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RESUMO

Desde sua descoberta por Carlos Chagas em 1909, a Tripanossomiase
Americana revelou diferengas significativas na resisténcia entre individuos
infectados, conduzindo a hipdétese de que a constituicdo genética do hospedeiro
influenciaria seu desenvolvimento e a sobrevida dos infectados. Desde o final do
século passado e inicio deste, o numero de trabalhos que procuram esclarecer os
eventos genéticos, ou regides do genoma envolvidas com a resisténcia as doencgas
causadas por esses parasitas aumentou significativamente. As estratégias adotadas
obedecem a protocolos similares baseados na utilizacdo de acasalamentos
programados realizados entre linhagens isogénicas nado relacionadas. Essas
apresentam fendtipos distintos de resisténcia ou suspcetibilidade a doenga,
associados a marcadores moleculares polimérficos, indicando freqUéncias variaveis
de determinados alelos nas populagcdes. Estas estratégias tém permitido identificar
regides do genoma envolvidas na resisténcia a infeccao experimental a diferentes
patdbgenos como Plasmodium chabaudi, Trypanosoma congolensis, Leishmania
major, Toxoplasma gondii e Mycobacterium tuberculosis. No caso do T. cruzi, os
poucos experimentos referentes a analise da genética da resisténcia a infeccao
experimental foram realizados no inicio da década de 80, mostrando a importancia
do complexo H-2, além do possivel envolvimento de outros genes néo relacionados
a esses loci. Entretanto, ndo ha trabalhos que identifiguem as regides do genoma
murino relacionadas a resisténcia por este patdogeno. No presente estudo, a partir de
linhagens resistente ou sensivel, realizaram—se cruzamentos seletivos entre animais
apresentando fenétipos informativos para os caracteres resisténcia (C57BL/6/Uni) e
susceptibilidade (A/Uni) a infeccao experimental com a cepa Y de T. cruzi. As
analises dos descendentes de segunda geracdo e que resistiram a infeccao
experimental, evidenciam regides importantes nos cromossomos 7, 11, 14, 17 e 19,
condicionando a sobrevida de camundongos infectados com altas doses deste
parasita. A identificacdo destas regides permitiu a obtengdo de animal recombinante
congénico, modelo importante para o entendimento da participacdo de genes na

resisténcia a infecgdo pelo T. cruzi.
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ABSTRACT

Chagas’ disease is amongst the major health problems in South America,
impairing the wealth fare of population.

Since its discovery, in 1909, by Carlos Chagas, American Trypanosomiasis
showed significant differences in the resistance of infected people. Such observations
led to the hypothesis that the genetic background of the host could have an influence
on the development of the disease and lifespan of infected people.

By the end of the last century and beginning of the current, the amount of
publications aiming to investigate the genetic events and the regions of the genome
involved with the resistance to parasitic diseases has significantly increased. The
strategies used in these studies follow similar protocols and are based on the use of
informative crossings between non-related inbred strains, presenting different
phenotypes on what refers to resistance or susceptibility to a given disease,
associated to the use of polymorphic molecular markers to track the frequency of
specific alleles within the population.

These strategies have allowed the identification of genome regions involved in
the resistance to experimental infection with different pathogens such as Plasmodium
chabaudi, Trypanosoma congolensis, Leishmania major, Toxoplasma gondii and
Mycobacterium tuberculosis.

In the specific case of T. cruzi, the few experiments analyzing the genetics of
the resistance to experimental infection were performed in the early 80's and showed
the importance of the H2 locus and the possible involvement of other genes not
related to this locus.

However, there is no record in the literature identifying the regions of the
mouse genome related with the resistance to the experimental infection with T. cruzi.

In the present work, informative crossings between T. cruzi resistant and
susceptible strains have been made. The resistant second-generation offspring were
analyzed and displayed important regions for the resistance against high doses of the
parasites on chromosomes 7, 11, 14, 17 and 19. The identification of these regions
allowed the development of a congenic recombinant animal model, an important tool
for the understanding of the involvement of genes present in these regions in the
resistance to the infection by T. cruzi.
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1- INTRODUCAO

A Doenca de Chagas, descoberta em 1909, é causada pelo Trypanosoma cruzi,
um protozoario flagelado, intracelular, que possui um ciclo biolégico complexo,
infecta varios tipos celulares e prolifera lentamente, imerso no citoplasma das
células, o que dificulta a acao da resposta imune e de drogas (Bogdan & Réllinghoff,
1999; Andrews, 1994).

Esta tripanossomiase esta entre os principais problemas de salude da América
do Sul, afetando milhdes de pessoas, apresentando alto impacto na morbidade e
mortalidade (WHO, 2003).

Devido a auséncia de vacinas ou disponibilidade, em grande escala, de
tratamento especifico, a principal estratégia de controle tem sido a prevencao da
transmisséo, principalmente na eliminagdo do vetor e no controle da transfusao
sanguinea (Goldenberg & Krieger, 1997).

Entretanto, a ocorréncia de casos novos demonstra que estas medidas, ainda
carecem de investigacdo cientifica, com o propésito de ampliar a eficiéncia em seu
emprego.

E possivel distinguir 3 estagios principais quando se aborda a Doenca de Chagas
do ponto de vista patogenético: O primeiro, denominado fase do parasita,
compreendendo o periodo imediatamente apds a descoberta da doenca, quando nao se
questionava o papel patogenético do T. cruzi. Neste periodo os pesquisadores tentaram,
sem grande éxito, empregar métodos bioldgicos, bioquimicos e marcadores
moleculares, a fim de associar a variabilidade do parasita, com a forma clinica da
doenca (Macedo & Pena, 1998).

O insucesso destes esforcos, associado a escassez do parasita no sangue e nos
tecidos de pacientes crénicos, conduziram ao segundo estagio, denominado auto-
imune, onde o parasita foi relegado a um segundo plano, atuando apenas como
provedor de epitopos que reagem cruzadamente, capazes de desencadear reacoes
auto-imunes (Soares et al., 2001b).



Mais recentemente, o papel principal do T. cruzi na patogénese da Doenca de
Chagas, tem sido resgatado, originando o estagio genémico (Tibayrenc et al., 1999).

A doenca agora € vista como um produto da interacao entre dois genomas
altamente variaveis: o do parasita e o do hospedeiro humano (Andersson et al., 2003a).

Entretanto, grande parte do conhecimento da doenca deriva da investigacao
cientifica realizada em modelos animais, que quando padronizados do ponto de vista
sanitario e genético atuam como importantes ferramentas para a compreensao da
doencga aguda e cronica (Andersson et al., 2003b; Festing, 1999).

Experimentos utilizando cepas com diferentes perfis de viruléncia,
demonstram que a distribuicdo estocastica dos parasitas em 6rgaos é freqlente e
induz a patologias desiguais. Estas variacdes refletem na susceptibilidade do
parasita, ao mecanismo imune efetor do hospedeiro e na indug¢édo diferenciada de
tais mecanismos, sugerindo que genes, presentes no genoma do hospedeiro
influenciam no grau de susceptibilidade e resisténcia. No entanto, 0 modo como
esses genes participam na inducao desta resposta, ndo esta elucidado (Moulia et al.,
1996; Girones & Fresno, 2003).

Por outro lado, doencas multifatoriais como diabetes, cancer e a resisténcia a
patdgenos, entre outras, sofrem a influéncia tanto de fatores ambientais como
genéticos e, por esta razdo, sdo designadas de doencas com caracteristicas
fenotipicas complexas ( Morel et al., 1996; Sant’Anna et al, 1982).

Assim, a investigacdo, com o propdsito de esclarecé-las, requer o emprego de
modelos in vivo, porém com composi¢cao genética e sanitaria controlada (Rangel et
al., 1994; Festing, 1999).

Os primeiros protocolos, dirigidos para a compreensdo de mecanismos
associados a resisténcia a patdgenos intracelulares, surgiram no final do século
passado e inicio deste século, quando aumentou significativamente o numero de
trabalhos que procuravam esclarecer os eventos genéticos ou regides do genoma,
relacionadas com a resisténcia as doengas causadas por estes patdgenos (Biozzi et
al., 1979; Roberts et al, 1997).



As estratégias, adotadas nestes estudos, sdo semelhantes e se baseiam na
utilizacdo de acasalamentos programados, realizados entre linhagens isogénicas nao
relacionadas, que apresentam fendtipos diferentes quanto a resisténcia ou
susceptibilidade a doencga (Fortin et al., 2002).

Os animais, derivados destes acasalamentos, sdo avaliados com o uso de
marcadores moleculares polimérficos para estas linhagens, possibilitando a
observagao direta da molécula de DNA, o que permite a andlise da freqiéncia de
alelos, presentes na populagéo, relacionados com o fendtipo do animal frente a
doenca (Iraqi et al., 2000).

Com estas estratégias, foram identificadas regides do genoma envolvidas
com a resisténcia a infeccdo experimental de diferentes patdégenos como o P.
chabaudi, T. congolense, L. major, T. gondii, M. tuberculosis e S. typhimurium
(Brown, 1995; Fortin et al., 1997; Kemp et al., 1997; Roberts et al., 1997; Kramnik et
al., 1998; Trezena et al., 2002).

A acentuada diferenga, observada na resisténcia de pessoas infectadas com
T. cruzi, conduziu a hipétese de que, a constituicdo genética do hospedeiro poderia
influenciar o desenvolvimento da doenca e a sobrevida dos doentes.

Os estudos realizados, no final da década de 70, relatavam a importancia da
constituicdo genética do hospedeiro no controle da infecgdo. Trischmann et al. (1978)
investigaram o controle da infeccdo em algumas linhagens isogénicas de
camundongos, inoculando tripomastigotas da cepa Brasil. Os resultados
encontrados, por estes autores, demonstraram diferencas significativas, na
resisténcia observada em animais de linhagens com haplétipos H-2 distintos,
ressaltando a importancia genética na sobrevivéncia dos animais. A partir de suas
conclusdes, outros experimentos, com linhagens congénicas para aquele locus,
foram realizados e demonstraram que o fenébmeno da resisténcia estava associado a
constituicdo genética do animal como um todo, e ndo apenas ao seu haplétipo H-2.

No mesmo periodo, Wrightsman et al. (1982), trabalhando com a cepa Peru
do Trypanosoma, sugerem a participacdo de pelo menos dois genes, no fendmeno



de resisténcia, fora da regiao H-2. Estes resultados, embora de extrema importancia,
nao podem ser considerados conclusivos para a infecgdo com o T. cruzi.

Atualmente, os dados existentes na literatura apontam para a necessidade de
se realizar experimentos, especificamente desenhados, com o propdsito de
esclarecer a influéncia de regiées do genoma, envolvidas com o controle da infeccao.

A gravidade da doenca, associada a evidéncia do parasitismo resultar da
interacdo entre os genomas do T. cruzi e do hospedeiro, justificam quaisquer
esforcos que possam conduzir ao entendimento da Doenga de Chagas,
principalmente com relacdo a importancia da constituicdo genética do hospedeiro
nos mecanismos de controle da infeccao, que tém sido pouco explorados.

Além disso, a identificacdo de regides do genoma, envolvidas com a
sobrevivéncia dos animais infectados, permite a construgdo de modelos animais, os
quais podem servir, como importantes ferramentas para a compreensao do complexo

fendmeno de resisténcia ao T. cruzi.
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Saude, Ciéncia e Tecnologia vém sendo reconhecidas, cada vez mais, como
pré-requisitos para o desenvolvimento econémico e social e ndo como sua
consequéncia (Sachs, 2001, 2002). Entretanto, apesar dos recentes avancos
cientificos e tecnoldgicos, as doengas infecciosas continuam a afetar as populagdes
pobres e marginalizadas (Gwatkin & Guillot, 2000). Do ponto de vista da Saude
Publica, além da necessidade de recursos financeiros, trés fatores chaves
contribuem: falha no uso de ferramentas existentes; ferramentas inadequadas ou
inexistentes; falta de conhecimento da doenca (Morel, 2003).

A despeito do progresso observado, tanto na area de conhecimento basico de
muitas doencas infecciosas, como na descoberta e desenvolvimento de drogas, as
doencas infecciosas tropicais como maléaria, leishmaniose, filariose, doenca de
chagas e esquistossomose continuam a causar morbidade e mortalidade (Trouiller et
al., 2002).

Doenca de Chagas:

A Doenca de Chagas é uma infeccdo parasitaria que acomete um grande
contingente de pessoas na América do Sul (FIG. 1).

N&o obstante os esfor¢os para o seu controle, a doenga ainda ndo tem cura e
demonstra ser de grande importancia tanto do ponto de vista social, como por
apresentar problemas cientificos ainda nao esclarecidos.

No final do século passado, ela foi considerada pelo Banco Mundial, como a
mais importante das doencas parasitarias, tanto por apresentar um impacto socio
econOGmico significativamente maior que o obtido do efeito combinado de todas as
outras infeccbes causadas por parasitas (WHO, 2003), como também porque

morrem anualmente, 23.000 pessoas vitimas deste mal, um indice que, na América



Latina, € superado apenas pelas infeccoes respiratorias agudas, diarréia e AIDS
(Prata, 2001).

DOENCA DE CHAGAS

[l PAISES ENDEMICOS

FIGURA 1: Mapa de distribuicido dos naises endémicos

Levantamentos realizados pelo CDC (Centre for Disease Control), no principio
deste século, relatam uma prevaléncia de 16-18 milhdes de infectados, e uma
mortalidade anual ainda maior, estimada em 50000 pessoas

(http://martin.parasitology.mcaqill.ca/incidence.htm) (Hirst & Stapley, 2000).

No inicio do século XX, esta doenga era uma enzotia presente em populacoes
de animais silvestres, de espécies variadas. As mudancas no ambiente, decorrentes
da ocupacado humana, modificaram este panorama, agravando o problema do ponto
de vista epidemioldgico e, desta forma, no principio da década de 90, o numero de
pessoas expostas ao risco totalizava 100 milhdes de individuos (WHO, 2003).

A Doencga de Chagas pode ser adquirida por meio de um inseto hematéfago
infectado; transfusdo sanguinea; congenitamente ou, com menos frequéncia, por
transplante de 6rgaos, alimentos contaminados e acidentes de laboratorio. Estas
ultimas sdo de menor importancia epidemioldgica, dado que 5 a 20% dos casos



novos decorrem de transfusdo sanguinea, e 0,5 a 8% dos casos agudos acontecem
por meio de contaminagdo congénita. Mesmo assim, o controle destas vias €
essencial, pois tem reflexos no surgimento de novos casos e por esta razdo exigiu
melhorias nos programas de triagem soroldgica para a selecdo de doadores de
sangue, instituindo o uso profilatico de drogas tripanosomicidas em sangue suspeito
(Dias et al., 2002 ; Coura & Castro 2002; Coura et al., 2002).

Aproximadamente, 80 a 90% dos casos de transmissdo da doenga decorrem
do vetor infectado da familia Reduvidae, fundamental para que o ciclo do parasita se
complete. Desta forma, as iniciativas destinadas ao seu controle, nas regides de
maior prevaléncia, sdo as medidas mais eficientes para a interrupcdo desta via
principal, evitando que a doencga se dissemine.

Existem mais de 100 espécies de triatomineos identificadas e, cerca de 10,
sao consideradas domésticas. No Brasil, sdo conhecidas 44 espécies, porém apenas
5 sdo consideradas domésticas e portanto, de interesse epidemioldgico: o Triafoma
infestans, o Panstrongylus megistus, o Triatoma brasiliensis, o Triatoma
pseudomaculata e o Triatoma sordida. Dentre estas espécies, o T. infestans (FIG. 2)
e 0 P. megistus, assumem um papel fundamental na infecgdo chagasica, pois
comumente defecam e urinam imediatamente apds haverem ingerido sangue,

liberando o parasita (Coura & Castro, 2002).

FIGURA 2: Triatoma infestans (http://www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/chagas.html)



Nao obstante as medidas instituidas para o controle das vias de transmissao,
levantamentos realizados no final da década passada indicam que resta ainda
infectado, um contingente de 11 milhdes de pessoas (WHO, 2003) e, mesmo em
areas declaradas como livres do contagio, hda um permanente risco da
recrudescéncia da infeccdo, uma vez que os insetos vetores podem ultrapassar a
fronteira entre paises que apresentam areas tratadas e outros que nao possuem
programas de prevengdo e controle da doenca (Wanderley & Corréa, 1995;
Goldenberg & Krieger, 1997; Wizel et al., 1998; WHO, 2003).

Além disso, o ressurgimento de casos agudos no norte da América do Sul; as
dificuldades na priorizacao de acdes preventivas, nas regidbes onde a doenca foi
erradicada; a identificagcdo de triatomineos silvestres com potencial de se tornarem
domiciliares; os custos médicos e sociais no cuidado das pessoas infectadas e a
auséncia de drogas eficientes para tratamento especifico distinguem esta parasitose
de outros males, que afligem o Cone Sul e justificam porque, quase um século apés
sua descoberta, a Doenga de Chagas ainda faz parte dos programas de incentivo a
pesquisa da Organizacdo Mundial de Saude, estando entre as quatro doengas
tropicais que integram um programa especial, destinado a sua eliminacdo como
problema de Saude Publica (Prata, 2001; Remme et al., 2002; WHO 2003).

O agente etiologico da doencga € o Trypanosoma cruzi (FIG. 3), um protozoario
flagelado intracelular, pertencente ao subgénero Schizotrypanum, que surgiu ha
150 milhdes de anos, mantendo-se em mamiferos ndo humanos, e transmitido
por vetores hemipteros, em um ciclo exclusivamente silvestre. Porém, com a
introdugdo dos humanos e o estabelecimento de um ciclo doméstico, a doenca
rapidamente se expandiu pela América Latina, comprometendo principalmente a
parcela de populacdo mais carente deste Continente (Teixeira, 1987; Macedo &
Pena, 1998; Macedo et al., 2002).

Este parasita pode infectar cerca de 90 espécies de organismos invertebrados

e 100 espécies de mamiferos, distribuidos em varias ordens e presentes em muitos
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paises (Teixeira, 1987). Esta ampla variedade de animais constitui importante
reservatério natural, propiciando o progresso da doenca nas Américas.

Poucas espécies de Trypanosoma sao encontradas no Novo Mundo e, do
ponto de vista de salde humana, a mais importante € o T. cruzi, causador da
Tripanossomiase Americana, denominada Doenca de Chagas apds a descoberta do
parasita no vetor, por Carlos Chagas.

Trypanosoma cruzi

Tripomastiqgot

FIGURA 3: Forma circulante do T. cruzi.
(www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/chagas.html)

O T. cruzi possui um ciclo biolégico complexo (Brener, 1980) (FIG. 4) e varias
cepas, que diferem quanto a epidemiologia, patogenia, resposta ao tratamento,
bioquimica ou imunogenicidade.

Os primeiros experimentos demonstrando a variabilidade genética do parasita
foram delineados por Miles (1977); Miles (1978) e Ready & Miles (1980). Estudos
subsequientes mostraram uma variabilidade ainda maior do protozoario (Tibayrenc et
al, 1986; Tibayrenc & Ayala, 1999; Guhl et al., 2002).

A despeito de inUmeras metodologias estarem sendo empregadas para o
estudo da diversidade genética do T. cruzi, ao nivel do DNA, o aparecimento do PCR
propiciou uma abordagem mais simplificada, de alta sensibilidade, baixo custo e

facilidade de uso. Por outro lado, embora diferentes cepas do parasita tenham sido
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identificadas com o fingerprint e com microssatélites de DNA, buscam-se ainda
métodos, com maior especificidade para o T. cruzi, que permitam uma tipagem
genética, inequivoca na presenca do DNA do hospedeiro, ou ainda, métodos onde o
alvo seja hipervariavel, possibilitando a individualizagdo genética das cepas. Existem
dois grupos taxonémicos principais e identificar a qual deles, uma cepa de T. cruzi
pertence, ou determinar a relacao de proximidade entre os parasitas, sao alguns
exemplos do que se tem estudado sobre a genética deste protozoario (Macedo et al,
2002).

Complementando as informacdes de Tibayrenc (1995), acerca da existéncia
de duas linhagens filogenéticas principais de T. cruzi, altamente heterogéneas,
Brisse et al., (2000) e Brisse et al., (2003) apresentam cinco subdivisbes menores,
totalizando pelo menos seis linhagens filogenéticas.

Atualmente, as diferentes cepas tém sido classificadas em dois grandes
grupos, definidos como | e Il, onde o T. cruzi | é extremamente comum em areas
endémicas, no ciclo silvestre, enquanto o T cruzi Il é predominante em humanos e
ciclos domésticos e foi subdividido em 5 subdivisbes genéticas (Barnabé et al.,
2000). Os dois grupos, entretanto, estdo associados as lesdes cardiacas em
humanos infectados, porém apenas o T. cruzi |l esta também associado as lesdes do
trato digestivo (Prata, 2001).

Esta acentuada diversidade genética, associada a uma consideravel
capacidade de adaptacao fisiolégica do parasita, respondem pelas diferengas na
severidade da doenca (Macedo & Pena, 1998). Somam-se ainda, as influéncias
ambientais, bem como as decorrentes das interacdes parasita hospedeiro.
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Ciclo de vida do 7rypanosoma cruzi

(Tripanossomiase americana ou doenga de Chagas)

O parasita se reproduz no intestino do
Vetor pica o humano e vetor. Tripomastigotas metaciclicos
defeca sobre a pele -+ migram em diregdo ao reto onde
permanecem até serem excretados

Tripomastigotas metaciclicos,
sdo introduzidos no organismo, co¢gando-se
o local da picada, ou pela mucosa do olho

O vetor se infecta ao ingerir sangue

Tripomastigotas entram na circulagio e contaminado com tripomastigotas

dela para as células, onde se reproduzem

As células morrem e os parasitas sao
liberados. Alguns irdo infectar novas
células enquanto outros se
transformarao novamente em
tripomastigotas, permanecendo na
circulacgao.

FIGURA 4: Ciclo de vida do T. cruzi (www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/chagas.html)
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Apos ser ingerido, o parasita sofre modificagdes na porgao anterior do intestino do
inseto, transformando-se em epimastigota, uma forma replicativa do parasita. Apds
varias replicacdes, os parasitas migram para a por¢ao terminal do intestino onde se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, responsaveis pela infeccdo do
hospedeiro (FIG. 4).

Em humanos, o T. cruzi pode ser encontrado tanto na forma intracelular ou
amastigota, quanto na forma sanguicola ou tripomastigota (FIG. 5).

Clinicamente, a doenca se estabelece em duas fases distintas: a aguda,
iniciada imediatamente apds a entrada do parasita, na circulacdo do hospedeiro e a
cronica. Na fase aguda, o periodo de incubacéo € de 1 a 2 semanas e a doenca se
manifesta primeiramente com a presenca de grande quantidade de parasitas, sendo
portanto determinante no controle da infeccdo, por ser a mais eficiente para o
tratamento da doenca (Leon & Engman, 2001; Leon et al., 2001). Entretanto, a
escassez de sinais clinicos, nesta fase, dificulta uma acao terapéutica efetiva e,
como consequéncia, os tripomastigotas metaciclicos circulantes vao para o interior
das células, tanto pela resposta fagocitaria, promovida pelas células do sistema
imune do hospedeiro, como por penetracdo ativa em outras células (Goldenberg &
Krieger, 1997; Macedo et al., 2002).

' Tripomastigotas

FIGURA 5: Forma infectante do parasita
(www.biosci.ohio-state.edu/~parasite/chagas.html)
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As drogas disponiveis sdo ativas na fase aguda, porém com pouca eficacia
(Urbina, 2001 e 2002; Urbina et al., 2003a ; Urbina et al. 2003Db).

Além disso, o tratamento com drogas € prolongado, com baixa eficacia,
alcancando 55% de sucesso em criangas recém contaminadas e 19%, em adultos
infectados ha mais tempo. Estes resultados demonstram a dificuldade de estabelecer
protocolos eficientes e indicam a importancia da investigacéo cientifica, notadamente
na fase aguda. Por outro lado, as pessoas infectadas normalmente sobrevivem a
fase aguda e iniciam uma fase crbnica, razdo pela qual, o numero de casos crénicos
supera significativamente o numero de casos agudos, dificultando ainda mais a
possibilidade de cura (Mendes, 1994).

