuma das cepas de T. rangeli apresentou capacidade de
multiplicacdo intracelular até 120 horas p6s interacdo com células Vero
e até 42 horas po6s interacdo com células THP-1;
v Houve um aumento significativo na mobilizacdo de Ca®* nas
células Vero induzida tanto pelas formas epimastigotas quanto
tripomastigotas das cepas T. cruzi, T. rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP
guando comparado ao controle negativo.
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7 CAPITULO IV

Avaliacgdo da infectividade e desenvolvimento do T. rangeli expressando
a gp82 de T. cruzi em camundongos e em triatomineos
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7.1 MATERIAIS E METODOS

7.1.1 Avaliacdo comparativa da infectividade e do desenvolvimento
das linhagens T. rangeli em R. prolixus

Grupos de 60 ninfas de 4° e/ou 5° estagios de R. prolixus foram
infectados por inoculacéo intraceldmica de aproximadamente 10° formas
epimastigotas de cultura de T. rangeli-gp82, T. rangeli- selvagem e T.
rangeli-GFP. Todas as culturas de parasitos foram previamente lavadas
com PBS pH 7,2 para retirada do G-418. Estes insetos foram mantidos
em condig¢des controladas de temperatura (27 + 2°C) e umidade relativa
do ar (60 + 10%) e examinados para a presenca de parasitos na
hemolinfa e glandulas salivares.

A avaliagido comparativa da infectividade para estes
triatomineos foi realizada, semanalmente, através da observacdo direta
da hemolinfa e das glandulas salivares de cinco triatomineos. Os insetos
de cada grupo experimental foram sacrificados por decapitacdo e
tiveram suas glandulas salivares dissecadas e a hemolinfa coletada para
a preparacdo de esfregacos corados com Giemsa, visando a observacéo
da presenca e da morfologia dos parasitos.

7.1.2 Avaliacdo comparativa da infectividade e do desenvolvimento
das linhagens T. rangeli em camundongos C57BL/6

Para estes ensaios, cinco grupos de seis/sete camundongos
C57BL/6 de quatro a seis semanas de vida foram infectados por
inoculacdo intraperitoneal de 5x10’ tripomastigotas sanguineos de T.
rangeli-gp82, T. rangeli selvagem, T. rangeli-GFP ou com 1x10°
tripomastigotas sanguineos de T. cruzi ou ndo foram infectados, grupo
controle (naive).

Todos os procedimentos foram realizados na observancia dos
preceitos estabelecidos pelo Colégio Brasileiro de Experimentacédo
Animal — COBEA, tendo sido previamente aprovados pela Comisséo de
Etica em Uso de Animais da UFSC (Protocolo CEUA: PP00822).

O sangue destes camundongos foi obtido por puncdo da
extremidade da cauda e analisado a fresco a cada 24 horas para pesquisa
da presenca de parasitos, sendo a curva de parasitemia determinada
seguindo o método de Brener (1962).

O sangue dos camundongos positivos para T. rangeli-gp82 e T.
rangeli-GFP foi também utilizado na preparacdo de esfregacos
sanguineos e corados pelo método de Giemsa para observacdo da
morfologia dos parasitos.
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O soro dos camundongos de cada grupo foi coletado 5 dias pds
inoculagdo (d.p.i.) e 15 d.p.i. Aos quinze d.p.i., um camundongo dos
grupos T. rangeli selvagem, T. rangeli-gp82 e controle foram
sacrificados e foram coletados para ensaios posteriores 0 sangue e 0S
seguintes orgdos: coracdo, figado, baco, musculo esquelético, cérebro,
tecido adiposo, glandula suprarenal, rim e linfonodos mesentéricos.

Apb6s 70 d.p.i. um camundongo de cada grupo (T. rangeli
selvagem, T. rangeli-gp82, T. rangeli-GFP, T. cruzi e controle) foi
sacrificado e os 6rgdos coletados. Os cinco camundongos restantes em
cada grupo apresentavam uma infec¢do prévia crbnica e um ensaio
desafio com o T. cruzi foi realizado. Este ensaio iniciou pela inoculacao
de 10° tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T. cruzi nos
camundongos sadios e cronicos para a infecgdo por T. rangeli selvagem,
T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82 e T. cruzi sendo a curva de parasitemia
determinada como o anteriormente descrito. Neste ensaio, foi inserido
um segundo grupo que ndo apresentava infeccdo prévia que foi
desafiado com T. cruzi (T. cruzi controle), sendo mantido o grupo
controle. O sangue dos camundongos de cada grupo foi coletado 5, 15 e
30 d.p.d. (dias p6s desafio).

Trinta d.p.d., os camundongos de todos 0s grupos experimentais
foram sacrificados por deslocamento cervical, sendo extraidos o0s
mesmos Orgdos supracitados para realizacdo de exames histopatoldgicos
e extracdo de acidos nucleicos.

7.1.2.1 Isolamento do DNA total

O sangue e/ou os fragmentos dos oOrgdos coletados e
preservados em etanol a —20°C foram macerados e ressuspendidos em
tampao de lise (10 mM Tris-HCI pH 7,4; 10 mM NaCl; 256 mM EDTA
pH 8,0; 1% SDS - dodecil sulfato de sédio) e proteinase K 100 pg/ml
(Sigma-Aldrich) por 12 horas a 37°C. O DNA foi entdo extraido pelo
método de fenol/cloroférmio de acordo com Sambrook e Russell (2001)
com algumas modificaces.

7.1.2.2 Dosagem do DNA
As amostras de DNA foram processadas conforme descrito no
item 4.1.4.

7.1.2.3 Reacdo em cadeia da polimerase (PCR)

No intuito de detectar a presenga do parasito no sangue e/ou nos
fragmentos dos 6rgédos coletados, foram utilizados os iniciadores S35
(5’-AAATAATGTACGGGTGGAGATGCATGA-3’) e S36 (5’-
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GGGTTCGATTGGGGTTGGTGT-3") dirigidos aos minicirculos de
KDNA de T. cruzi e de T. rangeli (VALLEJO et al., 1999).

