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RESUMO

A doenca de Chagas é uma das patologias de mais ampla distribuicdo no
continente americano. A manifestacado mais severa da doencga ocorre na fase
crénica, sendo representada pela Cardiopatia chagasica. Esta cardiopatia pode
ter como uma de suas principais causas uma resposta imune do hospedeiro
infectado. Varios antigenos de Trypanosoma cruzi tém sido descritos como
epitopos similares a antigenos de mamiferos, incluindo a familia de proteinas
associadas a microtubulos, antigenos cardiacos € membros da familia de
proteinas P ribossomais. A fim de testar o envolvimento das proteinas P
ribossomais na etiopatogenia da doenga de Chagas, neste trabalho criamos um
camundongo transgénico que expressa uma proteina do parasito. Este animal
sintetiza a proteina P23 do Trypanosoma cruzi controlada pela indugéo de
doxiciclina. Os camundongos transgénicos foram obtidos pela microinjecao de
DNA recombinante no pronicleo masculino dos zigotos. A construcao
microinjetada contém o promotor minimo Pgmy responsivo a tetraciclina, o
cDNA da P2B e o sinal de poli-adenilacdao de B-globina. Os camundongos
transgénicos P2B foram cruzados com os camundongos STOCK Tg
(fTAhRCMV)4Bjd/J do Jackson Laboratory para a producao de animais duplo
transgénicos (binarios). Os duplos transgénicos foram divididos em trés grupos:
A - binarios induzidos com doxiciclina, B - binarios ndo induzidos e C - P2 nao
induzido. Os animais induzidos foram tratados com doxiciclina diluida em
sacarose e 0s nao induzidos receberam apenas sacarose. Foram formados
grupos de 2, 4, 8, 12, 20 e 30 semanas de inducao. A determinacdo do RNAm
do gene P2 no coragdo dos camundongos binarios foi obtida pela técnica RT-
PCR. A deteccao da expressdo da proteina foi realizada pela técnica de
Western Blot. As anadlises fisiologicas foram realizadas através do
ecocardiograma e eletrocardiograma. A heranca do transgene nas geracdes
apresentou-se de forma mendeliana. O RNAm do gene TcP2f foi encontrado
no coragao de todos os camundongos binarios e em todos os periodos de
indugdo com a doxiciclina. Também foi encontrado o RNAm do gene TcP2p3

nos coragdes dos camundongos controles sem inducao de doxicilina (P2 e
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binario). Esses dados mostram que a expressdao do gene TcP2B esta
ocorrendo de forma basal mesmo na auséncia da doxiciclina. No entanto, nao
foi observado expressdo nos camundongos selvagens. A sintese da proteina
TcP2B foi confirmada em todos os animais duplos transgénicos que foram
induzidos pela doxiciclina, entretanto ndo foi observada nos outros grupos.
Nenhuma alteracdo significativa foi encontrada nos parametros fisiolégicos,
sugerindo que provavelmente a proteina TcP2B n&o foi apresentada ao sistema
imunolégico, por se encontrar no meio intracelular. Entretanto, sdo necessarias
novas analises para estabelecer as alteracdes fisiologicas e imunolégicas

desse modelo experimental.
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ABSTRACT

Chagas’ disease is a pathologic of the large recourrency in the America.
The most severe manifestation of the disease occurs in the chronic phase. The
etiology of this heart disease can have its response in autoimmunity. Several
antigens of Trypanosoma cruzi have been described as similar to antigen
epitopes of mammals, including a family of proteins associated with
microtubules, cardiac antigens and family members ribosomal P. In order to
verify this hypothesis, this study proposed a transgenic model that expresses a
single antigen of the parasite. The mouse synthesizes the protein P2 of
Trypanosoma cruzi controlled by the induction of doxycycline. The transgenic
mice were obtained by microinjection of recombinant DNA in male pronucleus
of zygotes. The construction contains the promoter of PCMV least responsive to
tetracycline, the cDNA of P23 and the sign B-globin. The P2B transgenic mice
were crossed with of STOCK Tg (tTAhCMV) 4Bjd / J of the Jackson Laboratory
for the production of double-transgenic animals (binary). The double transgenic
were divided into three groups: A- binary-induced with tetracycline, B- no
induced binary and C-P2f not induced. The induced animals were treated with
doxycycline diluted in sucrose and non-induced animals received only sucrose.
The study involved groups of 2, 4, 8, 12, 20 and 30 weeks of treatment.
Determination of mMRNA of the gene P2B in the hearts of binary mice was
obtained by RT-PCR technique. The expression of the protein was performed
by Western blot technique.The physiological tests were performed by
echocardiogram and electrocardiogram. The legacy of the transgene in
generations showed up in a Mendelian. The mRNA of the gene TcP2B was
found in the heart of all binary mice in all periods of induction with doxycycline.
The mRNA of the gene TcP2B was also found in the hearts of mice controls
without induction of doxicilina (P23 and binary).These data show that the
expression of the gene TcP2p is occurring in a basement way in the absence of
doxycycline. However, there was no expression observed in wild type mice. The
synthesis of protein TcP2B was confirmed in all double transgenic animals that

were induced by doxycycline, but it was not seen in other groups. No significant



changes were found in physiological parameters, suggesting that the protein
TcP2B was probably not presented to the immune system, because it was in the
middle transduction. However, further analysis are needed to establish the
physiological and immunological changes of this experimental model.
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1. Introducao

A doenca de Chagas foi descrita pelo pesquisador Carlos Chagas em
1909. Essa patologia é causada por infeccdo pelo protozoario Trypanosoma
cruzi, que € o agente etiologico (CHAGAS, 1909) e normalmente resulta em
uma longa associacdao parasito-hospedeiro podendo gerar principalmente,
inflamacdo na musculatura cardiaca, dilatacdo do esbéfago ou coélon e
anormalidades no sistema nervoso central (TAFURI, 1970; 1987 MONCAYO,
1999).

Atualmente, a doenca de Chagas ou tripanossomiase americana é
conhecida como uma parasitose crénica, endémica em toda a América Latina,
onde afeta milhdes de pessoas e deixa mais de 100 milhdes (25% de todos os
habitantes da América Latina) sob risco de contaminagdo, com
aproximadamente 300.000 casos novos por ano (WHO, 2002; MONCAYO,
2003).

Nas ultimas décadas, o controle vetorial nas areas endémicas foi
determinante para a reducao da transmissao vetorial pelo Triatoma infestans, o
que proporcionou decréscimo substancial na incidéncia da doenca de Chagas
na América Latina (MONCAYO, 2003; WHO, 2002). Entretanto, 13 milhdes de
individuos nas Américas Central e do Sul ainda encontram-se infectados por
esse pararasito (WHO, 2005). Estima-se que no Brasil existam mais de
191.000 cardiopatas chagasicos, sendo que 19.100 com grave
comprometimento cardiaco (SCHMUNIS, 2000).

A incidéncia da Doenca de Chagas tem diminuido nas ultimas duas

décadas, com as campanhas de saude publica para erradicacao do vetor,



melhor controle de qualidade nas transfusdes de sangue e derivados e da
melhoria das condigdes de moradia (DIAS, 1987; DIAS e SCHOFIELD, 1998;
WHO, 2002). Entretanto, a questdo prioritaria hoje estd voltada para os
individuos ja infectados, dos quais uma parcela ird desenvolver a cardiopatia
crbnica chagasica que é a maior determinante de gravidade da doenca. Mesmo
quando a transmissdo da doenca Chagas fosse considerada totalmente
erradicada, ainda teriamos milhares de pacientes cardiopatas necessitando de
cuidados médicos durante 30 anos ou mais (DIAS, 2000).

Embora o Ministério da Saude relate reducao e até mesmo erradicacao
da doenca de Chagas, recentemente foram descritos surtos com uma nova
forma de transmissdo, a oral, através de alimentos contaminados como carne,
cana de agucar ou suco de acai (PACHECO et al., 2005).

A doenca de Chagas promove grandes despesas a saude publica e
impacto social nas areas endémicas, por afetar uma parcela da populagcao
economicamente ativa gerando aposentadorias precoces (SCHMUNIS, 1994;
WHO, 2002). Além do custo com a aposentadoria, 0 governo gasta
aproximadamente 19,1 milhdes de ddélares por ano com a implantacao de
marcapasso nos pacientes chagasicos portadores de disfungcdo do nédulo
sinusal (0,2% dos contaminados) e, o prejuizo devido as horas de trabalho
perdidas ja chegou a 625 milhdes de dolares por ano, sem contar os custos do
acompanhamento médico e dos beneficios previdenciarios (DIAS, 1987; DIAS

e COURA, 1997; SCHMUNIS, 2000).



1.1. A Doenca de Chagas

A doenca de Chagas é uma zoonose, cujo agente etiologico € um
parasito hemoflagelado, o Trypanosoma cruzi. A infec¢ao pelo parasito ocorre
com a picada do vetor, triatomideo, conhecido como barbeiro. Outras formas
de contaminacao nao vetorial sdo descritas, entre elas: a forma oral, transfusao
sanguinea e a via congénita.

A doenca apresenta duas fases distintas: a aguda e a crdénica. A fase
aguda que corresponde ao periodo inicial da infeccao pelo Trypanosoma cruzi
no homem e em varios mamiferos pode apresentar-se de forma sintomatica ou
assintomatica. A primeira fase é caracterizada por alta parasitemia na corrente
sanguinea e intracelularmente nas células musculares, no sistema nervoso e
no sistema fagocitico mononuclear. Nesse periodo, a doencga é detectavel por
exame sorolégico no sangue (reacdo de Machado Guerreiro), e a
sintomatologia é caracterizada por febre, hepatoesplenomegalia, alargamento
do linfonodos e edema subcutaneo (RASSI, 1979). Nos casos de transmissao
vetorial podem aparecer os chamativos sinais de porta de entrada, ou
chagomas de inoculagao, sendo o mais indicativo deles o “complexo oftalmo -
ganglionar”, conhecido como “sinal de Romana”. Os chagomas estao presentes
na maioria dos casos descritos, entretanto, o “sinal de Romafna” nao aparece
com alta freqUéncia, estando presente em apenas 10% dos casos agudos
ocorridos (RASSI, 2000).

As alteragbes cardiacas observadas nesse momento sdo ocasionadas
pela miocardite, como, por exemplo, a taquicardia sinusal, a baixa voltagem do

complexo QRS e o bloqueio atrioventricular de primeiro grau (RASSI, 2000).



Esses sintomas sdo efémeros e desaparecem gradualmente, mesmo sem
tratamento terapéutico (CAMPOS DE CARVALHO, 1994).

