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RESUMO

Atualmente poucos farmacos estdo disponiveis para o tratamento da doenca de
Chagas, causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Destes farmacos, a maioria
causa severos efeitos colaterais e nenhum deles apresenta 100% de cura
parasitologica. A triagem de novos compostos anti-T. cruzi sdo iniciados com testes
in vitro contra epimastigotas e amastigotas intracelulares. Para as formas amastigotas,
clinicamente relevantes por apresentarem-se no hospedeiro mamifero, o efeito
tripanocida é principalmente avaliado pela contagem microscopica de parasitos
residuais. Apesar de reprodutivel, esta técnica € morosa e depende da experiéncia do
microscopista. Este trabalho objetiva a padronizagdo de um método de triagem de
compostos tripanocidas através da deteccao de fluorescéncia emitida por TcGFP.
Epimastigotas da cepa Y (108 parasitos/ml) cultivados em meio LIT+10%SFB foram
transfectados com o plasmideo pROCKGFPNeo e selecionados por diluicdo seriada
e pelo antibidtico de resisténcia G418. Apods selegcdo, os epimastigotas mostraram
expressdo de GFP homogénea e estavel. A expressao da GFP também se manteve
estavel em tripomastigotas e amastigotas intracelulares. A transfecgdo ndo afetou os
padrées de replicacdo in vitro dos epimastigotas, nem sua suscetibilidade ao
benzonidazol e também n&o alterou a capacidade da cepa de infectar e de se replicar
em células Vero E6. Através de fluorimetria foi verificado que ha correlacao direta
entre intensidade de fluorescéncia e concentragdo de epimastigotas (R?=0,9986) e
amastigotas intracelulares (R>=0,9559) de TcGFP. Para validar a técnica fluorimétrica
para triagens de compostos tripanocidas, epimastigotas e células contendo
amastigotas intracelulares de TcGFP foram incubados com diferentes concentragdes
de benzonidazol por 48 e 24 horas, respectivamente. Os resultados mostraram que
para epimastigotas o0 método proposto restringe-se a teste de compostos que causem
a lise dos parasitos, devido a possibilidade de deteccao da fluorescéncia emitida pela
GFP retida em parasitos inviaveis nao lisados. Para as formas amastigotas
intracelulares, o método fluorimétrico proposto pode ser aplicado, substituindo a
morosa contagem microscoépica.

Palavras-chave: Atividade tripanocida. Trypanosoma cruzi. GFP. Otimizagao.



ABSTRACT

Few drugs are available against Chagas disease, caused by protozoa Trypanosoma
cruzi. Most of these drugs cause severe side effects and there is no data on a drug
with a 100% cure rate. Screening of new anti-T. cruzi compounds is initiated with in
vitro tests against epimastigotes and intracellular amastigotes. Against amastigote
forms, clinically relevant because are present in mammalian host, trypanocidal effect
is mainly evaluated by microscopic count of residual parasites. Although reproducible,
this technique is time-consuming and depends on experience of the microscopist. This
work aims to develop a screening method for trypanocidal compounds through
detection of fluorescence emitted by TcGFP. Epimastigotes of Y strain (108
parasites/ml) grown in LIT+10% FBS medium were transfected with plasmid
pROCKGFPNeo and selected by serial dilution and G418 resistance antibiotic. After
selection, epimastigotes showed homogeneous and stable GFP expression. GFP
expression also remained stable in both trypomastigotes and intracellular amastigotes.
Transfection did not affect the in vitro replication profile of epimastigotes, nor their
susceptibility to benzonidazole. Furthermore, the strain was able to infect and replicate
in Vero E6 cells. Through fluorimetry, there was a direct correlation between
fluorescence intensity and concentration of epimastigote (R?=0.9986) and intracellular
amastigotes (R?=0.9559) of TcGFP parasites. Aiming to validate the fluorimetric
technique for trypanocidal compound screening, epimastigotes and cells containing
intracellular TcGFP amastigotes were incubated with different concentrations of
benzonidazole for 48 and 24 hours, respectively. The results showed that anti-
epimastigotes tests were viable just to the compounds that cause lysis of the parasites,
due to the fluorescence detecting of GFP retained in non-lysed unviable parasites. For
intracellular amastigote forms, the proposed fluorimetric method can be applied,
replacing the time-consuming microscopic count.

Keywords: Trypanocidal activity. Trypanosoma cruzi. GFP. Optimization.
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1 INTRODUGAO

A tripanossomiase americana ou doenga de Chagas, causada pelo
protozoario Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909), ocorre em uma grande
extenséo territorial, sobretudo na América Latina (APT et al, 2013). Atinge cerca
de 8 milhdes de pessoas, prevalece sobre populagcdes pobres, consta na lista
das doengas negligenciadas (DIAS et al, 2016) e leva aproximadamente 10.000
casos a o6bito todos os anos (COURA, 2015). Sem um medicamento eficaz na
fase cronica e distantes dos olhos da industria farmacéutica, os chagasicos que
anseiam pela sua cura dependem de instituigdes publicas de pesquisa (DIAS et
al, 2016). Buscas incessantes por novos compostos ativos contra T. cruzi séo
realizadas todos os dias, porém esta € uma tarefa ardua e morosa devido a falta
de consenso e praticidade das técnicas, que se baseiam principalmente na
analise e contagem microscoépica dos parasitos (FONSECA-BERZAL, 2018). A
falta de uma metodologia alternativa de baixo custo impede que a triagem de
compostos seja realizada em larga escala, retardando a descoberta de novos
compostos ativos e o desenvolvimento de medicamentos mais efetivos (DIAS et
al, 2016). Partindo disso, o objetivo do presente trabalho é padronizar um método
semi-automatizado para teste de novos compostos utilizando a cepa Y de T.
cruzi transfectada com GFP (Proteina Fluorescente Verde, do inglés “Green
Fluorescente Protein”).

Tanto as formas evolutivas epimastigotas quanto as amastigotas s&o
utilizadas para testes in vitro de novos compostos. Apesar de nao ser
clinicamente relevante pela sua auséncia no hospedeiro vertebrado,
epimastigotas sao utilizados na triagem inicial de compostos ativos devido ao
seu facil cultivo em laboratério, ndo requerendo co-cultura com células de
mamifero (FONSECA-BERZAL, 2018). Embora o método de MTT seja aplicavel
para esta forma evolutiva, ele possui caracteristicas desfavoraveis como seu
tempo prolongado de incubacéo e sua toxidade (RISS et al, 2004). Além disso,
a técnica de viabilidade do MTT n&o é aplicavel aos testes com amastigotas
intracelulares devido a reacdo com as células hospedeiras, subestimando a
atividade tripanocida de compostos seletivos e, consequentemente, a analise

depende de contagem microscépica.
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Aqui é proposto um método alternativo, semi-automatizado, para os testes
com epimastigotas e amastigotas intracelulares, com resultados imediatos e
isento de toxidade, sendo realizado através da deteccio da fluorescéncia emitida

pela GFP expressa por parasitos transfectados.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Padronizar um método semi-automatizado para triagem de compostos

tripanocidas através da utilizacdo de parasitos transfectados.

2.2 Objetivos especificos

e Produzir a cepa Y de Trypanosoma cruzi transfectada com GFP;

e Avaliar a expressao de GFP em todos os estagios evolutivos do parasito;

e Comparar a curva de crescimento e o padrao de resposta ao benzonidazol
entre epimastigotas transfectados (TcGFP) e selvagens (TcWT)

e Padronizar os ensaios fluorimétricos para a avaliacdo de

atividade tripanocida in vitro.
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 Doencga de Chagas

A tripanossomiase americana, também conhecida como doenga de
Chagas € uma zoonose causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi. Endémica
nas Américas e marginalizada pela sociedade por atingir populagbes pobres
devido ao seu perfil epidemioldgico, a parasitose consta na lista de doengas
negligenciadas pela Organizagdo Mundial da Saude (OMS) (DIAS et al, 2016).

O principal mecanismo de transmisséo de T. cruzi é a via vetorial, mas
pode ocorrer também por vias alternativas, como transfusdo sanguinea,
transplante de érgéos, acidentes laboratoriais ou pelas vias congénitas e oral. A
via de transmissdo oral tem ganhado destaque no cenario médico da doenga,
tanto pelo seu carater de surto quanto pela gravidade clinica devido ao maior
inéculo de parasitos em comparagao a classica transmissao vetorial (COURA,
2015). Esta via pode causar sintomas mais severos na fase aguda inicial da
doenga, podendo levar a ébito cerca de 33% dos casos (FILIGHEDDU et al,
2017). Varios relatos mostram surtos ocorridos no Brasil, decorrentes da
ingestao de caldo de cana (PINTO et al, 1990; STEINDEL et al, 2008; VARGAS
et al, 2018) e acai (FERREIRA et al, 2014; MENDONCA et al, 2014; NOBREGA
et al, 2009), contaminados pela moagem ou pelas fezes do vetor,
respectivamente.

A fim de minimizar a transmissdo da doenga, campanhas de controle de
doadores nos bancos de sangue e combate ao vetor foram realizadas no Brasil,
reduzindo o numero de casos da doenca em humanos, porém incapazes de
erradicar a doenga (COURA, 2015), visto que esta apresenta um ciclo silvestre
(DIAS et al, 2016). Apesar do sucesso para o combate aos vetores domiciliados
em algumas regides do Brasil, essa realidade nao se faz presente em todos os
paises endémicos da doenca de Chagas (Figura 1), como na Bolivia, onde
apesar das tentativas de controle vetorial (SAMUELS et al, 2013), a transmissao
de T. cruzi pelo vetor principal continua sendo um grande problema para a
populagao (COURA, 2015).
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Figura 1. Controle da transmissao vetorial da doenca de Chagas pela América Latina.
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Varias regides da América Latina apresentam transmissao vetorial de T. cruzi. Fonte: adaptado

de Pérez-Molina e Molina (2018). Nota: Sem escala, cores fantasia.

Depois de um breve periodo de incubagao apés a infecgdo por T. cruzi,
inicia-se a fase aguda da doenca de Chagas. Esta caracteriza-se pela detecgéo
de parasitemia por exames diretos e pode apresentar sintomas inespecificos,
como febre, cefaleia, edema subcutaneo, disfungao cardiaca, hepatomegalia e
esplenomegalia (COURA, 2007). Cerca de 2 a 8% dos casos vao a obito ainda
na fase aguda da doencga, no entanto esses numeros se elevam em casos de
infecgao oral, por proporcionar um indculo maior de parasitos (FILIGHEDDU et
al, 2017).
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Os parasitos que resistem ao sistema imunolégico do hospedeiro
vertebrado se alojam em alguns 6rgaos, propiciando a cronificagdo da doencga.
Individuos cronicamente infectados podem permanecer na forma indeterminada
(também chamada de fase crbnica assintomatica), apresentando apenas lesdes
inflamatorias minimas e servindo como reservatorio para o protozoario (MADY
et al, 1982). Embora a parasitemia nao seja detectavel por técnicas de
microscopia direta, o diagndstico pode ser realizado por hemocultura, sorologia
ou PCR (Reagdo em Cadeia da Polimerase). Dois tergos dos pacientes
infectados por T. cruzi permanecem nesta fase (ANDRADE, 1999). Cerca de um
terco dos casos indeterminados podem evoluir para formas sintomaticas, como
a forma cardiaca (apresentando cardiomegalia), digestiva (apresentando
megaesbfago e megacdlon) ou cardiodigestiva (ambas complica¢des). Menos
de 5% dos casos desenvolvem a forma neurologica da doenga (MANDAL, 2014).