A fase cronica pode ser assintomatica ou sintomatica, porém é freqlente a
auséncia de parasitas na circulagdo. Nesta fase, os individuos acometidos podem
desenvolver a doenca, com diferentes manifestacées clinicas podendo ser cardiaca,
digestiva, cardio-digestiva ou indeterminada. Entretanto, as razdes pelas quais a
doenca se manifesta de forma diferente entre os hospedeiros, permanecem
desconhecidas (Cunha-Neto, 1999).

Uma vez estabelecida a infeccdo, o protozoario consegue evadir-se do
vacuolo parasitéforo inicialmente produzido, proliferando-se lentamente, imerso no
citoplasma das células, o que dificulta uma acao efetiva da resposta imune e de
drogas tripanosomicidas (Bogdan & Réllinghoff, 1999; Andrews, 1994).

A auséncia de parasitas circulantes na doenca crénica dificulta a identificacao
dos doentes e, muitos individuos acometidos permanecerdo infectados por toda a
vida sem conhecimento. Entretanto, apés um periodo que pode variar de 10 a 20
anos apos o contato com o parasita, cerca de 30% dos infectados desenvolverdo
uma severa cardiomiopatia. Este percentual representa cerca 2 milhées de pessoas,
das quais outras 50.000 evoluem para ébito a cada ano (Wizel et al., 1998; Cunha-
Neto, 1999). A cardiomiopatia observada se caracteriza por uma intensa miocardite,
que pode alterar o funcionamento do coragdo de diferentes maneiras, sendo muito
freqUente as arritmias seguidas de morte.
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Os mecanismos, relativos a resisténcia ao estabelecimento desta cardiopatia
chagasica, sdo ainda assunto de intenso debate, havendo, entretanto, o consenso da
importancia da constituicdo genética do individuo, no desenvolvimento da doenca
congestiva.

Estudos recentes sugerem que, na fase crOnica, a doenga pode se
desenvolver na forma de uma auto-imunidade, decorrente da presenca de proteinas
derivadas dos parasitas, as quais podem mimetizar moléculas constituintes de
células do hospedeiro, dificultando a agdo de seu sistema imunolégico. A cardiopatia
Chagasica congestiva, pode ser explicada, em parte, pela agressdao ao tecido
cardiaco, mesmo na auséncia do parasita in situ, como resultado de um evento
secundario a uma resposta imunolégica, dirigida contra antigenos do T. cruzi com
semelhangas antigénicas, ou também, por um mimetismo molecular a um
componente cardiaco. Atribui-se a esse mecanismo de reacao imunoldgica cruzada,
gerada pelas respostas imunes ao T. cruzi e pela auto-imunidade aos componentes
cardiacos, a responsabilidade como desencadeadores da inflamacéo e da destruigao
do tecido cardiaco observado na cardiopatia Chagasica (Cunha-Neto, 1999).

Por outro lado, as quimiocinas produzidas controlam o influxo de células
imunes e inflamatérias para o sitio de infeccdo parasitaria, participando ativamente
do processo de resisténcia do hospedeiro ao parasita (Teixeira et al., 2002).

Contudo, a despeito das questdes de politica de saude publica no controle da
infeccdo; das avaliacGes clinicas em pacientes Chagéasicos e das observagcdes post
mortem é fundamental considerar os aspectos técnico-cientificos da doenga e as
relacdes parasita-hospedeiro.

Embora uma parcela significativa das informagdes acerca do mal de Chagas,
se origine de observagdes clinicas e da epidemiologia da regido de origem dos
doentes, do ponto de vista cientifico, a maior parte do conhecimento acumulado
deriva da investigacdo cientifica realizada em modelos animais (Andersson et al.
2003b).

Dentre as espécies mais utilizadas, destacam-se os caes, coelhos e
camundongos, sendo que a doenca foi mais estudada nestes ultimos, em funcao da
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disponibilidade de linhagens definidas do ponto de vista sanitario e genético.
Enquanto a padronizagdo sanitaria reduz o risco de interferéncia nos resultados
experimentais, decorrentes da presengca de patdgenos contaminantes, cujas
infecgcdes podem conduzir a conclusdes equivocadas acerca da doenca (Rangel et
al., 1994), resultados obtidos com estudos de infeccdo experimental por
tripanosomatideos, incluindo o T. cruzi, demonstram que a sobrevivéncia observada,
em algumas linhagens isogénicas de camundongos, deriva de um mecanismo de
resisténcia composto de multiplas partes, onde é fundamental a constituicdo genética
do hospedeiro (Andrade et al., 2002).

Desta forma, ndo obstante os aspectos relacionados a sanidade animal, a
complexidade da Doenca de Chagas exige o uso de modelos definidos também do
ponto de vista genético. Assim, as linhagens isogénicas com uma homozigose em seus
alelos, proxima a 99%; as heterogenéticas com alelos recombinando equilibradamente
na populagdo; as recombinantes isogénicas cujo genoma € constituido da mistura ao
acaso de duas linhagens isogénicas, com homozigose em 99% de seus alelos; as
congénicas ou portadoras de 1 gene mutante nao original, inserido por acasalamentos
programados entre uma linhagem mutante (doadora) e a linhagem receptora
(congénica) e as mutantes, entre outras, atuam como “ferramentas” indispensaveis
para a compreenséo da doenca in vivo, possibilitando o estabelecimento de inimeros
protocolos de infecgdo, com o propdésito de investigar as relagdes parasita-hospedeiro
(Eksi et al., 1996; Godard & Guénet, 1999; Fortin et al., 2001b).

Nos murinos, a Doenca de Chagas se desenvolve de forma diferente daquela
observada na populacdo humana. Nestes animais, a fase aguda da infeccdo é
caracterizada por uma alta parasitemia, grande disseminagcdo e uma importante
imunossupressao, ocorrendo com frequéncia a morte dos modelos (Minoprio et al.,
1989). Contudo, a constituicdo genética do hospedeiro pode possibilitar o controle
das formas circulantes ou tripomastigotas, conduzindo o animal para uma fase
cronica, caracterizada por um parasitismo tecidual e uma parasitemia dificiimente
detectavel. Portanto, a linhagem utilizada no estudo da doenga, ndo apenas facilita

sua compreensdao, mas é também critica na realizagdo de alguns ensaios

17



experimentais, como o0s relacionados a resisténcia ao parasita, possibilitando
entender o desenvolvimento da doenca em outras espécies (Corsini et al., 1980a;
Soares et al., 2001a; Soares et al., 2001b; Pontes-de-Carvalho et al., 2002).

Estudos realizados em camundongos normais, mutantes e knock-out com o
propoésito de identificar componentes do sistema imune, envolvidos com o controle da
infeccdo, demonstraram que 0s mecanismos relacionados a resisténcia e a
susceptibilidade s&do complexos e sofrem influéncia do genoma dos animais, tanto
com relacdo aos elementos conhecidos da imunidade inata, celular e humoral, como
de aspectos ainda ndo esclarecidos de controle da infeccao (Martins et al., 1999).

Entretanto, a resposta imune inata por si s6 ndo pode responder pelo controle
da infeccdao (Cunha-Neto, 1999). Nabors & Tarleton (1991), investigando a
participacdo de outras células e moléculas envolvidas na resposta imune da infecgcéo
Chagasica, ja haviam observado, no principio da década de 90, que linfécitos T
extraidos de linhagens de camundongos resistentes e susceptiveis a infeccéao pelo T.
cruzi, produziam maior quantidade de IFNy, indicativo de uma resposta imune
complexa.

Posteriormente, Bahia-Oliveira et al. (1998) reforcam a complexidade da
doenca, demonstrando que a manutengdo de uma resposta imune, com altos niveis
de producao IFNy durante a fase crbnica da infeccao, pode favorecer a cura, ou
influenciar o desenvolvimento da forma cardiaca da doenca.

Além disto, moléculas como citocinas, que atuam como amplificadores da
resposta imune, sdo extensamente estudadas e relacionadas a resisténcia ao
parasita, sem que possam, contudo, serem consideradas isoladamente,
demonstrando pertencerem a um mecanismo integrado de resposta, que conduz a
sobrevivéncia do hospedeiro (Sirova et al., 1993; Reed et al., 1994; Laucella et al.,
1996a e 1996b; Kierszenbaum, 1995; Kierszenbaum et al., 2002), conforme j& havia
sido relatado no principio da década de 90, quando Nabors & Tarleton (1991)
observaram uma acentuada producdo de IFNy, por linfécitos T extraidos de
camundongos resistentes e susceptiveis, apdés a inoculagdo com o T. cruzi,

demonstrando a influéncia desta citocina, no controle da infecc¢ao.
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Ademais, a complexidade dos eventos imunolégicos relacionados a
resisténcia a parasitas intracelulares, tem sido relatada, observando-se que a
producgéo de citocinas, IFNy e 6xido nitrico varia em funcao do parasita (Reed et al.,
1994; Zhang & Tarleton, 1996; Moulia et al. 1996; Oliveira, et al., 2000, Nickell &
Sharma 2000; Araujo et al., 2000; Hiyama et al., 2001; Tarleton, 2001; Borges et al.,
2003). Os aspectos imunoldégicos relatados por estes autores reforcam a hipdtese de
que, a Doenca de Chagas € multifatorial, de expresséao variavel e dependente de
genes do hospedeiro para a modulagédo da resposta imune, com vista a controlar a
infeccao.

E aceito, que a infecgdo chagasica desencadeia uma série de respostas
imunoldgicas, que convergem para rea¢des similares aquelas encontradas em doencgas
auto-imunes, as quais, além de serem influenciadas por eventos bioquimicos, como
mimetismo molecular, dependem de um mecanismo genético complexo, ainda nao
elucidado (Vyse & Todd, 1996). O diabetes tipo I, insulino dependente, por exemplo,
esta associado a um conjunto de genes composto de multiplos alelos, sendo ainda
totalmente desconhecidos quais exercem papel determinante no desenvolvimento da
doenca e na sobrevida dos doentes (Vyse & Todd, 1996; Engman & Leon, 2002).

Na verdade, diversas doencas como a hipertensao arterial, cancer, diabetes
mellitus e asma, entre outras, tém comportamento semelhante e dependem da
combinacao de fatores ambientais e genéticos, sendo por esta razdo, designadas como
doencas com caracteristicas fenotipicas complexas (Matesic et al, 1999). A
investigacao cientifica, in vivo destas doencas, exige 0 emprego de modelos animais,
com composi¢ao genética conhecida e padronizada (Fortin et al., 2001a).

Entretanto, apesar da multiplicidade de modelos para o estudo da infecgéo, €
ainda critica a incapacidade técnica na solugdo destas doengas, demonstrando a
necessidade de uma abordagem cientifica, que as esclarecam sob o ponto de vista
das varias areas de investigacdo, como imunologia, parasitologia, farmacologia,
bioquimica e genética. Parte desta incapacidade reside na complexa interagdo entre
o parasita e o hospedeiro, onde a variabilidade genética do primeiro contrasta com a
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influéncia da constituicdo genética do animal utilizado como modelo experimental
(Lauria-Pires et al. 1996; Munoz et al., 1994; Moulia et al., 1996).

A manipulagdo genética de camundongos, com propositos experimentais,
acentuou-se a partir do estabelecimento das linhagens isogénicas no inicio do século
XX, com os experimentos realizados por William Castle, estudando padrées de
heranca em animais (Beck et al., 2000).

Neste mesmo periodo, Abbie Lathrop (Mobraaten & Sharp, 1999) gerou
diferentes colénias de camundongos, entre elas, linhagens que desenvolviam
tumores. Os camundongos usados por Castle e Lathrop sdo os ancestrais de muitas
linhagens isogénicas atuais, como a DBA (Diluted, Brown, Agouti), desenvolvida em
1909 e ainda bastante utilizada. Outras linhagens isogénicas como o C3H, CBA, e
BALB/c, produzidas nas décadas seguintes, continuam sendo muito empregadas na
investigacao cientifica, reforcando a importancia do modelo definido geneticamente
para a pesquisa biomédica (Moutier, 1971; Russel et al., 1993; Silver, 1995; Festing,
1999; Beck et al., 2000).

Little e Castle (Mobraaten & Sharp, 1999), empregando estes modelos na
pesquisa do cancer, demonstraram que o padrao de heranca, na susceptibilidade de
uma linhagem isogénica, ndo obedecia aos principios Mendelianos conhecidos.
Segundo estes autores, a utilizacdo de animais de primeira e segunda geracao,
provenientes de acasalamentos programados, entre linhagens isogénicas de
fenotipos diferentes, viabilizariam este tipo de estudo, conforme foi demonstrado
posteriormente (Mobraaten & Sharp, 1999).

A partir dos resultados obtidos na primeira parte do século XX, demonstrando
que o crescimento de tumores era dependente de uma resposta imune dirigida
contra antigenos celulares do transplante, foram realizados experimentos, com o
objetivo de identificar e isolar os genes responsaveis por estes antigenos. Para tanto,
foram empregados acasalamentos programados entre linhagens isogénicas,
utilizando-se o carater de susceptibilidade como fator de selegdo. Os resultados
obtidos conduziram ao desenvolvimento dos primeiros modelos congénicos murinos

para os genes H. Estes estudos foram determinantes para o extraordinario
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progresso, que se seguiu nas varias areas da ciéncia, com reflexos na qualidade de
vida das populagdes, principalmente na transplantacao (Mobraaten & Sharp, 1999).

Posteriormente outros protocolos, para a produgéo deste tipo de modelo, foram
introduzidos e, como conseqUéncia, novas linhagens congénicas, para o lécus H-2 e
para outros loci, foram produzidas, permitindo associa-los a fenébmenos bioldgicos
complexos, como os observados nas doencas decorrentes de patdégenos intracelulares,
como a infecgdo Chagasica (Trischmann et al., 1978; Trischmann & Bloom, 1982;
Trischmann, 1983; Trischmann, 1984a e 1984b; Potter et al., 1983; Potter et al.,
1994; Mobraaten & Sharp, 1999).

No final da década de 70, Trischmann et al. (1978) avaliaram a sobrevivéncia
de algumas linhagens isogénicas de camundongos, infectadas experimentalmente
com tripanosomas da cepa Brasil. Os resultados encontrados por estes autores
demonstraram diferencas significativas na resisténcia, em animais de linhagens com
haplétipos H-2 distintos, ressaltando a importancia deste l6cus na sobrevivéncia dos
animais. A partir de suas conclusdes, outros experimentos, com linhagens
congénicas para esta regido do genoma, foram realizados e demonstraram que o
fendbmeno da resisténcia estava associado a composicao genética do animal como
um todo, e ndo apenas ao seu haplétipo H-2 (Trischmann et al., 1978; Trischmann &
Bloom 1982).

No mesmo periodo, Wrightsman et al. (1982 e 1984), trabalhando com a cepa
Peru do tripanosoma, sugerem a participagdo de pelo menos dois genes, no
fendmeno de resisténcia, fora da regiao H-2.

E consenso, que estes resultados, embora de extrema importancia, ndo sao
conclusivos para a infeccao ao T. cruzi, requerendo a realizacao de outros ensaios,
que permitam investigar a importancia da constituicdo genética do hospedeiro no
controle da infecgdo (Wrightsman et al., 1994; Wrightsman et al.,1995; Wrightsman &
Manning, 2000; Wrightsman et al., 2002)

As analises, que até entdo se baseavam essencialmente no produto da
expressao de genes, com o desenvolvimento de técnicas moleculares, passaram a

ser realizadas com a observagdo direta da molécula do DNA, implicando em

21



importantes avancos na investigacao genética de mecanismos complexos, como 0s
de resisténcia a infecgao por patégenos intracelulares (Britto et al., 1995; Alves et al.,
1996). A reagcdo de PCR, por exemplo, consorciada a utilizagdo de microssatélites
polimérficos de DNA e acasalamentos programados, permitiu 0 estudo de regides
cromossdmicas, envolvidas na susceptibilidade a doencas, como a infecgdo pelo
virus de Theiler (Bureau et al., 1993; Bureau et al., 1992; Fitte et al., 1995), animais
bons e maus respondedores (Puel et al., 1995; Trezena et al., 2002), entre outros.

Esta metodologia foi utilizada na investigacao da resisténcia ao T. congolense,
identificando a participacdo dos cromossomos 1 e 5 no controle da infeccao
experimental com este parasita, sugerindo um evento poligénico, com a participacao
de genes fora da regido H-2 (Kemp et al. 1997). Posteriormente os estudos
complementares confirmaram a existéncia de outros genes influenciando na
resisténcia a este patégeno (Iraqi et al., 2000; Clapcott et al., 2000).

Por outro lado, Roberts et al. (1997) identificaram a participacdo de uma
regido do cromossomo 9 que, juntamente com o locus H-2, era importante para o
controle da infeccao experimental por Leishmania major. Estudos mais detalhados
apontaram para outros genes envolvidos com a resisténcia a este parasita, sugerindo
uma interacao epistatica na sobrevivéncia dos animais (Roberts et al., 1999).

O emprego deste protocolo, na investigacdo de outros protozoarios,
identificou, para o Plasmodium chabaudi, regides importantes para a sobrevivéncia
de camundongos infectados (Foot et al., 1997; Fortin et al, 1997; Fortin et al., 2001b
e Fortin et al., 2002).

Todavia, quando Graefe et al. (2003) estudaram a susceptibilidade murina a
Doenga de Chagas, identificaram que regides, presentes nos cromossomos 5 e 17,
estariam influenciando a susceptibilidade dos camundongos a cepa Toulahuen do T.
cruzi. Contudo, estes autores ressaltam que, os mecanismos genéticos associados a
doenca, nao estao elucidados, estimulando a realizagcao de experimentos adicionais
com este enfoque.

Ainda que o PCR tenha sido a técnica mais utilizada no delineamento

experimental dos trabalhos citados, o emprego de outras ferramentas deve ser
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associado, quando se investiga a participacdo, in vivo, de mdultiplos genes em
doencas que apresentam caracteristicas fenotipicas complexas. Entre estas,
destacam-se os modelos recombinantes, derivados de linhagens isogénicas com
fendtipo conhecido.

Desta forma, outros modelos como as linhagens recombinantes isogénicas
(RIS) foram desenvolvidos e colaboraram para o aprofundamento na investigacéo de
doencgas, como a resisténcia ou susceptibilidade a patégenos e diabetes entre outras,
as quais dependem da acdo de multiplos genes, muitos deles ainda com fungdes
desconhecidas (Matesic et al., 1999; Bailey, 1971 e 1981).

Melvold (1986) descreve as linhagens RIS como o produto de misturas ao
acaso do genoma, de dois individuos F1, fixado com acasalamentos consanguineos
por 20 geracOes. Desta forma, as séries de linhagens recombinantes resultantes,
portardo os alelos das linhagens isogénicas parentais originais, em homozigose,
porém distribuidos de maneira diferente entre cada linhagem recombinante
produzida.

Empregando este modelo e animais F2, Mock et al. (1993) estudaram o
controle genético da Leishmania major, observando o padrao de distribuicdo gerado
para 0 gene Sc1 em animais recombinantes isogénicos CXB e CXS. Os resultados
obtidos por estes autores sugeriram a participacao do cromossomo 11 no controle da
infecgdo por aquele parasita e reforcaram a importancia do uso desse modelo, como
ferramenta para o estudo de doengas com caracteristicas fenotipicas complexas.

Atualmente, estao disponibilizadas em sites especializados como o Jackson

Laboratory (http://www.jax.org.br) séries de linhagens RIS, originadas a partir de

linhagens isogénicas com multiplos fendtipos, entre eles, a susceptibilidade ou
resisténcia a patdgenos (Prows & Horner, 2002).

Além dos camundongos RIS descritos, um novo modelo, com segmentos
congénicos entre linhagens isogénicas, foi desenvolvido por Demant & Hart (1986).
Segundo estes autores, as linhagens congénicas recombinantes, sédo formadas a partir
de pelo menos dois retro-acasalamentos, originados nos hibridos F1 com uma das

linhagens parental isogénica original, seguida de cruzamentos consangliineos e sem o
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uso de selecdo. Como consequéncia, cada linhagem formada sera homozigota para
alelos que foram distribuidos ao acaso e que séo oriundos das linhagens parentais. A
recombinacado e a participacao de cada linhagem no genoma dos animais variam, em
funcédo do numero de retro-acasalamentos realizados.

Com o emprego destes modelos, a analise de regides do genoma, importantes
para um determinado fenétipo, pode ser realizada individualmente, ou mesmo com
arranjos que identifiquem relagdes genéticas entre elas (Stassen et al., 1996; Moen et
al. 1997; Peirce, 2001).

Empregando estes modelos, Kramnik et al. (1998) demonstraram que a
susceptibilidade a tuberculose é um evento poligénico.

Morel et al. (1996) produziram quatro linhagens congénicas de camundongos,
cada uma carregando um dos intervalos génicos, importantes para a susceptibilidade
ao Lupus Eritematoso Sistémico.

Assim, a analise da resisténcia nas infeccées experimentais com o T. cruzi,
empregando-se linhagens isogénicas, revelou a importancia da constituicdo genética
do hospedeiro na sobrevivéncia e apontou para a necessidade de se realizar
experimentos especificamente desenhados, com o proposito de esclarecer a
influéncia de genes envolvidos no fenémeno da resisténcia (Wrightsman et al., 1982;
Corsini et al., 1980).

A complexidade do componente genético, influenciando o desenvolvimento da
doenca, no homem e nos camundongos, torna prioritario qualquer esforco na busca
de ferramentas, que permitam decifrar este mecanismo.

Neste contexto, o uso de um delineamento experimental que associe
acasalamentos programados, entre animais selecionados com o parasita, contribuira,
sobremaneira, na obtengcdo de um modelo ideal a investigacdo do fenbmeno da
resisténcia a cepa Y do T. cruzi.
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3 - OBJETIVOS

O presente trabalho apresenta trés objetivos principais:

e (aracterizacdo do padrdo de heranga genética no fenbémeno da
resisténcia a cepa Y do T. cruzi, quanto ao carater dominante ou
recessivo;

e Investigacdo do padrdo de heranga nos animais resistentes, infectados
com altas doses de parasita;

e |dentificacdo de regides cromossémicas que participam da resposta do
hospedeiro infectado.

e Desenvolver um modelo recombinante congénico para a resisténcia ao

T. cruzi.
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4 - MATERIAIS E METODOS

Os protocolos utilizados foram aprovados pelo Comité de Etica em experimentagéo animal
do Instituto de Biologia.

4.1 - MATERIAIS
Para atingir os objetivos propostos e facilitar a compreensao do delineamento

experimental, serao descritos o0 parasita, 0s animais e os reagentes utilizados.

4.1.1. Parasita
A cepa Y de Trypanosoma cruzi, utilizada em todos os testes de infecgao,
foi proveniente do Departamento de Imunologia do Instituto de Biologia da Unicamp,
onde era mantida em nitrogénio liquido, conforme as indicagdes de Rangel et al.
(1994).
As amostras com os parasitas foram testadas no laboratério de controle de
qualidade sanitaria do Centro Multidisciplinar para a Investigacao Bioldgica da
Unicamp (CEMIB), afim de isenta-las de contaminagbes por virus, antes do seu

congelamento

4.1.2 - Animais

Para a realizagdo do presente trabalho, foram utilizados animais oriundos das
Colbénias de Fundacdo do Cemib/Unicamp e do Jackson Laboratory (BarHarbor —
Maine).

Os animais importados foram mantidos em quarentena para a realizacao
preventiva da técnica de derivacdo cesariana, sendo posteriormente transferidos para
as areas com barreiras de prote¢ao contra contaminacgoes.

Em todas as etapas deste trabalho, a integridade sanitaria e genética dos
animais foi preservada pela manutengdo dos modelos em unidades isoladoras flexiveis
(Passos & Alves, 1996).

A alimentacdo e a agua foram disponibilizadas ad libitum.
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4.1.3 — Reagentes

Todos os reagentes utilizados foram de qualidade pré-andlise. Para o preparo
das solugdes foi utilizada agua Milli-Q.

Nos Anexos (1 a 4) encontram-se as solugdes utilizadas nas diversas etapas
do presente trabalho.

4.2 - METODOS

A metodologia empregada incluiu a certificagdo genética dos modelos, o
preparo e manutencdo dos parasitas, a infeccdo dos animais com T. cruzi, 0s
acasalamentos programados e a producdao de uma linhagem recombinante
congénica resistente a cepa Y do T. cruzi.

