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NOTA PREVIA

INSERCAO DE DNA DE TRYPANOSOMA CRUZI NO GENOMA DE CELULA
HOSPEDEIRA DE MAMIFERO POR MEIO DE INFECCAO

Antonio R.L. Teixeira, Zulmira Lacava, Jaime M. Santana
e Helena Luna

Observamos a cromatina deformas amastigotas de T. cruzi associada a cromossomos de
macréfagos metafasicos obtidos em diversos periodos da infeccdo aguda. O estudo imunocitoge-
nético demonstrou que o materialgenético inserido naqueles cromossomos eraproduto do T. cruzi.
Pelo teste de hibridizacao in situ com sonda biotinilada de DNA de T. cruzi, foi confirmada a
insercdo de DNA do protozoario nos cromossomos murinos. A insercdo seletiva de JH-DNA do
protozoario em alguns cromossomos sugere que podem ocorrer rearranjos transxenogénicos em

infeccdes de mamiferos pelo T. cruzi.

Palavras-chaves: Trypanosoma cruzi. Macréfago. Transxenogene.

Em trabalhos recentes9 10, mostramos que a
administracéo de nitroarenos tripanocidas em coelhos
infectados com T. cruzi ndo desativa as lesdes da
Doenca de Chagas cronica. A presenca de miocardite
destrutiva em coelhos tratados com nitroarenos, e nos
quais as parasitemias haviam desaparecido, reforga o
papel da auto-imunidade, e deixa ddvida quanto a
importancia da persisténcia do parasito na progressao
das lesbes. Em vista dessas observacdes, postulamos
que o T. cruzi intracelular poderia inserir seu DNA no
genoma da célula hospedeira infectada. Nesse traba-
lho, descrevemos a insercdo seletiva de DNA do
protozoario em cromossomos da célula hospedeira.

METODOS E RESULTADOS

Imunocitogenética: Esses estudos foram reali-
zados em grupos de 25 camundongos BALB/c, 2 a 15
dias ap6s a infeccéo, via ip, com 105 formas tripo-
mastigotas de T. cruzi do estoque Berenice. Macro-
fagos peritoneais metafasicos colhidos da cavidade
peritoneal foram submetidos ao estudo imunocitoge-
nético3 5. Usou-se IgG anti-r. cruzi de camundongos
hiperimunes6 conjugada ao isotiocianato de fluores-
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ceina. A andlise das prepara¢des mostrou genoma do
parasito entre os cromossomos (Figura 1). Um achado
peculiar consistiu na associacdo de cromatina de
formas amastigotas com cromossomos de macréfagos

Figura 1- Metafase de macrofago peritoneal de camun-
dongo infectado com Trypanosoma cruzi. A seta mostra
DNA densamente empacotado deforma amastigota de T.
cruzi associado a regides teloméricas de dois cromossomos.
Lamina corada pelo Giemsa. 1000X.

metafasicos. Os testes de imunofluorescéncia identi-
ficaram cromatinado T. cruzi em cromossomos. Esse
achado foi documentado nas mesmas metafases co-
radas, posteriormente, pelo Giemsa Entretanto, esse
achado nédo foi encontrado em macréfagos controles,
colhidos de camundongos normais.
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Auto-radiograjia e cariotipagem: Em vista
desse achado, marcamos o T. cruzi em cultura de
células musculares de fetos de camundongos com 3H-
timidina. O nucleotideo foi incorporado ao DNA das
formas amastigotas intracelulares, e as formas tri-
pomastigotas emergentes (105 tripomastigotas =
3.5 x 104 cpm) foram usadas para infectar camun-
dongos. A seguir, foram feitas preparagdes citogené-
ticas com as células peritoneais desses camundongos
infectados. As laminas contendo macrofagos meta-
fasicos foram submetidas a auto-radiografias. Apds
9 a 21 dias de incubagdo as laminas reveladas mos-
traram grénulos indicativos de emissdo de particula
radioativa, contida apenas no 3H-DNA inserido em
cromatides de cromossomos dos macréfagos (Figura
2). Esse achado foi observado apenas nas auto-
radiografias de preparacdes citogenéticas de animais
infectados, e ndo foi observado nas preparagdes con-
trole, obtidas de camundongos normais, ndo-infectados.
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Figura 2 - Auto-radiograjia de macréfago metafasico co-
lhido da cavidade peritoneal de camundongo BALB/c
infectado com 105tripomastigotas do estoque Berenice de T.
cruzi, marcadas com 3H-timidina. As setas mostram gra-
nulos resultantes da reducdo do sal de prata da emulséo
fotogréafica, pelo 3H-DNA de T, cruzi inserido no cro-
mossomo. Preparacdo corada pelo Giemsa. 1000X.