Atualmente o tratamento desta doenca é realizado através de dois
medicamentos, o Benzonidazol (Bz) e o Nifurtimox (Nfx), sendo apenas o
primeiro comercializado no Brasil (COURA; CASTRO, 2012). Outros
medicamentos, como Posaconazol (CLAYTON, 2010) e Ravuconazol (URBINA
et al, 2003) foram amplamente testados, inclusive em testes clinicos, porém sem
resultados significativos (SACCOLITI et al, 2018). A eficacia do Bz e do Nfx &
elevada na fase aguda da doenga de Chagas, tendo o Bz um percentual de cura
de até 76%. No entanto, apds a cronificagdo da doencga, seu percentual de cura
reduz a 8% (CANCADO, 2002). O Bz ainda apresenta severos efeitos colaterais,
tais como manifestacbes de hipersensibilidade (dermatites com erupgao
cutanea), edema, febre, linfadenopatia, dores musculares e articulares, além de
depressao na medula 0ssea e polineuropatia periférica (LUEHRING, 2012).

Aos pacientes chagasicos crénicos (que apresentem cardiomegalia) resta
a possibilidade de um transplante cardiaco. No entanto, além dos problemas
frequentemente encontrados para qualquer transplante, como a falta de
doadores e rejeigao pelo individuo, para os chagasicos ainda ha outros entraves,
como a possibilidade de reativagdo da doenga ou surgimento de neoplasias.
Soma-se a isso o fato desses pacientes ndo poderem fazer uso de Bz devido a
imunossupressao preparatoria para o transplante (DINARDI et al, 2012).

Visto que apenas medidas de controle da transmisséo de T. cruzi n&o séao

suficientes para combater a doenga e que os medicamentos atuais ndo sao
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eficazes em todas as fases clinicas, busca-se por um tratamento farmacolégico
com maior percentual de cura em ambas as fases da doenca. Por serem
“invisiveis” a sociedade e aos olhos dos interesses farmacéuticos, os pacientes
chagasicos ficam a espera de um tratamento eficaz, cuja busca acontece
majoritariamente por instituicbes publicas de pesquisa, que buscam por
compostos que atuem diretamente sobre alguma das formas evolutivas

presentes no ciclo bioldgico do parasito (DIAS et al, 2016).

3.2 Trypanosoma cruzi

3.2.1 Ciclo de vida

Trypanosoma cruzi possui um ciclo natural de vida heteroxénico,
passando por um hospedeiro intermediario e um hospedeiro definitivo (MANDAL,
2014). Diante dessa situagao o parasito passa por diferentes estagios evolutivos,
sofrendo alteragdes bioquimicas e/ou morfologicas visando adaptagéo ao interior
do hospedeiro. Trés formas sao facilmente distinguiveis através de microscopia
Optica, sendo elas: tripomastigota, amastigota e epimastigota (MARTINS et al,
2012). Os hospedeiros intermediarios restringem-se aos insetos popularmente
conhecidos como “barbeiros”, enquanto os hospedeiros definitivos sdo animais
da classe Mammalia, incluindo o homem (MANDAL, 2014).

Os hospedeiros invertebrados sao os triatomineos, insetos hematéfagos
da familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, tendo trés principais géneros:
Triatoma, Panstrongylus e Rhodnius. Tanto machos quanto fémeas de
triatomineos, bem como todas os estadios ninfais do inseto, alimentam-se de
sangue, o que potencializa sua capacidade de transmissao de T. cruzi para os
hospedeiros vertebrados (COURA, 2015).

O ciclo (Figura 2) se inicia com a ingestdo de formas tripomastigotas
sanguineas de T. cruzi pelo inseto vetor, as quais migram para o intestino do
invertebrado, onde irdo se diferenciar para a forma epimastigota, passando por
uma forma intermediaria denominada esferomastigota. Os epimastigotas
permanecem aderidos a superficie do epitélio intestinal do triatomineo e ali se
multiplicam por divis&o binaria. Em seguida, diferenciam-se para tripomastigotas

metaciclicos e dirigem-se a ampola retal do triatomineo. Estas formas ser&o
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liberadas nas fezes e urina do inseto durante um novo repasto sanguineo e
poderdo adentrar ao hospedeiro vertebrado pela regido da picada do triatomineo
ou por penetragao via mucosas. Uma vez no tecido sanguineo do vertebrado, o
protozoario se internaliza em células nucleadas, seja por fagocitose ou
penetracdo ativa, sendo que em ambos os casos ha formacdo do vacuolo
parasitéforo, uma membrana que abriga o parasito temporariamente. Algumas
horas apds a internalizagao, T. cruzi passa por mais uma alteragdo morfolégica
e bioquimica, adquirindo a forma amastigota. Paralelo a isso, ocorre a
degradagao do vacuolo parasitoforo. Apds o rompimento do vacuolo, o parasito
se multiplica sucessivas vezes no citoplasma da célula hospedeira e diferencia-
se para a forma tripomastigota sanguinea. Essa forma evolutiva apresenta
grande motilidade (TYLER; ENGMAN, 2001) e pode secretar algumas proteinas
semelhantes as proteinas do sistema complemento (ANDREWS et al, 1990),
que, em conjunto, causam o rompimento da membrana celular da célula
hospedeira, liberando os parasitos contidos no citoplasma para o meio
extracelular. Duas possibilidades podem ocorrer neste momento: invadir células
vizinhas ou cair na corrente sanguinea, podendo ser ingurgitado pelo vetor
(TYLER; ENGMAN, 2001).
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Figura 2. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi.
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3.2.2 O parasito

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado pertencente ao reino
Protista, filo Euglenozoa, classe Kinetoplastea, ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae (CAVALIER-SMITH, 2016).

Os membros desse taxon possuem diversas caracteristicas distintas em
relacdo aos demais eucariotos. A estrutura celular de T. cruzi (Figura 3) contém
uma série de particularidades, como as tubulinas que se apresentam como
principal componente do citoesqueleto deste parasito, arranjadas em uma rede
de microtubulos subpeliculares que se localiza logo sob a membrana celular. As
tubulinas também compde o flagelo, estrutura que permite locomogao e adesao
as superficies celulares dos hospedeiros (DE SOUZA, 1999). Embora presente

em todos os estagios evolutivos deste protozoario e em quantidades
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semelhantes aos demais eucariotos, a actina ndo tem papel estrutural, sendo
ainda descrita apenas sua fungdo na endocitose. Este mecanismo é restrito a
regidao do complexo citéstomal/citofaringe e da bolsa flagelar, e é impossibilitado
de ocorrer por toda a membrana plasmatica devido a barreira fisica formada
pelos microtubulos subpeliculares (SOUZA et al, 2013).

Figura 3. Esquema da estrutura celular de epimastigota de T. cruzi.

Em (5) encontram-se os microtubulos subpeliculares, principal composi¢ao do citoesqueleto do
parasito. Outras estruturas particulares podem ser encontradas nesta representacdo
esquematica, como o cinetoplasto (2), a Unica e alongada mitocéndria (7), a bolsa flagelar (1), o
flagelo (3) e o complexo citdstomal/citofaringe (4, 6). Fonte: adaptado de Teixeira et al, 2012.

Nota: Sem escala, cores fantasia.

Os organismos da classe Kinetoplastea apresentam uma Unica

mitocOndria alongada e ramificada, que contém em seu interior uma regido



22

concentrada de DNA, denominada de cinetoplasto (DE SOUZA, 1999). O DNA
do cinetoplasto, também chamado de kDNA (do inglés “Kinetoplastic DNA”) pode
albergar de 16 a 30% do DNA total do organismo (MARTINS et al, 2012). O
cinetoplasto geralmente se localiza numa regiao fixa da matriz mitocondrial,
sempre proximo ao corpo basal do flagelo e consiste em uma rede de
minicirculos e maxicirculos de kDNA concatenados (LUKES et al, 2002).

Em T. cruzi, o cinetoplasto € composto por uma rede de aproximadamente
20.000 a 30.000 minicirculos contendo ~1.400 pares de bases (pb) cada e cerca
de 20 a 50 maxicirculos, com ~40.000 pb (DE SOUZA, 1999). Os minicirculos
sdo altamente variaveis de acordo com a cepa do parasito e seus genes
codificam principalmente uma classe especial de RNAs denominada de gRNA
(RNA guia, do inglés “guide RNA”), responsavel pelo processamento dos mRNAs
de enzimas mitocondriais (BLUM et al, 1990). Além dos genes que serao
transcritos em gRNAs, algumas sequéncias que causam tor¢do no DNA e
sequéncias conservadas que sdo usadas como origem de replicagdo sao
encontradas nos minicirculos. Os maxicirculos podem ser comparados ao DNA
mitocondrial das demais células eucariontes, contendo a informagao génica para
diversas proteinas e RNAs ribossémicos (rRNAs) mitocondriais. Tanto
minicirculos quanto maxicirculos sdo concatenados entre si e com ao menos trés
vizinhos para formar uma rede planar, permanecendo ligados covalentemente
até o momento da replicagéo (LUKES et al, 2002).

Para a replicacao do kDNA, uma complexa maquinaria composta por
multiplas proteinas localizadas perifericamente aos circulos se faz necessaria.
Embora esse sistema de replicacdo ndo seja tdo preciso quanto o sistema
nuclear, permitindo uma pequena variacdo na derivagdo das sequéncias e
numeros de circulos, ainda mantém as células-filhas viaveis. A replicagao dos
minicirculos é a mais bem estudada e sabe-se que inicia perto da fase S nuclear,
com a liberagdo dos minicirculos concatenados catalisada por topoisomerases.
Uma vez liberados, proteinas especificas reconhecem as origens de replicagéo
dos minicirculos, fazendo com que as primases e DNA polimerases iniciem os
processos de replicacdo. Apds a duplicagdo, todos os minicirculos (parentais e
filhos) permanecem covalentemente unidos até posterior separagao através de
topoisomerases e, em seguida, sdo segregados por suas conexdes fisicas com
0s corpos basais flagelares (LUKES et al, 2002).



23

A dindmica nuclear dos cinetoplastideos também detém caracteristicas
distintas, como a falta da dissolucdo da carioteca durante a divisdo celular
(endomitose) (SOLARI, 1995) e a incapacidade de condensagao cromossOmica
(HECKER et al, 1994). A endomitose em T. cruzi inicia com a formagao do fuso
mitotico no interior do nucleo, que consiste na ligagdo dos microtubulos polares
as placas densas dos cromossomos. Essas placas s&do equivalentes aos
centrdmeros dos demais eucariotos e sao encontradas 10 (dez) ao todo no
genomade T. cruzi. Este protozoario conta com um numero total de 64 (sessenta
e quatro) cromossomos, fazendo com que as poucas placas densas sejam
insuficientes para realizar toda a segregagao cromossdmica. Sendo assim, a
segregacao deve ocorrer também por outras vias, como pela ligagao fisica dos
cromossomos a membrana nuclear, de forma analoga ao que ocorre com 0
KDNA (AKIYOSHI; GULL, 2013).

A supracitada deficiéncia na condensag¢ao cromossémica de T. cruzi tem
por principal motivo a presenga de uma histona H1 atipica (TORO; GALANTY,
1988). Apesar de apresentar todas as principais histonas de eucariotos, esse
protozoario possui uma forma truncada da histona H1, com auséncia da porcao
globular da proteina. Esse dominio confere a histona seu potencial de
empacotamento do DNA em fibra de 30 nm, sendo sua auséncia a razdo da
descondensacé&o perene dos cromossomos deste microrganismo (GUTIYAMA
et al, 2008).