Além disso, para as amostras negativas na PCR com estes
iniciadores, foram testados ainda os iniciadores D75 (5’-
GCAGATCTTGGTTGGCGTAG-3") e D76 (5°-
GGTTCTCTGTTGCCCCTTTT-3’) que sdo complementares as
sequéncias flanqueadoras conservadas no dominio divergente D7a da
subunidade maior do gene do RNA ribosomal - rDNA (SOUTO;
VARGAS; ZINGALES, 1999).

Os iniciadores S35 e S36 foram utilizados em reacGes de PCR
contendo o DNA a ser analisado em dilui¢fes 1:10 e 1:100, 10 pmol de
cada um dos dois iniciadores, 200 uM de dNTP e 1 unidade de Taq
DNA polimerase (Invitrogen Life Technologies) em tampéo fornecido
pelo fabricante. As reaces iniciaram-se com uma etapa de desnaturacdo
do DNA a 94°C durante cinco min. Subsequentemente foram realizados
34 ciclos com as etapas de desnaturacdo (94°C por 1 min), ligagdo dos
iniciadores a sequéncia alvo (60°C por um min) e elongamento da
cadeia de DNA pela polimerase (72°C por um min), sendo estes passos
realizados em um termociclador Mastercycler Gradient (Eppendorf).

Para a PCR com os iniciadores D75 e D76, a reacdo foi
preparada como 0 acima descrito, adicionando-se 2,5 pug de BSA ao
tampdo fornecido pelo fabricante. As reagdes iniciaram-se com uma
etapa de desnaturacdo do DNA a 94°C durante trés min. Seguidos de
guatro rodadas de trés ciclos cada um: 94°C por um min, 60°C por um
min e 72°C por um minuto; 94°C por um min, 58°C por um min e 72°C
por um minuto; 94°C por um min, 56°C por um min e 72°C por um
minuto; 94°C por um min, 54°C por um min e 72°C por um minuto.
Subsequentemente foram realizados 35 ciclos com as etapas de
desnaturagdo (94°C por 1 min), ligagéo dos iniciadores a sequéncia alvo
(52°C por um min) e elongamento da cadeia de DNA pela polimerase
(72°C por um min), sendo estes passos realizados em um termociclador
Mastercycler Gradient (Eppendorf).

Todos os produtos de PCR obtidos com os iniciadores S35 e
S36 foram resolvidos em géis de poliacrilamida 8% corados pelo
brometo de etidio (1 pg/ml). Ja os produtos gerados com os iniciadores
D75 e D76 foram resolvidos em géis de agarose 2% corados pelo
brometo de etidio (1 pg/ml).

7.1.2.4 Histopatologia )
A avaliacdo histopatdlogia foi realizada pelo Dr. Alvaro Menin.
Para tal, fragmentos dos Orgdos (coragdo, figado, bago, musculo
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esquelético, cérebro, tecido adiposo, glandula suprarenal, rim e
linfonodos mesentéricos) foram fixados em solu¢do formalina 10%
tamponada com PBS pH 7,4 por 72 horas. Ap6s desidratagdo em etanol,
as amostras foram embebidas e incluidas em parafina liquida a 64°C. Os
tecidos parafinizados foram submetidos a cortes histologicos seriados de
4 um, corados com hemotoxilina-eosina (H&E) e examinados em
microscopio Optico, visando a pesquisa do ndmero de células no
processo inflamatorio, a distribuicdo das mesmas (classificadas aqui
como local, difuso ou multifocal); classificagdo semiquantitativa do
processo inflamatério nos tecidos que foi realizada a partir da andlise de
50 campos utilizando a leitura em objetiva de 100x. Foram considerados
focos inflamatdrios, agrupamento celulares com > 15 leucdcitos. A
intensidade da inflamacéo foi definida com ausente (auséncia de focos
inflamatdrios), leve (< 25 focos) moderado (26-50 focos) e intenso (> 50
focos).

7.1.3 Analise estatistica

As médias obtidas no experimento foram analisadas pela analise
de variancia (ANOVA) unifatorial (one-way) seguida do teste “post-
hoc” de Bonferroni. Estes foram utilizados para determinacdo de
diferencas estatisticas entre os grupos e o nivel de significancia adotado
foi p<0,05. As anélises estatisticas foram realizadas utilizando o
programa GraphPad Prism 2007, versdo 5.0 para Windows
(MOTULSKY, 2007).

7.2 RESULTADOS E DISCUSSAO

7.2.1 Avaliacdo comparativa da infectividade e do desenvolvimento
das linhagens T. rangeli em R. prolixus

O T. rangeli se desenvolve no intestino dos triatomineos, mas
ao contrario do T. cruzi, pode invadir a hemocele, bem como as
glandulas salivares, onde grande ndmero de formas metacilicas
infectivas sdo formadas (D’ALESSANDRO, 1976; HECKER;
SCHWARZENBACH; RUDIN, 1990).

Na tentativa de verificar a capacidade de manutencéo do ciclo
de vida das cepas transfectadas em hospedeiro invertebrado, ninfas de 4°
e 5° estagio de R. prolixus foram infectadas intracelomicamente com
uma suspensao dos parasitos. Uma semana pos-inoculagdo, a hemolinfa
ja estava densamente colonizada por formas epimastigotas de T. rangeli
das trés cepas analisadas (Figura 34). Apds aproximadamente trés
semanas, ja se encontravam tripomastigotas metaciclicos na glandula
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salivar de R. prolixus infectado com T. rangeli selvagem bem como nos
infectados com T. rangeli-gp82 (dados ndo mostrados). Para os
infectados com T. rangeli-GFP, a infeccdo ocorreu na décima semana.
Desta forma, os parasitos transfectados mantiveram a capacidade de
evasdo do trato intestinal, colonizacdo da hemocele, invasdo das
glandulas salivares e diferenciacdo em tripomastigotas metaciclicos.

T. rangeli selvagem T. rangeli-GFP T. rangeli-gp82

N,
.