Na fase crbnica, os pacientes podem apresentar diferentes
manifestacdes clinicas, dependentes tanto de fatores inerentes ao parasito
quanto ao hospedeiro vertebrado. Os fatores relevantes inerentes ao parasito
sao: a variabilidade entre as cepas, a viruléncia, a antigenicidade, o tropismo e
a quantidade do inéculo. Em relagdo ao hospedeiro vertebrado, fatores como
idade, sexo e o perfil da resposta imune parecem modular diferencas nas
manifestacoes clinicas (DIAS, 2000). Nesta fase, a maior parte dos pacientes
chagasicos permanece assintomatica por um longo periodo, o que caracteriza
a forma indeterminada da doenca. Entretanto, quando a doenga se manifesta,
0s principais alvos sao o sistema gastrointestinal e o coracdo. O coragao é o
6rgao mais severa e freqientemente afetado. A Cardiopatia Chagasica Crénica
(CCC) constitui uma das principais causas de insuficiéncia cardiaca (IC) e é a
maior causa de morbidade da doenca de Chagas manifestando-se em cerca de
30 a 40% dos pacientes na faixa etaria entre 20-50 anos. Estes podem
apresentar prognostico e evolugdo variaveis, desde pequenas alteragdes
eletrocardiograficas até a insuficiéncia cardiaca ou progredindo para uma
eventual morte subita (COURA et al.,, 1984; DIAS, 1992, ELIZARI e CHIALE,
1993). Ainda pode ser observado aumento global da &rea cardiaca, tendo
como fatores determinantes a destruicdo direta do tecido muscular cardiaco
devido ao parasitismo pelo Trypanosoma cruzi, fibrose e agdo do sistema
imune. Aproximadamente 10% dos pacientes infectados desenvolvem a forma

digestiva, apresentando dilatacées e alteracdes funcionais, principalmente, no



es6fago e no colon por lesbes no sistema nervoso autbnomo intramural,
parasitismo tecidual e acdo do sistema imune (TAFURI, 1970; TAFURI, 1987;

DIAS, 1992).

1.2. Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi apresenta um ciclo de vida complexo que envolve
hospedeiros mamiferos e insetos da ordem Hemiptera, familia Reduviidae.
Como os ambientes apresentados ao Trypanosoma cruzi s&o muito diferentes
em suas caracteristicas fisico-quimicas, este desenvolveu ao longo da
evolucdo estratégias que o habilitaram a lidar com essas variagdes. Muitas
caracteristicas do parasito como morfologia, ciclos metabdlicos, expressao
diferenciada de moléculas internas e de superficie, capacidade de infecgao, de
multiplicagdo, entre outras, devem ser adequadas a cada novo ambiente. Com
base nestas mudancgas, o Trypanosoma cruzi possui em seu ciclo de vida trés
estagios evolutivos: epimastigota, tripomastigota e amastigota. Com base nas
trés formas e na localizagdo do cinetoplasto em relagdo ao nucleo, pode-se
designar o parasito observado em um dos trés estagios mencionados:
epimastigotas, medindo entre 20 e 40 um, possui a maior parte do flagelo
desprendida do corpo celular e o cinetoplasto posicionado anteriormente em
relagdo ao nucleo; tripomastigotas, medindo aproximadamente 25 um de
comprimento e 2 um de diametro, possuem o cinetoplasto posterior ao nucleo e
a maior parte do flagelo correndo ao longo do corpo celular; amastigotas,

apresentando forma arredondada e com flagelo muito curto, quase



imperceptivel, medem cerca de 5 pm de didametro (TYLER E ENGMAN, 2001;
DE SOUZA, 2002).

O ciclo do Trypanosoma cruzi ocorre quando o inseto, vetor, defeca e
urina, depositando sobre a pele ou mucosa do mamifero a forma tripomastigota
metaciclica, infectiva e nao replicativa. Pelo reflexo de cogar dos mamiferos, os
tripomastigotas metaciclicos atingem mais facilmente a circulacdo sanguinea,
aderem e invadem células do hospedeiro. Inicialmente, o parasito € mantido
em um compartimento denominado vacuolo parasitéforo, mas em seguida,
escapa deste para o citoplasma, onde se diferencia na forma amastigota e se
multiplica por fissdo binaria, podendo tomar todo o citoplasma. Em geral, os
amastigotas se diferenciam na forma tripomastigota antes da célula hospedeira
ser rompida pelo excesso de parasitas. Assim, ha o surgimento de uma forma
intermediaria designada por alguns autores como epimastigote-like, por se
assemelhar morfologicamente, e por outros critérios, a forma epimastigota,
porém, de menor tamanho (FAUCHER et al., 1995; ALMEIDA-DE-FARIA et al.,
1999). Esses tripomastigotas infectam novas células dando origem a um ciclo
no hospedeiro mamifero. Eles também podem ser sugados pelo inseto vetor
durante o repasto sanglineo, indo parar na porcao anterior de seu intestino.
Neste novo ambiente, os tripomastigotas se diferenciam em epimastigotas
podendo passar pelos estagios amastigota e esferomastigota (TYLER e
ENGMAN, 2001). Quando alcancam a porgao posterior do intestino, comegcam
a multiplicar-se por divis&o binaria, podendo aderir-se as células intestinais via
hemidesmossomos (ZELEDON, 1997). Ao chegarem a ampola retal, os

epimastigotas aderem-se por hidrofobicidade a cuticula cerosa que recobre a



parede desta regido. Este evento tem sido considerado importante no disparo
da metaciclogénese (BONALDO et al., 1988; KLEFFMANN et al., 1998), assim
como o estado nutricional do inseto vetor, a cepa de Trypanosoma cruzi em
questao, o pH e a osmolaridade do meio, a presenca de soro de mamifero e de
componentes da hemolinfa, e o AMP ciclico (GONZALEZ-PERDOMO et al.,
1988). Uma vez completada a diferenciacao, os tripomastigotas metaciclicos se
soltam da cuticula, podendo ser eliminados na urina ou fezes do inseto em seu

proximo repasto sanguineo (Figura 1).
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FIGURA 1. Diferentes formas do Trypanosoma cruzi ao longo do seu ciclo
evolutivo no hospedeiro vertebrado. A contaminagéo ocorre quando o inseto
hematofago infectado (barbeiro) pica o hospedeiro (mamifero) para se
alimentar. 1- O inseto, quando se alimenta, deposita no hospedeiro através
das fezes a forma tripomastigota. 2- o parasito é mantido dentro das células em
um vacuolo, em seguida, escapa deste para o citoplasma. 3- Diferenciagdo
para a forma amastigota e a multiplicacao por fissdo. 4- Rompimento celular e
liberacao das formas tripomastigota. 5- O inseto se alimenta de um hospedeiro
infectado e ingere os protozoarios, que se alojam no seu intestino. 6, 7 e 8
diferenciagdo e multiplicagdo do protozoario. Figura adaptada de Centers for

Disease Control and Prevention — CDC.



1.3. Acao do sistema imune na Doenca de Chagas
Os mecanismos imunopatolégicos da doenca de Chagas que
promovem lesdes nos tecidos ainda ndo estao bem elucidados. A dificuldade
em detectar o parasito no miocérdio na fase crénica da doenga, a existéncia de
uma fase assintomatica entre a fase aguda e a crbnica, a ocorréncia de
reacdes imunes contra componentes de nervos e muasculos, e o0
desenvolvimento das lesdes inflamatdrias miocardicas levaram a postulacao de

teorias autoimunes (PETRY et al, 1991).

1.3.1. Ativacao bystander

Algumas hipéteses tém sido sugeridas para explicar estas lesdes como,
o0 resultado de reacdo de autoimunidade envolvendo autoanticorpos ou
linfécitos T auto-reativos derivados de mimetismo molecular de antigenos do
parasito e do hospedeiro, ou a ativagdo bystander ndo envolvendo antigenos
do Trypanosoma cruzi, mas induzida por antigenos procedentes de lesdes
teciduais (ANSELMI et al., 1966; COSSIO et al., 1974; KIERSZENBAUM, 1999;
LEON et al., 2001).

O mecanismo bystander constitui a ativagéo de linfocitos autoreativos
gue nao reconhecem antigenos microbianos, mas que no entanto, pode ser
mediado por citocinas ou por células apresentadoras de antigenos (APC)
(GIRONES et al., 2005). Dois mecanismos de ativacdo podem operar no
ambiente inflamatério induzido pela infeccdo do Trypanosoma cruzi no tecido
hospedeiro (TALVANI et al., 2000). Uma hipbétese seria que o ambiente

proinflamatério no tecido hospedeiro, rico em citocinas, 6xido nitrico e
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quimiocinas, seria suficiente para ativar células T autoreativas por reduzir o
limiar de ativagdo (FEDOSEYEVA et al., 1999). Essas células proliferariam em
resposta a antigenos proprios apresentados por APC (células apresentadoras
de antigenos) do hospedeiro. O outro componente seria a citblise de
cardiomiécitos resultante da infeccdo chagasica, que levaria a liberacdo de
proteinas do hospedeiro. O elevado nivel de antigenos miocardicos no
ambiente proinflamatério levaria a uma apresentacdo aumentada de peptideos
proprios e estimularia a expansdo de células T autoreativas (LEON &

ENGMAN, 2001).

1.3.2. Mimetismo molecular

O mimetismo molecular refere-se a similaridade na sequéncia de
aminoacidos ou na conformacao estrutural entre moléculas ou nos segmentos
de moléculas do Trypanosoma cruzi e seu hospedeiro.

A detecgao de anticorpos anti-T. cruzi que tenham reacao cruzada com
os receptores cardiacos € comumente encontrada em humanos e em modelos
de animais infectados (Engman, 2002; KIERSZENBAUM, 2003).

Na infeccdo pelo Trypanosoma cruzi muitos exemplos de mimetismo tem
sido descritos, entretanto, pouco tem sido estudado extensivamente,
principalmente em nivel molecular (GIRONES et al., 2005).

Em humanos infectados pelo Trypanosoma cruzi o mimetismo molecular
entre antigenos do parasito e do hospedeiro com formacéo de auto-anticorpos
foi descrito para miosina cardiaca, proteina P ribossomal, queratina, receptores

B-adrenérgicos e muscarinicos, proteinas associadas a microtibulos do
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citoesqueleto e proteinas neuronais (LEVIN et al.,1989; PETRY & EISEN 1989;
KERNER et al, 1991; CUNHA-NETO et al.,, 1996; LOPEZ-BERGAMI et al.,
2001).

Recentemente, foi demonstrada a reatividade contra o auto-antigeno
Cha (fator de transcricaio em mamiferos) em humanos e camundongos
infectados com o Trypanosoma cruzi (GIRONES et al., 2001b). Estes antigenos
no soro de pacientes com cardiopatia chagasica crénica (CCC) reconheceram
duas regides de homologia com o Trypanosoma cruzi, a sequéncia Tag do
parasito (TENU2845) e o SAPA, antigenos da fase aguda de infecgao,
(ROWLAND et al, 1992, 1995 e TIBBETTS et al, 1994; GIRONES et al,
2001).

A reacdo cruzada de antigenos do Trypanosoma cruzi com a
miosina também tem sido muito estudada. Foram descritos diversos antigenos
do Trypanosoma cruzi com reagdo cruzada com a miosina de musculo
esquelético e cardiaco, sugerindo uma agressao ao tecido cardiaco por
mimetismo molecular. Em estudos moleculares foi demonstrado que existe
reacdo cruzada entre a sequéncia de aminoacido AAALDK de miosina de
cadeia pesada (CMhc) com a sequiéncia AAAGDK do peptideo recombinante

do Trypanosoma cruzi, chamado B13 (GRUBER e ZINGALES, 1993).

1.4. Proteinas Ribossomais de T. cruzi

As proteinas P ribossomais do Trypanosoma cruzi sao: P1, P2a, P2B e a

PO. A proteina TcP2B (proteina ribossomal de Trypanosoma cruzi) teve seu
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sequenciamento completado em 1990. Essa proteina contém 107 aminoacidos

(Tabela 1) e € homéloga a proteina P2 humana de 11 KDa (BERGAMI,1997).