Outras particularidades moleculares sao encontradas em T. cruzi, como a
auséncia de promotores reconhecidos pela RNA polimerase Il (enzima que na
maioria dos eucariotos transcreve genes que serao traduzidos em proteinas),
disposigdo de seus genes em unidades policistrdbnicas e processamento do
transcrito através de trans-splicing (CLAYTON, 2002). Apenas dois tipos de
promotores transcricionais sao encontrados no genoma de T. cruzi: 0 promotor
de rRNA e o promotor do gene da sequéncia lider (SL). Os genes que codificam
proteinas sao dispostos em unidades policistrénicas (muito préximos entre si,
mesmo sem correlagdo de fungdo) e sdo transcritos juntos pelas RNA
polimerases, sendo sua transcrigdo iniciada por algum dos dois promotores
descritos (DaROCHA et al, 2004; NUNES et al, 1997). Apesar de apresentarem
as mesmas RNA polimerases dos eucariotos superiores, a auséncia de
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sequéncias promotoras para a RNA polimerase |l faz com que n&o haja controle
de expressao génica em nivel pré-transcricional (CLAYTON, 2002).

Alguns eventos que ocorrem logo apds a transcricdo tém papel
fundamental na regulacdo da expressao génica em T. cruzi. Depois de serem
transcritos unidos devido a distribuicido policistrénica, os RNAs sao clivados nas
regides intergénicas, formando os pré-RNAs mensageiros (pré-mRNAs) de cada
gene. Uma reacgao de trans-splicing entdo ocorre nessas moléculas, substituindo
uma porgao especifica da regido 5 do pré-mRNA pela SL, uma sequéncia
provinda de outro gene, contendo 39 nucleotideos, que pode conferir maior
estabilidade a molécula de mRNA. Paralelo a isso, ocorre poliadenilacdo na
porcao 3’ do transcrito, para maturagao completa do mRNA (CLAYTON, 2002).

Na molécula de mRNA maduro (Figura 4) sdo encontradas regides 5’ UTR
(regi&o 5’ ndo traduzida, do inglés, “5’ untranslated region”) e 3’ UTR, situadas
entre a regiao codificante e as extremidades do mRNA (SL e cauda poli-A).
Essas regides estdo intimamente relacionadas com a regulagéo da expressao
génica, inclusive na expressdo de proteinas estagio-especificas, embora os
mecanismos ainda ndo estejam totalmente elucidados (DaROCHA et al, 2004).
Um exemplo classico dessa regulagao € o comportamento da por¢ao 3' UTR da
amastina, que inibe sua expressao em tripomastigotas e epimastigotas. Quando
essa porgéo € inserida na extremidade de um gene que é constitutivamente
expresso em todos os estagios, como a gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(gGAPDH), as taxas de expressao sao reduzidas nas formas evolutivas em que
a amastina nao se faz presente (NOZAKI; CROSS, 1995).

Figura 4. Esquema de um mRNA de T. cruzi maduro.

SL.RNA 5 UTR REGIAO CODIFICANTE 3'UTR CAUDA POLI-A

Em amarelo localiza-se a sequéncia lider. Em azul, as regides 5 UTR e 3’ UTR, responsaveis
pela regulagdo da expressdo da regido codificante, em verde. Em vermelho, a cauda poli-A,

responsavel por dar estabilidade a molécula. Fonte: o autor. Nota: Sem escala, cores fantasia.
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Devido a todas as particularidades descritas acerca dos mecanismos de
transcricdo e regulacdo da expressao génica em T. cruzi, estratégias
convencionais amplamente utilizadas na biologia molecular, como a transfecgao,
precisaram sofrer adaptagdes para que o gene de interesse possa ser expresso
(DaROCHA et al, 2004).

Em consequéncia da heterogeneidade biolégica de T. cruzi, utilizam-se
caracteristicas celulares e moleculares para sua classificagdo. A sistematica
deste taxon é realizada com base em parametros de agrupamento, como: DNA
nuclear e kDNA, morfologia, viruléncia, patogenicidade, suscetibilidade a
farmacos e outros aspectos. Embora T. cruzi se propague por multiplicagao
clonal, ha consenso que duas variantes divergiram entre 88 e 37 milhdes de
anos, estas foram denominadas de “grupos” e nomeados T. cruzil e T. cruzi ll.
Ambos sdo encontrados no ciclo silvestre, enquanto apenas T. cruzi Il se faz
presente no ciclo doméstico. Atualmente o parasito € classificado em seis grupos
de acordo com semelhangas genéticas que podem ser elucidadas através de
mecanismos moleculares ou imunologicos. Esses grupos foram chamados de
DTU (do inglés “discrete typing unit’). As DTUs T. cruzi | e T. cruzi Il
correspondem aos mesmos grupos descritos anteriormente, ja as DTUs T. cruzi
[lI-VI sdo organismos hibridos, que surgiram através de raros eventos de
recombinagdo génica, derivados da DTUs | e Il. Todas as DTUs tém potencial
para causar a doenca de Chagas, diferindo em sua gravidade, manifestacéo
clinica e regionalizagdo, a exemplo das DTUs Il e V, que favorecem
manifestacdes cardiacas e digestivas da doenga, podendo ser consideradas
mais patogénicas que as demais (ZINGALES, 2011). Existe ainda uma sétima
DTU, denominada TcBat, que inicialmente foi encontrada apenas em morcegos.
No entanto, essa DTU ja mostrou sua capacidade de infectar células humanas
(RAMIREZ et al, 2013).

Dentro das DTUs se encaixam as cepas de T. cruzi, que consistem em
populagdes multiclonais isoladas de casos distintos, referidas por vezes como
subespécies do parasita. As cepas possuem perfis biologicos distintos entre si,
que sao definidos pelo balanco entre as caracteristicas dos multiplos clones que
ela contém (ANDRADE; MAGALHAES, 1997).
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3.3 Triagem de compostos tripanocidas

Varias cepas sao amplamente utilizadas em laboratério para as mais
diversas pesquisas, incluindo testes de novos compostos tripanocidas. O cultivo
das cepas em condicdes laboratoriais pode induzir alteracbes em suas
caracteristicas, fazendo com que deixem de reproduzir com fidelidade o que se
apresenta na natureza (DEANE et al, 1984). Entretanto, essas alteragdes nao
sao substanciais a ponto de modificar todos os comportamentos do parasita,
sendo assim, ainda podem ser consideradas uma representacdo das cepas
naturais (ANDRADE; MAGALHAES, 1997). Varias cepas isoladas ha mais de 30
anos continuam sendo utilizadas (DEANE et al, 1984), como a cepa Y (SILVA;
NUSSENZWEIG, 1953), cepa classica isolada de um caso humano, uma das
mais bem caracterizadas e estudadas cepas. Por sua média resisténcia ao
farmaco de referéncia (MURTA et al, 1998), torna-se um modelo apropriado para
a avaliacdo do efeito tripanocida de novos compostos. Cerca de 90 trabalhos
publicados utilizando a cepa Y em teste de compostos tripanocidas podem ser
encontrados em uma plataforma de busca de artigos (PUBMED). Outras cepas
bem conhecidas e estudadas, como as cepas Tulahuén, CL Brener e
Colombiana apresentam numeros reduzidos de trabalhos com este cunho.

Através de técnicas de clonagem pode-se separar os subclones de uma
cepa, fazendo com que a cultura como um todo apresente maior homogeneidade
em suas caracteristicas (ANDRADE; MAGALHAES, 1997). Varios clones de T.
cruzi sao muito utilizados em estudos de aspectos da biologia do parasito, como
o clone Dm28c (CONTRERAS et al, 1988), obtido através da clonagem da cepa
Dm. Entretanto, apesar de muito estudados, os clones ndo podem ser
considerados como um representativo das cepas que ocorrem na natureza
(ANDRADE; MAGALHAES, 1997), sendo contraindicado seu uso para testes de
compostos tripanocidas.

A triagem inicial desses novos compostos & geralmente realizada com as
formas epimastigotas de T. cruzi através de métodos colorimétricos como o MTT
ou contagem em microscopio (MUELAS-SERRANO; NOGAL-RUIZ; GOMEZ-
BARRIO, 2000). Embora esse estagio evolutivo do parasito seja de facil cultivo
em laboratério e o método do MTT tenha reprodutibilidade, as formas

epimastigotas ndo sao encontradas no hospedeiro vertebrado, gerando
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resultados que ndo poderdo ser utilizados no cenario médico. A forma
clinicamente relevante para a agado de farmacos em humanos é a amastigota,
cuja triagem in vitro € comumente baseada na contagem microscépica de
parasitos residuais apos o tratamento (FONSECA-BERZAL et al, 2018). Esse
processo, apesar de reprodutivel, € moroso, despende de muito tempo e
depende da experiéncia do microscopista, dificultando sua realizacao rotineira,
reduzindo as chances de um novo composto ser descoberto num breve periodo
de tempo. Dadas estas caracteristicas que dificultam o trabalho, buscam-se
alternativas que otimizem o processo.

Uma das formas utilizadas com esta finalidade é o uso de cepas de T.
cruzi transfectadas com o gene da B-galactosidase. Essa enzima catalisa uma
reacdo colorimétrica, cuja densidade O¢ptica € determinada em
espectrofotometria e € diretamente proporcional ao numero de parasitos viaveis
presentes na amostra (BUCKNER et al, 1996; ROMANHA et al, 2010). No
entanto, esse processo possui algumas limitagbes, como a irregularidade dos
niveis de expressao do gene heter6logo e seu alto custo de manutengéo, o que
inviabiliza seu uso rotineiro em laboratérios. Uma outra alternativa rapida e
pratica para esses testes seria a mensuracao da fluorescéncia emitida por T.
cruzi transfectado com GFP, se esta fluorescéncia for correlacionada com o
numero e viabilidade dos parasitos em uma amostra. Ao contrario dos ensaios
com [3-galactosidase, a detecgdo da intensidade de fluorescéncia n&o requer
reagentes de elevado custo e pode ser realizada através da observagdo em
microscopio de fluorescéncia e/ou fluorimetro.

Extraida de uma agua-viva (Aequorea victoria), a GFP ndo é uma proteina
luminescente por si s6, mas quando excitada por luz na faixa azul (480 nm) do
espectro emite fluorescéncia verde intensa (512 nm). Ela consiste numa cadeia
monomeérica de 238 aminoacidos em conformacao de barril-B, tendo seu
fluoréforo localizado no centro da cadeia polipeptidica. Por ndo necessitar de
cofatores ou fluoroforos externos, a GFP tem ganhado destaque na
biotecnologia nos mais diversos estudos (DE FARIAS, 2009).

Em 2013 a GFP foi utilizada como estratégia de otimizagao para triagem
de compostos tripanocidas, promovendo um método semi-automatizado que
diminui o tempo necessario para os testes (KESSLER et al, 2013). Entretanto,
nestes ensaios foi utilizado o clone Dm28c de T. cruzi, ndo refletindo a
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heterogeneidade de uma cepa natural (ANDRADE; MAGALHAES, 1997). Dadas
as circunstancias, faz-se necessaria a transfeccao e realizacdo de testes com
uma cepa de referéncia, como a cepa Y, conhecida por ser medianamente
suscetivel ao benzonidazol (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953) e amplamente
utilizada em testes de triagem de compostos tripanocidas. Além disso, o uso da
cepa de referéncia permite a comparacao entre resultados obtidos em diferentes

estudos.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Parasitos

Para a realizagao dos experimentos foi utilizada a cepa Y de Trypanosoma
cruzi (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953). As formas epimastigotas foram mantidas
através de dois repiques semanais em meio LIT (do inglés “Liver Infusion
Tryptose”) suplementado com 10% SBF (soro bovino fetal) (Gibco) inativado e
mantidos a 27°C. Todos os testes com epimastigotas foram realizados com
parasitos colhidos no 4° dia de cultivo. Para a obtengdo dos tripomastigotas,
epimastigotas foram induzidos a diferenciagao por estresse nutricional em meio
LIT por cerca de trés semanas. Os tripomastigotas axénicos foram utilizados
para o primeiro ciclo de infecgdo em células Vero E6 (ATCC® Numero: CRL-
1586™) cultivadas em meio DMEM (do inglés “Dulbecco’'s Modified Eagle
Medium”) (Sigma) suplementado com 10% de SBF e mantidos em incubadora
de CO2 umidificada a 37°C. Apos 72 horas os tripomastigotas provenientes do
ciclo de multiplicagao intracelular foram recolhidos do sobrenadante e utilizados

para a infeccdo de novas células.