4.2.1 - Certificagado genética das linhagens.

Para a realizacdo do presente trabalho, uma avaliacdo das linhagens foi
realizada com o propdsito de confirmar a sua constituicdo genética, bem como para
excluir a existéncia de contaminagdes que pudessem comprometer a qualidade e
interpretacdo dos resultados. Para tanto, foram utilizados testes de acasalamento,
transplante de pele e analise do DNA com microssatélites polimorficos.

Inicialmente foram investigados animais oriundos das col6nias de fundag¢éao do
Cemib/Unicamp, selecionando-se amostras derivadas de linhagens fenotipicamente
similares. Este grupo foi analisado com transplante singeneico heterotropico de
tecidos e com marcadores moleculares de DNA.

4.2.1.1 — Colo6nia de Fundacao.

As matrizes que formam estas col6nias foram obtidas de Centros de Pesquisa,
que mantém rotinas de monitoramento da qualidade animal, existentes na Alemanha
(Zentralinstitut ftir Versuchstierzucht — Hanover), Franca (Institut Pasteur — Paris) e do
Brasil (Instituto de Ciéncias Biomédicas Il da USP - Sao Paulo). Os animais destas

colbnias sdo mantidos em unidades isoladoras flexiveis.
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TABELA 1: Origem das matrizes das Colbnias de Fundacdo de camundongos
mantidas no Cemib / Unicamp.

LINHAGEM INSTITUICAO DE ORIGEM
BALB/c AN Zentral Institut flir Versuchstierzucht
BALB/c nu/nu Institut Pasteur de Paris
C57BL/6 Zentral Institut flir Versuchstierzucht
C57BL/6 nu/nu Zentral Institut flir Versuchstierzucht
C57BL/6 bg/bg Institut Pasteur de Paris
C57BL/6 ScCr Institut Pasteur de Paris
C57BL/6 ScCr nu/nu Institut Pasteur de Paris
CB17 Scid/Scid Institut Pasteur de Paris
CB17 +/+ Institut Pasteur de Paris
CBA/Han/Uni Zentral Institut flir Versuchstierzucht
CBA/N Xid Institut Pasteur de Paris
C3H/He nu/nu Zentral Institut flir Versuchstierzucht
NOD Hospital Necker - Paris

A/J ICB 3 - USP

Linhagens certificadas oriundas de Centros de Pesquisa que mantém as matrizes em
sistema de isolamento e monitoram as coldnias do ponto de vista sanitario e genético.
As linhagens em destaque foram utilizadas nas diferentes etapas do trabalho.

4.2.1.1.1 - Teste de histocompatibilidade

Grupos de animais das linhagens CBA/Han/Uni, C57BL/6/Uni e A/J/Uni, com
10 a 12 semanas de idade, foram retirados aleatoriamente da colénia de fundacao,
para serem testados pela técnica de transplante singeneico heterotrépico de pele
(orelha x dorso), conforme descrito por Hedrich (1983 ).

Como controle da técnica, todos os animais testados receberam um auto-
enxerto.

Estes animais foram observados em dois periodos: diariamente até o 10° dia e
semanalmente até o terceiro més ou 120 dias. As observac¢des buscavam identificar a

aceitacao ou rejeicao do enxerto.
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4.2.1.1.2 — Analise de amostras de DNA com microssatélites polimoérficos.

Além da andlise genética com o transplante de pele, as linhagens isogénicas
foram investigadas pela técnica da reacdo em cadeia da polimerase (PCR), utilizando-
se padroes de DNA existentes no banco de DNA do Cemib/Unicamp. Este banco foi
formado com DNA extraido de animais das colénias geneticamente monitoradas,
mantidas no Instituto Pasteur de Paris. Nesta técnica, o DNA retirado € comparado com
amostras de DNA padrao, amplificado com diferentes marcadores moleculares.

Para a realizagdo da técnica, foram utilizadas duas metodologias na obtencao
do DNA:

- a extracao fendlica que apresenta um bom rendimento com moléculas de

alto peso;

- a precipitacdo alcodlica que é mais rapida e nao implica no sacrificio do

animal.

4.2.1.1.2.1- Extracao fendlica das amostras de DNA.

Moléculas de DNA, de alto peso molecular, foram extraidas do baco de animais
das linhagens resistente e susceptivel. O protocolo de extracao foi realizado segundo a
metodologia descrita por Sambrook et al (1989).

Na realizacdo da técnica, o baco de cada animal foi retirado, depositado em
placas de petri descartaveis e em seguida, 2ml de tampao fosfato salina (PBS) foram
adicionados. O 6rgdo foi entdo macerado, com o auxilio de uma peneira de nylon de
malha fina. Apos a total dissolu¢ao, a mistura foi transferida, para tubos tipo eppendorf,
com capacidade de 5ml e a ela foram adicionados 2ml de tampéo de lise, 2 vezes
concentrado.

Os tubos ficaram em banho maria a 55°C, por uma hora, e entdo 8 pl da
solugéo de proteinase K (20mg/ml) foram adicionados. Os tubos permaneceram nesta
temperatura por uma noite. Na manha do dia seguinte, 25 ul da solucao de RNAse
(10mg/ml), foram adicionados.

Os tubos com as amostras de DNA foram deixados em banho maria a 37°C por

30 minutos. Apds este periodo, a cada tubo foram adicionados 4ml da solu¢do saturada
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de fenol e deixados em agitagéo lenta por 15 a 20 minutos para a primeira lavagem.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 3000 rpm por 15 minutos € o DNA
recolhido foi transferido para um outro tubo. Para a segunda lavagem, foram utilizados
4ml de uma solu¢do composta de fenol e cloroformio (V/V) e os tubos permaneceram
em agitacao lenta por 15 a 20 minutos, antes de serem centrifugados a 3000 rpm. A
ultima lavagem foi realizada apds a transferéncia do DNA para um novo tubo, seguido
da deposicéo de cloroférmio em um volume igual ao de DNA e agitagéo lenta por 1
hora. ApOs este prazo, as amostras foram novamente centrifugadas, nas mesmas
condicbes, e 0 sobrenadante recolhido foi dialisado por 24 hs, a 4°C contra tampéao de
didlise. As amostras foram entdo amplificadas, a partir da reacao de PCR, utilizando-se
marcadores polimérficos de microssatélites para varias linhagens isogénicas de
camundongos.

As solucbes utilizadas nesta etapa do trabalho encontram-se descritas nos
Anexos (1 a 4).

4.2.1.1.2.2—- Extragdao das amostras de DNA por precipitagao alcodlica.

Um pedaco da orelha ou a ponta da cauda dos animais foram retirados e
tratados para a extracdo das amostras de DNA.

Os tecidos foram colocados em tubos tipo eppendorf, previamente identificados
e, em seguida, 700ul de tampéao de lise e 4ul de proteinase K (20 mg/ml) foram
adicionados. Os tubos permaneceram em banho maria por uma noite a 37°C.

Na manha do dia seguinte, foram iniciadas as lavagens das amostras, afim de
que o DNA pudesse ser retirado. Para a primeira lavagem, 700 ul de uma solugéao de
fenol saturado foram adicionados e os tubos ficaram em agitacdo lenta por 10 minutos.
Em seguida, os tubos foram centrifugados a 9000 rpm, por 5 minutos para a retirada do
sobrenadante, que foi transferido para um outro tubo. A este novo tubo, foram
adicionados 700 pl de cloroférmio e a segunda lavagem teve inicio, seguindo as
mesmas condigées da lavagem anterior. O sobrenadante foi novamente recolhido e
transferido para um outro tubo, ao qual juntaram-se 70 pl de acetato de sédio 3 M pH
7,0, seguidos de uma homogeneizagdo lenta. As amostras foram entdo colocadas em
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freezer a -20°C, pelo periodo de 20 minutos. Apds este periodo, o tubo teve o seu
volume completado com etanol e foi homogeneizado lentamente para a precipitacao do
DNA. A medusa formada foi recolhida e transferida para um novo tubo, ao qual foram
adicionados 300 pl de etanol 70%. Este procedimento foi repetido mais uma vez e em
seguida o excesso de alcool foi cuidadosamente retirado, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur. Os tubos foram deixados em camara de vacuo por alguns minutos, para a
evaporacao completa do alcool e em seguida, 500 ul de agua deionizada estéril foram
adicionados. Ap6s uma homogeneizacdo manual, os tubos foram conservados em

geladeira a 4°C até o momento de uso.

4.2.1.1.2.3- Certificagado genética das linhagens isogénicas por microssatélites.

Animais das linhagens isogénicas, indicadas na Tabela 1, foram separados,
para a analise de sua constituicdo genética. Os testes foram realizados, utilizando-se
0os marcadores moleculares indicados nas Tabelas 2, 3 e 4, capazes de identificar
regides de microssatélites presentes nos animais. Foram realizados 3 testes com
objetivos diferentes.

O primeiro, designado de perfil fenotipico, foi realizado com os marcadores
indicados na Tabela 2. Este teste possibilita a deteccdo de alteragbes no padréo
genético de linhagens mantidas no Cemib/Unicamp. Os primers indicados nesta Tabela
sao polimérficos, permitindo, principalmente, a observacado de contaminacdes genéticas
entre as linhagens fenotipicamente iguais. Com estes marcadores pode-se identificar a
origem de uma possivel contaminagao.

O segundo teste, designado de perfil amplo, foi realizado com os primers da
Tabela 3, que permitem a observacao de polimorfismo entre as linhagens C57BL6/Uni
e A/Uni de fendtipos resistente e susceptivel a cepa Y do T. cruzi.

O ultimo teste, designado de perfil especifico para isogenia, foi realizado com
0s primers apresentados na Tabela 4, permitindo a constatagdo de possiveis
comprometimentos na isogenia das linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni.
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TABELA 2: Marcadores moleculares selecionados para a analise das colbnias de

camundongos (Perfil fenotipico).

Cromossomo Primers Posicdo A/Uni C57BL/6 NOD BALB/c DBA/2 C3H/H CBA
(cM) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb) (pb)
1 Crp 94,2 101 151 121 158 121
3 D3MIT49 41 128 151 151 110 110
7 D7MIT31 44 230 246 238 236 229 226 222
12 D12MIT19 58 324 346 338 340 304 334
Igh 59 214 197 189 181 181
13 D13MIT77 73 320 280 280 280 270 270
14 D14MIT260 19,5 138 164 152 156 156 138
16 D16MIT5 38 132 156 158 137 143 156 163
17 D17MIT16 18,15 92 124 88 106 106 92 92
D17MIT176 22,5 160 174 154 176 172 182
18 D18MIT51 37 154 150 154 194 198
DXMIT166 15,5 126 114 126 122 126 126
X DXMIT64 45 114 134 133 114 133 114 207

Tabela de exclusdo demonstrando a posicdo, peso molecular (bp) dos produtos de PCR e
polimorfismo entre diferentes linhagens isogénicas.

A escolha dos marcadores utilizados para a analise genética, levou em

consideracao as linhagens existentes nas col6nias de funda¢ao do Cemib/Unicamp.

Os marcadores foram selecionados considerando-se a capacidade de se

analisar linhagens fenotipicamente semelhantes.

O tamanho dos produtos de PCR em pares de base (pb) para cada linhagem foi

utilizado na selecdo dos marcadores. Os resultados foram considerados por

comparacao direta com os padroes de DNA oriundos do banco do CEMIB / UNICAMP.

34



TABELA 3 - Primers utilizados na analise genética das linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni, respectivamente

resistente e susceptivel (Perfil amplo).

Primers Posicdo A/Uni C57BL/6/Uni  Primers Posicdo A/Uni C57BL/6/Uni

(cM) (cM)  (pb) (pb)
DIMIT3 11 185 160 DI3MITI15 7 139 151
D5MIT10 54 188 198 D14MIT260 19,5 138 164
D7MIT31 44 230 246 DI18MIT51 37 154 150
DIOMIT134 59 125 101 DIOMITI100 27 144 154
D1IMIT263 57,1 156 144 DXMIT64 45 114 134

As linhagens C57BL/6/Uni e A/J/Uni foram testadas com 10 marcadores moleculares de
microssatélites, a fim de se excluir a possibilidade de contaminagao genética entre elas.

Os marcadores indicados na Tabela 4 permitem a observacdo de multiplos

pontos do genoma dos animais, possibilitando a deteccao de comprometimentos no

grau de isogenia dos modelos.

TABELA 4: Posicdo dos marcadores utilizados na analise de isogenia, nas linhagens
C57BL/6/Uni e A/Uni (Perfil especifico).
Crom. Marcador Posicdo| Crom. Marcador Posicdo |Crom. Marcador Posicao
(cM) (cM) (cM)
1 DIMIT156 32.8 8 D8MIT69 31 14  D14MIT214 19
DIMIT148 92.3 DS8MIT280 72 D14MIT165 52
2 D2MIT66 47.6 9 DOMIT247 17 15 DISMITI11 188
D2MIT113 103 DIMIT212 61 D15MIT246  60.1
3 D3MIT21 19.2 10  DIOMIT230 49 16 DI16MIT130 4
D3MIT19 87.5 D10MIT180 64 D16MIT86 66
4  D4MITS89 19.8 11 DIIMIT162 8 17  DI17MIT164 4.1
D4MIT 14 78.5 D11MIT164 32 D17MIT20 34.3
D11MIT167 71
5 D5MIT135 42 12 DI12MIT46 12.3 18 DI8MIT111 7.8
D5SMIT285 89 D12MIT101 50 D18MIT4 57
6 D6MIT74 28.5 13 DI13MITS88 21 19 DI9MIT119 27.5
D6MIT201 74 D13MIT77 73
7 D7MIT246 15 X  DXMIT166 15.5
D7MIT255 60

Comparagéao de varios pontos do genoma dos animais, provenientes das linhagens
utilizadas na formacgao dos grupos experimentais, com as amostras de DNA padréo.
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Os testes foram conduzidos tomando-se por base o protocolo descrito por Love
et al (1990).

A certificacao foi realizada comparando-se os produtos de PCR obtidos com os
marcadores das Tabelas 2, 3 e 4, com amostras padrao de DNA, provenientes de
linhagens mantidas no Instituto Pasteur de Paris, que sao rotineiramente monitoradas,

bem como padrées do banco de DNA do Cemib/Unicamp.

4.2.1.1.2.4 - Amplificagcao das amostras de DNA padrao - Reagao de PCR.

Para a realizacdo da técnica foram utilizados termocicladores de diferentes
marcas, tanto para placas de 96 pocos, como para tubos de PCR.

Na reacao, as amostras de DNA, dos diferentes grupos, foram diluidas a uma
concentracdo final de 20 ng/ul. A cada reacdo, uma aliquota de 5,0 pl foi
homogeneizada com 6,9 ul de uma solucao contendo: tampao Tris-HCI 200 mM, pH
8,4; 2% de Tween 20; KCI 180 mM; dNTPs 4 mM; primers Reverse ((R) e Foward (F);
Taq DNA polimerase (4,5 a 5,0 Ul/ul); MgCl, em concentragbes variaveis de 20 mM a
40 mM em funcao do primer e 13,1 ul de agua (volume final de reacao de 25/ul) . A
mistura, coberta com 2 gotas de 6leo mineral (Nujol - Sigma), foi submetida ao
programa de amplificagéo. Os programas utilizados para a reagédo da PCR variavam de
acordo com cada primer.

Em geral foi empregada uma desnaturagéo primaria de 92°C a 94°C por dois
minutos; anelamento variando de 50°C a 58°C em um tempo de 45 segundos e
alongamento de 72°C por 2 minutos, em um total de 40 a 45 ciclos.

4.2.1.1.2.5 - Analise dos resultados da reagcao de PCR.

Os produtos de PCR foram analisados por eletroforese em gel de agarose
4,2%, diluido em tampé&o Tris-Acido Bérico e EDTA, com a adicdo de 3 ul de brometo
de etidio.

Os produtos de PCR formados receberam 2,5 ul de bromofenol blue (10X

concentrado) e em seguida foram transferidos para o gel de agarose, onde foram
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submetidos a uma diferenca de potencial de 100 V por um periodo de 40 a 70 minutos
a temperatura ambiente.
As solugbes adotadas nesta etapa de reagdo estdo descritas nos Anexos (1 a 4).
Os resultados foram registrados em filme polaroid® (667 iso 3000) com o
sistema MP4 Land Camera sob luz ultravioleta (transiluminador Pharmacia® LKB

Macro Vue), imediatamente apds o término da eletroforese.

4.2.1.1.3 — Testes de acasalamento.

Além dos testes realizados com amostras da col6nia de fundacéo, durante a
realizacdo dos grupos experimentais, 0 padrdo de pigmentacdo dos animais, obtidos
com os acasalamentos, foi observado e comparado com dados da literatura.

A analise foi conduzida conforme descrito por Esaki (1984), para descendentes
de casais formados a partir das linhagens C57BL/6/Uni e A/J/Uni, onde a progénie F1 é
investigada para a cor da pelagem. Um exemplo deste teste estd apresentado no
Anexo 5.

4.2.2 - Infecgao experimental com o T. cruzi.
Para a realizacdo dos ensaios com o parasita, foram realizadas as etapas de
descongelamento, manutengéo e determinagéo da dose discriminatéria.

4.2.2.1 — Descongelamento do parasita.

Ampolas contendo o T. cruzi foram levadas ao banho maria a 37°C por 5
minutos. De cada ampola foi retirada, no fluxo laminar, uma aliquota para a
confirmagéo, em microscopia 6tica, da presenga do protozoario.

4.2.2.2 — Manutengao do T. cruzi.

Apods o descongelamento, um total de 10? formas de parasitas, por animal, foi
inoculado via intraperitonial em camundongos da linhagem C.B. -17 Scid/Scid, como
primeira passagem, a fim de aumentar a sobrevida e a viruléncia dos parasitas

descongelados.
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Decorridos 14 dias foi feita a sangria branca pelo plexo braquial. Um volume
de 100 pl, contendo 10° parasitas, foi inoculado pela mesma via, em camundongos
da linhagem CBA/Uni.

A parasitemia foi observada e, no 7° dia, os animais foram sacrificados, por
sangria total, para que os tripomastigotas pudessem ser novamente inoculados em
animais machos e fémeas da linhagem CBA/Uni, como segunda passagem. Apés a
terceira passagem, realizada com o mesmo protocolo, o parasita foi mantido com
repiques semanais ou quinzenais, em animais da linhagem CBA/Uni de ambos os
sexos, com 10 a 12 semanas de idade.

Este procedimento foi realizado no Departamento de Imunologia do Instituto
de Biologia da Unicamp, em unidades isoladoras flexiveis possibilitando a
preservacdo da integridade sanitaria e genética dos modelos, técnicos e

pesquisadores.

4.2.2.3 - Determinagao da dose discriminatoria.

Camundongos resistentes e susceptiveis, respectivamente das linhagens
C57BL6/Uni e A/Uni, foram infectados (i.p.) com diferentes doses de T. cruzi
(10',10%,10%,10* e 10° tripomastigotas) por animal. A determinagdo do nimero de
parasitas circulantes foi realizada diariamente entre o 7° e o 142 dia apds o in6culo, a
partir de amostras de sangue, retiradas da cauda de cada animal, segundo o método
descrito por Brener (1980). A parasitemia foi expressa em log (N+1) parasitas/mL.

A mortalidade destes animais foi observada por um periodo de 30 dias e os

sobreviventes foram considerados resistentes.

4.2.2.4 — Obtengao de camundongos resistentes ao T. cruzi.

A selecao de animais, machos e fémeas, resistentes a infeccao experimental
com o T. cruzi, foi realizada apés a inoculacdo de 10* formas de tripomastigotas por
animal, injetados intraperitonialmente.

A constatacdo da infeccao foi feita no 8° dia apds o in6culo e a mortalidade foi

acompanhada diariamente por um més.
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Foram considerados resistentes os animais que apresentaram parasitemia no
8° dia e sobreviveram, por pelo menos 30 dias, apés a inoculagdo com 10*

tripomastigotas.

4.2.2.5 — Infecgao das linhagens parentais isogénicas originais.

A partir da Colbnia de Fundagéo, foram selecionados machos e fémeas das
linhagens C57BL6/Uni e A/Uni, em destaque na Tabela 1, as quais apresentam
respectivamente o fendtipo resistente e susceptivel apos a infecgdo com a cepa Y de
T. cruzi. Estas linhagens foram utilizadas para o desafio com o parasita, como também
foram acasaladas, programadamente, para a formacao dos grupos experimentais.

A inoculacao foi realizada em animais com 10 a 12 semanas de idade com a
dose discriminatoria de parasitas.

4.2.2.6 — Acasalamentos programados para a analise do determinismo genético
da resisténcia apos a infec¢ao com o T. cruzi.

A analise genética dos animais, infectados com o T. cruzi, foi realizada por
meio de acasalamentos programados entre as linhagens de fendtipo resistente e

susceptivel.

4.2.2.6.1 — Obtencao e infecgao dos hibridos B6AF1.

Animais oriundos das linhagens resistente e susceptivel foram acasalados
para a obtencao de hibridos F1. Os casais foram constituidos de fémeas da linhagem
C57BL6/Uni e machos da linhagem A/Uni, mantidos em isoladores flexiveis. A
progénie F1 obtida foi acompanhada até alcancarem a idade de 8 a 12 semanas,
quando foram inoculadas com 102, 10° e 10 formas de tripomastigotas por via i.p.

A constatacdo da infeccdo e a mortalidade seguiram, 0s mesmos
procedimentos descritos nos itens 4.2.2.3 € 4.2.2.4.
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4.2.2.6.2 — Obtencao e infecgao dos recombinantes B6AF2.

Camundongos, machos e fémeas F1, foram acasalados por intercross, e a
populacdo de animais F2 obtida, foi identificada individualmente antes da
administracao do in6culo.

Apoés alcancarem a idade de 10 a 12 semanas, estes animais, recombinantes
de segunda geracdo B6AF2, foram inoculados (i.p.) com 10* formas de parasitas.

A constatagdo da infeccdo e a mortalidade seguiram o0s mesmos
procedimentos descritos no item 4.2.2.4.

4.2.2.6.3 — Infecgao dos animais das linhagens recombinantes isogénicas
(RIS) com T. cruzi.

As linhagens recombinantes isogénicas sdo formadas a partir do acasalamento
consangiineo por 20 ou mais geracdes entre duas linhagens isogénicas parentais
originais (Bailey, 1971).

As linhagens isogénicas recombinantes BXA1; BXA2; BXA4 e BXA7,
derivadas de C57BL/6 e A/J, foram importadas, acasaladas e mantidas conforme
descrito no item 4.1.2, para posterior inoculagdo com a cepa Y do parasita.

Amostras de animais de cada uma destas linhagens foram inoculadas com a
dose de 10* parasitas por animal.

A infeccdo foi constatada no 8° dia e os sobreviventes a um periodo igual ou
superior a 30 dias foram considerados resistentes.

4.2.3 — Varredura genética realizada no DNA dos animais recombinantes de
segunda geragao B6AF2 resistentes.

Para a identificagdo de regides, do genoma dos camundongos, envolvidas
com a resisténcia a cepa Y do T. cruzi, foram realizadas andlises de frequéncia dos
alelos transmitidos a progénie F2, por cada um dos parentais isogénicos originais de
fenotipo resistente e susceptivel. A avaliagdo do DNA foi conduzida por meio da

observacgao de regides de microssatélites presentes nestes animais.
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Para tanto, os animais F2 que resistiram a inoculacao da dose discriminatéria
de parasitas (item 4.2.2.4) foram sacrificados, e as amostras de DNA, obtidas
conforme indicado nos itens 4.2.1.1.2.1 e 4.2.1.1.2.2.

A genotipagem foi efetuada pela PCR sendo empregados 199 marcadores
apresentados na Tabela 5. Como controle foram utilizadas amostras de DNA
oriundas das linhagens parentais C57BL/6/Uni e A/Uni.

41



TABELA 5: Relagdo de marcadores moleculares utilizados na andlise do genoma dos animais

recombinantes de segunda geragdo B6AF2. Os primers estao indicados por cromossomo.