Figura 34. Infeccdo de Rhodnius prolixus com diferentes cepas do
Trypanosoma rangeli (corado com Giemsa). Imagem da hemolinfa de
triatomineos infectados com as cepas T. rangeli selvagem (cepa
Choachi), T. rangeli-GFP e T. rangeli-gp82, em forma epimastigota
tipica. A barra em preto representa 10 um.

7.2.2 Avaliacdo comparativa da infectividade e do desenvolvimento
das linhagens de T. rangeli em camundongos C57BL/6

Apos a inoculacdo dos animais com as formas tripomastigotas
de cultura de T. rangeli-GFP, T. rangeli-gp82, T. rangeli selvagem e T.
cruzi, a parasitemia foi monitorada diariamente. No dia seguinte a
inoculagdo, foram observados tripomastigotas de todas as cepas de T.
rangeli na corrente sanguinea de animais C57BL/6 infectados (Figura
35). O mesmo havia sido observado para camundongos BALB/c (dados
ndo mostrados). O pico da parasitemia foi atingido 5 d.p.i. (8,5x10°
tripomastigotas/ml de sangue para T. rangeli-GFP, 1,7x10° para T.
rangeli-gp82 e 3,9x10° tripomastigotas/ml de sangue para T. rangeli
selvagem), ndo sendo mais detectados parasitos 11 d.p.i. (Figura 36 A).
N&o é possivel inferir se ocorre multiplicagdo do T. rangeli nestes
animais, uma vez que o numero de parasitos no inoculo inicial foi
superior ao observado no pico de parasitemia. Com relacéo as cepas de
T. rangeli transfectadas e selvagens, foi observado uma diferenca
estatisticamente significativa entre o ndmero de tripomastigotas/ml de
sangue encontrado para a cepa T. rangeli-gp82 com relacdo a cepa T.



Capitulo IV 137

rangeli selvagem (p<0.001) e T. rangeli-GFP (p<0,01).

Como pode ser observado no pico parasitémico, o T. rangeli-
gp82 apresentou um ndmero de parasitos tripomastigotas/ml superior as
demais cepas de T. rangeli. Umas das possiveis causas € a subestimacédo
da quantidade de parasitos utilizada no indculo inicial.

Grisard, Romanha e Steindel (2011) descreveram que em
modelo murino, por volta de 24 horas ap6s a infec¢do, tripomastigotas
de T. rangeli ja podem ser visualizados na corrente sanguinea do
mamifero. Embora variavel conforme a cepa do parasito, em média, na
primeira semana de infeccdo, observa-se um discreto aumento no
nlmero de parasitos circulantes atingindo o pico de maxima parasitemia
no 5° dia pos-infeccdo e a partir da segunda semana o numero de
tripomastigotas vai decrescendo e, usualmente apds o 15° dia de
infecco, a parasitemia torna-se subpatente.

Em animais infectados com T. cruzi (Figura 36 B), parasitos s6
foram detectados a partir do sexto d.p.i.. A cinética parasitémica destes
animais revelou dois picos distintos, sendo o primeiro atingido no 9°
(4,6x10* tripomastigotas/ml de sangue) e o segundo e mais expressivo
no 11° (8,2x10* tripomastigotas/ml de sangue) d.p.i. Através desta
parasitemia, também foi possivel detectar a proliferacdo de T. cruzi, uma
vez que nestes animais foram detectados 82 vezes mais parasitos do que
no indculo inicial.

T’ rangeli-GFP

T

- & ’ )| \ t
Figura 35. Microfotografia da forma tripomastigota sanguinea do
Trypanosoma rangeli-gp82 e T. rangeli-GFP em sangue de
camundongos experimentalmente infectados (corado por Giemsa). As
barras em preto representam 10 pm.
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Figura 36. Cinética parasitémica da infecgdo de Trypanosoma rangeli
ou Trypanosoma cruzi em camundongos C57BL/6. A) Camundongos
inoculados intraperitonialmente com 5x10 tripomastigotas sanguineos
das cepas T. rangeli selvagem (cepa Choachi), T. rangeli-gp82 e T.
rangeli-GFP ou B) 1x10° tripomastigotas de T. cruzi cepa Y. Os valores
correspondem a média de parasitemia de seis animais. As diferencas
foram consideradas estatisticamente significativas quando analisadas
através da andlise de variancia (ANOVA) unifatorial (one-way)
(p<0,05).

Estudos clinicos indicam que a infec¢do por T. cruzi resulta em
um estado de resisténcia do hospedeiro que controla a carga parasitaria
depois de um a trés meses. Os niveis de parasitemia sdo altos durante as
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primeiras semanas de infeccdo mas diminuem depois a niveis quase
indetectaveis, como indicado pelas deteccdes parasitarias utilizando
sangue fresco, hemoculturas, xenodiagnéstico ou PCR (PARODI;
PADILLA; BASOMBRIO, 2009).

7.2.3 Avaliacdo comparativa da infectividade e do desenvolvimento
das linhagens T. rangeli em camundongos C57BL/6 cronicamente
infectados desafiados com T. cruzi

Os camundongos de todos os grupos cronicamente infectados e
desafiados com T. cruzi foram utilizados para a determinacédo da cinética
parasitaria (Figura 37). Além disso, um novo grupo que ndo apresentava
infeccdo prévia e foi inoculado com T. cruzi (T. cruzi controle).

Os parasitos foram detectados a partir de trés d.p.i. em todos os
animais pré-infectados com cepas de T. rangeli e no grupo T. cruzi
controle. Nos animais pré-infectados com T. cruzi ndo foi detectado
nenhum parasito ao longo dos 27 dias avaliados.

A cinética parasitémica dos animais desafiados revelou um
perfil de curva similar para todas as cepas. O pico parasitémico principal
ocorreu no 5° dia e os valores de parasitemia observados expressos
como ndmero de tripomastigotas/ml de sangue foi de: 7,9x10° para T.
cruzi controle, 7,0x10° para T. rangeli-gp82, 6,9x10° para T. rangeli-
GFP e 5,8x10° para T. rangeli selvagem. Os animais do grupo T. cruzi
controle apresentaram um segundo pico, menos expressivo, no 10° dia
(1,1x10° tripomastigotas/ml de sangue).

