


12

Introducéo

1. Trypanosoma cruzi: da Doenca de Chagas a biologia celular

1.1 Trypanosoma cruzi: parasita causador da Doenca de Chagas.

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, identificado por Carlos Chagas como agente etioldégico da
Tripanosomiase americana, também conhecida como Doenca de Chagas (Chagas,
1909). O numero de pessoas infectadas estimado € de 12-14 milhdes apenas na
América Latina (Dias, 2007) e outros 80 milhdes estariam sob risco de infecgao.
Programas para reduzir o risco de infeccdo nas Ameéricas, sob a lideranca da
Organizacao Mundial de Saude, foram implementados na década de 90, resultando em
significativa reducdo em alguns paises, da prevaléncia da doenca de Chagas.
Entretanto, € surpreendente o numero recente de microepidemias descritas em
diferentes regides, incluindo &reas urbanas, devido ao consumo de material
contaminado com o inseto transmissor do parasita ou suas fezes, como acai, caldo de
cana (Coura et al, 2002; Coura, 2006; revisto em Yoshida, 2009), ou suco de goiaba,
servido em uma escola publica, resultando na infec¢do de 103 criancas (de Noya et al,
2010). Outras formas de contaminacdo importantes ocorrem via transfusdo sanguinea,
transplacentaria, transfusao de 6rgaos ou ainda via oral.

As manifestacdes clinicas da doencga podem ser as mais diversas, variando de

casos assintomaticos até severas complicacbes da forma cardiaca, digestiva ou de
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ambas. No homem, a infeccdo pode se iniciar com uma fase aguda, que normalmente
dura cerca de 2 meses. Os sinais mais caracteristicos da fase aguda sdo o chagoma
(inchaco na regido da picada) e o sinal de Romafia, (inchaco das pélpebras, regido
comumente preferida para a picada). Esta fase € seguida por uma fase crénica, que na
maioria dos casos ocorre de forma assintomatica. ApGs alguns anos, cerca de 20 a 35%
destes individuos desenvolvem lesdes irreversiveis no coracao, sistema digestorio ou
ainda no sistema nervoso periférico (Moncayo et al, 2009). Um resumo da histéria da

doenca € apresentado na Figura 1.
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Figura 1. Historia natural da doenca de Chagas no homem. (Adaptado de Rassi Jr, Rassi e
Marin-Neto, 2009).
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A espécie Trypanosoma cruzi ndo forma uma populacdo homogénea; o
isolamento de populacdes de diferentes origens e seu estudo aprofundado mostraram a
presenca de uma extensa variedade de cepas com caracteristicas distintas. Essa
variedade intraespecifica refere-se a morfologia das formas sanguineas, as curvas de
parasitemia, a viruléncia, a patogenicidade e a sensibilidade a drogas. A principal causa
da variabilidade observada € atribuida a variagbes genéticas do parasita (Williams-
Banglero et al, 2003). Ainda assim, o background genético do hospedeiro e a
capacidade de seu sistema imune de resposta a presenca do parasita também
contribuem para a evolugdo da doenca. Esta diversidade deve estar relacionada a
grande variedade de manifestacdes clinicas observadas na Doenca de Chagas, embora
tal associacdo nao tenha sido estabelecida de maneira clara. Mas € importante
observar que as diferentes formas sédo encontradas em diferentes proporcdes dentre os
paises sul-americanos: enquanto no Brasil predomina a forma assintomatica com 60-
70% dos casos, no Chile predomina a forma digestiva.

O impacto econémico causado pela doenca € grande, além do custo social,
incluindo morte prematura de grande niumero de pessoas em idade produtiva; alto gasto
com pacientes crbnicos; e invalidez causada pelas sequelas da doenca. A busca,
intensificada principalmente nos ultimos anos, de drogas anti-T. cruzi podera alterar o
guadro atual, caracterizado pela auséncia de tratamento efetivo para a doenca de
Chagas. As drogas disponiveis atuam sobre 0s parasitas extracelulares e sua acao esta
restrita a determinadas cepas.