Cromossomo 1

Primers Posicdo (cM) Primers Posicio (cM) Primers Posicdo (cM)
DIMIT3 11 DIMIT415 52 Crp 94,2
DIMIT156 32,8 DIMIT14 81,6 DIMIT17 106,3
DIMIT7 41 DIMIT148 92,3
Cromossomo 2
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D2MIT82 14,5 D2MIT380 39,8 D2MIT483 52,5
D2MIT244 31,9 D2MIT66 47 D2MIT309 71
D2DNS3 39,1 D2MIT66 47,6 D2MIT113 103
Cromossomo 3
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D3MIT21 19,2 D3MIT137 35,2 D3MIT17 71,8
D3MIT185 29,5 D3MIT49 41 D3MIT19 87,5
D3MIT22 33,7 D3MIT189 49,7
Cromossomo 4
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D4MIT89 19,8 D4MIT203 50,6 D4MIT131 68,6
D4MIT15 42,6 D4MIT146 53,6 D4MIT189 71
D4MIT175 49,6 D4MIT37 56,5 D4MIT14 78,5
Cromossomo 5
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D5MIT13 20 D5MIT157 57 D5MIT99 80
D5MIT135 42 D5MIT188 64 D5MIT101 84
D5MIT87 33,9 D5MIT163 64,1 D5MIT409 84
D5MIT10 54 D5MIT321 72 D5MIT285 89
Cromossomo 6
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D6MITS8 258 D6MIT74 28,5 D6MIT254 57,1
D6MIT184 26,34 D6MITS8 35,20 D6MIT201 74
Cromossomo 7
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D7MIT178 0,5 D7MIT27 23 D7MIT66 57,5
IL.11 3 D7MIT82 25 D7MIT285 59
D7MIT190 2,5 D7MIT163 30,2 D7MIT255 60
D7MIT246 15 D7MIT38 38 D7MIT186 64
D7MIT309 16 D7MIT31 44 D7MIT332 65,6
D7MIT310 18 D7MIT301 46,5 D7MIT259 72,4
D7NDS5 19,1 D7MIT222 52,6
Negfg 22 D7MIT238 53
Cromossomo 8
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D8MIT64 11,2 D8MIT69 31 D8MIT14 63,8
DSMIT4 14 DSMIT45 36,9 DSMIT280 72
DSMIT226 22 DSMIT113 52
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TABELA 5 : continuagéo ...

Cromossomo 9

Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
DOMIT247 17 DOMIT10 42,5 DOMIT16 56
DOMIT27 29 DOMIT11 48 DOMIT18 64,2
DOMIT162 30 DOMIT212 55,3

Cromossomo 10
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D10MITS83 4,4 D10MIT230 49 DI10OMIT180 64
D10MIT282 12 DI10OMIT10 49,5 DIOMIT14 65
D10MIT106 17 DI1OMIT10 51
D10MIT223 29,8 D10MIT134 59

Cromossomo 11
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D11MIT162 8 D11MIT242 31 D11MIT263 57,1
D11MIT83 16 DI11MIT164 32 DI11MIT10 63
D11MIT135 17 D11MIT4 37 D11MIT258 65
D11MIT20 19,9 D11MIT41 49 DI11MIT167 71
D11MIT20 20 D11MIT38 49 D11MIT48 77
D11MIT131 29 D11MIT179 52

Cromossomo 12
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D12MIT46 12,3 DI12MIT101 50 Igh 59
DI12MIT52 32 DI12MIT19 58 Igh-V 59

Cromossomo 13
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D13MIT3 10 DI13MIT13 35 DI13MIT77 73
DI13MIT115 7 D13MIT76 414
D13MIT88 21 D13MIT148 59

Cromossomo 14
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
Plau 1 D14MIT113 25 D14MIT7 44
D14MIT207 5,5 D14MIT37 27,5 D14MIT228 47
D14MIT133 10 D14MIT102 28,5 D14MIT265 48
D14MIT214 19 D14MIT114 30 D14MIT165 52
D14MIT260 19,5

Cromossomo 15
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
DI5SMIT11 10,4 DI5SMIT71 46,7 DI5SMIT15 60,8
DI5SMIT111 18,8 D15MIT246 60,1
D15MIT26 29 D15MIT217 57,8
Cromossomo 16

Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM)
D16MIT130 4 D16MIT4 27,3
D16MIT9 4,4 D16MIT5 38 D16MIT86 66
D16MIT34 12,3 D16MIT19 54
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TABELA 5 : continuacao ...

Cromossomo 17

Primers Posicdo (cM) Primers Posi¢do (cM) Primers Posi¢do (cM)
D17MIT164 4,1 D17MIT233 20,9 D17MIT139 30,2
D17MIT57 7,6 D17MIT176 22,5 D17MIT254 34
D17MIT213 9,33 D17MIT66 24,5 D17MIT20 343
D17MIT55 12,6 D17MIT88 29,5 D17MIT142 429
D17MIT16 18,1

Cromossomo 18
Primers Posicdo (cM) Primers Posicdo (cM) Primers Posi¢do (cM)
D18MIT20 5 D18MIT58 22 D18MIT4 38,1
DISMIT111 7,8 D18MIT51 25,8 D18MIT9 42
D18MIT111 11 DI18MITS51 26 D18MIT186 46
D18MIT120 15 D18MIT122 29 D18MIT210 47
D18MIT58 15,8 D18MIT53 33,3

Cromossomo 19
Primers Posicdo (cM) Primers Posi¢do (cM) Primers Posi¢do (cM)
DI19MIT61 9 D19MIT40 25 DI9MIT119 27.5
D19MIT61 10,3 D19MIT19 26 D19MIT70 51
D19MIT46 22,1 D19MIT100 27 DI9MIT1 52

Cromossomo X
Primers Posicdo (cM) Primers Posi¢do (cM) Primers Posi¢do (cM)
DXMIT54 2,2 DXMIT25 27,8 DXMIT149 457
DXMIT166 15,5 DXMIT64 45 DXMIT197 62

Um total de 199 primers foi utilizado para a andlise do genoma dos animais F2 que resistiram
a dose de 10* formas de tripomastigostas injetados i.p..

Esses marcadores permitem a observacao de varias regides do genoma dos animais.

4.2.4 - Analise da Freqiiéncia dos Marcadores Moleculares.

Cada um dos cromossomos das amostras de DNA, extraidas dos animais
resistentes, foi investigado com os marcadores relacionados na Tabela 5, e as
freqiéncias de cada marcador em cada um dos grupos de animais foram
comparadas pelo teste do qui-quadrado (p>0,05).

Inicialmente, a taxa de recombinacao foi considerada no intervalo de 30 cM
entre os marcadores, sendo posteriormente reinvestigada em intervalos menores,
implicando na utilizagdo de novos marcadores moleculares, de acordo com os dados
obtidos.
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4.2.5 — Analise Genética dos Animais Recombinantes Isogénicos (RIS).

As regides do genoma, associadas a resisténcia, identificadas nos animais
B6AF2 que sobreviveram, foram comparadas com a constituicdo genética de cada
uma das linhagens recombinantes isogénicas adotadas.

A genotipagem destes animais, obtida com microssatélites polimoérficos para
as linhagens C57BL/6 e A/J, esta disponibilizado na pagina do Jackson Laboratory,
(http://www.jax.org).

4.2.6 — Desenvolvimento da linhagem recombinante congénica resistente AcB6.

Por definicao, as linhagens recombinantes congénicas sao formadas a partir
do acasalamento entre duas linhagens isogénicas, seguido por poucos retro-
acasalamentos dos hibridos com uma das linhagens parentais originais. A partir de
entdo, empregam-se acasalamentos por intercross, para que a homozigose entre os
varios alelos seja estabelecida (Demant & Hart, 1986).

Com os resultados observados nos animais resistentes de segunda geragao
(B6AF2), iniciou-se um programa de acasalamento, para que as regioes, do genoma
desses animais, relacionadas com a resisténcia a cepa Y de T. cruzi, fossem
transferidas para a linhagem isogénica parental de fenétipo susceptivel, conduzindo
a formacgéo de uma linhagem recombinante congénica resistente.

O protocolo utilizado para a producdo deste novo modelo é o mesmo descrito
por Demant & Hart (1986) para a producao de linhagens recombinantes congénicas,
com poucas modificagées.

Para a producao deste novo modelo, uma fémea B6AF2 foi acasalada com um
macho da linhagem A/Uni. Assim, a linhagem recombinante congénica resistente que
esta sendo desenvolvida deriva deste unico casal.

Um resumo do esquema utilizado na producdo deste novo modelo esta
apresentado na Figura 6.
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FIGURA 6 — Esquema adotado no desenvolvimento da linhagem recombinante congénica resistente
(AcB®6).

P C57BL6/Uni X A/Uni
F1 F1 X F1
Selegdo com
Trypanosoma cruzi
F2 F2 X F2
[F2]R X A/ 1° BACKCROSS
Selegdo com
Trypanosoma cruzi
NI NI X N1 1° INTERCROSS
. [N2]R X All 2° BACKCROSS
Selegao com
Trypanosoma cruzi
N3 N3 N3 2° INTERCROSS
Selegdo com
Trypanosoma cruzi N4 [N4]R [N4]R [N4]R
I
Linhagens AcB6 AcB6-1 AcB6-2 AcB6-3 AcB6-4

A linhagem derivou de uma unica fémea B6AF2, que resistiu ao in6culo com a dose
discriminatéria de parasitas.

A participagdo do genoma da linhagem parental C57BL/6/Uni foi reduzida com o emprego de
retro-acasalamentos.

O uso de intercross possibilitou 0 aumento no nimero de animais a cada geragdo, ampliando
as chances na selegdo com o parasita.

A selecdo com 10* formas de T. cruzi foi utilizada desde a fémea B6AF2 até a geracao N4.

A distribuicdo dos animais resistentes (AcB6) em familias foi a estratégia adotada para a
preservagao de mecanismos comuns e especificos a cada uma, no fendmeno da resisténcia.
As familias AcB6-1; AcB6-2; AcB6-3 e AcB6-4 foram selecionadas ap6s um ajuste na dose de
parasitas para 10° formas. Estas familias foram genotipadas para todos os cromossomos.
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4.2.6.1 — Controle por mapa da linhagem recombinante congénica resistente
AcB6.

Os animais portadores de algumas das regides identificadas foram acasalados
programadamente e os casais e seus descendentes foram registrados em mapas
genéticos. Este procedimento permitiu o controle por geracdo de cada familia em
desenvolvimento. A partir desta metodologia estdo sendo produzidos modelos para
estudos de infeccdo com o T. cruzi, onde estdo presentes todas as regides
envolvidas com a resisténcia, como também animais portadores de cada regido em

separado.

4.2.6.2 - Genotipagem das familias recombinantes congénicas resistentes
(AcB6).

Todos os cromossomos dos animais que resistiram a infecgdo com 10° formas
de T. cruzi, foram investigados. Os primers que estdo sendo utilizados sao os
mesmos indicados na Tabela 5. Estes marcadores sdo polimoérficos para as regides
de microssatélites existentes nos animais isogénicos de fendtipo resistente e

susceptivel, servindo como marcadores moleculares dessas linhagens.

4.2.6.3 — Infeccgao in vitro de macrofagos peritoniais.

O teste foi realizado no Instituto de Medicina Tropical da Faculdade de
Medicina da USP (IMT-FMUSP/SP) e teve por objetivo determinar, por meio da
técnica de ELISA in situ, a resisténcia a infeccdo de macréfagos peritoniais de
animais resistentes e susceptiveis.

Por meio deste teste preliminar, foi possivel investigar o novo modelo, com o
proposito de avaliar o seu potencial como ferramenta para estudos de infeccdo com
o T. cruzi. Foram utilizados 5 animais com 10 a 12 semanas de idade, de cada uma
das linhagens, sendo empregadas, como controle, as linhagens isogénicas parentais
C57BL/6/Uni e A/Uni.

Para a realizacdo do ensaio, formas metaciclicas de cultura de T. cruzi, em

LLCMK2, foram incubadas na propor¢cdo 1:1 com macréfagos peritoniais de
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camundongos da linhagem recombinante congénica resistente (AcB6) e
representantes das linhagens isogénicas originais, de fendtipo resistente e
susceptivel, na relacdo de 4x10%poco, previamente semeados em placa de
polietileno (96 pogos) para cultura de células, diluidas em meio RPMI sem soro fetal
bovino. As células foram ensaiadas em quadruplicata e em diferentes tempos. Apds
a incubagéo, as células foram lavadas com PBS, fixadas com paraformaldeido a 4%
tamponado, pH 7,2 por 10 minutos, permeabilizadas com metanol-acetona (1:1) por
30 segundos e a atividade de peroxidase enddgena, bloqueada pela incubagdo com
H.O2> a 1%, por 10 minutos. Ap6s novas lavagens com PBS, as células foram
incubadas por 60 minutos a temperatura ambiente (25°C) em cdmara Umida, com 0s
anticorpos especificos anti-T. cruzi diluidos em PBST, produzidos em coelhos. Novas
lavagens foram feitas com PBS e as células foram entdo incubadas com IgG de
cabra anti-lgG de coelho, ligada a peroxidase sob as mesmas condicdes. A
revelacao foi feita pela adicdo de solugao cromogénica por 10 minutos ao abrigo da
luz, seguido de leitura espectrofotométrica em leitor de microplacas em um
comprimento de onda de 492 nm. A concentragdo de células presentes no sistema
foi monitorada pela coloracdo das mesmas com solucado aquosa a 1% de cristal de
violeta, com subseqliente extragdo do corante com acido acético glacial a 33%. A
densidade optica a 575 nm foi determinada em leitor de microplacas (Piazza et al.,
1994).

4.2.6.4 - Histologia do tecido cardiaco

A metodologia foi desenvolvida segundo protocolos classicos de histologia.

Resumidamente, o coracgao foi retirado e fixado por 6 a 8 h em formol a 10%,
tamponado com Fosfato pH 7,2.

Uma vez fixado, o érgéo foi incluido em parafina e, com um micrétomo, foram
obtidos cortes com 6 um de espessura.

Em seguida as laminas foram coradas com HE (hematoxilina/eosina) e

observadas em microscopio éptico (10X a 40X), para pesquisa de ninhos de
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amastigotas no tecido do miocardio. As imagens foram registradas por meio de
camara digital Pixera instalada em sistema Leika com Optica planacromatica (FIG. 9).

4.2.6.5 — Analise Estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada por meio de Analise de Qui-

quadrado (X?) ao nivel de 95% de significancia (p>0,05).
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5 - RESULTADOS

5.1 — Monitoragao Genética das Linhagens Isogénicas.

5.1.1 — Teste de histocompatibilidade

Os resultados obtidos com o transplante de pele orelha X dorso, realizado nos
animais isogénicos de fendtipo resistente (C57BL/6/Uni) e susceptivel (A/Uni),
demonstraram nao haver rejeicao entre os individuos de mesma linhagem, tanto na
fase aguda como no periodo de até 150 dias apds a realizacao da técnica.

O procedimento técnico-cirurgico foi adequado, uma vez que o auto-enxerto
caracterizado pelo implante da orelha do animal em seu préprio dorso, evoluiu sem
que fossem observados processos inflamatorios e rejeicoes.

5.2 — Testes de acasalamento

5.2.1- Analise dos F1.

Animais hibridos F1, derivados de acasalamentos programados, realizados
entre as linhagens resistente (C57BL/6/Uni) e susceptivel (A/Uni), apresentaram
padréo de pelagem compativel com os indicados na literatura para estas linhagens.
No Anexo 5 é apresentado um modelo de teste de acasalamento entre uma linhagem
albina e DBA/2.

5.2.2 — Analise dos animais B6AF2.
Os testes de acasalamento, apresentados na Tabela 6, demonstram auséncia
de alteracbes no padrao de pigmentagdo que sugiram contaminagdo genética nas

linhagens utilizadas. Na coluna correspondente ao “esperado” estao representadas
as porcentagens encontradas na literatura para este tipo de acasalamento.
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TABELA 6: Distribuicao da cor de pelagem observada nos camundongos da segunda geragdo (C57BL/6/Uni x A/Uni) F2

Cor da Pelagem NuUmero de Animais Observado Esperado
(%) (%)
Branco 196 24 25
Preto 447 55 56
Chocolate 164 20 19
Total 807 100 100

Animais de primeira geragao F1 (C57BL/6/Uni x A/Uni) oriundos das linhagens isogénicas originais A/Uni e C57BL/6/Uni
foram acasalados entre si e o produto F2 analisado quanto ao padrao de pelagem (ESAKI, 1984; HEDRICH, 1992).

Os resultados demonstram nao haver contaminagcdo genética entre estas
linhagens, uma vez que nao foram detectadas diferencas significativas entre o

observado e o esperado.

5.3 — Certificagcao genética com microssatélites.

As amostras de DNA extraidas por ambas as metodologias (itens 4.2.1.1.2.1 e
4.2.1.1.2.2), apresentaram-se sem alteragdes para o uso na reacao da PCR.

O uso de um padréo de peso molecular, na analise dos produtos de PCR,
permitiu descartar a presenga de deformidades durante a eletroforese assegurando a
qualidade da reacao e dos resultados obtidos.

5.3.1 - Perfil fenotipico: Certificagao de linhagens da colénia de fundagao.

Camundongos das linhagens isogénicas das col6nias de fundacao (4.2.1.1),
indicadas em destaque na tabela 1, foram retirados e investigados geneticamente
conforme descrito no item 4.2.1.1.2.

A analise realizada com os marcadores, apresentados na Tabela 2,
empregados na comparacao direta com os padroes de DNA para as linhagens

isogénicas, nao revelou contaminagdes genéticas entre as linhagens fenotipicamente
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similares, bem como com outras existentes no Cemib/Unicamp, indicadas na Tabela
2.

5.3.2 — Perfil amplo: Comparagao entre as linhagens resistente e susceptivel.

As linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni, de fendtipos resistente e susceptivel
respectivamente, foram comparadas entre si com o emprego dos marcadores
indicados na Tabela 3.

Os resultados obtidos demonstraram ndo haver diferencas no perfil
eletroforético das amostras quando comparadas aos padroes de DNA, para estas
linhagens, indicando que o polimorfismo esta preservado, sendo possivel a analise
genetica das progénies.

5.3.3 — Perfil especifico: Analise da isogenia das linhagens parentais.

Conforme descrito em 4.2.1.1.2.3, além dos marcadores moleculares
empregados na deteccdo de contaminacdo genética (TABs. 2 e 3), o grau de
isogenia de cada uma das linhagens resistente e susceptivel foi investigado.

Os resultados obtidos com os primers da Tabela 4 e que permitiram a
investigacao de 39 pontos aleatérios do genoma dos animais de ambas as linhagens,
nao revelaram regides em hetorozigose nas linhagens testadas. Estes resultados
demonstram que o padrao isogénico esta preservado, endossando a realizacdo de
acasalamentos programados com propdsitos de investigacao genética.

5.4 — Determinagao da dose infectante de formas sangiiicolas de T. cruzi.
Os testes realizados com diferentes doses de parasitas, inoculados por via
intraperitonial, em animais provenientes das linhagens resistente (C57BL/6/Uni) e

susceptivel (A/Uni), permitiram identificar a dose infectante capaz de discriminar a

populacédo de animais resistentes e susceptiveis, sem o fenétipo intermediario.
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Em funcdo das doses empregadas, todos os animais inoculados foram
investigados no intervalo compreendido entre o 5° e 142 dia ap6s a infecgdo, com o
propasito de se assegurar a presencga do parasita.

O padrao de resultados encontrados em ambas as linhagens obedeceu ao
esperado para animais isogénicos, onde os individuos, que sobreviveram mais que
30 dias, foram considerados resistentes.

A Tabela 7 resume os resultados encontrados com a administracdo de
diferentes doses nas linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni.

TABELA 7 — Padrao de resisténcia observado com as linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni, apds a inoculagéo de
diferentes doses de parasita.

Linhagem Dose Resistente/Total Desafiado % de Resisténcia

10° 15/15 100
C57BL6/Uni  10* 24/30 80

10° 20/30 66
A/Uni 10° 1/20 5

102 0/20 0

A linhagem C57BL/6/Uni foi submetida a cargas parasitarias crescentes em fungdo de sua maior resisténcia.
A linhagem A/Uni, por ser susceptivel, recebeu a concentracdo maxima de 10° formas de T. cruzi.
O inéculo foi administrado por via intraperitonial e o periodo minimo de observagao dos sobreviventes foi de 30 dias.

Os resultados encontrados confirmam a existéncia de uma diferenca
significativa entre as duas linhagens, frente a administracdo de diferentes doses do
parasita. A inoculacdo de 10? formas de T. cruzi foi capaz de matar todos os
individuos oriundos da linhagem susceptivel e nenhum, da resistente. O valor do X?
para estes resultados foi significativo: X*= 20 com p = 7,7x10°.

A dose correspondente a 10* formas de tripomastigotas sangticolas, quando
administrada por via intraperitonial, discrimina as duas populagdes, impossibilitando

a ocorréncia de um fenétipo intermediario de resisténcia.
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5.5 — Infecgao Experimental com Trypanosoma cruzi.

5.5.1 — Hibridos de primeira geragao: animais B6AF1.

O primeiro grupo experimental foi formado com animais hibridos F1, derivados
de acasalamentos realizados entre as linhagens C57BL6/Uni e A/Uni,
respectivamente de fenotipo resistente e susceptivel.

Os individuos deste grupo s&o idénticos quanto a sua composi¢cao genetica,
possibilitando um padrao homogéneo de resposta apds a inoculagcao com o T. cruzi.

Apés a administracdo da dose discriminatéria de parasitas (10* formas
sanguicolas), os animais do grupo foram examinados no 8° 9°ias, quando a
infeccao foi confirmada.

Os resultados obtidos com este grupo experimental estdo sumariados no
Tabela 8.

TABELA 8 — Inoculagao das linhagens susceptivel, resistente e hibrida.

Fenotipo Carga N¢ de Animais Ne¢ de (%) Resisténcia Sobrevida pos
Parasitaria Inoculados Resistentes infec¢ao
A/Uni Susceptivel 10° 10 0 0 11 +2
C57BL6/Uni  |Resistente 10* 30 24 80 21+4
107 22 20 91 1915
B6AF1 Hibrido
10° 25 22 88 14+1,5

Comparagao entre os animais hibridos de primeira geracdo B6AF1 e a linhagem isogénica de fenétipo
resistente ap0ds a inoculagdo com a dose discriminatéria de T. cruzi..

Os dados encontrados neste grupo experimental revelam que, frente a dose
discriminatéria de parasita, o comportamento observado nos animais hibridos B6AF1
€ similar ao observado na linhagem isogénica original de fendtipo resistente
(C57BL/6/Uni) conforme pode ser observado com a analise estatistica apresentada
no Tabela 9.

A elevada sobrevivéncia dos individuos deste grupo demonstra que a

resisténcia foi transmitida e o fendbmeno é dominante.
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TABELA 9: Andlise por X* da linhagem resistente isogénica original e animais F1.

Linhagem Total Inoculado Vivos Mortos

X?=1,16
C57BL6/Uni 30 24 6

P=0,282932
B6AF1 22 20 2
Total 52 44 8

Comparagéo entre a linhagem isogénica resistente original e os animais hibridos F1 com a dose de
10* parasitas. Os valores de X2 igual a 1,16 e p=0,28293 atestam a similaridade entre as duas
populagées.

Comparativamente, a andlise por X? entre a linhagem isogénica de fenétipo
susceptivel, e os animais hibridos B6AF1, apresentada na Tabela 10, evidenciam a
diferenca entre ambas as populagdes. A diferenca entre os fenétipos destas duas

populacdes foi bastante significativa.

TABELA 10: Andlise por X° da linhagem susceptivel isogénica original e animais hibridos F1.

Total Inoculado Vivos Mortos

X? =24.24
Aluni 10 0 10
B6AF1 22 20 2 P = 8,49x10”
Total 32 20 12

Comparacao entre a linhagem isogénica ori%inal de fenétipo susceptivel e os animais hibridos F1 com
a dose de 10* parasitas. Os valores de X igual a 24,24 e p=8,49x10", confirmam a significativa
diferenca entre as duas populagdes.

5.5.2 — Hibridos de segunda geragao: animais B6AF2.