Né&o foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0 nimero de tripomastigotas/ml de sangue dos animais pré-
infectados com as cepas de T. rangeli e no grupo T. cruzi controle.
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Figura 37. Cinética parasitémica do ensaio desafio de camundongos
infectados cronicamente por diferentes cepas de Tr 5ypanosoma rangeli e
Trypanosoma cruzi, foram inoculados com 10° tripomastigotas de
cultura da cepa Y de T. cruzi. Os valores correspondem a média de
parasitemia de cinco animais. As diferencas foram consideradas
estatisticamente significativas quando analisadas através da analise de
variancia (ANOVA) unifatorial (one-way) (p<0,05).

Estes resultados sdo divergentes dos observados por Avila e
Rojas (1990) e Introini, Basso e Moretti (1998). Estes autores relatam
gue quando camundongos BALB/c previamente infectados com formas
epimastigotas fixadas de T. rangeli sdo desafiados com cepas de T.
cruzi, a mortalidade diminui e a parasitemia é mais controlada sugerindo
gue o T. rangeli é capaz de induzir uma forte resposta imune especifica
controlando a multiplicacdo parasitémica em individuos infectados.

Estudos prévios realizados por Marini e colaboradores (2011)
reveleram que camundongos imunizados com epimastigotas fixados de
T. rangeli cepa Colombiana 2378 apresentaram uma protecao
substancial contra a infec¢do com T. cruzi cepa Tulahuen acompanhada
por uma producdo balanceada de citocinas Thl e Th2. Entretanto, eles
também demonstraram que camundongos BALB/c inoculados com
diferentes adjuvantes e formas epimastigotas fixadas de T. rangeli cepa
Colombiana 2378 apresentaram um curso similar de infeccéo e padréo
de citocinas quando comparados a camundongos do grupo controle que
foram inoculados somente com PBS. Os niveis de parasitemia nos
camundongos vacinados foi significativamente reduzido quando
comparado a carga parasitaria dos animais ndo vacinados (MARINI et
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al., 2011).

Basso e colaboradores (2007) imunizaram cdes sem raca
definida com epimastigotas fixados de T. rangeli e verificaram que
ocorreu uma resposta imune humoral contra T. cruzi cepa Tulahuen nos
cachorros. Isto foi associado com uma fase de parasitemia aguda mais
curta e de baixa amplitude.

Segundo Basso, Moretti e Fretes (2008) a imunizagdo de
camundongos BALB/c com formas epimastigotas vivas ou fixadas de T.
rangeli cepas SC-58 e Choachi € suficiente para proteger 0s
camundongos contra a cepa virulenta Tulahuen. Eles enfatizam também
gue o nivel de protecdo nos camundongos depende do nimero de T.
rangeli utilizado para imunizag&o.

Apesar da caracteristica ndo patogénica para o hospedeiro
vertebrado, a infeccdo pelo T. rangeli induz uma resposta imune
humoral que resulta em altos niveis de reatividade cruzada de anticorpos
com o T. cruzi, devido a similaridade entre seus antigenos de superficie
(GRISARD et al., 1999). Por outro lado, camundongos imunizados com
epimastigotas  fixados de T. rangeli tiveram parasitemias
significativamente mais baixas e maior sobrevida do que os controles
guando infectados com tripomastigotas de T. cruzi (BASSO;
MORETTI; VOTTERO-CIMA, 1991; INTROINI; BASSO; MORETTI,
1998).

Até o presente momento, ndo sabemos se a infeccdo com T.
rangeli pode mudar o curso da infeccdo com T. cruzi em humanos. 1sso
ndo exclui a possibilidade que uma exposic¢do ao T. rangeli possa eliciar
uma resposta imune humoral e/ou celular que confira algum grau de
protecdo contra infeccBes subsequentes com T. cruzi (PALAU et al.,
2003; CABALLERO et al., 2007).

Ressalta-se que todos os estudos realizados até o momento
utilizaram formas epimastigotas fixadas ou vivas e nenhum destes
utilizou formas tripomastigotas deste parasito que foi o objeto deste
estudo. Wagner (2012) utilizou antissoros de camundongos infectados
com T. rangeli ou com T. cruzi e verificou um forte reconhecimento de
proteinas nas regiGes entre 75-100 kDa da forma epimastigota de T.
cruzi pelo antissoro heterélogo (antissoro de animais infectados com o
T. rangeli). Além disso, um fraco reconhecimento de bandas de 25 a 40
kDa foi observado. Este padrdo ndo foi observado quando ele utilizou
proteinas solGveis da forma tripomastigota, apesar de haver um fraco
reconhecimento de proteinas de aproximadamente 40, 47, 75, 120 e 150
kDa, demonstrando que o reconhecimento soroldgico cruzado é menor
guando utilizado antigenos da forma tripomastigota de T. cruzi em
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ensaios.

7.2.3.1PCR

No intuito de detectar a presenca do T. cruzi e do T. rangeli no
sangue e/ou nos fragmentos dos 6rgdos coletados dos camundongos que
foram cronicamente infectados com T. rangeli e posteriormente
desafiados com T. cruzi, utilizamos os iniciadores S35 e S36. De acordo
com Vallejo e colaboradores (1999) é possivel diferenciar a infeccao
Unica ou mista de T. cruzi e T. rangeli com estes iniciadores devido ao
perfil de amplificacdo apresentado.