Tabela 1. Seqiéncia completa da proteina TcP2f3 .

1 MKYLAAYALV GLSGGTPSKS AVEAVLKAAG VPVDPSRVDA LFAEFAGKDF DTVCTEGKSK
61 LVGGVTRPNA ATASAPTAAA AASSGAAAPA AAAEEEEDDD MGFGLFD

Os anticorpos anti-proteinas P foram detectados no soro de pacientes
chagasicos e o titulo desses anticorpos estd associado com o grau da
miocardite, sugerindo a correlagdo da presenca destes anticorpos com a
patologia no coracao (LEVIN et al., 1990).

O principal epitopo linear da proteina TcP2f3 foi mapeado e tem uma
seqiéncia C-terminal de 13 aminoacidos (EEEDDDMGFGLFD, R13), que
possui grande homologia com a sequéncia consenso da proteina P de
mamiferos (EESDDDMGFGLD, H13), exceto pela substituicdo do aminoacido
serina pelo acido glutamico (Tabela 2). A seqiiéncia do parasito € mais acida e
determina reac6es imunoldgicas contra o epitopo do Trypanosoma cruzi em

infec¢gdes humanas (KIERSZENBAUM, 2003).
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Tabela 2. Comparagdo entre as proteinas P ribossomais humanas e do
parasito Trypanosoma cruzi.

Peso molecular

Proteinas P (aproximadamente) Seqtiéncia 13-C terminal do
a- Humano

P1 11 kDa EESDDDMGFGLD

P2 11 kDa EESDDDMGFGLD

PO 34 KDa EESDDDMGFGLD

b- T. cruzi

P1 11 kDa EEEDDDMGFGLFD
P2a 11 kDa EEEDDDMGFGLFD
Pzp 11 kDa EEEDDDMGFGLFD

PO 34 KDa EDDDDDFGMGALF]

A reatividade as proteinas ribossomais também foi encontrada em
alguns pacientes com lupus erimatoso sistémico (SLE), onde aproximadamente
15% dos pacientes apresentam autoanticorpos contra o epitopo (H13)
localizado na regido C-terminal das proteinas ribossomais, PO; P1 e P2
(ELKON et al., 1986). Entretanto, os anticorpos contra proteinas ribossomais
de pacientes com CCC e de pacientes com SLE reconheceram epitopos
diferentes. O soro de pacientes com doenga de Chagas cronica apresenta altos
niveis de anti-R13 e baixos niveis de anticorpos anti-H13 (LOPEZ BERGAMI et
al., 1997).

O envolvimento das proteinas ribossomais no processo autoimune da
doenca de Chagas é sustentado por muitos autores, pois estas possuem
homologia com seqiéncias peptidicas presente no hospedeiro. Esta hipbtese
esta baseada no fato que anticorpos contra a por¢cdo C-terminal da proteina
P2B sédo capazes de ter reagdo cruzada com o receptor B-adrenérgico. Este

efeito tem sido atribuido a alta antigenicidade do epitopo presente na por¢éao C-
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terminal da proteina P2B3, chamado R13 EEEDDDMGFGLFD, o qual possui
homologia com a sequéncia peptidica AESDE, presente na segunda alca
extracelular do receptor B-adrenérgico (SMULSKI et al, 2006).

Esta reagdo cruzada de anticorpos anti-P de pacientes com CCC causa
in vitro um efeito cronotrépico positivo, sugerindo que estes anticorpos podem
estar envolvidos na indugdo de arritmias e/ou distarbios elétricos, que sao
caracteristicas da infeccéo cronica (GIRONES et al., 2005).

As proteinas ribossomais tém sido associadas a indugao de disfung¢des
cardiacas em modelos experimentais. Alguns modelos para a doenca de
Chagas foram baseados na administracao sistémica de proteinas ribossomais
de Trypanosoma cruzi em coelhos e camundongos mostrando a indugéo de
lesbes inflamatérias no musculo cardiaco e disturbios eletrocardiograficos
semelhantes ao encontrados na fase cronica da doenca de Chagas em
humanos (TEIXEIRA et al., 1975; RUIZ et al., 1985).

LEVIN e seus colaboradores (1991) mostraram a presenca de
anticorpos que reconhecem a regido carboxi-terminal da proteina P ribossomal
do Trypanosoma cruzi no soro de pacientes chagasicos com acometimento
cardiaco. Posteriormente, 0 mesmo grupo demonstrou que existe uma reagao
cruzada desse anticorpo, que nédo sé reconhece a porgcdo C-terminal da
proteina P-ribossomal de Trypanosoma cruzi, mas também a regido da
segunda alca extracelular do receptor B1-adrenérgico (LEVIN et al, 1989,
LEVIN et al, 1991).

Em experimentos utilizando camundongos imunizados com a proteina

recombinante P23 de Trypanosoma cruzi observou-se a presenca de
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anticorpos Anti-P e alteracdes elétricas no eletrocardiograma caracteristicas da
fase crénica da doenca de Chagas, mas ndo foram observadas alteragdes
inflamatérias cardiacas. Esses dados sugeriram alteragdes na atividade
biolégica dos anticorpos contra as proteinas P no musculo cardiaco (BERGAMI
et al., 1997). Em contrapartida, imunizagées com DNA codificante da mesma
proteina ndo produziram alteracdes eletrocardiograficas (LEVITUS et al., 2003).

A demonstragdo dos mecanismos envolvidos na patogénese da doenga
de Chagas é relevante, para que se possa minorar os efeitos deletérios da
doenca. Visto que, se desconhece com precisdo 0s mecanismos imunologicos
que desencadeiam o dano cardiaco na fase cronica da infeccao e os fatores
gue possam estar associados, se faz necessario concentrar esforgos na busca
de estratégias que esclarecam essas questdes. O desenvolvimento de modelos
que reproduzam a doenca humana, utilizando moléculas do parasito € uma
destas estratégias.

Diante dessa necessidade este projeto foi dedicado a criacdo de um
camundongo transgénico que possui 0 gene da proteina ribossomal do
Trypanosoma cruzi (P2), sob o controle de promotor indutivel por doxiciclina,

como possivel modelo da doenca de Chagas.
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1.5. Objetivos e Metas

1.5.1. Objetivo geral
Criar um camundongo transgénico que possui um unico antigeno de
Trypanosoma cruzi que permitira testar a participagcdo deste antigeno na

etiopatogenia da cardiopatia chagasica crénica.

1.5.2. Objetivos especificos

» Criar camundongos transgénicos, capazes de sintetizar a proteina
ribossomal TcP23;

» Analisar a expressdo do gene TcP2B exdgeno no coragcdo de
camundongos transgénicos;

> Analisar a sintese da proteina ribossomal de Trypanosoma cruzi no
coracao de camundongos transgénicos;

> Caracterizar as possiveis alteracbes funcionais cardiacas nos

camundongos transgénicos.
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2. Materiais e Métodos
2.1. Obtencao do vetor de expressao pTcP2p3

O plasmideo pCDNA3/P23 contéem um fragmento de 321pb referente ao
cDNA de Trypanosoma cruzi que codifica a proteina ribossomal P23 incluindo o
codon de iniciacdo ATG e o cddon de terminagdo TAA, que foi gentilmente
cedido pelo pesquisador Mariano Levin (Figura 2). Este fragmento foi isolado
por restricdo com as endonucleases BamHI| e Xbal e subclonado no vetor de
transgenese condicional pTRE2 (Clontech, USA). Um fragmento de 2.368pb

contendo o promotor minimo P, responsivo a tetraciclina (Figura 3), o cDNA

da proteina P23 e o sinal de poli-adenilacdo de B-globina foi isolado por
restricdo com enzima BsrBl do cassete de expressdo pTRE2 que foi cedido

pelo pesquisador Gennadyi A.Dvoryanchikov (Figura 4).

1 GTTTCTGTAC TATATTGTTG TCTTGTCAGHEEMMBAAGTACCT TGCCGCTTAC GCTCTTGTTG
61 GCCTCTCAGG AGGGACCCCC TCAAAGTCTG CAGTTGAGGC CGTATTGAAG GCTGCCGGCG
121 TTCCTGTCGA TCCTTCTCGC GTGGATGCAC TTTTTGCCGA GTTTGCAGGC AAGGACTTTG
181 ATACGGTATG CACTGAAGGC AAATCGAAGC TTGTAGGAGG GGTTACACGT CCCAATGCTG
241 CCACCGCTTC TGCACCCACT GCCGCTGCCG CCGCCTCTAG TGGTGCCGCC GCGCCTGCTG

301 CAGCTGCGGA AGAGGAGGAG GACGATGACA TGGGATTTGG TCTTTTTGAC TAAAGACAAA

361 TGCTTATTTT ATTTTATTTT TGATTTTGTT TCTGTGTTGT CCATGAAGAG GCGCHEEAAA

421 AAAAAAAAAA AAAA

Figura 2. Sequiéncia de 321 nucleotideos referente ao cDNA da proteina
TcP2B. A marcagcdo em vermelho indica o cdédon de iniciacdo ATG e o de
terminacdo TAA. A marcagdo em verde corresponde a regido de anelamento
do iniciador antisenso desenvolvido para a analise de genotipagem por PCR. A
marcagao em amarelo indica as regides de anelamento dos iniciadores senso e

antisenso desenvolvidos para a analise de rt-PCR.
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1 CTCGAGTTTA CCACTCCCTA TCAGTGATAG AGAAAAGTGA AAGTCGAGTT TACCACTCCC

61 TATCAGTGAT AGAGAAAAGT GAAAGTCGAG TTTACCACTC CCTATCAGTG ATAGAGAAAA

121 GTGAAAGTCG AGTTTACCAC TCCCTATCAG TGATAGAGAA AAGTGAAAGT CGAGTTTACC
181 ACTCCCTATC AGTGATAGAG AAAAGTGAAA GTCGAGTTTA CCACTCCCTA TCAGTGATAG
241 AGAAAAGTGA AAGTCGAGTT TACCACTCCC TATCAGTGAT AGAGAAAAGT GAAAGTCGAG
301 CTCGGTACCC GGGTCGAGGT AGGCGTGTAC GGTGGGAGGC CTATATAAGC AGAGCTCGTT
361 TAGTGAACCG TCAGATCGCCITGGAGACGCCATCCACGCTG TTTTGACCTC CATAGAAGAC
421 ACCGGGACCG ATCCAGCCTC CGCGGCCCCG AATTCGAGCT CGGTACCCGG GGATCCTCTA

Figura 3. Sequéncia de 430 nucleotideos referente ao promotor minimo
P.mv responsivo a tetraciclina presente no plasmideo pTRE2. A marcacgao
em verde corresponde a regido de anelamento do iniciador senso desenvolvido

para a analise de genotipagem por PCR.

promotor do hCMV cDNA TcP28 | B-globinaPoly A |

430 pb 321 pb 1617 pb

2368 pb

Figura 4. Esquema do fragmento clonados no vetor pTRE2 originando a
construcao pTcP2p, utilizada na microinjecao pronuclear de zigotos de
camundongos.
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2.2. Preparacao dos fragmentos de DNA para microinjecao
Os fragmentos de DNA foram diluidos em TE (10 mM Tris. Cl , pH 7.4 e
1imM EDTA, pH 7.8 ) a uma concentracao final de 3-5 ng de DNA/ul. Esta
concentracdo equivale a aproximadamente 500 a 1000 moléculas por picolitro
do fragmento de expressao que foi microinjetado em prondcleo masculino do

zigoto.