4.2 Transfecgao de T. cruzi

A transfecg¢ao da cepa Y de T. cruzi foi realizada de acordo com o método
descrito por Kessler et al (2013), em colaboragdao com o Dr. Alexandre Haruo
Inoue e da Dra. Rosiane Valeriano da Silva, do Instituto Carlos Chagas
(ICC/Fiocruz-PR). Brevemente, formas epimastigotas foram cultivadas em meio
LIT+10%SBF até densidade de 2x107 parasitos/ml, lavadas duas vezes em
solugdo salina tamponada de fosfato (PBS), centrifugadas a 4.000 x g por 5
minutos e ressuspendidas em 0,4 ml de tamp&o de eletroporagao pH 7,5 (140
mM NaCl, 25 mM HEPES, 0,74 mM NasHPOs) em concentragdo de 108
parasitos/ml. A suspensao foi transferida para uma cubeta de 0,2 cm e
homogeneizada com 10 pyg do plasmideo pROCKGFPNeo (Figura 5),
previamente construido. Apés 10 minutos em banho de gelo, a mistura foi
submetida a dois pulsos de 450 V e 500 uyF no eletroporador Gene Pulser Xcell
(Bio-Rad, Hercules, EUA). As células eletroporadas foram mantidas em banho
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de gelo por 5 minutos e transferidas para um tubo contendo 10 ml de meio
LIT+10%SBF. Apds 24 horas, 500 pug/ml do antibiotico G418 foram adicionados
para a selecao dos parasitos transfectados e mantidos a 27°C. A adigao de 5 yM
de G418 foi mantida por todos os repiques destes parasitos. A confirmacio da
transfecgéo e expressdo de GFP em todos os estagios evolutivos de T. cruzi foi

realizada através da observagao em microscopio de fluorescéncia.

Figura 5. Construcao do plasmideo pPROCKGFPNeo.

Not 1 promotor Notl
| Ribosomal GFP Neo ® Blue script
o
- e (I —
B-tubulina TeP2p gGAPDH Il IR gGAPDH Il 3UTR P-tubulina
5UTR

Com o vetor pBluescript linearizado foram inseridas sequéncias de [(-tubulina, permitindo
integragdo no cromossomo de T. cruzi por recombina¢ao homadloga nos loci de tubulina. Ao vetor
também foi adicionada uma sequéncia do promotor de RNA ribossémico, sendo a regido onde
se inicia a transcricdo. Também foi adicionada uma sequéncia 5 UTR de TcP2B (proteina
ribosomal), permitindo que ocorra sua editoracdo através da adigdo da SL via trans-splicing.
Foram adicionadas sequéncias do gene glicosomal gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase
(gGAPDH), bem como sua sequéncia 3' UTR, permitindo sua expressao constitutiva e seu
processamento via poliadenilagdo, garantindo a estabilidade do mRNA transcrito. O gene da
neomicina fosfotransferase também foi adicionado para a selegao por resisténcia através do

antibiético gentamicina (G418). Fonte: adaptado de Pires, 2007.

4.2.1 Selec¢éo de parasitos com expressdo homogénea

Devido a heterogeneidade na expressao de GFP foi realizada uma
selecdo de parasitos com expressao homogénea através de diluicdo seriada.
Para tanto, 5x108 epimastigotas/ml da cepa transfectada + 2,5 mM de G418
foram distribuidos em volume de 300 pl de LIT+10%SBF no primeiro poco de
uma placa de 96 pocos e a partir deste, diluidos na primeira coluna em proporg¢ao
1:2. Utilizando a primeira coluna, os parasitos foram diluidos nas demais também
em proporgéo de 1:2, até a diluicido final de 19 parasitos/ml. A cada 48 horas
foram adicionados 45 pL de meio LIT+5 pL de G418 (5 mM) por pogo.

Uma semana depois, amostras de todos os pocos da placa foram

avaliadas em microscépio 6ptico (Olimpus bx41) para verificar a viabilidade e
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motilidade dos parasitos, seguido por analise em microscopio de fluorescéncia
(Leica DMLB). Os pogos foram classificados de acordo com o grau e
homogeneidade de expressao da GFP, sendo adicionado 45 pL de meio LIT+5
ML de G418 (5 mM) aos pogos classificados com expressdao homogénea. A
fluorescéncia foi novamente avaliada apds 72 horas, sendo que as amostras com
expressao elevada e homogénea foram reunidas em um tubo cénico de 15 ml
para a expansao da cultura, cujos epimastigotas foram utilizados para os ensaios

subsequentes.

4.3 Confirmagao da expressao de GFP em todos os estagios evolutivos

apos selecao

A expressao da GFP foi avaliada por observacao direta em microscépio
de fluorescéncia (Leica DMLB) em todos os estagios evolutivos e confirmada por

Imunofluorescéncia Indireta (IFI) em epimastigotas e amastigotas intracelulares.

4.3.1 Imunofluorescéncia indireta (IFl) de epimastigotas

Epimastigotas da cepa Y selvagem (TcWT), usados como controle
negativo, e transfectada (TcGFP) foram colhidos do 4° dia de cultivo em LIT,
lavados 3x com PBS e ressuspendidos em paraformaldeido 4%, por 30 minutos.
Apods fixagao, os parasitos foram lavados e ressuspendidos em PBS + BSA
(Albumina Sérica Bovina) 3%, e entao submetidos a ades&o em Iamina prépria
para imunofluorescéncia (Perfecta), por 1 hora. A lamina foi entdo lavada com
PBS e os parasitos aderidos foram permeabilizados com PBS + triton 0,1% por
5 minutos. A lamina foi lavada com PBS e incubada a temperatura ambiente com
anticorpo monoclonal murino anti-GFP, gentiimente cedido pelo Dr. Juliano
Bordignon (ICC — Fiocruz/PR) na diluicdo de 1:50 em PBS-BSA 3%. Apods 1 hora
de incubagao, a lamina foi lavada com 3x com PBS e incubada a temperatura
ambiente com o anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado ao fluoréforo
Alexa 488 na diluigao de 1:1000 em PBS-BSA 3%. Apds 1 hora de incubagéo, a
lamina foi lavada 3x com PBS e incubada com DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol)

por 5 minutos. A lamina foi lavada 2x com PBS e 1x com agua destilada e apds
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a secagem foi coberta com Fluoromount (Sigma) e laminula e analisada em

microscopio de fluorescéncia (Zeiss Imager A2).

4.3.2 Imunofluorescéncia indireta (IFl) de amastigotas intracelulares

Células Vero E6 (15x10° células/laminula) foram semeadas sobre
laminulas circulares de vidro distribuidas em placas de 24 pocgos (Greiner)
utilizando o meio DMEM+10%SBF. Apds 24 horas de incubacgéo a 37°C e 5% de
COg, as células foram infectadas (5 tripomastigotas por célula) durante 4 horas.
Em seguida, os tripomastigotas ndo aderidos ou interiorizados foram removidos
com PBS e a placa novamente incubada nas mesmas condi¢cdes descritas
acima. Apds 30 horas de infeccdo, as laminulas foram removidas da placa e as
células fixadas com paraformaldeido 4%, por 40 minutos, lavadas em PBS e
permeabilizadas com PBS + triton 0,1% por 5 minutos. Em seguida, as laminulas
foram lavadas em PBS e bloqueadas com PBS + BSA (Albumina Sérica Bovina)
3% por 1 hora. Apds a remogao do meio de bloqueio, as laminulas foram
incubadas na presenca ou auséncia do anticorpo monoclonal murino anti-GFP
na diluicdo de 1:50 em PBS-BSA 3% por 1 hora a temperatura ambiente. Em
seguida, as laminulas foram lavadas em PBS e incubadas com anticorpo anti-
IgG de camundongo conjugado ao fluoroforo Alexa 488 na diluicdo de 1:1000
por 1 hora a temperatura ambiente. Apds a lavagem em PBS, as laminulas foram
expostas ao DAPI (4',6'-diamino-2-fenil-indol) por 5 minutos, lavadas 2x com
PBS e 1x com agua destilada, montadas em Fluoromount (Sigma) e analisadas

em microscopio de fluorescéncia (Zeiss Imager A2).

44 Comparagdées bioldgicas entre as cepas selvagem (TcWT) e
transfectada (TcGFP)

4.4.1 Curva de crescimento de formas epimastigotas

Para verificar se a inser¢do do gene da GFP e a sele¢ao de subculturas
com expressao elevada e homogénea nao alteraram o comportamento biolégico
de T. cruzi foi comparada a curva de crescimento de formas epimastigotas. Para
tanto, TCWT e TcGFP foram mantidos em meio LIT+10% de SBF a 27°C com
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indculo inicial de 5x108 parasitos/ml. O nimero de parasitos foi determinado
diariamente através da contagem em camara de Neubauer em microscopio
optico, por oito dias. Trés experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

4.4.2 Suscetibilidade de epimastigotas ao benzonidazol (Bz)

Epimastigotas de TcWT e TcGFP foram lavados 3x com PBS e 10’
parasitos/ml foram semeados em placas de 96 po¢cos em Tampao Salina Fosfato
+ glicose 5,4% (PSG) suplementado com 10% de SBF. Os parasitos foram
incubados a 27°C na auséncia ou presenca de diferentes concentragdes de Bz
(6,25-100 pM), em volume final de 200 pl/pogo. Como controle negativo, foi
utilizado o veiculo DMSO (dimetilsulfoxido) 1%. A analise de viabilidade por MTT
(descrito no item 3.4.2.1) (Inlab) e contagem microscopica em camara de
Neubauer, tipicamente utilizadas em ensaios anti-epimastigotas, foram
realizadas 48 horas apos a aplicagdo do farmaco. Dois experimentos
independentes foram realizados em triplicata.

4.4.21 Andlise de Vviabilidade por MTT (3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-

diphenyltetrazolium bromide)

Apods centrifugacao da placa por 7 minutos a 2000 rcf, para remogao do
sobrenadante, foram acrescentados 50 pl do reagente de MTT (RISS et al, 2004)
(solubilizado em PBS, em concentragdo 2 mg/ml) em cada pogo. A placa foi
incubada por 3 horas a 37°C, protegida da luz. Apés esse periodo, foram
adicionados 20 ul de HCI 0,01 M + 10% SDS e a placa foi incubada novamente
nas mesmas condi¢des por 15 minutos. Em seguida, foram acrescentados 80 pl
de DMSO para solubilizar os cristais de formazan e a absorbancia foi
determinada em leitor de placas (EL800 Microplate Reader, Biotek) em

comprimento de onda de 570 nm.
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4.5 Padronizacao de ensaios fluorimétricos para formas epimastigotas

4.5.1 Concordancia entre fluorimetria e MTT

A fim de verificar se a detecg¢ao por fluorimetria possui correlagédo com a
quantidade de parasitos e com os valores obtidos pela analise de viabilidade do
MTT, epimastigotas de TcCWT e TcGFP do 4° dia de cultivo foram lavados 3x com
PBS e distribuidos em placa escura de 96 pogos (Greiner) em diferentes indculos
(0,05 a 50x10° parasitos/ml), utilizando PBS como meio. A fluorescéncia foi
imediatamente avaliada através de fluorimetro de placa (Synergy H1 Hybrid
Reader, Biotek), em comprimento de onda de excitagao/emisséo de 480/512 nm.
Os parasitos foram entdo transferidos para uma placa clara e submetidos a
avaliacdo de viabilidade por MTT, conforme descrito no item 3.4.2.1. Os valores
de deteccdo parasitaria através da fluorimetria foram comparados aos obtidos
pela analise de viabilidade através de MTT. Estes dados também permitiram a

comparacao da sensibilidade entre os métodos.