Foram analisados todos os 6rgdos e sangues coletados e 0s
resultados encontram-se agrupados na Tabela 6. O T. rangeli-gp82 foi
detectado 15 d.p.i. no coragdo, tecido adiposo e figado do camundongo
C57BL/6. Setenta d.p.i. s6 foi detectado na glandula suprarenal. O T.
rangeli-selvagem foi detectado apenas no cérebro 15 d.p.i. e nenhuma
amostra foi positiva 70 d.p.i. T. rangeli-GFP apresentou-se positiva no
tecido adiposo do camundongo 70 d.p.i. Ndo conseguimos detectar T.
cruzi em nenhum dos oOrgdos/sangue analisados 70 d.p.i. Como
esperado, nenhum camundongo controle foi positivo nos periodos
analisados (Tabela 6).
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Vallejo e colaboradores (1999) desenvolveram um trabalho
onde detectaram tanto T. cruzi quanto T. rangeli em amostras de DNA
da glandula salivar e das fezes de R. prolixus infectados com ambos os
parasitos, porém apenas T. cruzi foi observado na ampola retal destes
mesmos triatomineos. Segundo 0s mesmos uma explicacdo para este
fato € que os minicirculos de T. cruzi sdo muito mais abundantes do que
os de T. rangeli e eles provavelmente competiram mais fortemente para
0 anelamento com os iniciadores S35 e S36.

A fim de determinar se a capacidade de diferenciar os parasitos
seria independente da cepa utilizada, eles analisaram os produtos dos
minicirculos por PCR de seis cepas diferentes de T. rangeli isoladas de
regides geogréaficas distintas. Em todas as cepas analisadas o perfil de
amplificacdo apresentou um “espago livre” entre os fragmentos de DNA
de 300 e 320 pb. Nos perfis de amplificacdo de infeccBes mistas, este
espaco livre é coberto por uma forte banda de 330 pb derivada da
amplificagdo do KDNA de T. cruzi, que, segundo eles, permite
diferenciar infecgdes Unicas de mistas (VALLEJO et al., 1999).

Além dos triatomineos eles investigaram a possibilidade de
diagndstico espécie-especifico de T. cruzi e T. rangeli no sangue de
camundongos infectados com ambos o0s parasitos simultaneamente.
Durante os primeiros sete dias de infec¢do, quando o T. rangeli foi mais
abundante que o T. cruzi, uma banda de 760 pb foi detectada para o T.
rangeli, mas depois esta banda desapareceu e somente uma banda de
330 pb caracteristica de T. cruzi permaneceu. Nesta fase, eles justificam
gue embora o T. cruzi esteja presente desde o inicio da infeccéo, eles
ndo foram capazes de detectar uma banda especifica (330 pb) até o
terceiro dia pds inoculagcdo e que isto se deve, provavelmente, ao
nimero maior de tripomastigotas de T. rangeli presentes no indculo
(VALLEJO et al., 1999).

Em virtude do exposto, decidimos analisar os 6rgdos/sangue
obtidos 30 d.p.d.. Um dos resultados pode ser visualizado na Figura 38.
Como pode ser observado, ndo temos como ter certeza de que se trata de
uma infeccdo por T. cruzi ou T. rangeli ou ambos. Por isso, o resultado
foi apresentado na Tabela 6 apenas como positivo.

Apbés o desafio, amostras positivas foram detectadas no
linfonodo mesentérico, rim, coracdo, figado, glandula suprarenal e
sangue nos camundongos infectados cronicamente com T. rangeli- gp82
e desafiados com T. cruzi. Nos camundongos infectados com T. rangeli-
GFP e desafiados com T. cruzi, amostras positivas foram detectadas no
linfonodo mesentérico, masculo esquelético, coragdo, glandula
suprarenal e sangue. Para T. rangeli selvagem, tivemos amostras
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positivas no cérebro, coracdo, tecido adiposo, figado e glandula
suprarenal. Para T. cruzi, apenas linfonodo mesentérico, mdsculo
esquelético e coracdo foram positivos (Tabela 6).

15 2N 3F A0 W0 . 7 8 10 11 12 13 PPM

DDD |:|I:I|:| -

CEIEETS] A ] |

Figura 38. Eletroforese em gel de poliacrilamida 8% corado pelo
brometo de etidio mostrando os produtos de amplificacdo utilizando os
iniciadores S35 e S36. PPM: Padrdo de Peso Molecular
(pUC18/Haelll). 1 a 10: 6rgdos ou sangue coletados 30 dias ap6s o
desafio. 1: gp82 1 rim. 2: gp82 1 coracdo. 3: gp82 1 figado. 4: gp82 1
sangue. 5: gp82 2 linfonodo. 6: T. cruzi 1 coragdo. 7: gp82 2 figado. 8:
gp82 2 gléndula suprarenal. 9: T. cruzi 1 linfonodo. 10: T. cruzi 1
musculo. 11: amostra positiva referente a cepa Choachi de T. rangeli.
12: amostra positiva referente a cepa Y de T. cruzi. 13: controle
negativo (sem adicdo de DNA).

Deteccdo para T. cruzi foi verificada no muasculo esquelético,
figado e glandula suprarenal dos camundongos C57BL/6 infectados com
T. cruzi (T. cruzi naive) (Tabela 6).

Como ja exposto ndo conseguimos diferenciar a infeccdo por T.
cruzi e/ou T. rangeli nos animais desafiados. Umas das possiveis causas
esta no fato que Vallejo e colaboradores (1999) quando analisaram seis
diferentes cepas de T. rangeli ndo incluiram a cepa Choachi. Talves esta
apresente um perfil diferenciado das demais. Outro ponto a ser
levantado é que neste mesmo trabalho, nos camundongos infectados
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simultaneamente com os dois parasitos, inicialmente sé observou-se
deteccdo de T. rangeli e posteriormente somente de T. cruzi.

As amostras analisadas que foram negativas com os iniciadores
S35 e S36 foram testadas para os iniciadores D75 e D76. Os resultados
encontrados estdo apresentados na Tabela 7.
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Apobs o desafio, amostras positivas foram detectadas no bago,
linfonodo mesentérico, tecido adiposo e glandula suprarenal nos
camundongos infectados cronicamente com T. rangeli- gp82 e
desafiados com T. cruzi. Nos camundongos infectados com T. rangeli
selvagem e desafiados com T. cruzi, amostras positivas foram detectadas
no tecido adiposo e sangue. Para T. cruzi, ba¢o, musculo esquelético,
figado e glandula suprarenal foram positivos (Tabela 7).