2.3. Microinjecao de DNA recombinante no pronucleo de zigotos
de camundongos

Os camundongos utilizados nesse experimento foram adquiridos do
biotério central do Instituto Oswaldo Cruz do Rio de Janeiro e mantidos no
biotério de animais transgénicos do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho
devidamente, registrado para trabalhar com camundongos transgénicos. Os
animais foram alimentados com ragdo Nutrilab (Mogiana Alimentos S.A.,
Brasil), sementes de girassol, ovos, cenoura e agua.

Como doadoras de zigotos foram utilizadas fémeas F1 (CBA x C57BI/6)
hibridas obtidas pelo cruzamento de fémeas CBA com machos C57BI/6.

As fémeas de 4-5 semanas de idade e com aproximadamente 20-25
gramas de peso foram superovuladas através da injecao intraperitonial de dois
hormdnios gonadotropicos. Primeiramente foram injetados 5 U (unidades) do
hormdénio PMSG (horménio gonadotréfico da égua prenhe - numero do
catalogo: G4527 - Sigma, USA) e 46 horas ap6s a primeira aplicacao, foram
injetadas 5 U do segundo horménio hCG (gonadotrofina coriébnica humana -

numero do catalogo: C8554 - Sigma, USA).
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As fémeas entdo foram colocadas em presenca dos machos para que
houvesse a cépula. Os zigotos foram retirados dos ovidutos 8-10 horas apés a
cbpula, quando os prondcleos tornavam-se visiveis. Os zigotos que néao
apresentavam pronucleos visiveis foram cultivados em estufa a uma
temperatura de 37 °C e 5% de CO2 por aproximadamente uma hora a duas
horas. Todas as manipulacbes com os zigotos foram realizadas com o meio
M-2 (numero do catalogo: M5910 - Sigma, EUA), entre o pH 7.2 e 7.4 e 0s
zigotos foram cultivados em meio M-16 (niumero do catalogo: M1285 - Sigma,
EUA).

Todas as etapas foram realizadas segundo a técnica de Hogan e col.
(1994). As microinjecdbes do DNA recombinante foram realizadas nos
pronucleos masculinos usando uma camara construida no Instituto de Genética
Molecular da Academia Russa de Ciéncias, especialmente desenvolvida para
manipulagbes com embrides de mamiferos, sob microscépio. Esta camara
contém duas laminulas de vidro de 24 x 5 mm colocadas uma sobre a outra a
uma distancia de 1,2 mm. Este espaco entre os vidros € preenchido com éleo
de parafina (nUmero do catalogo: M8410 - Sigma, EUA). Foi utilizada uma gota
(40 pl) de M-2 de 4 mm de diametro colocada no centro da camara, e de 10 a
30 zigotos foram colocados em uma das partes desta gota. A gota com a
solucédo de DNA foi colocada na mesma camara proxima a aquela que continha
os zigotos. As microagulhas utilizadas nas injecbes foram preparadas com
capilares de vidro (GC 100-15 - Havard, Inglaterra) com o auxilio de um
aparelho estirador de pipetas Narishige. A microagulha foi montada no

micromanipulador (Narishige, Japao) e preenchida com 6éleo de parafina em
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uma das extremidades e na outra extremidade livre com uma solugcdo de DNA.
A quantidade de solucdo do DNA aspirada pela agulha microinjetou de 3 a 7
zigotos por vez. Foram microinjetados em cada zigoto aproximadamente 500 a
1000 moléculas por picolitro de DNA. Todos os procedimentos foram realizados
com um microscopio Olympus com ética diferencial Nomarski (Figura 5).

Os zigotos microinjetados foram colocados em estufa incubadora a 37 °C
com 5% de CO, em meio M-16, onde permaneceram por uma hora. Apds esse
procedimento foram selecionados de 10 a 12 zigotos para a transferéncia aos
ovidutos das fémeas receptoras com o ciclo reprodutivo sincronizado com as

doadoras.
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Figura 5. Técnica de microinjecao de DNA recombinante no pronucleo do

zigoto de camundongo.

A — Do lado esquerdo o zigoto é fixado por uma pipeta de vidro e do lado direito
a agulha de vidro com a ponta de 1um de diametro contendo DNA exdgeno.

B — A agulha de microinjecao esta penetrando no pronucleo masculino.

C — A agulha de microinjecao esta no interior do prontcleo masculino.

D — O pronucleo masculino se encontra aumentado pela inje¢do do conteddo da
pipeta.

Aumento de 300 vezes, utilizando Microscopio Olympus IX70 com Optica
diferencial Nomarski e micromanipuladores (Narishige, Japéo).
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2.4. Preparacao de amostras do DNA de camundongos para
analise de PCR

O DNA foi extraido do tecido da cauda dos camundongos. Para isso, foi
feita uma biopsia para retirada de aproximadamente 1 cm da ponta da cauda
dos animais entre 3 e 4 semanas de vida e em seguida colocado em solucao
de lise celular (50 mM Tris-HCI - pH 8,0; 100 mM EDTA; 100 mM NaCl; 1%
SDS; 0,1 mg/ml proteinase K) por 16 horas em banho Maria a 50 °C.

A purificacdo do DNA foi feita pelo método fenol/cloroférmio de acordo
com Sambrook et al. (1989). Foram adicionados 700 pl de cloroférmio/fenol
(1:1) ao tubo contendo a amostra ressuspensa no tampao de lise e a mistura
foi agitada por 3 minutos e centrifugada por 5 minutos a 12 000 g.

Aproximadamente 600 ul do sobrenadante foram transferidos para um
novo tubo, onde foi acrescentado o0 mesmo volume de cloroférmio. A amostra
foi centrifugada nas mesmas condicbes anteriores e o0 sobrenadante
novamente transferido para um novo tubo. Foram adicionados 900 pl de alcool
etilico absoluto e a mistura foi agitada até a precipitacdo do DNA. A amostra foi
centrifugada por 3 minutos a 12.000 g, o sedimento foi lavado com 900 pul de
alcool a 70 % e secado em temperatura ambiente. O DNA foi ressuspenso em

400 pl de agua destilada.
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2.4.1. Analise das amostras de DNA de camundongos por reagédo de

polimerase em cadeia (PCR) com iniciadores especificos.

A amostra de 1 pl com DNA foi diluida em 1 ml de agua destilada,
colocada em cubeta de quartzo e quantificada em espectrofotbmetro com
comprimento de onda de 260nm. Os valores em OD (densidade ética) foram
convertidos em pg/ml pela seguinte formula: concentracdo € igual a OD x
diluicdo x 50 dividido por 1000. Para a reagao de PCR foi utilizado entre 150 e
300 ng/ pl de DNA gendmico. O volume final da reacao foi de 20 pl contendo,
2,5 mM MgCl,, 1 uM de iniciadores senso e antisenso, 0,5 U Tag-polimerase
(Promega, EUA), tampéo (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI), 0,2 mM de
cada desoxiribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 1 ul de solugao
contendo DNA.

As amostras foram amplificadas em termociclador com o seguinte
protocolo: 95°C por 1 minuto, 35 vezes do ciclo — 95°C por 30 segundos, 60°C
por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 3 minutos. Apos esse
procedimento 10 yl de cada amostra foram analisadas através de eletroforese
em gel de agarose a 1% em TAE 1 X (0,04 M Tris-acetato; 0,001M EDTA, pH
8,0 — Sambrook et. al., 1989).

A identificacdo dos camundongos portadores dos transgene P2B foi
realizada utilizando-se na reacdao de PCR indicadores senso, complementar a
sequiéncia do final do promotor do hCMV (375 pb a 395 pb) e o antisenso
complementar a sequéncia do cDNA da TcP2f (290 pb a 312 pb) Tabela 3. A

amplificagdo do fragmento na construcao P2p produziu um fragmento de 390

pb.



25

Tabela 3. Seqtiéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados na reacao
de polimerizacao em cadeia (PCR).

P2 B |
Senso (TRS) 5- ATCGCCTGGAGACGCCATCCA -3’
Antisenso (TRA) | 5-TCTTCCGCAGCTGCAGCAGG -3’ |

2.4.2. ldentificacdo dos camundongos transgénicos para a construgao
STOCK Tg (tTAhCMV) 4Bjd/J
Amostras do DNA cromossomal dos camundongos STOCK Tg
(tTAhCMV) 4Bjd/J, obtidos do Jackson Laboratory foram quantificado em
espectrofotdbmetro com descrito anteriormente. Para a reacdo de PCR foi
utilizado entre 150 e 300 ng/ pl de DNA gendmico. O volume final da reagao foi
de 20 pl contendo, 2,5 mM MgCl,, 1 uM de cada um dos iniciadores senso e
antisenso, 0,5 U Tag-polimerase, tampao (20 mM Tris-HCI pH 8,4; 50 mM KCI),
0,2 mM de cada desoxiribonucleotideo (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) e 1 ul de
solucao contendo DNA. As amostras foram amplificadas em termociclador com
0 seguinte protocolo: 95°C por 1 minuto, 35 vezes do ciclo — 95°C por 30
segundos, 58°C por 30 segundos, 72°C por 30 segundos e 72°C por 3 minutos.
Apoés esse procedimento 10 pl de cada amostra foram analisadas através de
eletroforese em gel de agarose a 1% em TAE 1 X (0,04 M Tris-acetato; 0,001M
EDTA, pH 8,0) (SAMBROOK et al., 1989).
Os iniciadores senso e antisenso do gene riTA foram obtidos do Jackson

Laboratory. Como controle interno da reagdo e da qualidade do DNA foram
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utilizados iniciadores especificos para o receptor de célula T (Tcrd) também
desenvolvidos pelo Jackson Laboratory (Tabela 4).

O produto final de amplificacdo para gene rtTA foi de 450 pb e do
controle interno foi de 200 pb.

Tabela 4. Seqiiéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados na reacao
de polimerizacao em cadeia (PCR).

HTA |
Senso (TTA1) | '5-CGCTGTGGGGCATTTTACTTTAG-3’ ‘
Antisenso (TTA2) 5-CATGTCCAGATCGAAATCGTC-3’

Receptor de célula T (controle interno)

Senso (C1) 5-’CAAATGTTGCTTGTCTGGTG -3

Antisenso (C2) 5-GTCAGTCGAGTGCACAGTTT-3

2.5. Obtencao das linhagens de camundongos transgénicos

2.5.1 Obtencéo das linhagens de camundongos transgénicos para o

gene P23

Apbs a identificacdo dos animais transgénicos, cada um fundou sua
propria sublinhagem. Os camundongos fundadores foram considerados como
FO e cruzados com camundongos hibridos nao transgénicos (CBA x C57BI/6)
criando a geracao F1. Os camundongos transgénicos da geracdo F1 foram
cruzados com camundongos nao transgénicos e formaram a geragédo F2 e
esse procedimento foi repetido em cada geragéo, com o propdsito de aumentar
a quantidade de animais transgénicos. Para o desenvolvimento deste projeto,

os camundongos transgénicos foram cruzados com camundongos isogénicos
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C57Bl/6, a fim de diminuir a variabilidade genética encontrada nos hibridos. Os
camundongos P2B foram retrocruzados até que a linhagem dos animais
transgénicos estivesse no fundo C57BI/6, 10 retrocruzamentos. Os animais
foram alimentados com ragdo Nutrilab (Mogiana Alimentos S.A., Brasil),

sementes de girassol, ovos, cenoura e agua.