4.5.2 Padronizagdo do meio para os testes fluorimétricos

Devido a autofluorescéncia do meio LIT e a perda de viabilidade dos
parasitos em PBS em poucas horas, foi realizada uma triagem para verificar o
meio mais apropriado para os ensaios de fluorescéncia, com menor interferéncia
nas leituras e que mantenha os parasitos viaveis por 48 horas. Para isso, 200 pl
de cada meio testado foram adicionados em placa escura de 96 pocos, em
triplicata, para avaliacdo da autofluorescéncia. Os meios testados foram LIT,
Schneider (Schneider’s Insect Medium), DMEM, PSG (PBS+5,4% de glicose),
PSG+10%SBF e PSG+20%SBF. A autofluorescéncia dos meios foi avaliada
usando fluorimetro de placa em comprimento de onda de excitacdo/emissao de
480/512 nm. Em seguida, foi avaliada a viabilidade de epimastigotas nos meios

com menor nivel de autofluorescéncia.
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4.5.2.1 Viabilidade de epimastigotas em PSG

Para verificar se o cultivo temporario de epimastigotas de T. cruziem PSG
suplementado com SBF altera padrdes biologicos destes parasitos, testes
comparativos avaliando fluorescéncia (através de fluorimetro de placa e
microscopia de fluorescéncia), morfologia e motilidade (por microscopia éptica),
viabilidade e densidade (por MTT e contagem em camara de Neubauer) foram
realizados. Os parasitos (WT e GFP) foram colhidos das culturas, lavados 3x
com PBS e semeados em placas de 96 pogos em diferentes concentragées (5,
10, 15 e 20x108 parasitos/ml) utilizando PSG+10%SBF e PSG+20%SBF como
meio, em triplicatas. As analises foram realizadas apds 48 horas de incubacao a
27°C. Parasitos semeados em LIT+10%SBF foram utilizados como controle de
viabilidade.

4.5.3 Analise e remocgéao de fluorescéncia residual

Com o intuito de verificar se a morte de epimastigotas por lise e a
consequente liberacao de GFP no meio pode acarretar em ruido de sinal e perda
da correlacdo de intensidade de fluorescéncia e numero de parasitos viaveis,
foram realizados ensaios de lise de parasitos com HCI 0,01 M + 10% SDS.
Epimastigotas de TcGFP foram colhidos das culturas, lavados 3x com PBS e
distribuidos em placa escura de 96 pogos numa concentracdo de 107
parasitos/ml em PSG+10%SBF, em volume final de 200 pl. Apds mensuragéo
da fluorescéncia, foram adicionados 10ul de HCI 0,01 M + 10% SDS para lisar a
membrana dos parasitos. A fluorescéncia foi monitorada a cada 30 minutos
durante 2 horas.

Com a finalidade de verificar se a fluorescéncia residual pode ser
removida para nao interferir nas leituras, a placa contendo os parasitos lisados
foi centrifugada a 2000 rcf por 7 minutos, o sobrenadante foi descartado e os
parasitos ressuspendidos em PBS. A fluorescéncia resultante dessa suspenséao
foi avaliada em fluorimetro de placa. Parasitos integros foram utilizados como
controle, utilizando o PBS como branco. Ambos os testes descritos foram

realizados em triplicata.
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4.5.4 Validacdo dos ensaios fluorimétricos para teste de compostos anti-

epimastigotas de T. cruzi

Para validar o modelo como teste de triagem de compostos tripanocidas,
os parasitos selvagens e transfectados foram lavados 3x em PBS e 10x10°
parasitos/ml foram semeados em placas de 96 pogcos em PSG+10%SBF e
expostos a diferentes concentragdes de Bz (6,25 a 100 uM), em volume final de
200 pl/poco. Apods 48 horas de incubacdo a 27°C, a atividade tripanocida foi
avaliada por fluorescéncia, antes e depois da centrifugagdo da placa (2000 rcf
por 7 minutos). Paralelamente, foi realizada a contagem microscopica em
camara de Neubauer e analise de viabilidade por MTT, ambos apds a
centrifugagdo. Também foram recolhidas amostras para analise em microscopio
de fluorescéncia. Dois experimentos independentes foram realizados em

triplicata.

4.6 Padronizacao de ensaios fluorimétricos para formas amastigotas

intracelulares

4.6.1 Concordéncia entre fluorimetria e contagem

Para verificar se ha concordancia entre o método de deteccdo de
viabilidade de amastigotas proposto com o método de contagem tipicamente
utilizado, células Vero E6 foram semeadas em placas clara e escura de 96 pogos
(15x103 células/pogo) em meio DMEM+10%SBF, e imediatamente expostas a
diferentes inéculos de tripomastigotas de TcGFP (10, 5 e 1 parasitos/célula) e
incubadas a 37°C e 5% de CO2. Apds 4 horas, o0 meio das placas foi trocado, e
com 24 horas de incubagao, as monocamadas celulares foram lavadas com PBS
para remog¢ao de tripomastigotas livres. Depois de 48 horas de infecgédo foi
realizada uma leitura de fluorescéncia com a placa escura, utilizando PBS como
meio. A placa clara foi corada pelo método May-Grunwald, descrito no item
3.6.1.1. A determinagcédo da quantidade de parasitos pela técnica de contagem
foi realizada em microscépio Optico invertido (Olimpus bx41) através da

contagem aleatéria de 200 células/pogo, observando-se o numero de células
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infectadas, o numero de amastigotas/célula e o numero total de amastigotas

contados. Dois experimentos independentes foram realizados em triplicata.

4.6.1.1 Método de coloragdo May-Grunwald

As células foram fixadas com 100 ul de solug¢ao de formol 2% em PBS por
10 minutos. Apds descartar essa solucao, foram adicionados 100 pl da solucéo
de May-Grunwald por 5 minutos. Em seguida, foram acrescentados 100 pl de
agua destilada por pogo e, apos descartar essa agua, foi acrescentado 100 ul da
solucdo de Giemsa por 15 minutos. Essa solucdo foi descartada e a placa foi

lavada com agua destilada.

4.6.2 Validacdo dos ensaios fluorimétricos para teste de compostos anti-

amastigotas intracelulares de T. cruzi

Para validar o modelo como teste de triagem de compostos tripanocidas,
placas clara e escura de 96 pocos foram infectadas, conforme descrito no item
3.6.1. Para esses ensaios, foi utilizado o meio DMEM+10%SBF e as placas
foram mantidas a 37°C e 5% de CO2. Apods 4 horas, o meio das placas foi
trocado, e com 24 horas de incubacdo, as monocamadas celulares foram
lavadas com PBS para remoc¢ao de tripomastigotas livres. Apos a lavagem, as
células infectadas foram expostas a diferentes concentragbes de Bz (6,25 a 100
pMM) em meio DMEM + 10% de SBF. Apds 24 horas de incubagao a 37°C e 5%
de CO2 as placas foram lavadas com PBS para remoc¢cdo do meio e a placa
escura foi submetida ao fluorimetro para avaliagdo das taxas de infeccédo. A
placa clara foi corada pelo método May-Grinwald e posteriormente analisada
por contagem em microscopio Optico invertido (Olimpus bx41), através da
contagem aleatdria de 200 células/pogo, observando-se o numero de células
infectadas, o numero de amastigotas/célula e o numero total de amastigotas
contados. Dois experimentos independentes foram realizados em duplicata.
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4.7 Analise estatistica

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando a analise de
variancia (ANOVA 2-way) através do programa Graph Prism Instat 7®. O valor
de p<0,05 foi considerado como significativo em todos os ensaios. Os valores de

Clso foram obtidos através do programa CompuSyn.
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5 RESULTADOS

5.1 Transfeccao e selegcdo de epimastigotas com expressao homogénea
de GFP

A transfeccao da cepa Y de T. cruzi foi confirmada inicialmente em formas
epimastigotas através da visualizagdo da expressao de GFP em microscopia
optica de fluorescéncia, com parasitos colhidos no 4° dia de cultivo. A expressao
da proteina apresentou-se de forma heterogénea na cultura (Figura 6A), fazendo
com que uma selegao de parasitos com expressdo homogénea se tornasse
necessaria. A diluicdo seriada em placas de 96 pocos, resultou em oito
subculturas com expressao intensa e homogénea (Figura 6B), as quais foram
agrupadas e utilizadas nos ensaios subsequentes, bem como para a

confirmacgao da expressao de GFP nos demais estagios evolutivos.

Figura 6. Expressdao de GFP em epimastigotas de T. cruzi antes (A) e apos (B) a selegao

das subculturas.

A ANTES DA SELECAD B APOS SELECAD

(A) A heterogeneidade da cultura antes da selegéo pode ser vista pelos parasitos indicados pelas
setas vermelha e amarela, apresentando baixa e alta expresséo, respectivamente. (B) Uma
homogeneidade na expressao da proteina pode ser visualizada na cultura provinda da selegao.
A regido indicada pela seta vermelha indica um parasito que estava fora da regido focal do

microscoépio. Aumento: 400x. Fonte: o autor.



40

5.2 Avaliagao da expressao de GFP em todos os estagios evolutivos apés

a selecao

A partir da cultura de epimastigotas com expresséo intensa e homogénea
de GFP foram obtidos os demais estagios de desenvolvimento do parasito.
Dessa forma, foi possivel verificar que a expressao da GFP se manteve tanto em
epimastigotas (Figura 7) como em tripomastigotas (Figura 8) e amastigotas
intracelulares (Figura 9), confirmada pela observagdo direta em microscopio
fluorescente e/ou por imunofluorescéncia indireta. Além disso, pode-se observar
que a transfeccado nao alterou a morfologia de T. cruzi e que a expressao da

proteina € mantida por todo o corpo celular do parasito.

Figura 7. Expressdao de GFP em epimastigotas confirmada por imunofluorescéncia
indireta.

DAPI anti-GFP Sobreposigao

TcWT

TcGFP

20.0 ym

Epimastigotas de TcWT (A-C), utilizados como controle negativo, e TcGFP (D-F) incubados com
DAPI (A, D) e anti-GFP (B, E). Em C e F encontramos as imagens sobrepostas mostrando a
localizagao do nucleo (n) e do cinetoplasto (c). Fonte: o autor.
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Figura 8. Expressao de GFP em tripomastigotas.

Tripomastigotas de TcGFP emitindo fluorescéncia através da expressdo de GFP. Aumento:

400x. Fonte: o autor.

Figura 9. Expressdao de GFP em amastigotas intracelulares confirmada por

imunofluorescéncia indireta.

DAPI Marcador Sobreposigao

B
10.0pm
E

Amastigotas intracelulares de TcGFP no interior das células hospedeiras com auséncia (A-C) ou

anti-GFP (-)

anti-GFP (+)

presencga (D-F) do anticorpo anti-GFP. A sobreposi¢cao de imagens (C, F) mostra a localizagédo

dos amastigotas (a) no interior das células Vero E6 (v). Fonte: o autor.
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5.3 Comparagodes biolégicas entre TcWT e TcGFP

5.3.1 Curva de crescimento in vitro de epimastigotas de TcWT e TcGFP

Apos confirmar que a transfeccéo e selegcdo de parasitos com expressao
homogénea de GFP nao alteraram a morfologia dos parasitos, foi comparada a
curva de crescimento de epimastigotas entre as cepas TcWT e TcGFP. Como
observado na Figura 10, epimastigotas selvagens e transfectados apresentaram
0 mesmo padrao de crescimento in vitro: fase exponencial até o 4° dia de cultivo,
atingindo o pico de crescimento com cerca de 117 parasitos/ml entre o 4° e 5°
dia, fase estacionaria entre 4° e 6° e fase de declinio e morte entre o 6° e 8° dias

de cultivo.