O grupo experimental composto de animais recombinantes de segunda
geragédo B6AF2, produto do acasalamento consangiineo realizado entre os animais
hibridos B6AF1 (item 4.4.1), foi inoculado (i.p.) com a dose discriminatoria de T.
cruzi. No 142 dia pds indculo os animais foram investigados, confirmando-se a

infeccéao.
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Os resultados obtidos neste grupo experimental estdo sumariados na Tabela

11.

TABELA 11 - Animais Recombinantes de segunda geragdo B6aF2. Relagdo entre o nimero de animais

inoculados e resistentes.

Linhage Geracd Dose Animais Vivos Resistentes
BsAF2 F2 10* 107 43 40
BeAF2 F2 10* 87 441 47

Total 194 84 43

Os animais receberam a dose discriminatéria (i.p.) de parasitas e foram acompanhados por 30 dias.
Os sobreviventes foram identificados individualmente por meio de perfuracao auricular.

A hip6tese de um padrao de heranga monogénica, para a resisténcia a
infeccdo com a dose discriminatéria de T. cruzi, foi investigada com o teste de XZ, e o

resultado obtido esta demonstrado na Tabela 12.

TABELA 12 - Analise por X? do desvio do esperado para uma heranga monogénica

Linhagem Total Inoculado Vivos Mortos

X’ =4034
BAE2 194 84 110
194 1455 485 P=213x10"
Total 388 2295 158,5

A partir dos acasalamentos realizados, com os animais hibridos F1, foram obtidos 194 animais
recombinantes (F2) que foram inoculados. Destes, 84 animais resistiram a um periodo superior a 30
dias, correspondendo a 43% do total de animais infectados.

Um padrio de heranga monogénico para o fendmeno da resisténcia, com uma freqii€éncia de 75% de
um alelo dominante (esperado = 145 animais) e 25% recessivo (esperado = 48 animais), apresentou
um significativo desvio quando analisado pelo teste do qui-quadrado: X° = 40,34 p =2,13x10™"

O numero encontrado de animais resistentes (n=84) aliado ao desvio da
freqiéncia para uma heranga monogénica supondo uma distribuicdo 1 : 2 : 1,

demonstra que a resisténcia depende de mais que um gene.

57



A sobrevivéncia observada com os animais recombinantes de segunda
geracao indicada na Tabela 11, quando comparada com os resultados referentes aos
animais hibridos B6AF1 (TAB. 8), apresenta uma diferenca altamente significativa no
X? demonstrando que o fendmeno é poligénico e os genes foram dissociados
durante a obtengcdo dos animais recombinantes de segunda geracdo B6AF2. Estes
resultados podem ser observados na Tabela 13.

TABELA 13- Comparagao entre 0 niumero de sobreviventes dos grupos experimentais da geracéao
hibrida F1 e recombinante F2.

Linhagem Total Inoculado Vivos Mortos

X? =17,94
B6AF2 194 84 110
B6AF1 22 20 2 p= 2,27)(1 0-5
Soma 216 104 112

O elevado valor no X* demonstra o carater poligénico do fendmeno da resisténcia.

A recombinacgao dos alelos originada a partir dos acasalamentos consangiiineos entre animais
hibridos de primeira geracdo, conduziu a separacdo de genes associados presentes nas
populagcdoes B6AF1 e B6AF2.

5.5.3 - Infecgao dos animais das linhagens Recombinantes Isogénicas (RIS)

(item 4.1.2) com T. cruzi.

Animais das linhagens Recombinantes Isogénicas BXA1, BXA2, BXA4 e BXA7
foram inoculados com a dose discriminatéria de parasitas (10%) e acompanhados
pelo periodo de 30 dias. Conforme ja descrito, no 14° dia apds a administragdo do
in6culo os animais foram investigados para a presenca de T. cruzi, quando a
infeccdo foi confirmada.

Foram identificados dois grupos de animais com comportamento diferente,
quanto a sobrevivéncia apds a inoculagdo do parasita. No primeiro grupo, formado
pelas linhagens BXA1 e BXA7, cerca de 50% dos individuos que receberam a dose

discriminatéria de T. cruzi permaneceram vivos apés 30 dias de infecgdo. Por outro
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lado, apenas 20% dos animais das linhagens BXA2 e BXA4 que foram inoculados
sobreviveram.

Os resultados encontrados com estas populagbes de alta e baixa
sobrevivéncia estdo sumariados nas Tabelas 14 e 15.

TABELA 14 - Infecgdo experimental dos animais RIS (BXA1 e BXA7).

RIS | Grupo Carga Nede Animais  Vivos % Sobrevivéncia
Parasitaria Inoculados -
X°=0,85
BXA1 | | 10* 26 14 54 p =035
BXA7 10* 29 12 42
Total 55 26 48

A infeccao experimental com animais das quatro linhagens isogénicas recombinantes, derivadas
de C57BL/6 (resistente) e A/J (susceptivel), exacerbou a diferenga entre elas. As linhagens BXA1
e BXA?7 constituiram o grupo de maior sobrevivéncia (cerca de 50% dos animais infectados com a
dose discriminatéria).

Os resultados obtidos com o grupo de menor sobrevivéncia também
demonstram nao haver diferencas significativas entre as linhagens BXA2 e BXA4
quando comparadas entre si (TAB. 15).

TABELA 15 - Infecgdo experimental dos animais RIS (BXA2 e BXA4).

RIS | Grupo Carga Parasitaria N¢ de Animais Vivos % Sobrevivéncia
Inoculados
X?=0,39
BXA2 | || 10* 29 7 24 p= 0,53
BXA4 10* 39 7 18
Total 68 14 21

Apos a infeccdo experimental com os animais das linhagens isogénicas recombinantes BXA2 e
BXA4, foi observado um nivel de resisténcia menor que as outras duas testadas. Nestg grupo,
a sobrevivéncia foi cerca de 20% e a semelhanca entre as linhagens foi analisada por X".
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A comparacgao entre os dois grupos de animais (I e Il) revelou existir uma
diferenga significativa. Os resultados, considerando-se o numero de animais que
sobreviveram ap06s o inéculo (n=26 resistentes no grupo | e n=14 resistentes no

grupo 11); (X

= 9,87 com p = 0,001), revelam um comportamento diferenciado entre
as duas populacdes apo6s a inoculagdo com a dose discriminatéria do parasita.

Por outro lado, a comparacdo entre a sobrevivéncia encontrada com a
populacéo de animais recombinantes de segunda geracao (B6A)F2 apresentada na
Tabela 11 e as linhagens recombinantes isogénicas do grupo | (maior sobrevivéncia -
Tabela 14), revelou semelhanca entre o0os animais destes dois grupos que
sobreviveram & dose discriminatéria (X? = 0,27 com p = 0,6).

Estes dados confirmam a hipétese de que algumas regides importantes para a
resisténcia foram preservadas durante a obtengdo das linhagens recombinantes

isogénicas.

5.6 — Analise do determinismo genético com marcadores moleculares.

Os animais recombinantes de segunda geracao B6AF2, que resistiram a
infeccdo com a dose discriminatéria de T. cruzi, foram sacrificados afim de que as
amostras de DNA fossem extraidas.

As amostras foram examinadas com a reacdo de PCR, para os marcadores
moleculares apresentados na Tabela 5.

Os resultados observados com o uso dos primers bem como a analise

estatistica podem ser observados na Tabela 16.
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TABELA 16 — Principais regides envolvidas com a resisténcia a dose discriminatéria de T. cruzi.

Cromossomo Marcador Molecular  Posicao (cM) X* P Genes candidatos *

D7Mit27 23 8,83 0,012088

Crom. 7 D7Mit82 25 17,57 0,000152  IL-2; IL-3; IL-4; IL-18;
D7Mit301 46,6 13,03 0,001481 TGF; Fas.
D7Mit222 52,6 8,92 0,011556
D11Mit162 8 1,80 0,406569 IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-

Crom. 11 D11Mit83 16 26,82 1,49x10°  12;IL13; TGFp; TNFa
D11Mit135 17 2,57 0,276840

Crom. 14 D14Mit7 44 3,16 0,206403 IL-2; TGFB
D14Mit265 48 1947  592x107
D17Mit16 18 0,89 0,640218 IL-2; TGFp; TNFa; TNFf;
D17Mit176 22 11,41 0,003326 Fas; Tirl; Lmrl

Crom. 17 D17Mit66 24 0,38 0,829020
D19Mit40 25 2,79 0,248246

Crom. 19 D19Mit19 26 18,43 9,96x107 Pdcd4; Tnfrs6; Jak2; Fas
D19Mit100 27 6,4 0,040839

* Genes importantes ou relacionados a resposta imune, selecionados do Jackson Laboratory (www.jax.org). Foram
considerados os seguintes intervalos: Crom. 7: 20 a 62 cM; Crom. 11: 8 a 29 cM; Crom. 14: 40 a 50 cM; Crom. 17: 17 a 25
cM; Crom. 19: 22 a 28 cM.

Foram consideradas apenas as regides que apresentaram um valor estatistico
com X2 superior a 10. A hipétese de um padréo de resisténcia dependente de varias
regides exigiu a adogdo de um valor elevado de X? com o intuito de incrementar a
relacdo entre elas (X? igual a 10 é associado a um valor de Lod score de 3 que
equivale a um p = 10).

A participagdao de multiplos genes no fendbmeno da resisténcia a cepa Y de T.
cruzi, confirma os resultados encontrados nos demais grupos experimentais.

Os resultados observados na Tabela 16 demonstram que regides presentes
nos cromossomos 7, 11, 14, 17 e 19 estdo fortemente associadas a resisténcia de
camundongos infectados com a cepa Y de T. cruzi.
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5.7 - Comparagao entre as regioes de desequilibrio observadas nos animais
recombinantes resistentes de segunda geracao B6AF2 e as linhagens
recombinantes isogénicas.

As regibes associadas ao fendbmeno da resisténcia, observadas nos
camundongos B6AF2 apos a inoculagdo da dose discriminatoria de T. cruzi (TAB.
16), foram comparadas com o gendtipo das linhagens recombinantes isogénicas de
maior (BXA1 e BXA7) e menor (BXA2 e BXA4) sobrevivéncia.

O gendtipo de cada uma das linhagens recombinantes isogénicas foi obtido do
Jackson Laboratory, no endereco http://www.jax.orqg.

Os resultados encontrados estao apresentados na Tabela 17.

TABELA 17 — Relacdo entre os marcadores identificados nos animais B6AF2 que resistiram ao T. cruzi e

as linhagens recombinantes isogénicas resistentes e susceptiveis importadas do Jackson Laboratory.

Marcador Molecular Linhagens Recombinantes Isogénicas
X? (B6A)F2r  Posicdo Grupo | Grupo I
BXA1 BXA7 BXA4 BXA2
D7Nds5 23 B B A A
D7Mit82 17,57 25 B B A A
D7Mit145 26,4 B B A A
D7Mit70 27,8 B A A A
D7Mit301 46,6 B A A A
D11Mit162 8 A A A B
D11Mit83 26,82 16 A A A
D14Mit7 44 B A B B
D14Mit265 19,47 48 B B B B
D14Mit166 52 B B B B
D17Mit17 19 B B A B
D17Mit176 11,41 22 B B A B
D17Mit66 24 B B A B
D19Mit40 25 B A A A
D19Mit19 18,43 26 B B B A
D19Mit47 29 B A B A
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Os resultados encontrados demonstram uma consisténcia em 4 das 5 regides
nas linhagens de maior resisténcia (BXA1 e BXA7); trés na linhagem BXA2 e duas
na BXA4. Estes dados reforcam a importdncia dessas regides, inicialmente
identificadas nos animais recombinantes de segunda geracdo B6AF2, e a resisténcia

a 10* formas de T. cruzi injetados i.p.

5.8 — Desenvolvimento de um modelo murino recombinante congénico

resistente a cepa Y de Trypanosoma cruzi.

A identificacao das regides envolvidas com a sobrevivéncia dos camundongos
estimulou o desenvolvimento de um novo modelo animal para o estudo das relagées
parasita-hospedeiro, durante a infec¢ao experimental o T. cruzi.

Esta nova linhagem foi denominada de AcB6 (Eppig & Guenter, 2003) e uma
vez utilizada na infeccdo experimental com a cepa Y de Trypanosoma auxiliara na
compreensao de alguns eventos bioldgicos relacionados a resisténcia.

Em fungdo da metodologia utilizada na sua obtencdo, estes animais
apresentam um genotipo constituido de cerca de 80% a 90% da linhagem A/Uni de
fenétipo susceptivel. Entretanto, a administracdo de 10° formas de parasita injetados
por via i.p., ndo mata todos os animais, permitindo uma selecdo de individuos
resistentes.

Estes individuos foram acasalados programadamente, formando familias que
estdo sendo mapeadas e mantidas separadas. A genotipagem dos animais destas
familias que sobreviveram a um periodo superior a 30 dias esta demonstrada na
Tabela 18.
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TABELA 18 — Genotipagem parcial dos animais da linhagem congénica (BcA) em desenvolvimento, que
sobreviveram a infeccéo com o T. cruzi.

Marcador | Posicéo Familia AcB6 Familia AcB6 Familia AcB6 Familia AcB6
molecular (cM) 0042 0043 0044 0045
A AB | B A| AB | B A | AB B A |AB | B

D10Mit230 49
D10Mit180 64

D11Mit167 71

D13Mit115 7

D13Mit3 10
D13Mit88 21
D13Mit13 35

D14Mit207 55
D14Mit133 10
D14Mit113 25

D14Mit37 21
D14Mit114 30
D14Mit7 44

D14Mit228 47

D14Mit265 48
D14Mit165 52

D17Mit142 42

D18Mit111 8

D18Mit58 16

D19Mit100 27

A genotipagem estd sendo realizada em todo o genoma, porém, prioritariamente, estdo sendo considerados 0os cromossomos
que mostraram importincia para a sobrevivéncia dos animais dos grupos anteriores. A separagdo em familias permite que
tanto os acasalamentos consanguineos como os retro-acasalamentos com A/Uni, sejam realizados com menores
possibilidades de erros. As familias sdo mapeadas e cada animal é marcado individualmente. Os marcadores hachurados
apresentam animais com genétipos AB e BB em todas as familias.

Na Tabela 18, foram consideradas as regides cujos marcadores foram
heterozigotos (AB) ou homozigotos (BB) para o gendtipo da linhagem isogénica
original resistente (C57BL/6/Uni).

Os cromossomos 11, 14, 17 e 19 presentes em outros grupos experimentais
também sdo encontrados nesta populagdo. O cromossomo 7 foi perdido durante o

desenvolvimento do modelo congénico resistente.
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A andlise de cada familia, em separado, revela regides cromossdmicas
proprias e também comuns a todas elas. Os cromossomos e marcadores que
apresentam apenas os gendtipos AB ou BB em cada familia podem ser observados
nas Tabelas (19a — 19d).

TABELA 19 A - Familia 0042 TABELA 19 B - Familia 0043
Cromossom Marcador Posigao Cromossomo Marcador Molecular  Posicdo
0 Molecular
. D13Mit115 7
Crom. 10 D10Mit230 49 Crom. 13 D13Mit3 10
. D13Mit88 21
Crom. 11 D11Mit167 71
- D14Mit113 25
DI3Mit115 7 D14Mit37 21
Crom. 13 D13Mit3 10 Crom. 14 D14Mit114 30
D13Mit13 35 D14Mit7 44
) D14Mit228 47
D14Mit113 25 D14Mit265 48
D14Mit37 21
Crom. 14 D14Mit114 30 Crom. 17 D17Mit142 42
D14Mit7 44
D14Mit228 47 Crom. 18 D18Mit11 8
D14Mit265 48
) Crom. 19 D19Mit100 27
Crom. 18 D18Mit11 8
D18Mit58 16
Crom. 19 D19Mit100 27
TABELA 19 C - Familia 0044 TABELA 19 D — Familia 0045
Cromossomo  Marcador Molecular  Posi¢cdo Cromossomo  Marcador Molecular  Posi¢cdo
Crom. 10 D10Mit230 49 Crom. 10 D10Mit230 49
DToMitt8o 03
D13Mit115 7
D13Mit115 7 Crom. 13 D13Mit3 10
Crom. 13 D13Mit3 10
DT3MIT88 2T D14Mit207 55
D14Mitl133 10
D14Mit207 55 D14Mit113 25
Crom. 14 D14Mitl133 10 D14Mit37 21
D14Mit113 25 Crom. 14 D14Mit114 30
D14Mit37 21 D14Mit228 47
D14Mit265 48
Crom. 17 DI17Mit142 42 D14Mit165 52
Crom. 18 D18Mit11 8
D18Mit58 16
Crom. 19 D19Mit100 27
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5.81 — Teste de infeccdo com os animais recombinantes congénicos

resistentes (AcB6).

Os macrofagos peritoniais das linhagens resistente (C57BL/6/Uni), susceptivel
(A/Uni) e dos congénicos resistentes (AcB6) foram processados e infectados pelo T.
cruzi como descrito. Os resultados desta infeccdo podem ser observados na Figura
7. Imagens de campos representativos da infeccdo de cada uma das linhagens
podem ser vistas na Figura 8.

FIGURA 7 - Infecgé&o de macrofagos peritoniais oriundos das linhagens resistente, susceptivel e

dos congénicos resistentes (AcB6).
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Infeccdo de macréfagos peritoniais obtidos de diferentes linhagens de camundongos.
As barras representam erro padrao da média observada.
Foram investigadas a porcentagem de células infectadas e a quantidade de parasitas em cada célula.

Os resultados obtidos demonstram ndo haver diferencgas significativas entre as

linhagens testadas, definindo que o parasita penetra igualmente nos trés grupos de

animais.
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Esses dados demonstram nao haver dependéncia de receptores de superficie
celular especificos para a penetracao do parasita, quer seja na linhagem de fenétipo

resistente como na susceptivel.

FIGURA 8 — Campos representativos da infeccdo dos macréfagos extraidos das linhagens resistente,
susceptivel e dos congénicos resistentes (AcB6).
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As imagens digitais da infeccdo de macréfagos peritoniais obtidos de diferentes linhagens de
camundongos, foram realizadas apds um periodo de 24hs de um desafio 2:1 com tripomastigotas da
cepa Y de T.cruzi, obtidos de sobrenadante de células LLC-MK2 infectadas.

5.8.2 - Histopatologia da infecgdo natural com a cepa Y de T.cruzi, realizada na

linhagem de camundongos congénica resistente (AcB6).

Animais da linhagem congénica resistente (AcB6), infectados com o

tripanosoma, foram investigados histologicamente na fase crénica. Os controles da

67



infeccdo foram as linhagens de fendtipo resistente (C57BL/6/Uni) e susceptivel

(A/Uni). O tecido de escolha para a validacao do modelo foi o musculo cardiaco (FIG.

9).

FIGURA 9 - Histopatologia do coragdo de camundongos infectados com 10° formas de T.cruzi.

A/Uni

C57BL/6/Uni

cB6 |

A esquerda imagens do tecido cardiaco oriundo da linhagem suceptivel. Ao centro observamos o padréo obtido com
animais da linhagem resistente e, a direita as imagens obtidas apés a infecgdo dos animais Recombinantes Congénicos

resistente.

Aumento superior obtido com objetiva 10x, inferior com 20x(C57BL/6/Uni e AcB6) e 40x(A/Uni). Documentado através de
camara digital Pixera instalada em sistema Leika, com éptica planacromatica. Coloragao HE, cortes de 6 um.

Como pode ser observado, a presenca de cardite intensa, com infiltrados

inflamatérios ao redor de fibras lesadas, ocorre somente na linhagem A/Uni, com

maior preservacao do tecido cardiaco nas demais linhagens testadas.
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6 - DISCUSSAO

Em funcdo de sua importancia, a Doenca de Chagas figura entre quatro das
principais doencas tropicais que integram um programa especial destinado a
amenizar os problemas mundiais em Saude Publica (Remme et al., 2002).

Ha aproximadamente 30.000 anos, com a introdugdo dos humanos e sua
proximidade aos animais, instalou-se o ciclo doméstico do T. cruzi. Posteriormente,
roedores e morcegos estabeleceram a conexao entre estas duas vias de transmissao
acentuando epidemiologicamente o problema, agravando-o do ponto de vista da
saude publica (Rassi et al., 2001; Macedo et al., 2002; Teixeira, 1987).

Assim, por tratar-se de uma infecgdo de historia natural muito antiga, as
relacbes parasita-hospedeiro apresentam-se extremamente complexas, envolvendo
adaptagbes profundas de ambos os lados, interferindo no desenvolvimento da
infeccdo (Andrade et al. 1985 e 2002; Aguillon et al., 2000; Andersson et al., 2003a e
2003b; Vera-Cruz, et al., 2003).

Nada em biologia faz sentido, a ndo ser a luz da evolugdo — Esse principio
formulado por Theodosius Dobzhansky, e as relagdes evolutivas das respostas
imune inata e adaptativa, adquirem contornos claros para a Imunogenética, em
especial quando estuda—se aspectos que envolvem as relagbes entre os
microrganismos e imunidade. Os processos infecciosos sao, provavelmente, a
principal origem de pressao seletiva sobre a evolugdo do sistema imune com suas
redes de células e moléculas que interagem no desenvolvimento de respostas aos
agentes estranhos. E, vice—versa, a rede imunoldgica funcional exerce presséo
seletiva sobre as caracteristicas de viruléncia, infectividade e toxicidade dos
microrganismos. Mais ainda, determinando a sobrevivéncia de microrganismos, bem
como para cada segmento da resposta imune do hospedeiro, ha uma gama de
fatores resultantes da participacdo de componentes genéticos e ambientais.
Portanto, a resposta imune é resultante da co—evolucao, durante longos anos, tanto
de vertebrados como de microrganismos, e inclui o estabelecimento de relagbes

comensais e simbidticas constantes. As caracteristicas genéticas, os mecanismos
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operacionais, o complexo de efeitos pleiotrépicos do sistema imune serdo afetados,
em especial, pelas experiéncias prévias dos individuos com moléculas presentes em
microrganismos, ou com moléculas administradas através de vacinagdes (Sant’Anna,
comunicagao pessoal).

Embora as doencgas causadas por parasitas, muitas vezes ndo conduzam a
morte imediata, podem comprometer, de maneira significativa, a saude de individuos
infectados, interferindo em sua qualidade de vida, na capacidade de trabalho e até
mesmo em seu desenvolvimento pessoal (Coura & Castro, 2002; Kropf et al., 2003).
No caso do mal de Chagas, o significativo aumento na compreenséao cientifica da
doenca, observado nas Ultimas décadas, contribuiu sobremaneira no
desenvolvimento de novos farmacos; de novas tecnologias para a pesquisa do
parasita em pessoas suspeitas; na sistematica de triagem em bancos de sangue e
em programas de saude publica voltados para o atendimento dos doentes, com
consequéncias no avango da doenca (Dias et al., 2002).

A extensa lista de publica¢des acerca do mal de Chagas demonstra que, apds
o primeiro contato com o parasita na fase aguda, ocorre a evolugdo para uma fase
cronica com comprometimentos cardiacos, neurolégicos e trato gastrintestinal,
entretanto, permanecem desconhecidas as razdes pelas quais pessoas portadoras
do T. cruzi desenvolvem formas clinicas diferentes, onde 70% sao assintomaticos ou
apresentam forma indeterminada; 20% a 30% doenga cardiaca e 8% a 10% moléstia
digestiva (Cunha-Neto, 1999; Soares et al., 2001b). Investigacbes de casos
clinicos, realizadas em pessoas com problemas de saude, decorrentes da infeccao
Chagasica, demonstraram haver influéncia das constituicoes genéticas do parasita e
do hospedeiro, no estabelecimento da doenca e em sua gravidade (Girones &
Fresno, 2003; Goldenberg & Krieger, 1997).

A despeito de existirem muitas informacdes, originadas a partir da
investigagdo clinica em humanos, a maior parte dos conhecimentos acerca da
doenca de Chagas deriva dos ensaios realizados com modelos animais, sendo
frequente o uso de camundongos. Os resultados encontrados na literatura com estes

animais demonstram que, também entre os murinos, a doenca se manifesta de forma
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diferente, em funcéo das constituicdes genéticas do parasita, do hospedeiro (Moulia
et al., 1996) e das relagdes entre ambos (Laucella et al., 1996a).

Por esta raz&o, estudos que busquem esclarecer a importancia da constituicao
genética do parasita e do hospedeiro sdo plenamente justificados e para tanto, a
investigagao cientifica tem sido realizada utilizando modelos animais.