2.5.2. Expanséo da Linhagem STOCK Tg (tTAhCMV) 4Bjd/J

A linhagem transgénica homozigota STOCK Tg (itTAhCMV)4Bjd/J foi
obtida do Jackson Laboratory. Estes camundongos possuem 0 gene da

proteina transativadora reversa (rtTA) da tetraciclina sob o controle do promotor
minimo do citomegalovirus humano (Pnhcmy). Estes camundongos quando

cruzados com linhagens que possuam um gene de interesse ligado a um
promotor que possua o sitio TRE (elemento responsivo a tetraciclina), dao
origem a camundongos que podem ter o gene de interesse ativado quando se
acrescenta doxiciclina na dieta hidrica dos mesmos (Figura 6). Os érgaos que
sao controlados por este promotor sdo musculo, rim, timo, pancreas, estdbmago
€ coracao.

Para a realizagcao deste trabalho foram obtidos trés casais da linhagem
STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J que fundaram sua prépria sublinhagem no
biotério de animais transgénicos do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho.
Os camundongos fundadores formaram 3 sublinhagens (sublinhagem 1,
sublinhagem 2 e sublinhagem 3) que foram consideradas FO e originaram a
geracao F1 que foi utilizada neste projeto. Os animais foram alimentados como

descrito anteriormente.
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Figura 6. Esquema da ativacdo dos promotores através da inducao por
tetraciclina nos camundongos binarios. O camundongo ingere a doxiciclina
diluida na agua do bebedouro, ocorre a ativagdo do promotor hCMV e a sintese
da proteina tTA, que liga no sitio responsivo a tetraciclina (TRE) no segundo
promotor. Essa ativagao leva a produgéo da proteina P2p.

2.5.3.0btencao de camundongos duplos transgénicos (Binarios)

Os camundongos transgénicos P2B foram cruzados com o0s
camundongos STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J do Jackson Laboratory para a
producédo de animais duplo transgénicos (binarios). O plano de acasalamentos
constituiu-se principalmente de cruzamentos de fémeas transgénicas
heterozigotas P2B com machos transgénicos homozigotos STOCK
Tg(tTAhCMV)4Bjd/J para obtengcdo de F1. A fim de testar uma possivel

alteracdo no padrdo genético, visto que as linhagens sao heterogénicas, o
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grupo de acasalamento foi subdividido em 3 sublinhagens. A sublinhagem 1
consistiu do cruzamento dos animais PB2 com os animais STOCK
Tg(tTARCMV)4Bjd/J do casal 1 obtido do Jackson Laboratory e 0 mesmo
aconteceu para as sublinhagens 2 e 3. Os camundongos machos F1 duplos

transgénicos desses cruzamentos foram utilizados ao longo do experimento.

2.6. Inducao dos camundongos binarios

A inducdo consistiu na substituicdo da agua na dieta dos animais por
doxiciclina diluida em sacarose (Sigma, USA). O inicio da inducéao foi realizado
nos camundongos duplo transgénicos com 8 semanas de idade. A doxiciclina
administrada foi diluida em sacarose a 5% na concentracao de 200 pg/ml e os
nao induzidos receberam apenas sacarose a 5% (KISTNER et al.,, 1996). Os
bebedouros contendo doxiciclina e a sacarose foram trocados 3 vezes na
semana. Os animais foram divididos em trés grupos A-binarios induzidos com
doxiciclina, B-binarios ndo induzidos e C-P2 B nao induzidos. Os animais foram
divididos em seis grupos de 2, 4, 8, 12, 20 e 30 semanas de inducao (Figura 7).
Em cada grupo experimental analisamos o RNAm pela técnica de RT-PCR, a
expressao da proteina por Western blot e as possiveis alteragdes fisiologicas

foram analisadas pelas técnicas de eletro e ecocardiografia.
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RT-PCR RT-PCR RT-PCR
Western Western Western
Genotipagem Eletrocardiograma Eletrocardiograma Eletrocardiograma
(PCR) Ecocardiograma Ecocardiograma Ecocardiograma
Nascimento 1 més 2més 2 Semanas 4 Semanas 8 Semanas 12 Semanas 20 Semanas 30 Semanas
"
Indugdo

Administragdo
de Dox (200ug/ml)

Figura 7. Modelo esquematico da metodologia usada na inducao dos
camundongos. Em vermelho, o periodo de tratamento utilizado nos

camundongos e as técnicas realizadas.

2.7. Determinacao do RNA do gene P28 no coracao dos

camundongos binarios pela técnica RT-PCR

2.7.1. Extragdo do RNA total dos tecidos

Os camundongos transgénicos foram sacrificados por deslocamento
cervical e o coracdo recuperado foi rapidamente lavado em PBS e
imediatamente congelado em nitrogénio liquido.

O RNA total foi obtido utilizando o reagente Trizol (GIBCO, EUA). Esse
reagente € uma solucdo monofasica de fenol e isotiocianato de guanidina,
desenvolvida por CHOMCZYNSKI & SACCHI, 1987. Aproximadamente 100 mg
de tecido foram ressuspensos em 1mL de Trizol. A amostra foi homogeneizada
e incubada por 10 minutos a temperatura ambiente. Apds a incubacéao foram

adicionados 0,2 ml de cloroférmio a mistura que foi incubada por 5 minutos a
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temperatura ambiente e entdo centrifugada a 12 000 g por 15 minutos. A fase
aquosa foi transferida para um novo tubo ao qual foram acrescentados 0,5 ml
de isopropanol. A amostra foi incubada por 10 minutos a temperatura ambiente
e centrifugada por 10 minutos a 12 000 g. O precipitado de RNA obtido na
centrifugacao foi lavado com 1 ml de etanol 75%, seco a temperatura ambiente
e solubilizado em agua tratada com DEPC. A concentragdo do RNA foi
determinada por espectrofotometria a 260nm. Os valores em OD foram
convertidos em pg/ml pela seguinte formula: concentragdo € igual a OD x
diluicdo x 40 dividido por 1000. A integridade do RNA foi analisada pela relacao
de OD a 260 nm sobre 280nm e as amostras foram consideradas integras com

o coeficiente igual ou superior a 2,2.

2.7.2. Ensaio de RT-PCR

Para os ensaios de RT-PCR foram utilizados 5ug/ml de RNA total. O
RNA foi submetido a uma RNase-Free DNASE (Promega, USA) a fim de
eliminar o DNA segundo protocolo do fabricante. Posteriormente o RNA foi
submetido a uma reacao de transcriptase reversa pela enzima SuperScript IlI
utilizando Oligo (dT) primer (Invitrogen, USA). O cDNA foi amplificado por PCR
utilizando iniciadores especificos para p2B. A posicdo de anelamento dos
iniciadores senso e antisenso foram apresentadas na figura 2. Como controle
interno da reacdo e da qualidade do RNA foram utilizados iniciadores

especificos para beta-actina (Tabela 5).
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O volume final da reagao foi de 20 ul contendo, 2,5 mM MgCl, 1 uM de
iniciadores senso e antisenso, 0,5 U Tag-polimerase, tampéao (20 mM Tris-HCI
pH 8,4; 50 mM KCI), 0,2 mM de cada desoxiribonucleotideos (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP) e 2 ul de solugéo contendo cDNA .

As amostras foram amplificadas em termociclador com o seguinte
protocolo: 35 vezes do ciclo — 94°C por 20 segundos, 66°C por 20 segundos,
72°C por 30 segundos e 72°C por 3 minutos. Apds esse procedimento 10 ul de
cada amostra foram analisadas através de eletroforese em gel de agarose a
1% em TAE 1X. O produto de amplificacdo esperado é de 300 pb para a

amplificagéo do transgene e 328 pb para amplificagdo do controle interno.

Tabela 5. Seqtiéncia de nucleotideos dos iniciadores utilizados na reacao
de polimerizacao em cadeia (PCR).

P28 |

Senso (p2B1) | 5- TACCTTGCCGCTTATGCTCT -3' |
Antisenso (p2B32) | 5- CATGTCATCGTCCTCCTCCT-3' |
Beta-actina (controle interno) |

Senso (ACT 1) | 5-CACCCTGTGCTGCTCACC-3' |
Antisenso (ACT 2) | 5-GCACGATTTCCCTCTCAG-3' |
2.8. Analise da proteina P2B nos coracdoes de camundongos

binarios através do “Western blot”

As amostras de coracdo foram homogeinizadas na solugdo de lise
celular (50mM Tris pH 7,6, 0,025% Triton, 0,15mM NaCl, 10 mM CaCl,, 0,1mM

EDTA, 0,1mM PMSF).
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Foram adicionados 10 pl de tampdo de amostra (4 ml de &gua
destilada, 1 ml de Tris HCI [0,5 M, pH 6,8], 800 ul de glicerol, 1,6 ml de SDS
10%, 0,4 % de beta mercaptoetanol e 0,05 % azul de bromofenol) e as
amostras foram fervidas por 5 minutos.

SDS-PAGE

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada segundo a
metodologia de Laemmli (1970), em gel descontinuo constituido de gel
separador (15% acrilamida, 0,2% bisacrilamida, 0,1% SDS e 0,375M tris pH
8,8), gel “stacking” (5% acrilamida, 0,5% bisacrilamida, 0,1% SDS e 0,125M tris
pH 6,8).

As corridas eletroforéticas foram realizadas em mini-gel (Mini-Protean Il
— BioRad Laboratories), com tampao de corrida 1X (25mM tris, 192mM glicina e
0,1% SDS pH 8,3) a voltagem constante de 100 V por 1 hora de corrida. A
massa molecular foi determinada por comparacdo com padrdes de massas
moleculares conhecidas (Molecular Weight “Precision Plus Protein
Kaleidoscope Standards — BIO-RAD”).

Apébs a corrida eletroforética, as proteinas foram transferidas para uma
membrana de nitrocelulose com poros de 0,45um, utilizando equipamento de
transferéncia BioRad, com tamp&o de transferéncia 1X (25mM Tris,192mM
glicina; 20% de metanol pH 8,3). Em seguida a membrana de nitrocelulose
contendo as proteinas transferidas foi incubada em solucéo bloqueadora de 5%
de leite desnatado em PBS durante 1 hora a temperatura ambiente. Apds essa
etapa a membrana foi incubada por 2 horas a temperatura ambiente com

anticorpo primario monoclonal Mab17.2 contra proteina P2B, gentilmente
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cedido pelo pesquisador Mariano Levin, numa concentracdo de 1ug/ml e
lavadas em TBS contendo Tween 20 a 0,1% por 3 vezes durante 10 minutos.
Ao término da lavagem, a membrana foi incubada em TBS (20mM Tris e
137mM NaCl), contendo anticorpo secundario anti-camundongo conjugado
com peroxidase (HRPconjugate, Santa Cruz,Biotecnology, EUA) por 1 hora. O
anticorpo foi diluido 3000 vezes de acordo com o protocolo do fabricante.
Novamente a membrana foi lavada em TBS/Tween, nas mesmas
condicbes citadas anteriormente. A revelagdo do complexo foi feita pelo
tratamento da membrana com o coquetel quimioluminescente (ECL, Santa
Cruz, Biotecnology, EUA) por 1 minuto e em seguida foi exposta ao filme
Hyperfilm (Kodak) por tempos variaveis. O filme foi revelado com solugéo

reveladora Polimax T (Kodak).