Figura 10. Epimastigotas das cepas TcWT e TcGFP apresentam o mesmo perfil de

crescimento in vitro
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Fonte: o autor.

5.3.2 Suscetibilidade de epimastigotas ao benzonidazol (Bz)

Com o intuito de verificar se a transfec¢gado nio alterou a sensibilidade da
cepa Y ao farmaco de referéncia, Bz, formas epimastigotas de TcWT e TcGFP
foram expostas ao farmaco e a atividade tripanocida avaliada através de
contagem em microscopio e teste colorimétrico do MTT. Ambas as amostras de
epimastigotas apresentaram o mesmo padrdo de resposta in vitro ao farmaco
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(Figura 11), ndo apresentando diferenga entre os valores de Clso (p=0,8863).
Pela técnica do MTT (Figura 11A) os valores foram 13,59 uM e 14,05 uM para
TcWT e TcGFP, respectivamente. Através de contagem microscépica (Figura
11B) os valores obtidos foram 10,46 pM e 13,11 uM para as cepas selvagem e

transfectada, respectivamente.

Figura 11. Epimastigotas TcWT e TcGFP apresentam o mesmo perfil de suscetibilidade ao
Bz.
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Avaliagao in vitro do efeito do Bz nas cepas TcWT e TcGFP através de MTT (A) e contagem
microscoépica (B). Nao ha diferencga estatistica entre os valores de Clso encontrados (p=0,8863).
Dados relativizados considerando as médias dos parasitos nao expostos ao Bz como 100% de

viabilidade. Fonte: o autor.

5.4 Padronizagao de ensaios fluorimétricos para formas epimastigotas

5.4.1 Concordancia entre fluorimetria, MTT e densidade de parasitos

Para validar a utilizacdo do método fluorimétrico para triagem de
compostos anti-epimastigotas de T. cruzi foi necessario verificar a correlagao da
intensidade de fluorescéncia com a concentragcao de parasitos, assim como a
concordancia entre os valores obtidos por fluorimetria com densidade 6ptica pelo
MTT, normalmente empregado nesses ensaios. Ambas as metodologias
apresentaram um alto valor de correlacdo entre a concentracao de parasitos e o
método de deteccdo. Os valores sdo de R2?=0,9986 para fluorescéncia e
R?=0,991 para MTT. A sensibilidade da detecgéo parasitaria difere ligeiramente

entre os métodos. Em nossas condi¢cdes experimentais, a fluorimetria detectou

100
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uma concentragdo minima de 0,5x108 parasitos/ml em 200 pl, enquanto por MTT
o limiar de detecgédo € acima de 1x10° parasitos/ml em 200 pl (Figura 12). O PBS

foi utilizado como meio durante a realizagao desses ensaios.

Figura 12. Semelhangas na sensibilidade dos métodos e nos dados de correlagao entre

numero total de parasitos e detecgao parasitaria obtidos por fluorimetria e MTT.
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A sensibilidade de detecgéo parasitaria € semelhante nas duas metodologias testadas, sendo
que ambas apresentam alto coeficiente de correlagdo com a densidade parasitaria. Nesses
ensaios o PBS foi utilizado como meio. Dados relativizados considerando a média dos parasitos
em maior inéculo como 100%. Fonte: o autor.

5.4.2 Padronizagdo de meio para ensaios fluorimétricos anti-epimastigotas

Dados preliminares nao mostrados revelaram que ha intensa
autofluorescéncia no meio LIT, usualmente utilizado para cultivo e ensaio com
formas epimastigotas, interferindo na detec¢cdo de parasitos nas amostras.
Devido a essa autofluorescéncia e a perda de viabilidade dos parasitos em PBS
a longo prazo, buscou-se um novo meio que nao gerasse interferéncia nas
leituras. Os meios de cultivo Schneider e DMEM apresentaram autofluorescéncia
moderada. Ja o PSG (PBS+5,4% de glicose) apresentou baixa fluorescéncia,
sobretudo quando ndo suplementado com SBF. Quando suplementando com
10% ou 20% de SBF, o PSG apresentou valores de fluorescéncia de
aproximadamente 5% e 10% da média de fluorescéncia emitida pelo LIT,

respectivamente (Figura 13). Quando analisados isoladamente (destaque da
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Figura 13) observa-se que o PSG+10%SBF interfere significativamente menos
na fluorimetria do que o PSG+20%SBF.

Figura 13. Autofluorescéncia dos meios de cultivo.
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Autofluorescéncia de diferentes meios detectadas através de fluorimetro de placa em

comprimento de onda de excitagdo e emissao proximos aos descritos para a GFP. Fonte: o autor.

Outro requisito do meio de ensaio € manter a viabilidade do cultivo de
parasitos por um periodo de até 48 horas, quando normalmente se faz a
avaliacao da atividade tripanocida. Dessa forma, epimastigotas incubados a
27°C em PSG+10%SBF por 48 horas apresentaram-se viaveis e proliferativos,
em todos os métodos de avaliagdo utilizados: microscopia Optica e contagem
em camara de Neubauer, fluorimetria e MTT (Figura 14).
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Figura 14. Viabilidade de epimastigotas em PSG+10%SBF durante 48 horas.
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Dados obtidos apds cultivo de epimastigotas em PGS+10%SBF por 48 horas. Os parasitos foram
submetidos a trés metodologias distintas: fluorimetria, MTT e contagem microscopica. Dados

relativizados considerando a média dos parasitos em maior inéculo como 100%. Fonte: o autor.

Quando comparadas com o tipico cultivo em LIT (indculo inicial de 5x10°
parasitos/ml), as condigdes de viabilidade em PSG+10%SBF que mais se
assemelham s&o as com indculo inicial de 10x108 parasitos/ml analisadas tanto
por MTT (Figura 15A) e contagem (Figura 15B). Através de contagem
microscopica, semelhangas de viabilidade com LIT foram encontradas nos
indculos de 5 e 10x10°8 parasitos/ml (Figura 15B). A analise morfoldgica através
de microscopia optica (dados ndo mostrados) revelou que em indculo de 5x10°
parasitos/ml ha alteragao na morfologia, apresentando parasitos arredondados.
Com indculo de 15x108 ha formacao de clusters, diferindo do cultivo em LIT. O
indculo de 10x108 parasitos/ml ndo mostrou sinais de alteragdo morfolégica dos
protozoarios. Dessa forma, a melhor condicdo para os ensaios de atividade

tripanocida contra formas epimastigotas € PSG+10%SBF com indculo inicial de

10x10® parasitos/ml.
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Figura 15. Determinagao do inéculo inicial de epimastigotas para os ensaios tripanocidas
em meio PSG+10% SBF, avaliados por e MTT (A) e contagem (B).
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Dados obtidos apos cultivo de epimastigotas em LIT ou PGS+10%SBF por 48 horas. A
densidade de parasitos foi avaliada por duas metodologias distintas: MTT (A) e contagem
microscoépica (B). Em ambas as metodologias n&do ha diferencga entre o cultivo em LIT e o cultivo
em PSG+10%SBF com indculo inicial de 10x108 parasitos/ml. Fonte: o autor.

5.4.3 Detecgdo e remogéo da fluorescéncia residual

Em virtude da acdo litica de muitos compostos antiparasitarios, uma
possivel fluorescéncia residual liberada com a lise poderia interferir nas leituras
de fluorescéncia. Para mensurar isso, epimastigotas foram lisados com HCI
0,01M+10%SDS e a fluorescéncia foi avaliada periodicamente ao longo de 2
horas. Os resultados mostraram que a GFP liberada no sobrenadante de
epimastigotas lisados foi detectada na fluorimetria (Figura 16), sendo
significativamente maior em relacdo ao meio PSG+10%SBF sem parasitos
(Figura 17A).
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Figura 16. Cinética da fluorescéncia residual apés 2 horas de lise de epimastigotas.
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Deteccao de fluorescéncia residual por 5, 30, 60, 90 e 120 minutos apds lise de epimastigotas-
GFP. Embora reduzida, comparada aos parasitos integros, a fluorescéncia residual apresenta
valores superiores ao meio sem parasitos. Dados relativizados considerando a média dos

parasitos néo lisados como 100%. Fonte: o autor.

Um experimento semelhante ao descrito acima, com posterior
centrifugagdo da placa mostra que a fluorescéncia residual foi removida,
exibindo valores que nao apresentam diferenca entre os parasitos lisados e 0
meio de cultivo utilizado como controle (Figura 17B). Em conjunto, esses
resultados mostram a necessidade da remocdo da GFP residual, por
centrifugagéo, no sobrenadante de testes de compostos que lisam os parasitos.

Figura 17. Detecgao de fluorescéncia residual antes (A) e depois (B) da centrifugagao da

placa.
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(A) Fluorescéncia mensurada duas horas ap6s a lise mediada por HCI 0,01M+10%SDS antes da

centrifugacdo da placa. (B) Mensuragéo da fluorescéncia apds a centrifugagdo da placa. Apos
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centrifugacdo, apenas os parasitos integros apresentam diferengcas em relacdo aos demais
grupos (p<0,0001). Dados relativizados considerando a média dos parasitos n&o lisados como

100%. Fonte: o autor.

5.4.4 Validagdo da fluorimetria para teste de compostos anti-epimastigotas de

T. cruzi

Definidas as condigcdes apropriadas para os ensaios, a validagao da
triagem de compostos anti-epimastigotas por fluorimetria foi realizada utilizando
o Bz. Ap6s 48 horas de incubagcdo com o medicamento, a detecgao por
fluorescéncia exibiu valores mais altos que os demais métodos, sobretudo antes
da centrifugagao da placa (Figura 18A). Nessas condigdes, o valor de Clso € de
133,48 uM. Apds centrifugacao da placa para possivel remogéao de fluorescéncia
residual ocasionada pela morte dos parasitos com o Bz, os valores obtidos por
mensuracao de fluorescéncia ainda permaneceram mais altos que os valores
obtidos pelos demais métodos. Os valores de Clso encontrados foram 75,74 uM
por fluorimetria, 14,05 yM por MTT e 13,11 yM por contagem microscopica
(Figura 18B).

Figura 18. Curva de concentragao de inibicao do Bz para parasitos transfectados antes (A)

e depois da centrifugagao da placa (B).
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Epimastigotas de TcGFP expostos a diferentes concentragbes de Bz por 48 horas foram
submetidos aos diferentes métodos de viabilidade celular. A fluorescéncia apresenta valores
diferentes dos demais métodos. Dados relativizados considerando a média dos parasitos nao

tratados como 100%. Fonte: o autor.
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As amostras recolhidas para analise em microscépio optico e de
fluorescéncia permitiram observar que ndo houve lise de todos os parasitos
expostos ao Bz, mesmo na maior concentracao utilizada (100 yM). Entretanto, o
MTT e a alteragado morfologica (arredondados) mostraram a inviabilidade desses
parasitos. A auséncia de lise reteve a GFP intracelular (Figura 19A), e
consequentemente gerou sinal na fluorimetria mesmo apds a centrifugagao da

placa.

Figura 19. Parasitos inviaveis emitindo fluorescéncia através da GFP.

A B

Parasitos inviaveis expostos a uma concentragdo de 100 uM de Bz (A) e parasitos viaveis nao

tratados (B) permanecem emitindo fluorescéncia através da GFP. Aumento: 400x. Fonte: o autor.