Os hospedeiros definitivos do parasita sdo invertebrados hematofagos da familia
Reduviidae, subfamilia dos triatomideos, popularmente conhecidos como barbeiros,

termo utilizado devido ao fato de geralmente picarem a face, &rea mais propensa a ficar
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descoberta. Em geral sao insetos lentos, pouco agressivos e de pouca mobilidade,
podendo viver tanto em ambiente silvestre, como em domicilios e areas circundantes
(peridomicilios). Vérios fatores contribuem para a transmissdo do T. cruzi aos seres
humanos. A infeccdo esta diretamente relacionada ao grau de associacdo entre 0s
barbeiros e o parasita, a colonizacdo dos domicilios, a capacidade de proliferacéo, a

guantidade de protozoarios eliminados e ao tempo que o barbeiro leva para defecar.

1.2 Caracteristicas morfologicas do parasita

O Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado da ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae, caracterizado por apresentar uma organela especifica que
contém DNA proprio — o cinetoplasto. O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo,
apresentando diversas formas tanto no hospedeiro vertebrado, como no invertebrado.
Sao trés as formas classicamente descritas, baseadas principalmente em critérios
morfoldgicos: 1) amastigotas, formas intracelulares arredondadas com cerca de 2,4 —
6,5 um de diametro, apresentam um flagelo incipiente, presentes no citoplasma de
células de mamifero e com capacidade de divisdo; 2) tripomastigotas, formas
infectantes, alongadas, com cerca de 18 um de comprimento, incluindo um flagelo e
sem capacidade de divisdo, presentes tanto nos hospedeiros vertebrados como
invertebrados; 3) epimastigotas, formas extracelulares flageladas, com cerca de 20-40
um de comprimento e 2-5 um de largura, ndo-infectantes e capazes de se multiplicar.

Formas epimastigotas, com as mesmas caracteristicas gerais, exceto pelo tamanho
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(cerca de 5 vezes menores) foram também descritas no citoplasma de células de

mamifero e chamadas de epimastigotas intracelulares (Almeida-de-Faria et al, 1999).

Figura 2. As duas principais formas do Trypanosoma cruzi em vertebrados: (a) tripomastigotas
sanguineos aderidos a células musculares cardiacas, e (b) amastigotas, no citoplasma de
células musculares cardiacas. Imagens: IOC/Fiocruz.

A posicdo do cinetoplasto em relacdo ao nucleo e a posicdo do flagelo séo
critérios importantes na classificacdo das formas. Dessa maneira, a forma invasiva,
tripomastigota, caracteriza-se por ser alongada, com o cinetoplasto arredondado
localizado posteriormente ao nucleo e flagelo emergindo da bolsa flagelar, esta
posicionada lateralmente na regido posterior do parasita. No inseto vetor é chamada

tripomastigota metaciclico e no hospedeiro vertebrado, tripomastigota sanguineo.
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1.3 Ciclo de vida

O ciclo se inicia no inseto da familia Reduviidae quando este se alimenta do
sangue de um vertebrado infectado com formas tripomastigotas sangulineas presentes
na circulagéo. No sistema digestivo do barbeiro, parte destes tripomastigotas sofre lise;
0s restantes diferenciam-se em epimastigotas, que migram para o intestino, onde se
multiplicam e aderem a membrana perimicrovilar, secretada por células intestinais. Nas
regides mais posteriores do intestino do invertebrado, muitos epimastigotas se desligam
da superficie e transformam-se em tripomastigotas metaciclicos, que sao liberados
juntos com as fezes e urina do barbeiro. A infeccdo de um hospedeiro mamifero,
incluindo o homem, pode se dar via mucosa ocular ou lesdo causada pela picada do
triatomideo. Uma vez no hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos
invadem diferentes tipos celulares no local do in6culo, como células macrofagicas,
fibroblastos, e células epiteliais. Apds a interiorizacdo, o parasita, dentro do vacuolo
parasitoforo inicia sua diferenciacdo em amastigota e lise do vacuolo por enzimas
secretadas pelo parasita, alcancando o citoplasma. O ciclo procede com divisdes das
formas amastigotas, passando por uma forma epimastigota-simile, dependente de
prolina (Almeida-de-Faria et al, 1999; Tonelli et al, 2004), até atingir a forma
tripomastigota, que € liberada para novo ciclo de infec¢éo apos lise celular (Figura 3). A
infeccdo de novas células do hospedeiro invertebrado também pode ocorrer por formas
amastigotas, como mostrado por diferentes autores (revisto em Mortara et al, 2008).
Interessantemente, tripomastigotas sdo capazes de passar por células do hospedeiro
sem estabelecer a infec¢do, o que aumenta ainda mais a complexidade da biologia do