2.9. Determinacao de alteracoes fisiolégicas através das
técnicas de eletrocardiograma

Os animais submetidos ao eletrocardiograma foram divididos em dois
grupos: animais bindrios induzidos (duplos transgénicos) e animais binarios
nao induzidos (duplos transgénicos e os transgénicos P2B). Os registros foram
realizados nos animais estudados no dia em que o0 grupo experimental
completasse o0 periodo de inducdo determinado neste trabalho. Os
camundongos foram anestesiados com uma combinagdo de cloridrato de
ketamina (Dopalen®) e cloridrato de xilazina (Anasedan®) (50 e 5 mg por kg de
peso, respectivamente, diluidos em solugdo salina 0,9% v/v) pela via intra-
peritoneal. Uma vez anestesiados, os eletrodos foram implantados no tecido

subcutaneo das regides dorsal e ventral a altura do térax dos camundongos.
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Dois dias apés o implante, os eletrodos foram conectados a um
amplificador diferencial e o0s registros foram adquiridos digitalmente
(amostragem de 150 pontos por segundo) usando uma interface analégica-
digital da Axon Instruments Inc (Union City, Califérnia, Estados Unidos) e o
software Axoscope 9,0 da mesma firma (adaptado por Pereira Jr et al., 2006).

Os registros eletrocardiograficos do presente trabalho foram realizados
em animais conscientes, com o objetivo de evitar o efeito de anestésicos sobre
a eletrofisiologia cardiaca. A aquisicdo dos registros na derivagao D2 foi feita
sempre no mesmo horario e os parametros analisados foram: frequéncia

cardiaca e duracao da onda P, do complexo QRS e dos intervalos PR e QT.

2.10. Determinacdo de alteracoes fisioléogicas através das
técnicas de ecocardiograma

Para a realizagcdo do ecocardiograma foi utilizado um equipamento de
ultra-som (modelo Visual Sonics Vevo770) que permite a aquisicao de imagens
uni e bidimensionais com transdutor de 30 MHz (Figura 8).

Os animais foram divididos em dois grupos: animais duplos transgénicos
induzidos e animais ndo induzidos, sendo este ultimo grupo constituido de
duplos transgénicos e transgénicos para o gene P2B. Estes grupos foram
analisados no periodo de 2, 4, 8, 12, 20 e 30 semanas. O grupo de 2 semanas
foi constituido de 8 animais induzidos e 4 ndo induzidos; o grupo de 4 e 20
semanas foram compostos de 5 animais induzidos e 4 ndo induzidos e o0s
grupo de 8, 12 e 30 semanas foi constituido de 4 animais induzidos e 4 nao

induzidos.
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Os camundongos foram anestesiados com Isoflurano por via inalatéria
em mistura com oxigénio num fluxo de 8 ml/min e foram posicionados em
decubito dorsal em uma placa aquecida especialmente projetada, a qual
permite a realizagdo do ecocardiograma e a monitoragao eletrocardiografica e
a freqléncia ventilatoria simultdnea dos mesmos. Apods tricotomia da parede
anterior do térax, foi aplicado um gel condutor de ultra-som (Carbogel, industria
brasileira) em seu térax para diminuir o contato com o ar e melhorar a
qualidade das imagens. Todas as imagens foram adquiridas pelo mesmo
pesquisador que desconhecia a origem dos animais. Os parametros avaliados
compreenderam a fracao de ejecao, o volume diastélico e o débito sistélico do
ventriculo esquerdo (VE) e o débito cardiaco.

Os cortes empregados para aquisicao dos parametros obtidos seguiram

os critérios da American Society of Echocardiography.

Figura 8 Equipamento de ultra-som, modelo Visual Sonics Vevo 770
utilizado para as analises de ecocardiograma nos camundongos

transgénicos.
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2.11. Analise estatistica

A taxa de nascimento de embrides microinjetados e o numero de
animais transgénicos foram avaliados pelo teste Chi-quadrado (GrafPAD,
Prisma).

Para comparagcdo entre grupos experimentais, foi utilizado o test t de
Student.. O grau minimo de significancia considerado foi 95 % (p < 0.05). Os
calculos foram realizados utilizando o programa Graphpad Prizm (New York,

EUA). Todos os valores sao representados como média = dp (desvio padrao).



38

3. Resultados

3.1. Analise da producao de camundongos transgénicos pela

microinjecao do DNA do vetor pTcP2p

Foram microinjetados 192 zigotos com o DNA recombinante referente
ao fragmento pTcP2B ocorrendo o nascimento de 54 (27%) filhotes. Entre os
nascidos foram identificadas 2 fémeas transgénicas (3,7%) pela reacdo de
PCR, que receberam a identificacdo 191 e 2%, Estas fémeas transgénicas
194 e 292 da primeira geracdo (FO) foram usadas como fundadoras para
criacao de linhagens de animais transgénicos e cruzadas com machos nao
transgénicos

A fémea 191 produziu 18 filhotes (F1), entre eles foram identificados 2
transgénicos (Figura 9). A proporcao entre nao-transgénicos e transgénicos foi
9:1, ocorrendo um desvio esperado de 1:1, segundo a heranga Mendeliana.
Com o objetivo de melhorar esses resultados, uma fémea transgénica da
geracao F1 foi cruzada com um macho nao transgénico e gerou 4 filhotes,
entre eles 2 transgénicos. A proporgao neste caso foi 1:1, atingindo o padrao
esperado (Tabela 6).

A fémea transgénica 2%9,, nao gerou prole transgénica entre 24
nascidos. Estes dados sugerem um mosaicismo tecidual, falta de integracao do
transgene na linhagem germinativa, que gerou uma incapacidade dessa fémea

transmitir o transgene para as geragdes seguintes.
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Na genotipagem realizada por PCR o produto de amplificagdo do
transgene se mostrou fraco, indicando mais uma vez o mosaicismo. Sendo

assim, essa fémea foi descartada do grupo experimental.

400pb
100pb

Figura 9. Analise eletroforética em gel de agarose a 1 % dos produtos de
PCR de amostras de DNA de camundongos transgénicos derivados da
construcao pTcP2B, utilizando os iniciadores TRS e TRA. 8 - fémea
fundadora 124.9 - fémea fundadora 29, (mosaica); 1 e 2- filhotes transgénicos
da fémea fundadora 1%9+.3, 4 e 5 - filhotes ndo transgénicos de 1?+; 6- controle
negativo (camundongo nao transgénico); 7- Controle positivo (plamideo) e 10 -
ladder de 1 Kb plus.

Tabela 6. Heranca dos transgenes pTcP2B na geracao Fo ¢ F4

Fundador | Construcao N:::ﬂ:i: ° N::}ﬂ;: ¢ PrOpgr_gaes*
nascidos transgénicos genotipicas
GO 1%; pTcP2B 18 > or1
G022 pTcP2B 24 i )
F129 pTcP2p 4 5 »

*Proporgcoes de camundongos transgénicos e nao transgénicos
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3.2. Heranca do transgene P23 nas geracoes e estabelecimento
das linhagens de camundongos transgénicos.

A fim de ampliar o numero de transgénicos para o desenvolvimento do
experimento e padronizar o fundo genético, dois transgénicos P23 obtidos da
fémea fundadora 1% foram cruzados com animais isogénicos C57BL/6 (tabela
7). O trangene presente nos camundongos P23 de fundo genético heterogéneo
foi tranferido para a linhagem isogénica C57BL/6 através de retrocruzamento
durante 10 geragdes. Estes animais da geracdao F10 foram utilizados para o
cruzamento com o0s transgénicos do Jackson Laboratory.

Entre os 60 nascidos provenientes da linhagem da fémea F1 foram
identificados 30 camundongos transgénicos (Figura 10), entre os 42 nascidos
da linhagem do macho F1 foram identificados 20 transgénicos (Figura 11). A
proporcao de animais transgénicos e nao transgénicos nas geracoes da fémea

F1 e do macho F1 foi de 1:1, como esperado pela heranga Mendeliana.

Tabela 7. Heranca do transgene pTcP2B nas geracoes (cruzamento dos
animais transgénicos com camundongos isogénicos C57BL/6).

Numero de Numero de ~
Fundador | Construcao animais animais I:'::t?r?c:‘is*
nascidos transgénicos 9 P
Q F1 pTcP2B 60 30 1:1
3 F1 pTcP2p 42 20 1:1

* Proporgdes de camundongos transgénicos e nao transgénicos
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Q Fémea Transgénica P2B

O Macho Selvagem - C57BI/6
C Fémea Selvagem = C57BI/6

F5

Figura 10. Herangca do transgene P23 na linhagem da fémea F1-
Retrocruzamento da fémea transgénica P2 com macho isogénico

C57Bl/6.
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Figura 11. Heranca do transgene P28 na linhagem do macho F1-
Retrocruzamento do macho transgénico P2 com fémea isogénica

C57Bl/6.
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3.3. Heranca das linhagens de camundongos duplos
transgénicos (P23 e STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J) na geracao
F1.

Os resultados do cruzamento dos animais transgénicos e STOCK
Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J estdo apresentados nas tabelas 7, 8 e 9. O cruzamento
de todas as sublinhagens STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J com camundongos
trangénicos P2B produziu um total de 89 descendentes binarios. As
sublinhagens 1, 2 e 3 produziram 105, 21 e 82 camundongos, entre eles, 49, 6
e 34 camundongos binarios, respectivamente (Figuras 12, 13 e 14). Embora os
transgénicos para o gene P2B utilizados estivessem num fundo
isogénico(C57BL/6) os transgénicos STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J fornecidos
pelo Jackson Laboratory encontravam-se em fundo heterogénico resultante de
trés linhagens (NMRI, C57BL/6 and DBA/2 ).

Para o desenvolvimento dessa dissertagdo foram utilizados apenas
animais binarios da geracao F1, hibridos do cruzamento dos transgénicos P23
e STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J.

Os animais nascidos foram analisados com dois pares de iniciadores
especificos para a confirmacado dos animais duplos transgénicos. A figura 15
mostra o produto de amplificagdo do transgene TcP2B nos camundogos
binarios utilizando os iniciadores TRS e TRA. Enquanto, na figura 16 mostra o
produto de amplificacdo do transgene riTa utilizando os inciadores TTA1 e
TTA2. Os mesmos animais foram utilizados para a realizagdo dos dois PCR e
foram considerados bindrios aqueles que possuiram bandas positivas em

ambos.