Assim, nas Ultimas décadas foram desenvolvidas mais de 1000 linhagens de
camundongos, muitas delas com caracteristicas unicas, sendo bem conhecida a
necessidade de seu controle (Festing, 1982 e 1987; Hedrich, 1992 e 1983; Russel et
al., 1993; Guénet & Bonhomme, 2003). Por outro lado, a criacdo de centros de
referéncia capazes de manté-las sob rigidos controles de ambiente e monitoradas do
ponto de vista sanitario e genético passaram a ser imprescindiveis (Bleby, 1986;
Festing, 1999)

Entretanto, se por um lado as linhagens de camundongo, quando
padronizadas, atuam como ferramentas, capazes de simular as complexas
interacoes entre 6rgdos e sistemas, possibilitando a compreensao in vivo dos
eventos relacionadas ao desenvolvimento da doenga, experimentos realizados em
animais contaminados sao profundamente alterados, comprometendo a exatidao dos
resultados, dificultando sua interpretacdo e tornando o animal inadequado como
modelo experimental (Festing, 1982; Festing, 1999; Gubbels et al., 1985; Lovell et al.,
1984; Andersson et al., 2003a e 2003b; Clarke & Hollstein, 2003; Fogo, 2003;
Guarner et al., 2001).

Todavia, este fato € ainda mais importante quando os experimentos tém como
objetivo, investigar fendbmenos que sofrem influéncia da composicdo genética do
individuo, como doencas degenerativas, mutagdes, hipertenséo, diabetes tipo | e
susceptibilidade ou a resisténcia a patdgenos entre outras (Vyse & Todd, 1996;
Dudley et al., 1995; Muraille et al., 2003; Potter et al., 1994; Prows & Horner, 2002;
Rogner & Avner, 2003; Roberts et al., 1999; Morel et al., 1996; Kramnik et al., 1998;
Di Marco et al., 2003).

Entretanto, dentre as mudltiplas opgbes de animais a serem utilizadas, as
linhagens isogénicas de camundongos sdo, em geral, a primeira escolha para o
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desenvolvimento programas de investigacdo genética, uma vez que, por
apresentarem uma homozigose em cerca de 99% dos alelos, respondem de forma
homogénea oferecendo resultados universais e reprodutivos (Beck et al., 2000;
Darvasi & Soller, 1995; Demant & Hart, 1986; Fortin et al., 2001a e 2001b).

Na Doenca de Chagas experimental, o uso desta espécie demonstrou que
existe um comportamento diferente entre as linhagens isogénicas de camundongos,
apos a inoculagdo com o T. cruzi (Corsini et al., 1980; Graefe et al., 2003;
Wrightsman et al.,, 1982; Wrightsman et al., 1984; Wrightsman et al., 1995;
Wrightsman et al., 2000; Trischmann et al.,1978; Trischmann & Bloom 1982;
Trischmann, 1983, 1984a e 1984b).

Considerando-se que a genética do parasita vem sendo estudada por grande
namero de pesquisadores (Tibayrenc., 1995; Tibayrenc & Ayala 1999; Tibayrenc et
al., 1986; Macedo & Pena, 1998; Macedo et al. 2002; Guhl et al. 2002; Devera et al.
2003; Brisse et al. 2003; Brisse et al. 2000; Borges et al. 2003; Barnabé et al. 2000),
o presente trabalho aborda a constituigdo genética do hospedeiro, que é
determinante no desenvolvimento da doenca (Andersson et al. 2003a e 2003b;
Andrade et al. 2002; Aguillon et al. 2000; Trischmann, 1983; Trischmann & Bloom
1982; Trischmann, 1986; Wrightsman et al. 1984; Wrightsman et al. 1982; WHO,
2003).

Com relacdo a importancia da constituicdo do parasita, analises de
diversidade morfobioldgica mostram diferencas entre as linhagens. Atualmente as
cepas sao classificadas em dois subgrupos principais que apresentam diferencas no
tropismo com reflexos sobre a morbidade da doenca (Devera et al., 2003)

Dada esta diversidade, para a realizagdo do presente trabalho, cuidou-se para
que em todas as suas etapas, uma unica cepa de Trypanosoma fosse utilizada.

No que diz respeito ao hospedeiro, dados coletados na literatura informam que
algumas linhagens morrem ainda na fase aguda da doenca e com baixas doses de
parasitas injetados i. p., enquanto outras, controlam a infec¢ao, passando para uma
fase crénica com todos os individuos sobrevivendo (Trischmann, 1983; Pontes-de-
Carvalho et al., 2002).
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Desta forma, foi realizado um teste com linhagens do Cemib e os resultados
encontrados confirmaram os dados da literatura de que, os animais das linhagens
C57BL6/Uni e A/Uni comportam-se de maneira diferente na infeccdo com o T. cruzi,
apresentando respectivamente os fenétipos resistente e susceptivel (Corsini et al.,
1980a e 1980b; Wrightsman et al., 1984).

Porém, estes dados somente sédo validos se os animais utilizados, no ensaio
experimental, forem geneticamente padronizados, de forma que os resultados
encontrados possam ser comparados com a literatura (Kahan et al., 1982; Godard &
Guénet, 1999; Festing, 1982; Festing, 1999; Beckman, 1992; Beck et al., 2000).

Por esta razao, os primeiros esforcos, para a realizacdo do presente trabalho,
foram no sentido de assegurar a qualidade genética dos animais, certificando-os de
forma a se descartar contaminantes de quaisquer génese, que pudessem inviabilizar
o seu uso. Os testes empregados sdo tradicionalmente utilizados em centros de
referéncia que produzem animais certificados (Festing, 1987).

Uma vez que diferentes autores correlacionam a influéncia de genes
presentes no cromossomo 17, a resisténcia ou susceptibilidade a patdégenos, iniciou-
se a analise por este cromossomo e, para tanto, foi observada a sua participacao no
reconhecimento de tecidos exégenos (Hedrich, 1983; Demant, 1980).

O método empregado foi o transplante de pele, um teste simples, porém
bastante eficiente na deteccédo de alteragcées na constituicdo genética dos animais.
Sua eficiéncia se baseia na expressdo de genes existentes no complexo principal de
histocompatibilidade (Medawar, 1958; Hedrich, 1992, Demant, 1980).

No periodo inicial de observacdo de 7 dias, os animais transplantados nao
apresentaram rejeicdo. Do mesmo modo, decorridos o minimo de 200 dias, nédo
foram observadas alteragbes no padrao de cor, tamanho da pele transplantada,
tampouco inchaco ou manchas entre os individuos doadores e receptores.
Paralelamente, o auto-enxerto utilizado como controle da técnica, apresentou “pega”
normal, atestando que a mesma foi conduzida de forma apropriada.

Este conjunto de resultados demonstra que os tecidos transplantados foram

aceitos, indicando que o sistema imune do receptor ndo foi capaz de reconhecer
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diferencas significativas para a rejeicdo. Fundamentalmente a rejeicdo ocorre em
dois momentos; por ocasido de uma infec¢éo, ou pela auséncia de compatibilidade
entre os tecidos do doador e receptor. A observacdo dos animais deste grupo, néo
revelou quaisquer sinais sugestivos de infec¢do. Por outro lado, o aceite do tecido
demonstra que, por esta metodologia, as linhagens testadas nao apresentam
contaminacao genética.

Apesar da aparente simplicidade deste procedimento, outras informagdes, que
nao as diretamente associadas ao lécus H2 podem ser obtidas, uma vez que, é
esperada a influéncia de genes, ainda nao identificados, na rejeicao de tecidos, como
parte de uma resposta imune que é poligénica, dependente de loci menores de
histocompatibilidade e, portanto, bastante complexa (Festing, 1982; Hedrich, 1992).

A analise genética das linhagens empregadas neste trabalho seguiu as
normas comumente utilizadas em Centros de exceléncia para a produgdo animal,
onde herancas poligénicas como indices de produtividade, ganho de peso, tamanho
médio da ninhada e cor da pelagem, entre outras, atuam como referencial,
denunciando a ocorréncia de contaminagao genética (Lamoreux, 2000; Esaki, 1984).

Além destas informacgdes, que sdo extraidas do acompanhamento diario das
colénias, foi realizada a andlise de um carater poligénico baseado na cor da
pelagem.

O teste de acasalamento para a observacdo da expressdo de genes,
relacionados a pigmentacao, baseou-se na freqiiéncia da distribuicdo dos fendtipos
entre individuos F1 e F2, auxiliando na deteccao de deriva genética, uma vez que €
freqiente a associacdo entre mudancas no padrdo de pigmentacdao e mutagao
(Esaki, 1984; Hedrich, 1983).

Os resultados apresentados na Tabela 6 obtidos com a analise dos animais de
segunda geracgao, derivados do acasalamento entre as linhagens C57BL/6/Uni e
A/Uni, ndo apresentam diferencas significativas entre as freqiiéncias observada e
esperada, demonstrando que estas duas linhagens estdo preservando suas

caracteristicas originais relacionadas aos alelos envolvidos com a cor da pelagem,
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reforcando os dados obtidos previamente e que excluem uma contaminacao
ordinaria entre estas linhagens.

Estes resultados sao relevantes, uma vez que além de atestarem a auséncia
de contaminac¢des nas linhagens utilizadas, denunciam ainda falhas técnicas de
manipulagdo, que inviabilizariam a idéia de se obter um modelo recombinante
congénico resistente a cepa Y do T. cruzi (Bleby, 1986).

Apesar da facilidade no uso e da eficiéncia destas metodologias, elas
apresentam a desvantagem de necessitarem de um longo periodo de observagéo e
de uma quantidade consideravel de animais. Além disso, elas se baseiam na
observacao do produto da expressao de alguns genes e, por esta razdo, apresentam
uma limitacdo em sua sensibilidade. Tais desvantagens foram superadas, quando
simultaneamente empregou-se a técnica da PCR para avaliar a qualidade genética
dos animais (Love et al., 1990).

Desde entado, esta metodologia e as regides de microssatélite da molécula de
DNA constituem importantes instrumentos para o0 mapeamento genético, estudo de
doencas de fundo genético e para programas de controle de qualidade genética de
animais de laboratério (Beckman, 1992; Kondo et al., 1993; MacCarthy et al., 1995;
Serikawa et al., 1992).

As linhagens fenotipicamente iguais, oriundas da col6nia de fundagéao, foram
investigadas com os marcadores apresentados na Tabela 2. Os resultados obtidos
demonstram que as linhagens oriundas desta colbnia, e utilizadas para
descongelamento, manutencdo e repique dos parasitas, nao apresentaram
diferengas significativas quando foram comparadas com as amostras de DNA
padréo.

Ainda com o uso dos microssatélites apresentados na Tabela 3, observou-se
que o polimorfismo entre as linhagens C57BL/6/Uni e A/Uni, respectivamente de
fendtipo resistente e susceptivel a cepa Y do T. cruzi, esta preservado. Estes
resultados avalizam a realizagao de testes de infecgdo experimental com o parasita,
uma vez que e possivel identificar a participacdo de cada uma das linhagens parentais

originais, nas progénies.
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A confiabilidade do emprego destes animais foi reforcada com a observacao
de auséncia de comprometimento, no grau de isogenia, das linhagens resistente e
susceptivel, observada com a utilizacao de um elevado nimero de primers (TAB. 4).
Este procedimento amplia as chances de se observar alelos em heterozigose, que
possam estar presentes em regides do genoma dos animais de ambas as linhagens.

Todos os resultados de analise genética, obtidos com as metodologias
empregadas, demonstram que as linhagens utilizadas ndo apresentavam diferencas
quando comparadas com as amostras de DNA padrdo, oriundas de centros de
pesquisa da Europa.

A certificagdo destas linhagens excluiu a possibilidade de interpretacdes
equivocadas ou inconclusivas, decorrentes de alteragcdes na composi¢cao genética dos
modelos utilizados, fato indispensavel, quando se investiga a freqiéncia de alelos
envolvidos com a resisténcia a patégenos (Graefe et al., 2003).

Porém, além da importancia dos gendétipos do parasita e do hospedeiro, faz-
se necessario observar que, a sobrevivéncia dos animais varia também, em funcao
da dose infectante. Por esta raz&o, diferentes inéculos foram testados, com o
propésito de selecionar animais que sobreviviam exclusivamente as maiores doses
administradas, variando-se de um inéculo constituido de 10" tripomastigotas, até 10°
parasitas por animal, em ambas as linhagens.

Este procedimento possibilitou que uma populagéo, altamente resistente a esta
cepa de parasita, fosse isolada, excluindo-se individuos que apresentavam um fenotipo
intermediario de resisténcia, bem como permitiu a identificacdo de uma dose
discriminatoria, definida como sendo a dose, onde ao menos 80% dos animais
inoculados sobrevivem. Paralelamente, o fato de a resisténcia ser considerada apenas
apdés um periodo, igual ou superior a 30 dias, foi importante para que a heranga,
responsavel por este fendtipo, estivesse presente em todos os individuos que
sobreviveram. O teste estatistico realizado neste experimento foi significativo,
revelando um valor de X? = 20 com p = 7,7x10°, enfatizando que a dose,
correspondente a 10* formas de tripomastigotas, administrada por via intraperitonial,

discrimina as duas populacdes, sem a interferéncia de uma resisténcia intermediaria,
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possibilitando o acompanhamento do fenétipo nos descendentes de acasalamentos
realizados entre estas duas linhagens.

Para determinar o comportamento frente ao T. cruzi, de uma progénie derivada
dessas linhagens parentais isogénicas, foram realizados acasalamentos programados
e os descendentes foram submetidos a dose discriminatéria de 10* parasitas/animal.
Esta populagdo de hibridos de 1% geragdo tem a caracteristica de ser homogénea,
possibilitando um padrdo Unico de resposta, uma vez que cada metade de sua
constituicdo genética corresponde aos parentais isogénicos resistente e susceptivel
(Beck et al., 2000; Festing, 1987).

Os resultados obtidos demonstram que a populacdo de animais hibridos
B6AF1, se comporta de maneira semelhante aquela observada com o parental
isogénico de fendtipo resistente (C57BL6/Uni), com uma inferéncia estatistica de X?
igual a 1,16, equivalente a um p=0,28293, os quais atestam a similaridade entre as
duas populacdes, corroborando os achados de Corsini et al. (1980a e 1980b) para
experimentos de inoculacdo de hibridos F1, com esta cepa de parasita, e
demonstrando que a resisténcia obedece a um padrdo de heranca de carater
dominante (Graefe et al., 2003).

A comparacgéo estatistica entre os animais hibridos de 1° geracao (B6AF1), e a
linhagem parental isogénica de fendétipo susceptivel (A/Uni) confirma estes achados.
Apbs a administragcdo de um inéculo com 10 formas de tripomastigotas, o valor de X?
foi igual a 24,24 e p=8,49E-07, demonstrando existir uma diferenca acentuada entre
estas duas populacgdes, indicando que o fendtipo resistente esta sendo transmitido para
a progénie. O periodo de observacao superior a 30 dias, permite concluir que os
mecanismos envolvidos com o controle da doenga aguda estdo preservados nos
animais B6AF1, possibilitando a sua sobrevivéncia.

Paralelamente, estes resultados quando comparados aos achados de Graefe
et al. (2003) permitem supor que, nas linhagens isogénicas, alelos recessivos podem
ser responsaveis pela susceptibilidade murina ao T. cruzi.

Os animais hibridos de segunda geragcdo (B6AF2), oriundos dos

acasalamentos realizados na forma de intercross, entre individuos hibridos F1, quando
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desafiados, com a dose discriminatéria, mostraram que as regides do genoma
importantes para a sobrevivéncia, foram dissociadas, permitindo a andlise do padréo de
heranca (Fortin et al., 2001a e 2001b).

A estratégia de se empregar acasalamentos programados entre linhagens
isogénicas com fendtipos distintos ja foi utilizada, em diferentes momentos, na
investigacao da resisténcia e susceptibilidade a patégenos (Mock et al., 1993 e 1994).
O uso desta estratégia, consorciado a marcadores moleculares, permite a identificacao
no genoma dos animais, de regides em desequilibrio na freqiiéncia dos alelos oriundos
de cada parental isogénico original (Moen et al. 1997; Prows & Horner, 2002; Iraqi et
al. 2000).

Com este delineamento, foram identificados genes importantes para a
resisténcia a diferentes agentes como o virus murino de Theiler (virus da
encefalomielite murina) responsavel pela esclerose multipla em camundongos (Azoulay
et al.,, 1994; Bureau et al., 1993; Bureau et al., 1992; Fitte et al., 1995); bactérias
(Kramnik et al. 1998; Fortin et al., 2001a, Trezena et al. 2002) e protozoarios (Anexo 6)
como a Leishmania, Plasmodium e T. congolense (Stevenson & Lyanga, 1982; Fortin
et al., 1997; Fortin et al., 2002; Fortin et al., 2001b; Roberts et al., 1997; Roberts et al,
1999; Kemp et al., 1997).

Entretanto, na investigacdo experimental, com o objetivo de analisar a
resisténcia de camundongos, apds a inoculagdo com a cepa Y do T. cruzi, este
protocolo é inédito.

Uma avaliagéo inicial, considerando o numero de animais que sobreviveram
(43%), permite afirmar que, a resisténcia ndo obedece a um padrdao de heranca
monogénico, uma vez que neste caso esperar-se-ia um total de 75% de sobrevivéncia,
equivalentes a 145 animais do total inoculado. Estes dados corroboram os relatos de
Wrightsman et al. (1982), que sugerem uma heranga com multiplos genes,
influenciando a resisténcia de camundongos infectados experimentalmente com a cepa
Brasil do T. cruzi. A despeito das diferentes cepas, o delineamento experimental

realizado, até esta etapa do trabalho, € semelhante a desenvolvida por estes autores,
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sugerindo que os achados com a cepa Brasil podem ser estendidos para outras
linhagens do parasita.

A analise estatistica realizada, comparando o numero de sobreviventes obtidos
com este grupo experimental, e o nivel de resisténcia encontrado com os isogénicos
originais C57BL/6/Uni, apresentou um valor de X* = 40,34 com p = 2,13e-10,
sugerindo fortemente que, o fendmeno da resisténcia obedece a um padrdo de
heranca poligénico e que, os alelos foram dissociados na produgdo dos animais
hibridos F2, conforme resultados previamente indicados na literatura (Wrightsman et
al., 1982).

Entretanto, apesar de ndao haverem sido demonstrados formalmente em
trabalhos anteriores, estes resultados ndo sado surpreendentes. A existéncia de
linhagens isogénicas, que apresentam um padrao intermediario de resisténcia sugere
que os varios alelos, importantes para a sobrevivéncia dos animais, foram segregados
e fixados de maneira diferente nestas linhagens, durante o processo de isogenia. Por
outro lado, este gradiente de linhagens denuncia que, os mecanismos associados ao
fendmeno da resisténcia sao bastante complexos (Guénet & Bonhomme, 2003;
Lipodova et al., 2000; Fortin et al., 2002).

No presente trabalho, a partir dos resultados encontrados com um genome
wide scan, foram identificadas regides importantes para a sobrevivéncia, presentes nos
cromossomos 7, 11,14,17 e 19 com desequilibrio na freqiéncia esperada para alguns
dos marcadores (TAB. 16) (Passos et al., 2002).

Para tanto, todos os cromossomos foram investigados pela técnica da PCR,
inicialmente a uma distancia de 30 cM, sendo posteriormente investigada em intervalos
menores nas regides em desequilibrio, conforme descrito por Iraqi et al., (2000); Kemp
et al., (1997); Clapcott et al. (2000).

Os resultados encontrados apontam para a existéncia de genes, com fungdes
pertinentes a um mecanismo de resisténcia ao T. cruzi, localizados préximos as regides
marcadas com os primers D7mit82, D7mit301, D11mit 83, D14mit265, D17mit176 e
D19mit19.
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Assim, com o intuito de averiguar se os cromossomos identificados, ja foram
descritos como importantes na resisténcia a patégenos, foi realizado um levantamento
de genes candidatos na pagina do Jackson Laboratory.

A avaliagdo do cromossomo 7 demonstrou que, aparentemente, existe uma
Unica correlacao entre este cromossomo e a defesa contra patégenos, observada com
0 gene Hamp, que tem acdo antimicrobiana e esta situado na posicdo de 11cM,
portanto, acima das regides identificadas nos animais B6AF2, com os primers D7mit82,
D7mit301. Entretanto, uma busca por possiveis candidatos, relacionados a resisténcia
ao T.cruzi, demonstrou genes que exercem importantes fungbes imunolodgicas,
distribuidos ao longo deste cromossomo. Atividades de protedlise; citocinas;
proliferagéo de células T; resposta celular; loci menores de histocompatibilidade; auto-
imunidade e apoptose sao alguns dos exemplos de genes existentes neste
cromossomo que, além de participarem da resposta imune, podem estar exercendo
influéncia na Doenca de Chagas experimental (Vidal et al., 1998; Theophilipoulos,
2002; Eksi et al., 1996; Havelkova, 1999; Roggero et al., 2002).

A investigacdo da presenca de genes situados no cromossomo 11, que
possam estar influenciando a sobrevivéncia dos camundongos B6AF2, ndo revelou
qualquer alelo, ja descrito, como participante de mecanismos de resisténcia a
Tripanossomatideos, que possa ser candidato a justificar os resultados encontrados na
genotipagem destes animais. Entretanto, a existéncia de genes envolvidos com a
atividade de citocinas proximo a regido marcada com o primer D11mit83 (16cM), nao
permite que seja descartada, uma associacao entre esta regiao e genes que participam
do mecanismo de resisténcia a cepa Y do T. cruzi. Por outro lado, Trezena et al (2002)
identificaram duas regides (17cM e 37cM) envolvidas com a produgédo de anticorpos
contra antigenos somaticos de S. typhimurium.

A andlise do cromossomo, como um todo, revela regides que contém genes
cuja expressao influencia a resposta imune, com atividades de protedlise; citocinas;
resposta celular e receptores para moléculas relacionadas ao fenbmeno da morte
celular programada ou apoptose (Hsu et al., 2002; Kobayashi, 1992; Yagami-Hiromasa,
1995; Schoenhaut et al., 1992; Deftos et al., 2000; Bouma et al., 2002).
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A regido candidata do cromossomo 14, identificada com os hibridos F2, é
também sugestiva de participar no controle da infec¢éo pelo T. cruzi, embora nenhuma
regulacao da resposta imune, tenha sido descrita nesta regido. Este fato nao é novo,
uma vez que, ja foram citadas na literatura, regides cromossémicas envolvidas tanto
com a resisténcia, como com a susceptibilidade a patdégenos, sem quaisquer
antecedéncia ou sugestao de participacdo de moléculas conhecidas do sistema imune
(Graefe et al., 2003).

O cromossomo 17 possui o lécus H2, fundamental por conter genes
importantes para a resposta imune, como aqueles responsaveis pela apresentacao de
antigenos; envolvidos com a producdao de citocinas; susceptibilidade de linhagens
isogénicas a doengas auto-imunes ou para outros eventos imunoldgicos, importantes
no controle da infeccdo causada por parasitas intracelulares, como a apoptose. Além
disso, ja se demonstrou o envolvimento deste cromossomo no determinismo genético
murino da resisténcia a Leishmania major; no controle da infecgéo pelo T. congolense e
no controle da formacao de cistos, na infeccao experimental com o Toxoplasma gondii (
Roberts et al., 1997; Brown, 1995; McLeod et al., 1989; Kemp et al., 1997; Bolland.,
2002 ; Yang, 1997; Lipodova et al., 2000, Lipodova et al., 2002).

A proximidade das regides identificadas com os animais hibridos de segunda
geracgéo, entre o locus que confere a resisténcia a L. major neste cromossomo na
posicao de 23cM, e o marcador D17mit176 com 22cM, sugere que, o gene Lmr1
(leishmaniasis resistance 1) é candidato a também exercer influéncia na resisténcia ao
T. cruzi, uma vez que, trata-se de duas espécies diferentes porém, que dividem o
mesmo género.