Souto, Vargas e Zingales (1999) analisaram 14 cepas de T.
rangeli oriundas da América Central e América do Sul obtidas de
humanos, triatomineos e mamiferos silvestres e ap6s amplificacdo com
os iniciadores D75 e D76, estas originaram fragmentos de DNA de 239
pb. Para a cepa Y de T. cruzi, a amplificacdo com estes iniciadores gera
um fragmento de DNA de 265 pb. Nas nossas analises, nao foi possivel
ter certeza se tinhamos infeccéo Unica ou mista em virtude do tamanho
dos fragmentos gerados pois notamos a presenca de trés bandas nas
amostras de 30 d.p.d. (dados ndo mostrados).

Na Tabela 8 apresentamos os resultados de diagnéstico com
ambos os iniciadores.

Na Figura 39, podemos visualizar de maneira geral o nimero de
amostras positivas apenas nas cepas de T. rangeli (transfectados e
selvagem) para os diferentes Orgdos/sangue em todos os tempos
analisados. Para a glandula suprarenal e o tecido adiposo obtivemos
quatro amostras positivas, seguidas posteriormente pelo linfonodo
mesentérico, coracdo e figado e tecido adiposo com trés amostras
positivas.
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Figura 39. Representagdo qualitativa das amostras positivas tanto para
Trypanosoma rangeli quanto Trypanosoma cruzi utilizando o0s
iniciadores S35/S36 e D75/D76 nos camundongos C57BL/6 que foram
cronicamente infectados com T. rangeli e desafiados com T. cruzi. O
numero de amostras positivas foi separado de acordo com o0s
orgdos/sangue nele encontrado considerando todos os tempos analisados
(15 dias p6s inoculagdo (d.p.i. ), 60 d.p.i. e 30 dias pds desafio).

Considerando todos os pontos observados da deteccdo da
infeccdo por T. rangeli e/ou T. cruzi e sabendo que a metodologia de
PCR em tempo real ¢ muito mais sensivel e especifica, decidimos
desenhar iniciadores especificos para o diagnéstico de T. cruzi e T.
rangeli. Este experimento encontra-se em andamento e em virtude disso,
n&o foi inserido nesta tese.

7.2.3.2 Histopatologia

Cortes histolégicos de diferentes 6rgdos foram analisados,
sendo as alteragdes histomorfoldgicas mais representativas descritas na
Tabela 9.
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T [ - Caracteristica
Cepa Avaliacdo histoldgica do tecido do infiltrado
T. rangeli Mdsculo esquelético: degeneragdo individual de Ausente
selvagem 15 fib | d |
d.pi. ibras musculares e edema leve.
Coracéo: degeneracéo individual de fibras musculares Multifocal
leve e pericardite
T. rangeli-gp82 Figado: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
70d.p.i. perivascular.
Mdsculo esquelético: degeneragao individual de Ausente
fibras musculares leve.
Cérebro: gliose focal leve Multifocal
) ) Coragéo: pericardite Difuso
T. cruzi 70 d.p.i.
Figado: infiltrado inflamat6rio mononuclear Multifocal
multifocal
T. rangeli-gp82 Musculo esquelético: degeneragéo individual de Multifocal
Camundongol fibras. Infiltrado inflamat6rio mononuclear
30d.p.d. multifocal.
Cérebro: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
perivascular.
Coracdo: infiltrado inflamatério mononuclear .
T. rangeli-gp82 multifocal. Multifocal
Camundongo 2 Figado: infiltrado inflamat6rio mononuclear Multifocal
30d.p.d. multifocal.
Mdsculo esquelético: degeneragao individual de Multifocal
fibras. Infiltrado inflamatério mononuclear
multifocal.
Cérebro: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
perivascular e meningite.
Coracdo: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
T. rangeli-GFP multifocal com tendéncia perivascular.
Camundongo 1 Figado: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
30d.p.d. multifocal com tendéncia perivascular.
Mdsculo esquelético: infiltrado inflamatério Multifocal
mononuclear multifocal com tendéncia perivascular.
Coragéo: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
T. rangeli-GFP multifocal.
Camundongo 2 Figado: infiltrado inflamatério mononuclear Multifocal
30d.p.d. multifocal.
Musculo esquelético: infiltrado inflamatério Multifocal
mononuclear multifocal.

Tabela 9. Analise histopatoldgica dos 6rgdos de camundongos C57BL/6 que foram
cronicamente infectados com T. rangeli e desafiados com T. cruzi. d.p.i: dias pos
inoculagéo. d.p.d: dias pos desafio.
continua
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Cepa

Avaliacao histoldgica do tecido

Caracteristica
do infiltrado

T. rangeli selvagem
Camundongo 1 30 d.p.d.

Figado: infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal.

Multifocal

T. rangeli selvagem
Camundongo 2 30 d.p.d.

Cérebro: infiltrado inflamatério
mononuclear perivascular leve.

Local

Figado: infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal.

Multifocal

T. cruzi
Camundongo 1 30 d.p.d.

Figado: infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal.

Multifocal

T. cruzi
Camundongo 2 30 d.p.d.

Coragdo: infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal extenso.
Presenca de areas de fibrose.

Multifocal

Figado: infiltrado inflamatorio
mononuclear multifocal.

Multifocal

Musculo esquelético: degeneragdo
individual de fibras

Ausente

T. cruzi naive
Camundongo 1 30 d.p.d.

Coracéo: Fibrose focal. Infiltrado

inflamat6rio mononuclear multifocal.

Multifocal

Figado: infiltrado inflamatorio
mononuclear multifocal.

Multifocal

Musculo esquelético: Infiltrado

inflamat6rio mononuclear multifocal.

Multifocal

Cérebro: infiltrado inflamatério

mononuclear perivascular. Formag&o de

manguito.

Multifocal

T. cruzi naive
Camundongo 2 30 d.p.d.

Coracdo: infiltrado inflamatério
mononuclear multifocal localizado
principalmente no pericardio

Multifocal

Musculo esquelético: Infiltrado

inflamat6rio mononuclear multifocal.