processo de invasao deste parasita (Schenkman, 1991a).
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O metabolismo caracteristico da célula hospedeira também esta relacionado com
0 mecanismo de sobrevivéncia do parasita neste ambiente; aminoacidos como leucina,
isoleucina e valina, ndo séo sintetizados pelo T. cruzi (Silber et al, 2005), levando a
dependéncia, portanto, da disponibilidade dessas substancias no citoplasma da célula
hospedeira. A capacidade de transporte de metabdlitos pelo parasita também é
essencial para sua sobrevivéncia. No caso especifico de prolina, descrita como
importante fonte de energia e de carbono em tripomastigotas metaciclicos, a
capacidade de transporte desse aminoacido em cada estagio, relaciona-se com a sua
concentragdo intracelular, com excecdo das formas amastigotas: esta apresenta 0s
maiores niveis de prolina livre, apesar de ser apenas detectavel algum nivel de
transporte deste aminoacido (Silber et al, 2009), sugerindo que as fontes deste
aminoacido poderiam ser proteinas do proprio parasita. Ainda nesse contexto da
interacdo célula hospedeira-parasita, € importante ressaltar que o nucleo celular parece
nao ser essencial para a invasao, desenvolvimento e diferenciacdo do T. cruzi (Coimbra
et al, 2007), apesar de o numero de tripomastigotas em células enucleadas ser menor
em relacéo a células nucleadas. Ainda assim, fibroblastos, células endoteliais e células
musculares lisas demonstram aumento da expressao génica 24h apdés infeccéao por T.
cruzi, incluindo genes relacionados ao metabolismo e a sinalizacdo. Por outro lado,
genes relacionados a divisdo celular tém sua expressao diminuida nos estagios finais
da infeccdo, sugerindo que o parasita pode retardar ou impedir a progressao do ciclo

celular da célula hospedeira (Costales et al, 2009).
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Figura 3. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O vetor libera formas epimastigotas e
tripomastigotas metacicilicas junto com suas fezes e urina durante o repasto sanguineo no
hospedeiro vertebrado. No caso de células ndo fagociticas profissionais, ap6s adesédo a
membrana celular e conseqiliente invasdo, o parasita escapa do vacuolo parasitéforo e se
multiplica no citoplasma celular sob a forma de amastigotas. A diferenciacdo destas formas em
tripomastigotas ocorre através de formas intermedidrias, incluindo uma forma epimastigota-
simile. Tripomastigotas que séo liberados na corrente sanguinea infectam novas células ou sédo
inoculados pelo inseto vetor durante sua alimentacdo. No trato digestivo, os tripomastigotas
diferenciam-se em epimastigotas, que se replicam e se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos ao final do trato digestivo. Formas intermediarias também sdo encontradas no trato
digestorio. Retirado de Alves, M.J.M. e Colli, W., 2008.
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1.4 Interacéo parasita-hospedeiro: processos de invaséao e vias de sinalizacao

No hospedeiro invertebrado, o processo de adeséao das formas epimatigotas ao
intestino posterior parece ser crucial para a infectividade dos tripomastigotas
metaciclicos — este processo de adesdao € mediado por uma variedade de
glicoconjugados expostos na membrana perimicrovilar do hospedeiro, além de
glicoinositolfosfolipideos (GIPLs) expostos na superficie do parasita. (Alves et al, 2007,
Nogueira et al, 2007).