A despeito destas consideracdes e dada a importancia de regides presentes
neste cromossomo para a resposta imune, é também possivel que, um novo gene
ainda nao identificado e mapeado, esteja ocupando uma posicao diferente, situada
pouco acima. Neste caso, sugere-se a inclusdo do gene tycr-1 (Trypanosoma cruzi
resistance 1), como relacionado com a resisténcia a cepa Y do T. cruzi. Uma estratégia
desenhada com modelos animais, programadamente acasalados para recombinarem

nesta regiao, podera contribuir na elucidacéao deste fato. Esta alternativa é aceitavel e
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se justifica, uma vez que ja se conhecem, da literatura, resultados positivos,
decorrentes desta estratégia. Kemp et al.(1997), utilizando acasalamentos entre
animais das linhagens isogénicas BALB/c e C57BL/6, identificaram e relacionaram o
alelo Tir3, localizado no cromossomo 1, como importante na resisténcia de
camundongos a infecgdo com o T. congolense. Posteriormente, utilizando linhagens
AlL (Advanced Intercross Line), estes autores identificaram outros trés genes (Tir3a,
Tir3b,e Tir3c) relacionados a resisténcia de camundongos na infecgdo com aquele
parasita, que se distribuiam pelo mesmo cromossomo 1, nas posi¢cdes de 59cM, 71cM
e 93cM respectivamente, contribuindo com a expressao do geneTir3, localizado na
posicao de 81,6 cM (Iraqi et al., 2000).

N&o obstante estas consideragbes, o cromossomo 17 apresenta na posi¢ao
de 18,2cM o gene Tir1, também relacionado a resisténcia ao T. congolense. Este fato
refor¢a a necessidade de se investigar mais detalhadamente este cromossomo, com
uma estratégia que permita individualizar estas regiées (Kemp et al., 1997).

O cromossomo 19 também demonstrou exercer influéncia na resisténcia a
cepa Y do T. cruzi, na posicao correspondente a 26¢cM, nos animais B6AF2 que
sobreviveram. Uma busca por possiveis candidatos, ja identificados nesta regiéo,
indicou a presenca de 3 genes descritos, envolvidos com o fendmeno da morte
celular programada, nas posicoes de 20cM (Pdcd4), 23cM (Tnfrsf6) e 24cM (Jak2)
(www.jax.org). Na resposta imune, a apoptose € um importante processo na
estratégia de defesa, participando da eliminagao de células infectadas (Bogdan and
Roéllinghoff, 1999; Diefenbach et al., 1998) e o gene Fas, que ocupa a posicao de
23cM, tem sido destacado devido a sua participacao tanto na inflamacao, quanto no
fendmeno de apoptose (O’Connell, 2001). Além disso, os cromossomos identificados
neste trabalho, com os animais recombinantes de segunda geragdo (B6AF2),
apresentaram regides com genes envolvidos na morte celular programada.

Por outro lado, além da andlise mais cuidadosa das regides identificadas, é
igualmente importante, no esclarecimento da infeccdo chagasica derivada da cepa Y
do T. cruzi, a producdo de um novo modelo animal derivado de acasalamentos

programados, uma vez que a resisténcia pode ser transmitida.
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O desenvolvimento de estratégias que possibilitassem a investigacao individual
de genes, remonta ao principio do século passado quando Little cria o primeiro modelo
congénico para o lécus H2 (Mobraaten & Sharp, 1999).

Mais tarde, uma outra sistematica para a produgéo deste tipo de modelo foi
introduzida e, como consequéncia, um conjunto de linhagens congénicas, carregando
diferentes genes H, foram produzidas, permitindo a analise individual desse lécus, bem
como a sua participagdo em fendmenos bioldgicos, de trato complexo, como o
observado na infecgéo chagasica ( Trischmann, 1986).

Posteriormente novas linhagens congénicas foram produzidas com o
propésito de se estudar outras regides do genoma dos animais, relacionadas a
resisténcia a parasitas intracelulares (Potter et al., 1983).

Entretanto, estes camundongos apresentam a quase totalidade do genoma de
uma linhagem isogénica, razao pela qual, somente sdo obtidos, com um marcador que
permita acompanhar a heranca codificada por um gene, ndo sendo eficientes em um
estudo mais detalhado de doengas decorrentes de uma herancga poligénica (Demant &
Hart, 1986). Desta forma, outros modelos como as linhagens recombinantes
isogénicas foram desenvolvidas e colaboraram para o aprofundamento na
investigacdo de doengas multifatoriais como a hipertenséo, cancer, diabete e asma,
entre outras, que dependem da combinacao de fatores ambientais e genéticos. Assim,
a analise genética de doencas com caracteristicas fenotipicas complexas como estas,
derivadas de um evento inicial de comportamento estocastico, somente pode ser
realizada com modelos animais desenvolvidos para a investigacao de doencas de trato
complexo (Matesic et al., 1999).

Por esta razdo, o uso de camundongos geneticamente modificados para o
estudo de doencas humanas complexas, ampliou-se significativamente nos ultimos
anos, revolucionando a pesquisa biomédica e possibilitando a investigacao genética da
patogenia da doenca, influenciando a intervencao terapéutica. Entretanto, para que o
novo modelo atue como ferramenta, € fundamental que sejam considerados tanto o
fendtipo, como a composicado genética das linhagens empregadas em sua construgao
(Stassen et al., 1996).
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Entre esses novos modelos, as linhagens recombinantes isogénicas (RIS),
desempenham um papel importante no esclarecimento de herancas relacionadas a
um trato genético complexo (Melvold, 1986),

Segundo Melvold (1986), as linhagens RIS sdo obtidas a partir de misturas
ao acaso do genoma de duas linhagens isogénicas parentais, fixadas com o
acasalamento entre dois individuos F1, na forma de intercross, por 20 geragoes.

Como consequiéncia, a série de linhagens recombinantes resultante portara
os alelos de ambas as linhagens isogénicas originais, em homozigose, porém
distribuidos de maneira diferente entre cada linhagem recombinante originada
(Melvold, 1986).

Por meio deste modelo, foi possivel estudar as bases genéticas relacionadas
a varios eventos biolégicos, como a resposta proliferativa diferencial de células do
baco estimuladas com Ips (Matesic et al., 1999) e a participagdo do cromossomo 11
no controle da infecgé@o por L. major (Mock et al., 1993).

Atualmente, as linhagens RIS disponiveis estdo genotipadas com centenas de
marcadores € a composicdo de cada uma delas pode ser examinada, para a
identificacdo daquelas que contém as regides de interesse, possibilitando avaliar a
influéncia dessas regides no fenétipo de individuos submetidos a testes de infeccéao
experimental (Prows & Horner, 2002).

Neste trabalho, com o proposito de se comparar com outros modelos animais,
os resultados obtidos com a populagédo F2, linhagens recombinantes isogénicas BXA1,
BXA2, BXA4 e BXA7 oriundos do Jackson Laboratory foram inoculadas com a dose
discriminatéria de parasitas.

Cumpre ressaltar, que a composicao genética destes camundongos, deriva de
uma combinacao ao acaso entre os genomas das duas linhagens parentais originais de
fendtipos claramente distintos para a resisténcia e susceptibilidade a cepa Y do T. cruzi.
Por esta razado, a inoculacdo dos animais, com a dose discriminatéria de parasita, é
altamente seletiva, possibilitando uma correlagdo entre as regides previamente

identificadas como importantes para a resisténcia, e a sobrevivéncia dos animais.
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Os resultados obtidos demonstram que, as linhagens recombinantes BXA1 e
BXA7 que apresentam uma maior sobrevivéncia, tém uma correlagdo com 4 das 5
regides previamente identificadas. Neste grupo, cerca de 50% dos individuos
permaneceram vivos apds 30 dias de infecgdo e a andlise estatistica, comparando
estas duas linhagens, apresentou um valor de X? igual a 0,85 com p = 0,35494,
demonstrando que o comportamento existente entre elas é similar e se deve a
regides do genoma preservadas durante o processo de obtencédo destes modelos.

Por outro lado, um nivel de resisténcia menor foi observado com os animais
da linhagem BXA2 (23%) e BXA4 (18%). Esses resultados sugerem que esta
discreta divergéncia decorre de uma provavel dissociagdo diferenciada nos genes
envolvidos com a sobrevivéncia dos animais, sugerindo o comprometimento de uma
possivel interagcdo epistatica entre eles, influenciando na capacidade desses
camundongos controlarem o T. cruzi, a semelhanc¢a do que ocorre na infecgcdo com
outros patdégenos (Roberts et al., 1999).

Paralelamente, nestas linhagens de menor sobrevivéncia, ndo se observa uma
correspondéncia com os marcadores utilizados na andlise do cromossomo 17. Apesar
de ndo ser 0 Unico a determinar a sobrevivéncia dos animais, este cromossomo ja foi
relatado como importante na resisténcia de murinos a outras infec¢cdes causadas por
parasitas intracelulares, como L. major e P. chabaudi (Roberts et al., 1999; Stevenson
& Lyanga, 1982).

Os dados obtidos com os modelos recombinantes isogénicos, corroboram 0s
achados da literatura, que indicam ser o controle da infecgéo pelo T. cruzi, dependente
de multiplos genes presentes no genoma dos animais que podem, a semelhanca de
outros patdgenos, estar sob o efeito de interagbes epistaticas (Roberts et al., 1999),
bem como confirmam os achados com os animais F2, os quais sugerem a influéncia
dos cromossomos 7, 11,14,17 e 19 no fendbmeno da resisténcia a cepa Y daquele
parasita (Passos et al., 2002).

A despeito dos importantes resultados obtidos com o uso das linhagens
recombinantes isogénicas na investigacao de doengas de trato complexo, apenas com

estes modelos, ndo é possivel uma analise de todas as variaveis existentes em
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mecanismos genéticos que apresentam um padrao poligénico, como a resisténcia e
susceptibilidade a patégenos (Fortin, 2001a).

Esta constatacdo estimulou o desenvolvimento de um outro modelo animal,
capaz de facilitar a andlise da importancia de genes, que influenciam tratos complexos
em herangas de padrao poligénico. Por meio de linhagens recombinantes congénicas,
o controle genético de uma doenca complexa pode ser dissecado em seus
componentes individuais (Moen et al., 1997).

Segundo Demant & Hart (1986), as linhagens congénicas recombinantes séo
formadas a partir de retro-acasalamentos entre hibridos F1 com uma das linhagens
parentais isogénica originais, seguidas de cruzamentos consangiineos por 20
geragbes, sem o uso de selecdo. Como consequéncia, cada linhagem formada sera
homozigota para alelos distribuidos ao acaso, oriundos de cada parental, sendo, porém
diferente a proporcdo entre eles, em funcdo do numero de retro-acasalamentos
realizados.

Com o uso de um genome wide scan e linhagens recombinantes congénicas,
Kramnik at al. (1998) demonstraram que a susceptibilidade a tuberculose € um evento
poligénico, e que estes modelos animais podem auxiliar na compreensao da interagéo
entre os diferentes mecanismos que séo ativados no curso de uma infeccao.

Posteriormente, com um protocolo semelhante ao descrito por Demant & Hart
(1986), Fortin et al (2001a) desenvolveram um conjunto constituido de trinta e sete
linhagens recombinantes congénicas derivadas de A/J e C57BL/6. Com estes modelos,
os autores identificaram no cromossomo 13, o gene Lgn1 envolvido com a
susceptibilidade de camundongos a infeccdo com Legionella pneumophila,
demonstrando que estes camundongos sdo importantes ferramentas para estudos
genéticos de herangas monogénicas e poligénicas de trato genético complexo (Fortin et
al., 2001a e 2001b).

No presente trabalho foram produzidas algumas linhagens recombinantes
congénicas, com base no protocolo descrito por Demant e Hart (1986), com algumas
modificagcdes.
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O interesse em se observar o0 comportamento isolado de regides do genoma,
importantes para a sobrevivéncia, apds a inoculagdo com a cepa Y do T. cruzi,
conduziu ao desenvolvimento de um novo modelo animal com fendtipo resistente,
apesar de sua composi¢ao genética ser predominantemente susceptivel. Em funcdo da
seqléncia de retro-acasalamentos entre uma fémea F2 resistente, e um macho da
linhagem susceptivel, uma forte dissociagdo das regides envolvidas com a
sobrevivéncia foi observada. Como consequéncia, a obtencdo de animais resistentes
ao T. cruzi foi bastante dificultada, como € de se esperar, considerando-se que uma
das aplicacbes das linhagens recombinantes congénicas € a investigacdo de genes
nao ligados influenciando um determinado fenétipo (Stassen et al., 1996; Moen et al.,
1997).

O emprego de um unico animal F2 resistente, para a produgéo da linhagem,
apresenta a importante vantagem de selecionar exclusivamente 0s mecanismos
determinantes para a resisténcia presentes neste animal. Além disso, a interpretacéao é
facilitada quando se exclui a influéncia de mecanismos intermediarios, ndo essenciais a
sobrevivéncia das “familias” originadas.

Por outro lado, a dissociacéo, ap6s o segundo retro-acasalamento, dos genes
nao ligados, que participam do fenbmeno da resisténcia, exigiu um ajuste na dose de
parasita administrada, razdo pela qual a sobrevivéncia nesta linhagem acontece
somente com um inéculo com10® tripomastigotas. Mesmo assim, estes resultados sdo
bastante significativos porque este indculo € 100 vezes superior aquele suportado pela
linhagem isogénica original de fenédtipo susceptivel.

A investigacdo dos cromossomos, previamente identificados, demonstrou que
alguns deles permanecem nestes animais reforgando a sua influéncia na resisténcia.
Além disso, o protocolo realizado possibilitou que genes, nao relacionados nos animais
F2 em funcao de um rigor estatistico, mas que também participam da resisténcia porém
“mascarados” por genes “mais fortes”, pudessem mostrar a sua importancia, fato este
esperado com o uso de linhagens recombinantes congénicas (Mock et al., 1993, Fortin
et al., 2001a e 2001b).
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Entretanto, isto somente foi possivel devido a inser¢cdo do T. cruzi como fator
de selecao, no desenvolvimento deste modelo, que se assemelha, em parte, ao que foi
utilizado por (Fortin et al., 2001a) na identificacdo do gene Lgn1 no cromossomo 13 e
na produgédo de uma linhagem congénica de camundongo, portadora de um intervalo
genbmico que foi introduzido de forma a possibilitar a investigacdo do Lupus
Eritematoso Sistémico (Morel et al., 1996).

E importante acrescentar que a auséncia de uma correspondéncia integral
entre 0s primers empregados nos animais F2 e estes congénicos, n&o implica na
exclusdo de genes situados préximos aos marcadores. E provavel que uma andlise
destes cromossomos com novos primers esclarega este aspecto. Isto explicaria uma
possivel influéncia de algumas regidées do cromossomo 7, ndo detectadas com os
marcadores empregados, na resisténcia destes animais. Todavia € razoavel supor que
estes eventos acontegam nas diferentes familias AcB6, uma vez que, mesmo
programas sofisticados, utilizados no projeto genoma humano, para a contagem de
genes, falham por ndo conseguirem “enxergar” todos os genes que compartilham a
mesma posigao de genes em um Cromossomo.

Uma outra abordagem €& a perda destas regides observadas com a
administracdo de altas doses do parasita. Esta hipbétese traduz uma importante
vantagem, posto que a re-insercdo do cromossomo 7 nestes modelos congénicos
recombinantes permitira a analise da participacdo deste cromossomo no
comportamento do camundongo frente a dose discriminatdria original. Acrescenta-se
a estas consideracbes, o fato destes animais ainda estarem em processo de
isogenia.

Um outro aspecto a ser ressaltado € a importancia destes animais como uma
nova ferramenta. Assim, embora as tecnologias empregadas na produg¢do de novos
modelos como knockouts e transgénicos (Knight & Abbott, 2002, Niemann & Kues,
2000) sejam poderosas, o protocolo utilizado neste trabalho é o Unico capaz de
permitir o desenvolvimento de um modelo como este, uma vez que sao
desconhecidas as sequéncias de bases na composi¢cao destes genes, bem como o

nuamero de genes necessarios a sobrevivéncia dos animais. Contudo, 0 mapeamento
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detalhado destes animais recombinantes congénicos resistentes constituira
importante apoio ao uso de tecnologias de manipulacdo genémica para as mais
diversas aplicagoes.

Uma outra possibilidade, além da re-introdugdo controlada de segmentos
congénicos nestes animais, € o0 acasalamento programado entre individuos
resistentes das diferentes familias, recompondo gradualmente a resisténcia. Para
tanto, dois protocolos estdo sendo empregados e deverado contribuir. Primeiramente,
o0 numero de individuos resistentes em cada familia, esta sendo expandido, com o
propdsito de se investigar a participacdo das regides envolvidas na resisténcia, por
familia. Um segundo enfoque, aborda um arranjo entre as regides, identificadas em
cada familia, obtendo animais portadores de diferentes combinagdes destas regides.

Com o proposito de fazer uma prospecgédo inicial acerca da validade deste
modelo para estudos com o T. cruzi, foram realizados testes preliminares comparativos
entre animais recombinantes congénicos resistentes e as linhagens originais de
fendtipo resistente e susceptivel.

O ensaio realizado com macréfagos peritoniais, oriundos das linhagens A/Uni,
C57BL6/Uni e AcB6, nao apresentou diferencas significativas na qualidade da
infecgdo, uma vez que foram encontrados parasitas no interior das células de todas as
linhagens. Esta baixa variabilidade no numero de parasitas demonstra ndo haver
dependéncia de receptores de superficie especificos para a penetragdo do parasita,
independentemente da resisténcia ou susceptibilidade da linhagem.

Com base na revisdo sobre a patogénese da Doenca de Chagas realizada por
Engman & Leon (2002), que relata o envolvimento das células musculares incluindo as
cardiacas, como as mais afetadas, tecidos cardiacos, das linhagens utilizadas neste
trabalho, foram submetidos a andlise histoldégica e os resultados demonstraram
comportamentos diferentes para cada linhagem.

Nas amostras oriundas de animais da linhagem susceptivel, observou-se uma
cardite intensa, com infiltrados inflamatoérios ao redor de fibras lesadas, demonstrando
um comprometimento do tecido (Soares et al., 2001a e 2001b).
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A mesma analise, quando realizada para animais resistentes, demonstrou uma
preservacao do tecido cardiaco indicando que, nesta linhagem, a reacao inflamatéria é
menos intensa.

As amostras de animais congénicos, quando comparadas as linhagens
originais, apresentaram perfis similares aqueles observados na linhagem resistente
(C57BL/6/Uni), indicando que os eventos biolégicos, relacionados a sobrevivéncia,
estao preservados, sugerindo um mecanismo comum de resposta.

Estes resultados corroboram os relatos de Graefe et al. (2003), que
observaram que o infiltrado parasitario varia entre os animais susceptiveis, com uma
distribuicao tecidual diferenciada, sugerindo que o tropismo de uma dada linhagem de
T. cruzi depende fortemente da constituicao genética do hospedeiro.

Atualmente esta disponivel uma grande quantidade de linhagens
“‘geneticamente definidas”, tais como isogénicas, congénicas, coisogénicas,
recombinantes, hibridas, mutantes, knockout e transgénicas, entre outras,
possibilitando a investigacdo de diferentes aspectos em doengas que acometem os
seres humanos (Guénet, 1991 e 1995; Guenet & Bonhomme, 2003). Entretanto, na
analise de doencas com caracteristicas fenotipicas complexas, as dificuldades na
identificacdo das relacbes entre genes presentes no genoma do hospedeiro,
requereram o0 desenvolvimento de novos modelos animais derivados de
acasalamentos programados como as linhagens AIL (Advanced Intercross Lines),
RIS (Recombinant Inbred Strain) e RCS (Recombinant Congenic Strain), as quais
atuam como ferramentas Uteis na compreensado de eventos genéticos de expressao
génica variavel (Darvasi & Soller, 1995; Bailey, 1971; Taylor, 1978; Demant & Hart,
1986; Stassen et al., 1996)

A importancia do modelo, ora em desenvolvimento, é endossada pela
analogia que guarda por exemplo com pesquisas do vulto do Projeto Genoma
Humano, no que tange ao interesse em genes que influenciam doengas comuns
multigénicamente controladas, uma vez que a homologia entre o0 genoma dos
camundongos de laboratério e do homem é da ordem de 99%. Assim, a continuidade

de um programa para o desenvolvimento de um modelo congénico, resistente a
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infeccdo experimental com a cepa Y do T. cruzi, permitirda um maior entendimento
nas relacoes parasita-hospedeiro nas diversas areas de investigacao cientifica,
favorecendo o prognostico, otimizando a terapia, aproximando-se de uma medicina
personalizada muito importante no tratamento da Doenca de Chagas (Lipoldova et
al., 2002).
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7. CONCLUSOES

A realizagdo de experimentos de infeccdo experimental, envolvendo as linhagens

resistente e susceptivel a cepa Y de T. cruzi, permite concluir que:

1.

no

O fenémeno da resisténcia obedece a um padrdao dominante e poligénico;

A resposta obtida com a inoculagdo dos animais RIS, com a cepa Y, nédo
obedece a um padrao de heranca monogénico;

Existe um comportamento diferenciado entre as linhagens C57 Bl 6/Uni e A/Uni,
no que diz respeito a infeccéo pela cepa Y de T. cruzi;

Os cromossomos 7, 11, 14 , 17 e 19 apresentam regides importantes para a

sobrevivéncia dos animais infectados com altas doses do parasita;

A segregacao das regides presentes nos cromossomos envolvidos com a
resisténcia, a cepa Y, influencia a capacidade dos animais resistirem a dose

discriminatéria original;

O acasalamento programado permite o desenvolvimento de um modelo

animal resistente;
O modelo congénico, em desenvolvimento, representa uma ferramenta valiosa

para o estudo de fendmenos complexos como a resisténcia a Doenca de
Chagas.
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ANEXO 1

Extracao de moléculas de DNA de alto peso molecular a partir do bago das
linhagens isogénicas padrao.

Preparo das solugoes:

SARCOSYL 1%

Reagente Solucdo de uso
EDTA 0,5M 20 ml
Sarcosyl 10% 10 ml
agua destilada 70 ml
RNase

Misturar 0,04 g do produto original em 3,9 ml de H20 destilada.
Adicionar os seguintes reagentes:

40 ulde Tris 1,0 MpH 7.4

12 pul de NaCl 5,0 M

48 ul de agua

Deixar em ebulicdo por 15 min./100°C

PROTEINASE-K: Solucéo estoque - 2,0 mg/ml
Pesar 16,7 mg do produto original e dissolver em:
Sarcosyl 1%, (EDTA 0,1 M - 8,35 ml)

Proteinase-K: Solucéo de uso - Colocar 250 ul para 4,0 ml de Sarcosyl.

FENOL SATURADO
Juntar aos 250 ml de fenol:
Tris 1,0 M - 2,5 ml

NaCl 5,0 M- 0,5 ml
EDTA05M-0,5ml
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ANEXO 2

TAMPAO SET:
SDS 0,5%, EDTA 5 mM e Tris 50 mM - pH 7,4

TAMPAO DE LISE:
Tris 50 mM - pH 8,0 - EDTA 100 mM - pH 8,0 e Sarcosyl 1%

CLOROFORMIO
Adicionar 1/25 de alcool isoamilico

TAMPAO DE DIALISE:
Tris 10 MM - pH 7,4; EDTA 1 mM —pH 8,0
Tampdes para eletroforese de DNA.

Tampao TAE 50 X:
Tampao utilizado no preparo do gel e no sistema de eletroforese.
Tris 2 M; Acido Acético Glacial; EDTA 0,5 M

TBE 10 X:

Tampao utilizado no preparo do gel e no sistema de eletroforese.
Tris 0,89 M; Acido Bérico 55 g - EDTA 0,5 M
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ANEXO 3

Tampao de reagao - A tabela abaixo resume seu preparo e a estocagem dos principais

reagentes. Os volumes apresentados séo suficientes para 20 amostras.

Tabela : Condigoes de estocagem e volumes utilizados no preparo do tampao de
reacao

Solugao Volume utilizado Estocagem
estoque ul
Tris 200 mM, pH 8.4 31,3 temperatura ambiente
Tween 20 - 2% 31,3 temperatura ambiente
KCL 1M 31,3 temperatura ambiente
MgCl2 4°
*(20mM,40mM,60mMM ou 80mM) 31,3
Primer A 6,25 4°
Primer B 6,25 4°
4 mM dNTPs 31,3 -20°C
Taq Polymerase 3,15 -20°C
4,5 a 5,0 Ul/ul

Apds o preparo, a mistura A é rapidamente homogeneizada em Vortex e centrifugada a
12000 rpm por 2 minutos.