Multifocal

Cérebro: gliose multifocal leve

Multifocal

Tabela 9. Andlise histopatologica dos oOrgdos de camundongos
C57BL/6 que foram cronicamente infectados com T. rangeli e
desafiados com T. cruzi. d.p.i: dias pds inoculacdo. d.p.d: dias pds

desafio.

continuacéo
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Quinze d.p.i. verificamos apenas alteracdes histopatoldgicas no
camundongo infectado com T. rangeli selvagem no musculo
esquelético. Resultado diferente foi observado nos camundongos
infectados ap6s setenta dias de inoculagdo. No musculo esquelético dos
camundongos infectados com T. rangeli-gp82 observamos degeneracao
individual das fibras musculares (Tabela 9), o que também foi
observado no corac¢do (Figura 40). Além disso, no coragdo notamos uma
pericardite associada (Figura 40). Estd s6 foi notada também nos
animais infectados com T. cruzi. Em ambos 0s grupos encontramos
infiltrado inflamatério mononuclear no figado (Figura 41). Porém nos
camundongos infectados com T. rangeli-gp82 sua caracteristica era
perivascular e nos infectados com T. cruzi era multifocal.

Andrade (2000a) mostrou em um estudo histopatolégico do
miocardio, infiltrados inflamatérios difusos e focais, constitituidos por
macrofagos, linfocitos e plasmacitos, cuja intensidade era variavel de
caso para caso. Mesmo na fase aguda da infeccéo, aparece no miocéardio,
ao lado das lesBes focais, um componente inflamatério difuso e denso.
N&o se trata simplesmente de confluéncia de lesdes focais (ANDRADE,
2000b).

A resposta imune induzida pela infeccdo do T. rangeli-gp82 foi
similar a observada na infeccdo pelo T. cruzi. Considerando que os
demais grupos de T. rangeli (selvagem e transfectado com a GFP) néo
apresentaram este perfil de inducéo, acreditamos que a resposta deva-se
a expressdo da gp82 que Unica ou associada as demais sialidases
presentes no T. rangeli provoque.

Diferente dos demais grupos analisados, no cérebro dos
camundongos infectados com T. rangeli-gp82 notamos uma gliose focal
leve (Figura 42).

Ap06s o desafio com T. cruzi, verificamos alteracfes em todos 0s
camundongos infectados em pelo menos um 6rgdo (Tabela 9). Estas
alteragdes s6 ndo foram vistas nos camundongos controle, 0 que ja era
esperado, tendo em vista que estes camundongos sdo 0 nosso controle.
As alteracBes observadas notadamente devem-se a infecgdo pelo T.
cruzi.

Sabe-se que as alteragfes parasito/hospedeiro, na infeccdo de
vertebrados pelo T. cruzi, sdo caracterizadas pela multiplicacdo
intracelular e evolugdo das fomas parasitarias, pelas alteragdes das
células parasitadas e pela resposta imunolégica, com o seu componente
inflamatdrio (ANDRADE, 2000a).

A inflamagdo é o processo patoldgico basico da doenca de
Chagas. Ocorrem dois tipos de reacdo inflamatéria associada com o T.
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cruzi: uma reacao focal, parasito-dependente, que surge onde quer que 0
parasita se multiplique e cause rotura da célula parasitada; e uma reagdo
difusa, que ocorre apenas no miocardio, durante as fases aguda e crénica
(cardiaca) da infeccdo (ANDRADE, 2000b).
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A depender da intensidade do parasitismo tissular, a reacdo que
se forma em torno da célula parasitada pode se intensificar e confluir,
atingindo areas mais ou menos extensas, mas 0 seu carater focal e a sua
relagdo com a presenca de parasitos persistem. A depender também do
tropismo da cepa parasitaria e da fase da infeccédo, a reacdo focal pode
envolver preferencialmente tecidos ricos em macréfagos, fibras
musculares esqueléticas, miocardiécitos, entre outros. Sabe-se que a
reacdo focal pode ser destrutiva ndo sé para as células parasitadas, mas
também para células vizinhas ndo parasitadas. Ela se faz inicialmente a
custa de células mononucleares, mas, logo, depois de uns poucos dias,
amplia-se com a presenca de polimorfonucleares neutrdfilos e
eosinofilos, bem como pela acentuacdo de congestdio e edema
(ANDRADE, 2000b).

A confluéncia das lesdes focais pode ocorrer, dando por vezes a
impressdo de um processo difuso, mas a presenca de parasitos intra- e
extracelulares sempre é bem evidente. Esse aspecto é quase sempre visto
nas infeccdes macicas, em material experimental, geralmente nos
musculos esqueléticos. Passada a fase aguda, os parasitos tornam-se
raros, mas, nos seus sitios de multiplicacdo em varios érgdos, a reacdo
focal continua. Embora, nesses casos, nem sempre a prsenca dos
parasitos possa ser demonstrada nas secc¢Oes histopatoldgicas, presume-
se que a inflamagao focal derive também da rotura da célula parasitada.
Essa inflamacdo se torna cada vezs mais discreta, fazendo-se as custas
de células mononucleares, como linfocitos, macréfagos e, por vezes,
plasmdcitos (ANDRADE, 2000b).

Foi considerado foco inflamatério infiltrados com 15 ou mais
leucocitos. A avaliacdo ocorreu em 50 campos e a leitura em objetiva de
100x. O nuamero de focos inflamatérios foi avaliado no figado, coracéo e
musculo esquelético e classificado semiquantitativamente como ausente
(auséncia de focos inflamatoérios), discreto/leve (< 25 focos), moderado
(26-50 focos) e severo (> 50 focos).

Um processo inflamatério discreto foi observado apés 70 dias
de infeccdo no figado e coracdo dos camundongos infectados com T.
rangeli-gp82 e apenas no figado dos infectados com a forma selvagem.
Ja para os infectados com T. cruzi, o processo inflamatério foi leve no
coracdo e musculo esquelético; porém foi severo no figado (Tabela 10).
Apbs o desafio com T. cruzi, os focos inflamatérios foram verificados
em todos os camundongos desafiados (exceto nos controles) em menor
ou maior grau conforme mostra a Tabela 10.