Tabela 8. Heranca dos transgenes pTcP2B e STOCK Tg(rtTAhRCMV)4Bjd/J

na geracao F; da sublinhagem 1

Numero de

Numero de

Fundador Fundador animais animais Numero do
pTcP23 rnTA nascidos binarios heredograma
421 464 16 7 A
724 527 12 5 B
485 458 8 7 C
685 461 14 7 D
480/488 465 55 23 E

Tabela 9. Heranca dos transgenes pTcP2B e STOCK Tg(rtTAhRCMV)4Bjd/J

na geracao F; da sublinhagem 2

Numero de

Numero de

Fundador Fundador animais animais Numero do
pTcP23 rnTA nascidos binarios heredograma
570 530 21 6 F

Tabela10. Heranca dos transgenes pTcP2B e STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J

na geracao F{ da sublinhagem 3

Fundador Fundador Num_ero_ de Nurr!ero_ de Numero do
animais animais
pTcP2p3 rtTA nascidos binarios heredograma
479/481 438 42 18 G
437 383 20 8 H
500 540 20 8 [
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Figura 13. Heranca dos camundongos provenientes do cruzamento da
sublinhagem 2 STOCK Tg(rtTAhRCMV)4Bjd/J com camundongos
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Figura 14. Heranca dos camundongos provenientes do cruzamento da
sublinhagem 3 STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J com camundongos

trangénicos P2 na geracao F1.
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» 400pb
> 100pb

Figura 15. Analise eletroforética em gel de agarose a 1 % dos produtos de
PCR de amostras de DNA de camundongos duplos transgénicos P2 e
STOCK Tg(rtTAhCMV)4Bjd/J utilizando os iniciadores TRS e TRA. 1,4 e 5
- transgénicos para o gene TcP2B3; 2, 3 e 6 - ndo transgénicos; 7 - controle
positivo ; 8- controle negativo (camundongo selvagem); 9 - PBS e L - ladder de
1 Kb plus.

1 2 SOSN8 9O

4.5|_.0|_2b—> —— i — — — » 500pb
200pb ——— — — — — —
Controle » 200pb

Figura 16. Analise eletroforética em gel de agarose a 1 % dos produtos de
PCR de amostras de DNA de camundongos transgénicos P2 e STOCK
Tg(rtTARCMV)4Bjd/J utilizando os iniciadores TTA1/TTA2 e como controle
interno C1/C2. 1 a 6 - transgénicos para o gene rTta; 7 - controle positivo; 8-
controle negativo (camundongo selvagem); 9 - PBS e L - Jadder de 1 Kb plus.
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34 Analise da expressiao do gene TcP2B no coracao dos

camundongos pela técnica RT-PCR

A expressao do transgene foi positiva no coracdo dos camundongos
duplos transgénicos que foram induzidos por doxiciclina em todos os periodos
de inducdo. Nos animais duplos transgénicos que nao receberam doxiciclina e
nos camundongos transgénicos para o gene TcP2B ocorreu uma expressao
basal do RNAm TcP2B em todos os grupos, o que nao ocorreu com
camundongos nao transgénicos (Figura 17).

A integridade do RNA total das amostras de coracdo dos camundongos
utilizados no RT-PCR foi analisada utilizando actina que serviu como o controle

interno do experimento (Figura 18).
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8 Semanas de Indugiio 12 Semanas de Inducio
1 . coaads e AR PR Gl 1 7
o . 297 pb

—-— 100 pb

20 Semanas de Inducio

30 Semanas de Inducéo

Figura 17. Analise eletroforética em gel de agarose 1% da expressao do
RNAm do gene P2B de Trypanosoma cruzi no coracao  dos
camundongos pelo RT-PCR, utilizando os iniciadores P2 1 e P23 2.
Letras A, B, D, E e F: 1 e 2 — binarios induzidos; 3— binarios nao induzidos;
4— linhagem P23; 5— controle positivo (RNA total de Trypanosoma cruzi); 6 —
controle negativo (RNA total de coracdo de camundongo néo transgénico); 7—
RT- e L — 1 kb /adder. Letra C: 1 — Binario induzido -2— Bindrio nao
induzido; 3— linhagem P2B - 4— controle positivo (RNA total de Trypanosoma
cruzi); 5 — controle negativo (RNA total de coracdo de camundongo nao
transgénico) e L — 1 kb ladder.
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Figura 18. Analise eletroforética em gel de agarose 1% da expressao de
Beta-actina no coracao dos camundongos pelo RT-PCR, utilizando os
iniciadores especificos. A, B, C, D, E e F: 1 e 2 — binarios induzidos; 3—
bindrio ndo induzido; 4— linhagem P2B; 5 — RNA total de coragédo de
camundongo nao transgénico; 6— RNA total de Trypanosoma cruzi); 7— RT-
e L — 1 kb ladder.
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3.5. Analise da proteina P23 de Trypanosoma cruzi produzida no

coracao de camundongos binarios por Western blot

No intuito de avaliar se os animais duplos transgénicos sintetizam a
proteina ribossomal de Trypanosoma cruzi foram analisadas amostras de
coragao de camundongos através da técnica de Western blot durante todos os
periodos de inducdo. Os resultados mostraram que os coracbes dos
camundongos binarios induzidos pela doxiciclina em todos os periodos de
tratamento continham a proteina P23 de Trypanosoma cruzi (Figura 19). Em
contrapartida, nao foi detectada a proteina P2B de Trypanosoma cruzi no
coracao dos animais bindrios nao induzidos e dos animais transgénicos para a
contrucao TcP2B (Figura 20 e 21). A fim de testar a integridade das amostras,
utiizamos o anticorpo contra GAPH em todas as amostras testadas, gerando

um produto esperado de 37kDA (Figura 22).

2 S 205 5308
25kDa —p &
: Banda nao
e especifica

11kDa
Figura 19. Resultados da analise da proteina P23 de Trypanosoma cruzi

no coracao dos camundongos duplos transgénicos induzidos com
doxiciclina, utilizando o anticorpo Mab 17.2. Coluna 1 — peso molecular em
kDa; Coluna 2 — animal induzido por 2 semanas; Coluna 3 — animal induzido
por 4 semanas; Coluna 4 — animal induzido por 8 semanas; coluna 5— animal
induzido por 12 semanas ; Coluna 6 — animal induzido por 20 semanas; Coluna
7— animal induzido por 30 semanas; Coluna 8 — controle positivo (Trypanosoma

cruzi) e Coluna 9 — controle negativo (macho nao transgénico).
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Figura 20. Resultados da analise da proteina P2B de Trypanosoma cruzi
no coracao dos camundongos duplos transgénicos nao induzidos,
utilizando o anticorpo Mab 17.2. Coluna 1 — peso molecular em kDa; Coluna
2 — animal induzido por 2 semanas; Coluna 3 — animal induzido por 4 semanas;
Coluna 4 — animal induzido por 8 semanas; coluna 5— animal induzido por 12
semanas ; Coluna 6 — animal induzido por 20 semanas; Coluna 7— animal
induzido por 30 semanas; Coluna 8 — controle positivo (Trypanosoma cruzi) e
Coluna 9 — controle negativo (macho n&o transgénico).
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Figura 21. Resultados da analise da proteina P2B de Trypanosoma cruzi
no coracao dos camundongos transgénicos para o gene TcP28 nao
induzido, utilizando o anticorpo Mab 17.2. Coluna 1 — peso molecular em
kDa; Coluna 2 — animal induzido por 2 semanas; Coluna 3 — animal induzido
por 4 semanas; Coluna 4 — animal induzido por 8 semanas; coluna 5— animal
induzido por 12 semanas ; Coluna 6 — animal induzido por 20 semanas; Coluna
7— animal induzido por 30 semanas; Coluna 8 — controle positivo (Trypanosoma

cruzi) e Coluna 9 — controle negativo (macho nao transgénico).
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Figura 22. Resultados da analise da proteina GAPDH nos corac6es dos
camundongos duplos transgénicos induzidos, nao induzidos e P2B. A -
Animais duplos transgénicos induzidos, B — Animais duplos transgénicos nao
induzido e C — Animais transgénicos P2B3. Coluna 1 — animal induzido por 2
semanas; Coluna 2 — animal induzido por 4 semanas; Coluna 3 — animal
induzido por 8 semanas; coluna 4— animal induzido por 12 semanas ; Coluna 5
— animal induzido por 20 semanas; Coluna 6 - animal induzido por 30 semanas
Coluna 7- proteina total de Trypanosoma cruzi , Coluna 8 — macho nao
transgénico e Coluna 9 - peso molecular em kDa
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3.6. Avaliacao eletrocardiografica de camundongos conscientes,

Binarios e transgénicos.

A atividade elétrica cardiaca dos camundongos duplos
transgénicos induzidos, duplos transgénicos ndo induzidos e o0s
camundongos transgénicos para o gene TcP2B foram realizados em
animais nao anestesiados para evitar a influéncia do anestésico sobre os
parametros cardiacos nos registros eletrocardiograficos.

Foram realizados ECGs em alguns dos animais estudados ao
longo do periodo. No grupo de 2 semanas foram analisados: 2 animais
induzidos e 3 néo induzidos; no de 4 semanas foram analisados 5
animais induzidos e 3 ndo induzidos; no de 8 semanas foram analisados:
4 induzidos e 4 nao induzidos; no 12 semanas foram analisados: 3
induzidos e 3 nao induzidos; no de 20 semanas foram analisados: 5
induzidos e 2 nado induzidos e com 30 semanas foram analisados: 2
induzidos e 3 ndo induzidos.

Os animais duplos transgénicos induzidos nao apresentaram
alteragées no ECG com significAncia estatistica quando comparando com

0 grupo ndo induzido (Tabela 11).
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Tabela 11. Parametros eletrocardiograficos de camundongos machos

duplos transgénicos induzidos e nao induzidos.

Parametros | Animais 2semanas | 4semanas | 8semanas | 12semanas | 20semanas | 30semanas
Onda P Induzido 95 £15 10,7 £ 0,7 10,4 +£0,5 10,8 £0,5 10,8+1,5 10,8 £0,5
(m/s)
Nao 11,2+1,2 12,5+ 2,1 11,3+1,0 11,7+0,4 8,5+0,7 11,3+0,8
induzidos
Interv. PR Induzido 325+1,5 33,3+28 349+15 33,8+0,1 34,4+23 33,4+0,3
(m/s)
Nao 32,7+0,4 36,5+4,9 34,3+1,8 35,8+2,5 28,5+0,7 34,4+0,5
induzidos
Interv. QT Induzido 23,0+4,2 25014 254 +1,3 26,8+1,2 27,2+18 27,5+0,4
(m/s)
Nao 242+0,4 32,0+ 8,4 27,8+ 3,1 29,4+1,9 31,5+21 29,2+0,5
induzidos
Complexo Induzido 9,00 9,7+1,0 95+0,6 9,1+£0,7 10,6 £1,1 9,4+0,6
QRS (m/s)
Nao 9,6+1,4 11,5+ 3,5 96 14 9,5+1,0 11,5+0,7 10,4 +0,5
induzidos
Freqliéncia | Induzido 696+48,0 635186,0 638+98,4 657+75,4 688+26,3 596+57,3
cardiaca
Nao 670£37,5 423+125,8 | 498+19,5 556+193,0 653+2,1 607+71,9
induzidos

Os valores representam a média + desvio-padrao.
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3.7. Avaliacao ecocardiografica de camundongos binarios e
transgénicos

Foram realizados ecocardiograma em alguns dos animais estudados ao
longo de todo o periodo estudado. No grupo de 2 semanas foram analisados 2
animais induzidos e 3 nao induzidos, no de 4 semanas foram analisados 5
animais induzidos e 3 nao induzidos, no de 8 semanas foram analisados 4
induzidos e 4 ndo induzidos, no de 12 semanas foram analisados 3 induzidos e
3 nado induzidos, no de 20 semanas foram analisados 5 induzidos e 2 nao
induzidos e em 30 semanas analisamos 2 induzidos e 3 nao induzidos.