* E importante verificar a sua concentragdo antes do uso
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ANEXO 4
Reacao de PCR
As solugdes de reacado, para cada um dos primers utilizados, foram preparadas como

indicado nas tabelas abaixo.

Tampao basico para diluicdo das amostras

Tamp&o 10 X (sem MgCly) Volume utilizado

Tris-HCI 1 M pH 8,0 1,0 ml
KCI1 M 5,0 ml
Tween 20 0,1 ml
agua 3,9 mi
Volume final 10 ml

Preparo do tampao de reacdo. Volume suficiente para a diluicao de 15 amostras de
DNA.

Reagentes Volume utilizado
Tampao 10 X 37,5 ul
dNTPs (4 mM) 7,5 pl
MgCls (*) 30,0 ul
Primer R 5,25 ul
Primer F 5,25 ul
Taq 1,5 ul
Polymerase

agua 213 ul
volume final 300 ul

(*) MgCl2 10 mM; 15 mM ou 20 mM
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ANEXO 5

Teste de acasalamento para coloragao de pelagem
(Linhagem albina X DBA/2)

Genotipo Genotipo Genatipo e fendtipo
da linhagem DBA/2 linhagens albinas dos animais F1
DBA/2 A marrom
¢/c a/a b/b D/D C/c a/a b/b D/d
AKR preto
c¢/c a/a B/B D/D C/c a/a B/b D/d
BALB/c marron-agouti
C/Calabbdd X  c¢/c A/Ab/bD/D C/c A/a b/b D/d
DDK preto-agouti
c/c A/A B/B D/D C/c A/a b/b d/d
HRS cinza-amarelo
c/c A/A b/b D/D C/c A/a b/b d/d

E. Kozaburo, cap Il Iclas Nomura (Esaki, 1984).
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ANEXO 6
CROMOSSOMOS ENVOLVIDOS COM A RESISTENCIA E SUSCEPTIBILIDADE A PROTOZOARIOS

DOENCA PROTOZOARIO CROM. POS. (cM)

Tripanosomiase africana T. congolense 1 59, 82,71 e 93

5 44

17 18,2
Malaria P. chabaudi 3 62

8 45

9 53

17 19
Leishmaniose L. major 1 81

3 49

4 1

5 28

6 29

8 25

9 23

10 65

11 2e 39

16 32

17 7e23

18 24
Tripanosomiase americana (R) T. cruzi 7 25 e 46

11 16

14 48

17 22

19 26
Tripanosomiase americana (S) T. cruzi 5 Entre 45 e 52

13 (?) 71

17 Entre 16 e 22,3
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| CHAGAS
. Fenomeno da Resisténcia

Foto cedida pelos autores

Resenha historica

O crescimento da pesquisa cien-
tifica, revelando importantes des-
cobertas na'area da saude, se ini-
ciou ha pouco mais de um século,
quando epidemias varriam cons-
tantemente os continentes, diziman-
do as populacdes ou acarretando
alteracdes profundas em suas con-
cepcoes e conduta.

Embora a utilizacio de animais,
como modelo experimental, tenha
sido concebida na Grécia antiga, o
impulso definitivo para a sua utili-
zacao somente ocorreu no século
XVII, com a “Revolucio Cientifica”
que promoveu uma mudanc¢a de
atitude frente a vida, transferindo a
confianca e fé depositadas no cu-

Figura 1: Estante ventilada para a manutencao de animais em condi¢oes
sanitarias e de ambiente controladas
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randeirismo para os servicos médi-
cos (Parascandola, 1994).

A investigacio cientifica sempre
foi um fator decisivo para a confi-
anca na terapéutica médica. Confi-
amos porque sabemos que antes
de experimentados pela primeira
vez no ser humano, uma droga, um
procedimento ou uma simples re-
comendacio, foram investigados
em varias espécies de animais de
laboratério, sendo atualmente exi-
gido que os protocolos sejam de-
senvolvidos em condicdes que nao
provoquem dor ou sofrimento des-
necessarios.

No século XX, os mamiferos,
especialmente camundongos e ra-
tos, foram eleitos, devido aos seus
parametros biologicos, os princi-
pais modelos para uso em pesqui-
sa nas diversas dreas (Paton, 1984).
Em decorréncia de caracteristicas
particulares, foram estabelecidas,
como referéncia para o teste de
drogas e procedimentos, o uso de 5
espécies: camundongo, rato, ha-
mster, cobaio e coelho (Rothshi-
eld, 1994).

O poés-guerra, da década de 50,
desencadeou um acentuado avan-
¢co nas pesquisas, aumentando a
utilizacio de animais de laborat6-
rio. Em sua obra de 1984, Willian
Paton relaciona, de forma clara, o
numero de animais utilizados e a
melhoria na qualidade de vida das
populacdes. Segundo o autor, en-
tre 1890 e 1980, o nimero de expe-
rimentos que utilizavam animais
saltou de pouco mais de 1000 para



mais de 1.000.000, anualmente. Os
beneficios decorrentes deste uso
se estendem desde a descoberta da
vacina tiféide até o desenvolvimen-
to de anticorpos monoclonais e a
biotecnologia na década de 80.

Além do aumento do nimero de
experiéncias com animais, também
foi decisiva a criacio de uma Cién-
cia, pluridisciplinar, voltada para o
estudo dos modelos animais, reu-
nindo especialistas das mais dife-
rentes areas. Como consequéncia,
dispomos hoje em dia, de modelos
animais padronizados do ponto de
vista sanitario, genético e de ambi-
ente e de equipamentos (Figura 1)
que permitem manter esses ani-
mais em condicdes controladas,
eliminando a interferéncia de fato-
res alheios ao delineamento expe-
rimental e aumentando a sensibili-
dade e a confiabilidade dos resul-
tados experimentais.

A década de 60 cristalizou nos
paises desenvolvidos, esta nova
mentalidade, com conseqiiéncias
sobre todo o sistema de producio
e cuidados com os modelos ani-
mais (Beall e cols 1971; Dillehay e
cols 1990; Menendez, 1985). Desta
forma, os animais de laboratério
passaram a ser padronizados con-
duzindo ao estabelecimento de di-
ferentes linhagens de camundon-
gos tais como isogénicas, heteroge-
néticas, recombinantes isogénicas,
congénicas e mutantes entre ou-
tras, cada uma delas atuando como
“ferramentas” essenciais para o
entendimento de fendmenos bio-
logicos.

Origens dos camundongos
atualmente utilizados na
experimentacio biomédica

Os camundongos utilizados ti-
veram a sua origem ha cerca de 1
milhdao de anos, da derivacao de 4
subespécies: domesticus (oeste eu-
ropew); molossinus (Japao); mus-
culus (leste europeu, Russia e norte
da China) e castaneus (oeste da
Asia, sudoeste da Asia e sul da
China).

Recolhidos em cativeiro, repre-

sentantes do roedor silvestre eu-
ropeu e leste asidtico, constituem-
se hoje nos mais préximos ances-
trais (aproximadamente 200 anos)
dos camundongos utilizados na
pesquisa biomédica (Silver, 1995).
Uma vez no cativeiro, os animais
puderam ser acasalados progra-
madamente, obtendo-se linhagens
com caracteristicas genéticas dife-
rentes umas das outras, o que
contribuiu sobremaneira para a
pesquisa biomédica, com refle-
x0s no desenvolvimento cientifi-
co.

Por aceitarem bem acasalamen-
tos endogiamicos absolutamente
consangiiineos, camundongos e
ratos, acasalados entre irmaos por
varias geracoes, formam popula-
¢oes de animais muito homogé-
neas do ponto de vista genético
(Godard, & Guenet, 1999).

Algumas destas linhagens con-
sangiiineas foram determinantes
para muitos dos beneficios da me-
dicina atual. George Snell, por
exemplo, realizou acasalamentos
entre linhagens possuidoras de
MHC diferentes e obteve um mo-
delo animal que foi fundamental
a compreensio cientifica dos me-
canismos envolvidos na rejeicio
de tecidos transplantados.

Observa-se que, enquanto al-
gumas linhagens sio dizimadas
pela infeccao causada por um de-
terminado patégeno, outras nio
o sa3o, indicando que o “ba-
ckground” genético estd direta-
mente relacionado ao fendmeno
da resisténcia. Moulia e cols (1996)
citam como exemplo as infec¢des
promovidas por agentes como
Plasmodium falciparum, Toxo-
plasma gondii, Schistossoma man-
soni, Trichinella spiralis, Leishma-
nia sp, onde a noc¢iao de modelo
animal é ainda mais complexa,
pois os mecanismos genéticos im-
portantes neste determinismo po-
dem envolver mais que um gene.

A observacao de que a infec-
cao por T. cruzi, em diferentes
linhagens isogénicas, apresenta
desde uma alta susceptibilidade
até uma forte resisténcia (Trisch-
mann, 1984), justifica o interesse

em se buscar novos modelos que
auxiliem o entendimento de doen-
¢as causadas por protozodrios.

Doenca de Chagas

A doenca de Chagas esta entre
os principais problemas de satde
da América do Sul, comprometen-
do a qualidade de vida das popula-
¢coes carentes. No inicio da década
de 90, estimava-se um total de 17
milhodes de pessoas infectadas
(WHO, 1991) e em meados desta
mesma década, levantamentos
apontaram para um total de 16 mi-
lhoes e outras 90 milhodes de pesso-
as expostas ao risco de infeccao
pelo T.cruzi (Wanderley & Corréa,
1995), (Wizel e cols, 1998).

Apesar dos recentes sucessos
na interrupcio da transmissio ve-
torial, em alguns paises como o
Brasil, resta ainda infectado, um
contingente de cerca de 6 milhoes
de pessoas, com uma populacio de
risco em torno de 20 milhoes de
habitantes (Goldenberg & Krieger,
1997).

O agente causal da doenca,
T.cruzi, é um parasito intracelular,
que possui um ciclo biolégico com-
plexo e apresenta varias cepas dis-
tintas (Brener e cols, 1980), com
alta capacidade de adaptacio fisio-
logica e uma ampla variabilidade
genética, inclusive relacionada a
severidade da doenca (Macedo &
Pena, 1998).

Este protozodrio infecta varios
tipos celulares e tem a capacidade
de evadir-se do vactiolo parasitofo-
ro inicialmente produzido, prolife-
rando lentamente, imerso no cito-
plasma das células, o que dificulta
a acao da resposta imune e de
drogas. Ap6s uma curta fase aguda
caracterizada por uma alta parasi-
temia, grande disseminacio e uma
importante imunossupressao (Mi-
noprio e cols, 1989), o hospedeiro
consegue controlar as formas circu-
lantes ou tripomastigotas, entran-
do em uma fase cronica que se
caracteriza por um parasitismo teci-
dual e uma parasitemia dificilmen-
te detectavel (Soares e cols, 2001).
Isto resulta em dificuldade no esta-
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belecimento de protocolos efici-
entes para o tratamento na fase
cronica da doenca e ressalta a
importancia de estudos que vi-
sem a favorecer a manipulacio
imunolégica durante a fase aguda
da infec¢io (Costa e cols, 1998).

Nos seres humanos, a princi-
pal causa de morbidade e morta-
lidade é o comprometimento car-
diaco, que ocorre em cerca de
30% dos individuos infectados,
representando atualmente, cerca
de 2 milhdes de pessoas (Cunha
Neto, 1999). Os mecanismos rela-
tivos a resisténcia ao estabeleci-
mento desta cardiopatia chagasi-
ca, sao ainda assunto de intenso
debate, havendo, entretanto, o
consenso da importancia da cons-
tituicao genética do individuo, no
desenvolvimento da doenca.

Os ensaios laboratoriais ne-
cessarios 2 compreensdo destes
mecanismos genéticos, sdo, por
razdes Obvias, realizadas em mo-
delos animais definidos genetica-
mente.

Aspectos genéticos da
resisténcia a infecciio pelo
T.cruzi.

No inicio dos anos 80, pesqui-
sadores investigando a resistén-
cia ao T.cruzi, em camundongos
de diferentes linhagens isogéni-
cas, concluiram que o controle da
parasitemia e a capacidade de
sobreviver a fase aguda da infec-
¢ao dependiam de fatores genéti-
cos, ainda nao identificados, rela-
cionados a constituicio genética
do parasito (Macedo & Pena, 1998;
Andrade e cols, 1985) e do hospe-
deiro (Eksi e cols, 1996; Moulia,
1996).

Com relacao ao hospedeiro,
os resultados obtidos por Trisch-
mann, indicaram ser o Complexo
Maior de Histocompatibilidade
(H2), presente no Cromossomo
17, importante para a resisténcia,
conforme pode ser observado, ana-
lisando-se o comportamento de
camundongos isogénicos das li-

nhagens C57BL/6 e DBA/2 e seus
respectivos hibridos F1 e F2 apos
desafio com o parasito.

Conclusao semelhante foi obti-
da por Wrightsman e cols (1984)
realizando experimentos com as
linhagens C57BL/10, C57BL/6 e
BALB/c.

A realizacio de ensaios, utili-
zando linhagens recombinantes
isogénicas (Bailey, 1971), abriu
nova discussio acerca da impor-
tincia de mecanismos genéticos no
fendmeno da resisténcia ao T.cruzi.
Este modelo animal é desenvolvi-
do a partir de duas linhagens
isogénicas acasaladas por pelo
menos 20 geracoes e, como conse-
quéncia, os animais derivados se-
rao homozigotos em todos os alelos,
sendo entretanto, ora de uma li-
nhagem isogénica parental origi-
nal, ora da outra. Trabalhando com
linhagens recombinantes isogénicas
(BXH-2) derivadas do fendtipo re-
sistente (C57BL/6) e susceptivel
(C3H/He]), Trischmann identificou
que esses recombinantes eram mais
susceptiveis a infeccio pelo parasi-
to, quando comparados as linha-
gens parentais isogénicas originais.
Tal fato conduziu a hipétese da
ocorréncia de uma mutacao, du-
rante o processo de obtencao da-
quela linhagem recombinante, a
qual estaria relacionada a incapaci-
dade dos animais controlarem a
proliferacao do T. cruzi.

Desta forma, postulou-se a hi-
potese da resisténcia ser um feno-
meno de cardter poligénico, com a
participacao de genes localizados
fora do Complexo Maior de Histo-
compatibilidade (Trischmann, 1984;
Wrightsman e cols, 1984).

Estes achados estimularam o de-
senvolvimento do presente traba-
lho, que teve como principal obje-
tivo, identificar as regides cromos-
sOdmicas envolvidas com a resistén-
ciaa cepa Y2 de T. cruzi. Para tanto,
foram utilizados camundongos,
oriundos de diferentes programas
de acasalamento que, depois de
infectados, foram analisados pela
reacio de polimerase em cadeia
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(PCR), com marcadores molecula-
res para microsatélites, presentes
em amostras de DNA dos individu-
0s que resistiram 2 infecgio.

Analise da resisténcia a infec¢ciao
experimental pelo T.cruzi.

Animais isogénicos, experimen-
talmente infectados, apresentam um
comportamento diferenciado. Ca-
mundongos da linhagem A/J mor-
rem, ainda na fase aguda da infec-
cio, com um inéculo constituido
de baixas quantidades de parasito
(como por exemplo 10! formas san-
guicolas de tripomastigotas), en-
quanto animais C57BL/6 podem
sobreviver com doses elevadas,
como por exemplo 10% formas de
parasitas. A existéncia de linha-
gens isogénicas, que exibem feno-
tipos intermediarios, sugere que o
determinismo genético da resistén-
cia ao parasito estd sob o efeito de
um controle complexo e que, a
capacidade de animais inoculados
resistirem 2 infeccio é funcao da
expressao de genes oriundos de
diferentes regides do genoma dos
animais. A identificacio destas re-
gides, seguida de sua analise, po-
derd contribuir significativamente
para a compreensiao do fendémeno
da resisténcia.

Identificacio dos cromossomos
e das regides
relacionadas a resisténcia.

Determinacdo da dose
discriminatoria

Inicialmente, animais oriundos
das linhagens isogénicas de fendti-
po resistente (C57Bl/6) e suscepti-
vel (A/]) foram desafiados com di-
ferentes doses de parasito, a fim de
se determinar a dose discriminato-
ria.

O ensaio foi realizado inoculan-
do-se grupos de animais, de ambas
as linhagens, com 10!, 10%, 10, 10*
e 10° formas de tripomastigostas.

Todos os animais da linhagem
A/] morreram com a dose de 10!



Tabela 1: Regioes relacionadas com a resisténcia encontrada nos animais (B6A)F2

CROMOSSOMO MARCADOR POSICAO  N° DE ANIMAIS X p
MOLECULAR TESTADOS
D7Mit27 23 71 8,83 0,012088593
CROM. 7 D7Mit82 25 77 17,57 0,000152902
D7Mit301 46,6 68 13,03 0,001481492
D7Mit222 52,6 76 8,92 0,011556279
D11Mit162 8 55 1,80 0,406569663
CROM. 11 D11Mit83 16 68 26,82 1,49742E-06
D11Mit135 17 51 2,57 0,276840507
CROM. 14 D14Mit7 44 77 3,16 0,206403543
D14Mit265 48 77 19,47 5,92487E-05
D17Mit16 18 37 0,89 0,640218379
CROM. 17 D17Mit176 22 68 11,41 0,003326341
D17Mit66 24 64 0,38 0,82902912
CROM. 19 D19Mit40 25 75 2,79 0,248246436
D19Mit19 26 77 18,43 9,96062E-05
D19Mit100 27 53 6,4 0,040839186

parasitos e por esta razao foram
considerados susceptiveis. Entre-
tanto, o uso da maior dose admi-
nistrada (10° parasitos) conduziu 2
morte de 50% da populacio de
animais da linhagem C57Bl/6, que
por esta razao foi considerada re-
sistente.

Com base nestes resultados, du-
rante todo o experimento foi utili-
zado um inéculo constituido de 10*
formas de tripomastigota sanguico-
la, injetado intraperitonialmente.
Observou-se que somente 0s ani-
mais com fendtipo resistente so-
brevivem, diferentemente daque-
les com fendtipo susceptivel ou
intermediario.

Analise da transmissio
daresisténcia

Para uma melhor compreensao
do mecanismo de heranca, presen-
te no fendbmeno da resisténcia, fo-
ram realizados testes em animais
hibridos F1, produto do acasala-
mento realizado entre camundon-
gos isogénicos C57BL/6 de fendti-
po resistente e A/J de fenétipo sus-
ceptivel.

Uma vez que apresentam meta-
de de cada um dos parentais isogé-
nicos originais, resistentes e sus-
ceptiveis, estes animais sao homo-
géneos, ou seja, tém a mesma com-
posicao genética.

A sobrevivéncia encontrada,
ap6s o desafio com a dose discrimi-
natéria de parasito, foi similar a
observada na linhagem isogénica
de fendtipo resistente, indicando
que a resisténcia a fase aguda da

infeccio podia ser transmitida e
apresentava um cariter dominan-
te.

Identificacio das regides
relacionadas com a resisténcia.

A partir destes achados e com
acasalamentos programados, foram
produzidos animais recombinan-
tes de segunda geracio, (B6A)F2,
(obtidos por “intercrosss” entre

Tabela 2 — Regides cromossdmicas comuns a (B6A)F2r e RIS*

Marcador Molecular  Posicao Linhagens Recombinantes Isogénicas
Grupo I Grupo 1I

BXA1 BXA7 BXA2 BXA4
D7Mit82 25 B A A
D7Mit145 26,4 B A A
D11Mit83 16 A B A
D14Mit265 48 B B B
D17Mit176 22 B B A
D19Mit19 26 B A B
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animais F1 resistentes). Estes ani-
mais foram desafiados e 43% so-
breviveram, descartando a hip6-
tese de uma heranca monogénica
para o fendmeno da resisténcia
usando-se como referéncia os re-
sultados observados na popula-
cao de animais F1. Além disso, a
andlise estatistica realizada com
este grupo de animais F2, apre-
sentou forte desvio do esperado
(75% como alelo dominante e
25% como alelo recessivo) no
valor do qui-quadrado: x* = 40,34
p= 2,13e-10.

Nio obstante estas considera-
¢oes, ficou demonstrado que a
recombinacao genética, decorren-
te da segregacio independente,
dissociou fortemente os alelos
envolvidos com a resisténcia, uma
vez que o nimero de animais que
sobreviveram foi inferior a 50%
dos inoculados. Além disso, o
namero de individuos resisten-
tes sugeria que o fendmeno era
poligénico, fato comprovado pos-
teriormente na avaliacao genéti-
ca destes animais.

Amostras de tecidos dos so-
breviventes foram retiradas e pro-
cessadas a fim de se extrair o

DNA para a definicio da constitui-
¢cao genética de cada animal (geno-
tipagem), com a reacio de PCR,
utilizando-se marcadores molecu-
lares (primers) dirigidos para mi-
crosatélites polimérficos. Foram uti-
lizados 147 primers, escolhidos de
forma a cobrir todas as regides do
genoma, e capazes de reconhecer
exclusivamente cada uma das li-
nhagens parentais isogénicas ori-
ginais de fendtipo resistente e sus-
ceptivel.

Os resultados encontrados es-
tio apresentados na Tabela 1 e
indicam que as regides, em dese-
quilibrio para o fendtipo resisten-
te, estio presentes NOs Cromosso-
mos 7, 11, 14, 17 e 19.

Comportamento de linhagens
recombinantes isogénicas
derivadas das linhagens
parentais isogénicas originais
frente ao T.cruzi.

A partir de uma busca realizada
junto ao “genome informatics” do
Jackson Laboratory (www.jax.org),
foram escolhidas linhagens recom-
binantes isogénicas (BXA) para de-
safio nas mesmas condi¢cdes dos
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grupos anteriores.

O comportamento destes ani-
mais, apoés o desafio, permitiria
estabelecer uma relacio entre as
regioes presentes neste grupo ex-
perimental e aquelas identificadas
nos grupos anteriores.

Assim, os animais desafiados
puderam ser separados em dois
grupos, onde os animais do grupo
I, que apresentaram uma mortali-
dade média de 40% foram conside-
rados de maior sobrevivéncia, en-
quanto os animais do Grupo II, que
apresentaram uma mortalidade
média de 55% (BXA2) e 65% (BXA4),
foram considerados de menor so-
brevivéncia.

A comparagio dos resultados
encontrados nestes animais (BXA),
com os observados anteriormente
na populacio (BOA)F2r, revelou
uma correspondéncia entre as regi-
oes, conforme pode ser observado
na Tabela 2.

O grupo de maior sobrevivéncia
apresenta 4 regides em correspon-
déncia aquelas identificadas na po-
pulacao (B6A)F2. Por outro lado,
os animais do grupo II apresentam
apenas 2 (linhagem BXA4) e 3 (li-
nhagem BXA2) regides das identifi-
cadas anteriormente.

Tais resultados sugerem, que
estas regioes, apresentam genes
capazes de interferir no fendmeno
da resisténcia, os quais poderiam
ser transmitidos através de acasala-
mentos programados, de forma a
se produzir um novo modelo para
a investigacio da doenca: uma li-
nhagem congénica resistente.

A producio do modelo
congénico para a resisténcia:
uma nova ferramenta.

Animais albinos, provenientes
de hibridos (B6A)F2, que sobrevi-
veram 2o desafio com 10° parasi-
tos, foram retroacasalados com o
parental susceptivel. A progénie
deste retroacasalamento (backcross)
foi expandida (intercross) e desafi-
ada (figura 2). Esta linhagem con-
génica, em desenvolvimento, mes-
mo apresentando uma grande par-
ticipacao do genoma da linhagem



susceptivel, possui um nivel de
resisténcia superior, em pelo me-
nos 100 vezes, ao padrao isogéni-
co parental susceptivel original.
O emprego deste novo modelo
serd de grande impacto na anilise
das diferencas genéticas e fisiopa-
tolégicas presentes nos animais
resistentes e susceptiveis. A iden-
tificacao de alvos preferenciais,
para o desenvolvimento protoco-
los visando combater a doenca,
auxiliard aos cientistas e as socie-
dades que os congregam, no en-
tendimento de doencas causadas
por protozodrios, resultando em
beneficios para a populacio.
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