Né&o foi observada diferenca nos focos inflamatdrios entre os
camundongos infectados com as cepas de T. rangeli e T.cruzi apds o
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desafio. Além disso, ndo foram identificados ninhos de amastigotas em
nenhum dos animais infectados. Talvez isso deva-se ao baixo nimero de
cortes realizado no ensaio.
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7.3 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados obtidos no presente capitulo, podemos
concluir que:
v' A cepa T. rangeli-gp82 apresentou desenvolvimento semelhante a
cepa selvagem no triatomineo vetor, sendo capaz de colonizar a
hemolinfa e invadir as glandulas salivares de R. prolixus infectados por
inoculagdo intraceldmica;
v' Foram observados tripomastigotas de todas as cepas de T. rangeli
na corrente sanguinea de animais C57BL/6;
v" Nédo foram observados sinais de proliferacdo das cepas de T.
rangeli (transfectadas e selvagens) em camundongos C57BL/6;
v" Foi observado uma diferenca estatisticamente significativa entre o
nimero de tripomastigotas/ml de sangue encontrado para a cepa T.
rangeli-gp82 com relacdo as demais cepas de T. rangeli em
camundongos C57BL/6;
v' A cinética parasitémica dos animais desafiados com T. cruzi
revelou um perfil de curva similar para todas as cepas onde o pico
parasitémico principal ocorreu no 5° dia;
v" Néo foram observadas diferencas estatisticamente significativas
entre 0 nimero de tripomastigotas/ml de sangue encontrado entre as
cepas de T. rangeli selvagem e transfectadas e a cepa T. cruzi controle
nos camundongos C57BL/6 desafiados com T. cruzi;
v' T. rangeli-gp82 foi detectado 15 d.p.i. no coracéo, tecido adiposo e
figado do camundongo C57BL/6. Setenta d.p.i, 0 mesmo s6 foi
detectado na glandula suprarenal;
v" Nos camundongos cronicamente infectados e desafiados com T.
cruzi, amostras positivas foram detectadas no bago, linfonodo
mesentérico, rim, coracdo, tecido adiposo, figado, glandula suprarenal e
sangue nos camundongos infectados com T. rangeli- gp82. Para T.
cruzi, baco, linfonodo mesentérico, musculo esquelético, coracdo,
figado e glandula suprarenal foram positivos;
v" Quinze d.p.i. verificamos apenas alteracdes histopatolégicas nos
camundongos infectados com T. rangeli selvagem. Ja setenta d.p.i.,
alteragdes foram vistas apenas nos camundongos infectados com T.
rangeli-gp82 e T. cruzi;
v Ap6s o desafio com T. cruzi, verificamos alteracOes
histopatoldgicas em todos os camundongos infectados em pelo menos
um érgao;
v" Processo inflamatdrio moderado foi observado em alguns érgéos
dos camundongos infectados com T. cruzi 15 d.p.i.. Ap6s 70 dias de
infeccdo foi verificado um discreto processo inflamatério no figado e



Capitulo IV 162

coracdo dos camundongos infectados com T. rangeli-gp82. Apbs o
desafio com T. cruzi, focos inflamatérios foram verificados em todos os
camundongos desafiados (exceto 0s controles) em menor ou maior grau;
v" Verificamos que os camundongos cronicamente infectados com T.
rangeli (selvagem e transfectados) e desafiados com T. cruzi
provocaram um menor grau de processo infeccioso quando comparado
aos infectados com T. cruzi e desafiados com 0s mesmos;

v" Nao observamos ninhos de amastigotas em nenhum dos animais
infectados, talvez devido ao reduzido numero de cortes utilizado no
ensaio.
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8. CONCLUSAO

Com base nos resultados obtidos na presente tese, podemos
concluir que:

Foram identificadas oito ORFs similares as glicoproteinas do
grupo Il das TS de T. cruzi no genoma do T. rangeli, além de 85
sequéncias parciais e uma ORF completa. A andlise dos genes das
sialidases de T. rangeli corroborou que estes apresentam varias copias
génicas.

A cepa T. rangeli-gp82 apresentou crescimento e padrdo de
diferenciacdo in vitro que nao diferiu da cepa selvagem. A proteina gp82
é expressa de forma heterdloga tanto por formas epimastigotas quanto
tripomastigotas de T. rangeli-gp82 sendo que a localizagdo celular da
gp82 em T. rangeli-gp82 esta associada a superficie do parasito.

Os parasitos transfectados T. rangeli-gp82 foram capazes de
penetrar em células Vero e em células THP-1 in vitro. A cepa T.
rangeli-gp82 foi mais infectiva na interacdo com células Vero que as
cepas T. rangeli selvagem e T. rangeli-GFP, o que mostra que a
expressao da gp82 altera o padréo de interacdo do T. rangeli com células
ndo fagociticas. Diferente do observado para células THP-1, onde nédo
houve diferenca. Formas epimastigotas e tripomastigotas de T. rangeli-
gp82 foram capazes de mobilizar Ca** nas células Vero.

A cepa T. rangeli-gp82 foi capaz de colonizar a hemolinfa e
invadir as glandulas salivares de R. prolixus infectados por inoculacdo
intracelémica. Em camundongos C57BL/6 ndo foram observados sinais
de proliferacdo das cepas de T. rangeli (transfectadas e selvagens). A
cinética parasitémica dos animais desafiados com T. cruzi revelou um
perfil de curva similar para todas as cepas.

Verificamos um processo inflamatdrio similar ao observado
para T. cruzi 70 d.p.i. nos camundongos infectados com T. rangeli-gp82.
Tanto camundongos infectados com T. rangeli-gp82 quanto T. rangeli
selvagem ndo foram capazes de alterar o curso da infecgdo posterior
pelo T. cruzi.
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