As bandas G e C dos cromossomos de macro-
fagos metafasicos, submetidos a auto-radiografias,
foram obtidas conforme descrigdo da literatural2. A
cariotipagem dos cromossomos de 52 metafases mos-
trou, consistentemente, insercdes preferenciais de
DNA de T. cruzi nos cromossomos 3, 6 e 11, posto
que visualizadas, respectivamente, em 23 (44,2%), 14
(26,9%) e 22 (42,3%) das metafases analisadas.

Hibridizacgdo in situ: Um pool de fragmentos de
DNA total de formas de cultivo do estoque Berenice
de T. cruzi, apds clivagem com endonuclease Kla-I,
foi usado como sonda. A marcacdo da sonda com
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biotina-11 dUTP foi feita pela técnica de “nick-
translation”, de acordo com protocolo da Boehring-
Mannhein. A purificacdo da sonda foi obtida em
coluna de Sephadex G-5011.

As preparacOes citogenéticas foram tratadas
com RNase (100 ug/ml) por 1 h, a 37°C. Apds trés
rinsagens em 2xSSC, as preparagdes foram desnatu-
radas em solucéo de formamida a 70%, durante 2 min,
a 70°C. A sonda biotinilada foi diluida para concen-
tragdo de 10 ng/jiill em meio de hibridizacdol1l e
desnaturada a 100°C por 5 min. Apos resfriamento,
20 jal da sonda desnaturada foi depositada sobre
lamina, recoberta com laminula e incubada a 37°C,
durante a noite, em camara Umida.

A imunocoloracéo foi feita apos rinsagem das
laminas em banhos de 50% formamida em 2x SSC. O
primeiro anticorpo antibiotina foi depositado na la-
mina, recoberta com laminula e incubada por 45 min, a
37°C. Apds trés rinsagens, usou-se o0 segundo anti-
corpo (anti-lgG conjugado a fluoresceina). A contra-
coloracgéo dos nucleos interfasicos e dos cromossomos
foi feita com iodeto de propidio. A observagéo foi feita
com auxilio de um microscopio Axiophot da Zeiss,
com sistema de amplificacdo de sinais em campo
escuro, e fonte de luz ultravioleta HBO-50.

A hibridizacéo in situ sobre cromossomos, com
sonda de DNA biotinilado de T. cruzi, mostrou a
presenca de DNA complementar a sonda. Os pontos
fluorescentes, indicativos do DNA forasteiro, foram
observados no nucleo de macréfagos interfasicos e
metafasicos colhidos de camundongos infectados
(Figura 3). Por essa técnica, 42% das metafases
tinham um ou mais pontos fluorescentes do DNA de
fita Gnica, complementar. Esses achados ndo foram

Figura 3—Localizagao de DNA biotinilado de Trypanosoma
cruzi em cromossomo de macréfago murino, aos 11 dias da
infec¢do, pela técnica de hibridizagéo in situ. (Vide métodos
p.). As setas mostram pontos fluorescentes indicativos do
DNA complementar localizado pela sonda molecular. Con-
tracoloracdo alaranjada dos cromossomos pelo iodeto de
propidio. 1000X.
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encontrados em macréfagos controles, colhidos de
camundongos normais.