5.5 Padronizagdo dos ensaios fluorimétricos para detec¢cao de formas

amastigotas intracelulares

5.5.1 Concordancia entre contagem microscopica e fluorimetria

Para validar a utilizagdo do método fluorimétrico para teste de compostos
anti-amastigotas de T. cruzi foi necessario compara-lo com o método de
contagem microscopica, amplamente empregado nesses ensaios. Para tanto,
células Vero E6 foram infectadas com in6culos variando de 1 a 10 parasitos por
célula e a carga parasitaria avaliada apés 48 horas de infecg¢ao, por contagem e
fluorimetria. Ambas as metodologias apresentam um alto valor de correlagao
entre a concentragdo de amastigotas intracelulares e o método de detecgéo. Os

valores sdo de R?=0,999 para fluorescéncia e R?=0,97 para contagem.
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Fluorescéncia nao foi detectada nas monocamadas celulares nio infectadas

(Figura 20). O PBS foi utilizado como meio durante a leitura de fluorescéncia.

Figura 20. Correlagao entre fluorescéncia ou contagem microscépica e carga parasitaria
intracelular.
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Células Vero E6 foram expostas a diferentes indculos e a carga parasitaria intracelular detectada
por fluorescéncia e contagem microscoépica apds 48 horas de infecgdo. Ambas as metodologias
apresentam alto indice de correlagéo entre o inéculo inicial de parasitos e a detecg¢ao parasitaria.
Nao ha diferenca entre os métodos. Dados relativizados considerando a média dos resultados

de maior inéculo como 100%. Fonte: o autor.

5.5.2 Validagao da fluorimetria para teste de compostos anti-amastigotas de T.

cruzi

A validagao dos testes de compostos anti-amastigotas por fluorimetria foi
realizada utilizando o Bz. Apds 24 horas de incubagdo com o medicamento em
meio DMEM, este foi substituido por PBS na placa escura para realizacao de
uma leitura de fluorescéncia. Paralelo a isso, a placa clara foi corada pelo método
de May-Grunwald para contagem microscépica de amastigotas intracelulares.
Os resultados nos mostram que nido ha diferenga entre os métodos de deteccéo.
Ambos apresentam valores semelhantes de Clso (Figura 21), sendo calculado o

valor de 1,59 uM por fluorimetria e 2,47 uyM por contagem microscopica. Esses
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resultados mostram que é possivel substituir a contagem pela fluorimetria em

testes anti-amastigotas de T. cruzi.

Figura 21. Curva de concentragao-resposta apés 24 horas de incubag¢dao com Bz frente a

amastigotas de TcGFP.
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Os valores de Clso obtidos pelos métodos de fluorescéncia e contagem foram semelhantes
(p=0,064). Dados relativizados considerando a média dos resultados dos parasitos n&o tratados

como 100% de viabilidade. Fonte: o autor.
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6 DISCUSSAO

A doencga de Chagas é responsavel por aproximadamente 10.000 6bitos
a cada ano (COURA, 2015; DIAS et al, 2016). Os pacientes ficam a espera de
um medicamento eficaz para a fase crénica, mas devido ao baixo interesse da
industria farmacéutica, a busca por novas alternativas terapéuticas é realizada
por instituicdes publicas de pesquisa (DIAS et al, 2016). Apesar de varios
compostos tripanocidas estarem em testes, o trabalho é arduo e moroso devido
a falta de praticidade da principal técnica, que é realizada através da contagem
microscopica de parasitos residuais (FONSECA-BERZAL, 2018). A fim de
facilitar a busca por novos compostos, foi proposto neste trabalho um método
alternativo, semi-automatizado, para os testes com as formas epimastigotas e
amastigotas intracelulares, com resultados imediatos e sem toxidade. Este
método se baseia na deteccao da fluorescéncia emitida pela GFP expressa por
parasitos transfectados.

Um trabalho semelhante ao apresentado aqui foi realizado por Kessler et
al (2013), que transfectaram o clone Dm28c de T. cruzi com um plasmideo
integrativo ao locus de rRNA18S denominado pBEX/GFP para padronizar um
método de detecgdo de compostos tripanocidas. Embora os resultados sejam
reprodutiveis in vitro e haja correlagdo entre o numero total de parasitos e a
intensidade de fluorescéncia detectada, o uso de um clone nao representa a
heterogeneidade de uma cepa de T. cruzi (ZINGALES, 2011), podendo gerar
resultados de baixa reprodutibilidade diante de diferentes cepas de T. cruzi. Além
disso, o clone Dm28c nao é referéncia para testes de triagem de compostos com
atividade tripanocida.

Outro plasmideo construido com a intengdo de inserir 0 gene para a
expressdo de GFP ao genoma de T. cruzi € o pPROCKGFPNeo, descrito por
DaRocha et al (2004) e transfectado em parasitos da cepa Tulahuén. Diferente
do plasmideo descrito por Kessler et al (2013), este insere-se aos loci de B-
tubulina. Esta proteina faz parte da composicdo da rede de microtubulos
subpeliculares, principal estrutura do citoesqueleto de T. cruzi (DE SOUZA,
1999). Desta forma, a expressao de GFP mantém-se constitutiva na célula do
parasito. Outra caracteristica do plasmideo pROCKGFPNeo que difere do

pBEX/GFP é a presenga de um promotor ribosomal (Figura 3), que permite a
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expressdo de GFP no estagio ndo-replicativo de T. cruzi. A auséncia de um
promotor ribosomal integrado ao plasmideo, como no caso do pBEX/GFP, faz
com que a expressao fique condicionada aos promotores nativos do parasito,
que sao inativados por remodelacdo da cromatina apos a diferenciacdo em
tripomastigotas (ELIAS et al, 2001).

Além das caracteristicas supracitadas, o plasmideo pROCKGFPNeo
também apresenta uma sequéncia 5 UTR de TcP2B (proteina ribosomal),
permitindo que ocorra sua editoragcao através da adicdo dos mini-exons via trans-
splicing (DaROCHA et al, 2004). Sequéncias do gene da gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase glicosomal (gGAPDH) e sua sequéncia 3’ UTR também se fazem
presentes, permitindo expressdo constitutiva e seu processamento via
poliadenilag&o, garantindo a estabilidade do mRNA transcrito (NOZAKI; CROSS,
1995). O gene da neomicina fosfotransferase também €& encontrado no
plasmideo, para que possa ser realizado um processo de seleg¢ao por resisténcia
através do antibiético G418 (MARTINEZ-CALVILLO et al, 1997).

O presente trabalho utilizou a mesma estrutura de plasmideo descrita
DaRocha et al (2004) para transfectar a cepa Y (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953),
a qual apresenta média resisténcia ao farmaco de referéncia (MURTA et al,
1998), sendo um modelo interessante e amplamente utilizado para avaliar o
efeito tripanocida de novos compostos. A transfecgao foi realizada com a
participacao dos pesquisadores Dr. Alexandre Haruo Inoue e com a Dra. Rosiane
Valeriano da Silva, do Instituto Carlos Chagas (ICC/Fiocruz-PR).

A analise em microscopia de fluorescéncia dos parasitos transfectados
permitiu observar a expressdo de GFP em todos os estagios evolutivos do
parasito. Apesar da expressdao da proteina heterdloga ocorrer de forma
constitutiva e por toda a extensado celular, incluindo o flagelo, o nivel de
expressao foi muito variado na cultura de epimastigotas (Figura 6A). Este néo é
o primeiro caso de uma transfeccdo com expresséo heterogénea descrito para
acepa Y de T. cruzi. Norris (1998) transfectou esta cepa para que epimastigotas
expressassem a Proteina Regulatoria do Complemento (CRP, do inglés
“Complement Regulatory Protein”), uma proteina naturalmente expressa em
formas tripomastigotas, as quais sao resistentes a lise mediada pelo sistema
complemento do hospedeiro vertebrado. O objetivo deste trabalho foi verificar se
a expressao heteréloga de CRP em epimastigotas poderia subverter a sua
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sensibilidade ao efeito litico do sistema complemento, confirmando assim o
papel de CRP nesse processo. Aproximadamente, 60 a 70% dos epimastigotas
apresentaram resisténcia, sendo que a autora sugeriu que a persisténcia de
formas epimastigotas sensiveis pode ser atribuida a heterogeneidade nos niveis
de expressdo ou rearranjo genético do plasmideo, ocasionando a expresséo
alterada de CRP em células mantidas continuamente em cultivo.

Ja é amplamente descrito que T. cruzi possui grande variabilidade
genética tanto entre diferentes cepas quanto entre as subpopulagbes que
compdem uma mesma cepa, embora se propaguem por multiplicacdo clonal
(ZINGALES, 2011). Os distintos comportamentos apresentados pelos individuos
da cepa (ALVES et al, 1993) podem ser a possivel explicagdo para os niveis
desiguais na expressdao de GFP encontrada na cepa Y transfectada.
Corroborando com isso, Alonso et al (2014) transfectaram o clone Dm28c e a
cepa CL Brener de T. cruzi com plasmideos que continham, dentre outros
componentes, o gene para expressao de GFP. Como resultados, o clone Dm28c
exibiu fluorescéncia homogénea entre os parasitos, enquanto a cepa CL Brener
apresentou alta heterogeneidade na expressdo da proteina, mesmo apos
selecdo de parasitos com semelhantes niveis de expressdo. Entretanto,
diferente dos resultados obtidos por Alonso et al (2014) para a cepa CL Brener,
os dados de selecdo para a cepa Y, descrita no item 4.2.1, revelaram que a
heterogeneidade dos niveis de expressao de GFP foi minimizada apos a selegao
e adigao periddica de G418 (Figura 6B). Os niveis de expressao em todos os
estagios do parasito se mantiveram homogéneos apdés a selegdo, sendo
confirmados por imunofluorescéncia indireta para as formas epimastigotas
(Figura 7) e amastigotas (Figura 9) ou por fluorescéncia direta para a forma
tripomastigotas (Figura 8).

Para que uma cepa de T. cruzi transfectada com o plasmideo
pROCKGFPNeo possa ser utilizada em diferentes ensaios bioldgicos, inclusive
de avaliacdo de compostos tripanocidas, € necessario que a transfeccdo nao
altere as caracteristicas biolégicas da cepa original.

O crescimento in vitro de epimastigotas de T. cruzi Y apresenta um padréao
ja descrito na literatura (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953), cujo perfil pode variar
de acordo com a composi¢cdo do meio de cultivo ou in6culo inicial de parasitos

(MARTINEZ-DIAZ et al, 2001). A comparagéo entre as curvas de crescimento de
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TcWT e TcGFP mostraram um perfil semelhante (Figura 10) quando avaliadas
nas mesmas condicbes experimentais, mostrando que a transfeccdo e a
expressao de GFP nao alteraram o comportamento de replicagao in vitro de
epimastigotas da cepa Y de T. cruzi.

Para a comparacéo da suscetibilidade a compostos tripanocidas entre as
cepas foi utilizado o Bz, farmaco utilizado para o tratamento da doencga de
Chagas e referéncia para triagem de novos compostos (ROMANHA et al, 2010).
Nas condigdes experimentais propostas, o padréo de resposta de epimastigotas
ao medicamento foi semelhante entre TcWT e TcGFP (p=0,8863) (Figura 11).
Os valores de Clso para Bz frente a formas epimastigotas descritos na literatura
sdo variaveis (de 16,3 a 20,38 pM), mesmo quando os ensaios sao realizados
com a mesma cepa de T. cruzi (LUNA et al, 2009; MORENO et al, 2010),
provavelmente por diferengas bioldgicas, condigbes experimentais e/ou métodos
de analise.