Os animais duplos transgénicos induzidos nao apresentaram alteracdes
mecénicas com significancia estatistica quando comparados com o grupo nao

induzido (Tabela 12).
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camundongos machos

Parametros | Animais 2semanas | 4semanas 8semanas | 12semanas | 20semanas | 30semanas
Induzido 59,9 + 6,1 60,5+ 6,4 57,0+10,8 55,2+18,5 52,6+12,1 54,4+11,2
Fracao de
ejecao Nao 65,0 + 8,2 62,98+11,9 | 63,745,0 62,5+2,5 63,4+15,9 56,9+8,4
induzidos
Induzido 24,2 +6,0 25,2+8,5 36,9+14,2 31,5+20,2 30,8+10,9 25,8447
Volume
sistolico
Nao 18,2+5,9 25,446,3 42,2+28,6 23,9+4,5 21,9+14,6 27,616,0
do VE
induzidos
Induzido 60,3+12,1 62,9+15,7 85,4+18,4 66,1+19,5 66,1+10,8 59,7+3,0
Volume
diastolico
Nao 52,3+13,0 70,5+16,1 68,9+29,4 64,2+8,3 55,5+15,1 65,7+13,6
do VE
induzidos
Induzido 14,1+45 15,5+5,6 19,6+3,3 14,5+4,3 13,3+3,5 14,9453
Débito
Cardiaco Nao 13,9+5,0 15,7+ 8,3 20,845,3 14,7+0,9 11,842,3 14,9445
induzidos

Os valores representam a média + desvio-padrao.
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4. Discussao

A produgéo e criacao da linhagem de camundongos transgénicos P23
com fundo genético C57BL/6 foi alcangada através de retrocruzamento durante
10 geracbes, mostrando que construcdo pTcP2B foi passada de geracao em
geracao de forma estavel. O sitio de integracao do transgene no genoma dessa
linhagem foi outro fator que corroborou com a estabilidade, sugerindo que a
insercao nao ocorreu em regides de recombinacdo homaologa ou em regides de
heterocromatina constitutiva que poderia provocar o silenciamento do
transgene.

Os resultados da expressao do transgene TcP2B no tecido cardiaco dos
camundongos binarios, através da sintese do RNAmM e da proteina TcP2pB,
comprovam a funcionalidade do sistema com a sinalizacdo das duas
construcdes nos animais transgénicos. A expressao do RNAm TcP2f ocorreu
de forma basal nos coragdes dos camundongos P23 e dos binarios que nao
foram induzidos com doxiciclina,que normalmente ndo deveriam expressar este
RNAm. Uma possivel explicacdo € que o gene tenha se inserido perto de
genes que estdo sendo constantemente transcritos (constitutivos), ja que a
insercdo do transgene no genoma ocorre de forma aleatéria, nesta forma de
transgenia. No entanto a sintese da proteina P23 no tecido cardiaco foi
observada apenas nos camundongos binarios induzidos. A auséncia da
proteina P2B no cora¢do dos camundongos P23 e dos binarios ndo induzidos
sugere uma expressao insuficiente de RNAm para um processo de tradugao

eficaz. Nao examinamos a expressdo do RNAm ou de proteinas P23 de
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Trypanosoma cruzi em outros 6rgaos onde os binarios deveriam expressa-los,
como timo, rim, pancreas e musculo esquelético. Estes tecidos estao
estocados e nos permitira uma analise mais abrangente da expressao do
transgene no futuro. Também, devido ao exiguo prazo para a defesa da
dissertacdo, nao foi possivel examinar a expressao do transgene ao longo do
desenvolvimento embriondrio dos animais binarios € do transgénico P2pB.
Embora nos animais adultos s6 tenhamos detectado niveis de proteina de
Trypanosoma cruzi nos binarios induzidos, ndo podemos afastar a
possibilidade de que a proteina tenha sido expressa durante a vida
embrionéria, levando a tolerizagdo dos animais a vida adulta. A presenca de
anticorpos anti-P2B de Trypanosoma cruzi no sangue dos animais binarios
induzidos poderia afastar a hipotese de tolerizagdo, embora sua auséncia nao
nos permite afastar a tolerizacao, posto que a expressao da proteina deve ser
essencialmente intracelular, evitando assim a ativacao do sistema imune.

Os resultados do eletro e ecocardiograma ndo mostraram diferengas
significativas entre os animais do grupo binario induzido e nao induzido.
Sugerindo que a expressdao da proteina P23 de Trypanosoma cruzi neste
modelo ndo é capaz de provocar alteracbes funcionais cardiacas. Esses
resultados vao de encontro aos apresentados por LEVIN e seus colaboradores
(1997), que utilizando camundongos imunizados com a sequéncia da proteina
recombinante P23 de Trypanosoma cruzi mostraram algumas alteracées no
eletrocardiograma caracteristicas da fase cronica da doenca de Chagas, como
o aumento da duracdo do complexo QRS, mas ndo encontraram lesdes

inflamatdrias no coragdo. Dados similares foram apresentados por RUIZ et al.
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(1985) quando mostraram lesfes inflamatérias no mdusculo cardiaco e
disturbios eletrocardiograficos semelhantes a fase cronica de doenca de
Chagas ap6s administrarem por via sistémica proteinas ribossomais de
Trypansoma cruzi em camundongos. Quando comparamos o modelo desse
estudo aos de LEVIN et al. (1997) e RUIZ et al. (1985) observamos uma
grande diferenca no mecanismo de apresentacdo da proteina recombinante
P2B de Trypanosoma cruzi ao sistema imunolégico. Nos modelos defendidos
por esses autores a proteina esta presente no sistema circulatério dos animais
e € apresentada ao sistema imunolégico que a reconhece produzindo
anticorpos contra a regidao carboxi-terminal da proteina P ribossomal do
Trypanosoma cruzi e através do mimetismo molecular ocorre uma reagao
cruzada contra a regido da segunda alca extracelular do receptor [1-
adrenérgico, levando as alteragdes elétricas no coracao, bem como, em alguns
casos a lesdes inflamatdrias.

Em contrapartida, no modelo do presente trabalho, as proteinas P2 de
Trypanosoma cruzi sao expressas em 6rgaos solidos e devem estar restritas
ao meio intracelular, ndo sendo apresentadas ao sistema imunol6gico e por
iss0 ndo sao gerados 0s anticorpos que reconheceriam a segunda alca
extracelular do receptor B1-adrenérgico, justificando a auséncia de disturbios
eletrocardiograficos em nossos camundongos. Uma outra possibilidade ja
discutida para explicar esta discrepancia de resultados seria a tolerizacao dos
animais bindrios induzidos pela expressdo da proteina durante a vida

embrionaria.



62

Esse modelo poderia ser melhorado com o ajuste de 4 fatores: cruzar a
linhagem P2 para obter o transgene em homozigose, utilizar uma linhagem de
camundongos mais suscetivel a doenca de Chagas, administrar uma
concentracdo maior e por um tempo mais longo da doxiciclina aos
camundongos e utilizar os camundongos duplos transgénicos com um unico
fundo genético.Discutiremos abaixo em maiores detalhes cada um destes itens:

Os camundongos duplos transgénicos em dupla homozigose
apresentariam uma maior expressao do gene e este poderia responder melhor
a inducgao, produzindo mais a proteina P2 e talvez apresentando alteracbes
cardiacas. Do mesmo modo, a mudanga da linhagem heterogénica para uma
isogénica diminuiria a variabilidade genética dos Camundongos favorecendo a
andlise dos dados.

Como ja foi mencionado a doxiciclina regula a ativacao do promotor para
a producao da proteina rtTA, que ativa o TRE, e consequientemente estimula a
traducado da proteina P23. Mas para se obter uma resposta étima na producao
dessa proteina dois processos sdo importantes: a concentracdo da droga e a
insergéo do transgene no genoma do animal. Nesse trabalho foi administrada
uma unica concentracdo de 200 pg/ml de doxiciclina, baseado nos dados
apresentados por KISTNER et al. (1996) que produziram o modelo utilizado
nesse trabalho. No entanto, o aumento da dosagem poderia favorecer uma
maior sintese protéica. Os mesmos autores descrevem que a capacidade de
ativacado do promotor depende da posicao do sitio de integragao do transgene
no cromossomo. Além da dose, o tempo de indugao é outro fator que pode ter

influenciado nos resultados. Prolongamos a inducdo por 30 semanas mas
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ainda assim nao podemos afastar a hipétese de que tempos de inducao mais
longos poderiam ter resultado em alteracbes funcionais cardiacas,
especialmente em se tratando de CCC que em modelos murinos pode levar
mais de 12 meses para se estabelecer apds a infec¢ao por Trypanosoma cruzi.

Trabalhos recentes relatam que a linhagem isogénica C57BI/6 nao é
facilmente suscetivel a infecgcdo por Trypanosoma cruzi € nao apresenta
miocardite no inicio da infecgdo. Algumas linhagens de camundongos sao
reconhecidas como mais suscetiveis para o modelo de infeccao por
Trypanosoma cruzi, entre essas a linhagem A/j que é altamente suscetivel
(GIRONES et al.,2005).

Diante da importancia social e econdmica da doenga de Chagas novos
modelos in vivo necessitam ser criados para dissecar todas as peculiaridades
desta doenga. O melhoramento do modelo desenvolvido no presente trabalho
se faz necessario por apresentar o controle da expressdo de um unico antigeno
de Trypanosoma cruzi direcionado ao tecido cardiaco no camundongo adulto e
permite testar a hipotese da autoimunidade na progressdao da Doenca de
Chagas. Mesmo que em um modelo melhorado a expresséo da proteina TcP23
nao resulte na producdo de autoanticorpos anti-P2B de Trypanosoma cruzi e
nem disturbios funcionais cardiacos (por ECO e ECG) a infeccao dos animais
binarios induzidos por cepas Trypanosoma cruzi pode resultar em protecao
destes animais comparando com animais selvagens, indicando ndo sé que
mecanismos imunes estdo operando na progressao da doencga, mas também

comprovando a hipétese do mimetismo molecular na doenga de Chagas.
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Por fim, acreditamos que conseguimos gerar um animal transgénico que
expresse uma proteina parasitaria (do Trypanosoma cruzi) sob forma érgao
especifica e indutivel. Este modelo certamente sera util aos pesquisadores

interessados em estudar a etiopatogenia da doenga de Chagas.
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. Conclusoes

e Foram produzidas duas fémeas de camundongos transgénicos para o
gene TcP2B contendo o promotor hCMV, cDNA da proteina ribossomal
de Trypanosoma cruzi e a B-globina poly A. Dessas duas fémeas
somente uma foi capaz de originar linhagem transgénica;

e Foram produzidos camundongos duplos transgénicos (binarios) com
genes TcP2B e STOCK Tg (tTAhCMV)4Bj/j que permite a expressao do
transgene TcP2B sob inducao de doxiciclina em 6rgaos especificos;

e Os camundongos duplos transgénicos induzidos, apresentaram
expressdao do RNAmM no coragao durante todos os periodos analisados,
uma expressdo basal de RNAm também foi observada nos animais
duplos transgénicos nao induzidos e nos transgénicos para o gene P23
de Trypanosoma cruzi;

e A proteina TcP2B de Trypanosoma cruzi foi expressa no coragao de
todos os camundongos duplos transgénicos que foram induzidos pela
doxiciclina, enquanto, nos animais que ndo receberam a doxiciclina n&o
foi observada a expressao da proteina;

e Nas analises eletrocardiogréaficas e ecocardiograficas ndo foram
observadas diferengas significativas entre os animais que receberam

doxiciclina e os que ndo a receberam.
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