DISCUSSAO

Neste estudo, observamos a presenca de cro-
matina de formas amastigotas de T. cruzi entre os
cromossomos de macréfagos de camundongos com
infecgdo aguda. Testes de imunofluorescéncia direta
mostraram que 0S materiais associados aos cro-
mossomos dos macréfagos eram produtos do T. cruzi.
A confirmagéo desse achado foi obtida com estudos
auto-radiograficos, nos quais os macréfagos eram
colhidos de camundongos infectados com T. cruzi
marcado com 3H-timidina. Em adigéo, a insercéo de
DNA de T. cruzi no genoma da célula hospedeira foi
demonstrada pelo teste de hibridizagdo in situ com
sonda biotinilada de DNA complementar. Este teste
mostrou alta sensibilidade para deteccdo do DNA
homdlogo inserido, pois 42% das 84 metafases anali-
sadas apresentavam uma ou mais insergdes.Esse
achado deve ser considerado em relagéo a um possivel
significado biolégico desse fenémeno.

A cariotipagem de cromossomos metafasicos
mostrou inser¢des seletivas do DNA de T. cruzi nos
cromossomos 3,6 e 11. Um dos possiveis mecanismos
para a seletividade apreciada seria a presenca de sitios
frageis identificados nas regides B dos cromossomos 3
e 64. A correlagdo potencial entre sitios frageis e
rearranjos de genes tem recebido extraordinaria aten-
¢do. Consideramos, ainda, que a atengdo deve ser
voltada para seqiiéncias idénticas de oligonucleoti-
deos (TTAGGG) existentes nas regides teloméricas
de Trypanosoma sp, as quais hibridizam cruzada-
mente, com teldmeros de cromossomos humano e
murinol 1. Existe a possibilidade de que tais sequén-
cias homologas favorecam rearranjos génicos (trans-
xenogene, do gr. xenos = forasteiro) em espécies
filogeneticamente distantes.

Acreditamos que rearranjos transxenogénicos
poderiam levar a expressdo de antigenos do parasito
codificados pelo DNA compartilhado. Seria de se
esperar, portanto, que a expressdo de proteinas codi-
ficadas pelos genes dos cromossomos 3,6 e 11 poderia
ser modificada. Sabe-se que o gene que codifica a
expressao da cadeia ft do receptor do linfdcito T esta
presente no locus B do cromossomo 6; os genes da
cadeia pesada da miosina e da a-actina de musculo
esquelético estdo presentes nos cromossomos 11 e 3,
respectivamente”. Curiosamente, algumas lesdes auto-
imunes da Doenca de Chagas parecem estar relacio-
nadas a citotoxicidade do linfécito T contra miosinade
musculo esquelético & de coragao.

Poroutro lado, existe também a possibilidade de
que os genes da célula hospedeira sejam incorporados

no genomado T. cruzi. A este respeito, descreveu-se a
presenca de antigenos da célula hospedeira que apa-
recem na membrana do T. cruzi e séo liberados no
meio exterior™. As proximas investigagdes orientadas
para o conhecimento da complexidade das reagdes
auto-imunes devem abordar esses aspectos da gené-
tica molecular dos genes transfectados. Este trabalho
descreve, pela primeira vez, a insercdo de material
genético de um protozoario patogénico no genoma de
uma célula de mamifero.

SUMMARY

Trypanosoma cruzi chromatin was observed in
macrophage chromosome spreads obtained at different
periods of infections in BALB/c mice. Immunofluorescent
studies showed that genetic materials associated with the
chromosomes were T. cruziproducts. In situ hybridization
showed the protozoon DNA insertion in the host cell
genome. In addition, selective 3H-DNA insertion in
chromosomes 3, 6 and 11 was observed, which suggested
that transxenogene rearrangement may take place in T.
cruzi infections o f mammals.

Keywords: Trypanosoma
Transxenogene.

cruzi. Macrophage.
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