Uma vez confirmada a correlagado biolégica entre os epimastigotas de
TcWT e TcGFP, admite-se a substituicdo da cepa selvagem pela cepa
transfectada em triagens de compostos tripanocidas. O passo seguinte foi a
padronizacdo do novo método de analise de viabilidade utilizando TcGFP. Os
ensaios foram padronizados tanto para as formas epimastigotas, tipicamente
utilizadas na triagem inicial de compostos tripanocidas, quanto para as formas
amastigotas, estagio clinicamente relevante para aplicagdo do farmaco.

Antes de iniciar a padronizacdo dos métodos fluorimétricos foi necessario
confirmar se a fluorescéncia emitida por TcGFP esta correlacionada com a
quantidade de parasitos em uma amostra.

Para epimastigotas foi mensurada a fluorescéncia dos parasitos
distribuidos em diferentes concentracées em placa escura utilizando PBS como
meio. Os indices de emissao de fluorescéncia foram comparados com os valores
obtidos por colorimetria pelo MTT (RISS et al, 2004). Tanto a densidade Optica
quanto a fluorescéncia foram proporcionais a concentragao de parasitos (Figura
12), mostrando que a expressao de GFP, detectada por fluorimetria, pode
estimar a concentragao de parasitos em uma amostra, em um limite minimo de
0,5x10°® parasitos/ml em 200 pl, sendo levemente mais sensivel que o MTT, que
detecta parasitos em concentragbes superiores a 1x10° parasitos/ml em 200 .
Através dessas analises pode-se admitir a substituicdo da técnica de MTT por
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fluorimetria, sendo este um método mais rapido, mais sensivel, livre de toxidade
e que permite a utilizacao dos parasitos em ensaios posteriores.

Com a confirmagao da possibilidade da utilizacido de fluorimetria em
ensaios com epimastigotas de TcGFP, a etapa subsequente foi encontrar o meio
de cultivo apropriado para realizar os ensaios tripanocidas, visto que eles exigem
um tempo de incubacao de 24 a 48 horas e o PBS n&o suporta a sobrevivéncia
do parasito por periodos tdo longos. Um ensaio preliminar foi realizado utilizando
o meio LIT em placa escura de 96 pocos. Apds a mensuragao da fluorescéncia
da placa em comprimentos de onda de emissdo e excitacdo proximos aos
descritos para GFP (DE FARIAS, 2009), foi observado que todos os pogos
apresentavam alto nivel de fluorescéncia (dados ndao mostrados), sendo
impossivel distinguir quais pogos continham mais parasitos. Esse efeito ndo
deve ter sido causado por espalhamento da fluorescéncia entre os pogos
proximos, pois placas escuras absorvem a fluorescéncia dispersa e impedem
que esta seja difundida para os pogos adjacentes (SIMEONOV; DAVIS, 2015).
Esse impasse encontrado foi a autofluorescéncia do meio LIT. Simeonov e Davis
(2015) descreveram que a autofluorescéncia dos compostos, tanto dos que
estdo em teste quanto dos reagentes utilizados nos ensaios podem interferir em
ensaios fluorimétricos. Grande parte dos reagentes disponiveis atualmente
possuem autofluorescéncia em espectro azul-verde, tendendo a causar
interferéncia nas leituras de fluorescéncia que utilizem tais comprimentos de
onda (SIMEONOQV et al, 2008). O meio LIT apresenta alta autofluorescéncia
nesse espectro, impossibilitando seu uso em testes fluorimétricos para deteccao
de GFP, sendo que nos ensaios de triagem de compostos ativos essa
interferéncia subestima a atividade tripanocida.

A fim de minimizar a interferéncia nas leituras de fluorescéncia, buscou-
se um meio alternativo para os ensaios biolégicos com TcGFP. A
autofluorescéncia de PSG (PBS+5,4% de glicose, suplementado ou ndo com
SBF) e alguns meios tipicos de cultivo foi avaliada. O PSG foi incluido nos testes
porque PBS ndo apresenta autofluorescéncia, mas devido a sua caréncia em
nutrientes, ndo permite manter os parasitos viaveis por 24 ou 48 horas em
cultivo, impossibilitando seu uso em teste de compostos tripanocidas. Dentre os
meios testados, o LIT possui a maior autofluorescéncia, seguido por Schneider,
DMEM e PSG (Figura 13). Com esses resultados, foi descartada a possibilidade
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da utilizagdo dos meios LIT, Schneider e DMEM nos testes fluorimétricos. Apos
analise isolada dos valores de autofluorescéncia do PSG suplementado com
10% ou 20% de SBF, percebeu-se que ha diferenga entre esses dois meios,
sendo o PSG+10%SBF o mais indicado para os ensaios por permitir a menor
interferéncia na fluorescéncia dentre os meios testados.

Embora seja reconhecido que o SBF contenha fatores que promovem a
proliferagdo e manutengao celular (VAN DER VALK et al, 2018), testes foram
realizados para confirmar se PSG+10%SBF permite o cultivo de T. cruzi por até
48 horas. Diferentes indculos de parasitos distribuidos em placa de 96 pogos
usando esse meio, avaliado apds 48 horas quanto a morfologia, concentracao e
viabilidade dos parasitos. Para essa condicdo, as comparacdes realizadas
mostram que T. cruzi se manteve viavel, independente do inoculo (Figura 14).

Ao comparar o tipico cultivo em LIT com indculo inicial de 5x10°
parasitos/ml, através de MTT e contagem microscépica, a condigao que mais se
assemelha é a que teve uma distribuigao inicial de 10x10° parasitos/ml (Figura
15). Os inoculos de 5x10° e 15x108 parasitos/ml tiveram semelhanga com o
cultivo em LIT detectadas por apenas um dos métodos, enquanto que a condigao
inicial de 10x108 parasitos/ml foi observada em ambos. Através de analise
morfolégica por microscopia Optica (dados ndo mostrados) foi constatada
alteracdo na morfologia dos parasitos no indéculo mais baixo, apresentando
parasitos arredondados. Ja em indculos superiores a 10x10° parasitos/ml ha
formacéao de clusters, o que também os faz diferir do cultivo em LIT. O inéculo
de 10x10°% parasitos/ml ndo mostrou sinais de alteragdo morfolégica dos
protozoarios, sendo a condicdo mais apropriada para os ensaios de atividade
tripanocida.

Devido a algumas caracteristicas da GFP, como (1) estabilidade em
amplo intervalo de pH (entre 5,5 e 12,0); (2) fluorescéncia emitida mesmo em
temperaturas altas, préximas a 65°C (BOKMAN; WARD, 1981) e; (3) capacidade
de permanecer ativa no meio extracelular quando secretada (LIU et al, 2001),
pressupbs-se que em testes tripanocidas utilizando TcGFP ela poderia
permanecer no meio apos a lise dos parasitos mediada por algum composto.
Para confirmar essa fluorescéncia residual, formas epimastigotas foram lisadas
e a fluorescéncia mensurada ao longo de 2 horas. As amostras contendo os

parasitos lisados apresentaram fluorescéncia inferior aos integros, mas superior
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ao controle negativo - meio sem parasitos (Figura 17A), indicando a presenga de
GFP soluvel e detectavel na fluorimetria. Portanto, a fluorescéncia residual,
assim como a autofluorescéncia do LIT, sédo fatores limitantes para o uso de
fluorimetria em testes de compostos tripanocidas.

Para diminuir a interferéncia da GFP residual nas leituras de
fluorescéncia, buscou-se uma estratégia para remocdo desse sinal. Uma
possivel solugao € a retirada do meio utilizado e adicao de PBS antes da leitura
da placa. Entretanto, epimastigotas crescem em suspens&o, e por isso, é
necessaria a realizagdo de uma centrifugagéo para que os parasitos ndo sejam
removidos com o meio. Pela massa molecular de uma proteina como a GFP
(HINK et al, 2000), a proteina soluvel no meio ndo sera sedimentada com os
parasitos, nas condi¢des utilizadas, permanecendo dispersa no sobrenadante e
passivel de ser removida. Apos um novo teste de lise, seguido da remogéo do
meio por centrifugacdo, a fluorimetria mostrou valores semelhantes entre a
amostra de epimastigotas lisados e o controle negativo (Figura 17B),
demonstrando que a GFP residual pode ser removida por centrifugagéao.

Apos superar os dois impedimentos para a utilizacdo de fluorimetria como
método para teste de compostos tripanocidas em epimastigotas
(autofluorescéncia do meio e ruido de GFP residual pés lise), foi realizado um
ensaio de atividade tripanocida utilizando o Bz frente a formas epimastigotas,
comparando a detecgdo entre os meétodos ja utilizados com a nova técnica
proposta. No entanto, mesmo utilizando um meio sem autofluorescéncia e
centrifugando a placa para remogéao da fluorescéncia residual, os valores obtidos
por fluorimetria foram mais altos que os obtidos pelos demais métodos utilizados,
subestimando a atividade tripanocida (Figura 18). Embora o Bz ndo apresente
autofluorescéncia (dados n&o mostrados), os parasitos expostos as
concentragdes ativas do farmaco geraram sinal detectavel na fluorimetria, o que
pode ser decorrente da morte sem lise dos parasitos, ndo liberando a GFP no
meio e impossibilitando a remogao da fluorescéncia residual por centrifugacéo
(Figura 19). O Bz atua através de estresse oxidativo envolvendo modificagcdes
covalentes de macromoléculas, causando danos no DNA, proteinas e lipideos
do parasito. Os metabdlitos do Bz podem ainda afetar o metabolismo do
protozoario, potencializando seu efeito tripanocida, ndo atuando de forma
diretamente litica (MOREIRA et al, 2018; SALES et al, 2017).
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Apesar da restricdo do uso da técnica para epimastigotas, os testes
realizados com amastigotas intracelulares mostraram resultados mais
promissores. Inicialmente foi realizada uma avaliagdo para verificar se a
fluorescéncia estava correlacionada com o numero de parasitos utilizados na
infeccdo das células, bem como avaliar a concordancia entre a fluorescéncia e
0 numero de parasitos contados através de microscopia Optica, nas mesmas
condicdes. Os resultados mostram que ha correlagdo para ambos os casos
descritos (Figura 20).

As condi¢des experimentais padronizadas para o teste de compostos anti-
amastigotas foram aprovadas ap0s realizagdo de ensaios com Bz, nos quais 0s
valores de Clso obtidos por fluorescéncia e por contagem microscépica foram
muito semelhantes, sem diferenga estatistica (Figura 21). A interferéncia
encontrada para epimastigotas com a morte sem lise dos parasitos nao foi
observada nos testes com amastigotas intracelulares, provavelmente devido a
degradagao dos parasitos mortos e da GFP pela célula hospedeira (CLIFT et al,
2017), inibindo o sinal na fluorimetria.

Sendo assim, aceita-se que a utilizacdo da mensuracao de fluorescéncia
de parasitos transfectados com GFP possa substituir a morosa contagem
microscopica em testes anti-amastigotas de T. cruzi. Por ser um método de facil
realizacéo, rapido e livre de toxidade, facilitara triagens em larga escala de
compostos tripanocidas, possibilitando assim a descoberta de um novo farmaco

em um menor periodo de tempo.
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CONCLUSOES

A expressao de GFP foi observada em todas as formas evolutivas do
parasito;

A transfeccao nao alterou o perfil de crescimento in vitro de epimastigotas,
nem seu padrao de resposta in vitro ao Bz;

TcGFP foi capaz de infectar células Vero E6 e completar o ciclo de
multiplicagéo intracelular;

A intensidade de fluorescéncia foi diretamente proporcional a concentragcéo
de epimastigotas e de amastigotas intracelulares;

A triagem de compostos tripanocidas por fluorimetria, utilizando
epimastigotas de TcGFP fica restrita para teste de compostos que causam a
lise do parasito;

A triagem de compostos tripanocidas por fluorimetria, utilizando amastigotas
intracelulares de TcGFP pode ser utilizada em substituicdo a contagem

microscopica.
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