No hospedeiro vertebrado, antes de atingir a célula-alvo em diferentes orgaos, o
T. cruzi deve ser capaz de ultrapassar uma série de barreiras, da circulagdo sangtinea
ao interior das células, como a matriz extracelular, através de multiplas interagcdes com
seus componentes, além da lamina basal. Podem ser distinguidas duas formas
principais de matriz extracelular: a matriz intersticial e a membrana basal. A membrana
basal é altamente especifica, e esta presente na interface mesenquimal/epitelial da
maioria dos tecidos, envolvendo fibras nervosas periféricas, musculos e adipocitos.
Estdo entre estes principais componentes da membrana basal que interagem com T.
cruzi, a laminina (Giordano et al, 1999; Giordano et al, 1994b; Marroquin-Quelopana et
al, 2004), o colageno IV (Velge et al, 1988; Calvet et al, 2004), proteoglicanas de
heparan-sulfato (Herrera et al, 1994; Calvet et al, 2003), fibronectina (Ouaissi et al,
1984; Ouaissi et al, 1985) e trombospondina (Ulrich et al, 2002; Fernandez et al, 1993).

Apés atravessar a matriz extracelular, para que a infeccdo se estabeleca, o
parasita deve interagir com a superficie da célula hospedeira. A partir desse instante,
uma série de eventos € desencadeada: adesdo e sinalizacao, internalizacéo, escape do

vacuolo parasitéforo e finalmente o processo de diferenciagédo e multiplicacdo no interior
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da célula hospedeira. A identificacdo dos receptores do hospedeiro e respectivos
ligantes e a sinalizacdo desencadeada tem sido objeto de extensa literatura (revisto em

Alves & Colli, 2007; Yoshida, 2006; de Souza, 2010).

1.4.1 Processos de invaséo

Os processos de invasado de amastigotas extracelulares séo distintos daqueles
utilizados pelas formas tripomastigotas, conforme sugerem uma variedade de trabalhos
(revisto em Mortara et al, 2008). Nesta Introducéo, o foco sera restrito aos processos e
mecanismos de adesao e invasao utilizados pelos tripomastigotas.

E possivel discernir dois mecanismos gerais de invaséo do T. cruzi. O primeiro é
lisossomo-dependente, desencadeado pelo influxo de calcio e polimerizacdo de actina,
gue levam ao recrutamento de lisossomos na superficie celular. O papel do calcio no
processo de invasao pelo T. cruzi € atualmente bastante aceito, encontrando suporte
em experimentos e modelos de diversos grupos de pesquisa. Trata-se de uma resposta
extremamente rapida, desencadeada em cerca de 200 segundos apos o
reconhecimento do parasita pela célula hospedeira, que leva a um influxo de calcio livre
no citoplasma, de ambas as células (Moreno et al, 1994). Este influxo de calcio é crucial
para o recrutamento e a fusdo de lisossomos com a membrana celular. O rearranjo de
actina e outros microfilamentos também é calcio-dependente, processos que estdo
relacionados com outros mecanismos propostos de invasdo do parasita (Andrade e
Andrews, 2005; Moreno et al, 1994; Burleigh e Woolsey, 2002; Alves et al, 2007; Alves

e Mortara, 2009; Villalta et al, 2009).



22

O segundo mecanismo é lisossomo-independente, mediado pela membrana
plasmatica, com invagina¢ao independente de polimerizagéo de actina e dependente da
sinalizacdo via PI-3 quinase. (de Souza, 2002; Woolsey et al, 2003; Andrade e
Andrews, 2005; Burleigh, 2005). Em ambos os processos a fusdo do vacuolo
parasitéforo com os lisossomos € critica para o estabelecimento da infeccdo (Andrade e
Andrews, 2004).

O estudo das vias de sinalizacado desencadeadas durante o processo de invasao
por T. cruzi estava, até recentemente, restrito aquelas que se desenrolam na célula
hospedeira (Burleigh et al, 1997; de Souza et al, 2010). Com o seqienciamento do
genoma (El-Sayed et al, 2005), entretanto, este cenario tem sofrido alteracdo, em
particular com a descricdo de 190 genes codificando quinases (sendo 19 atipicas) e 86
genes codificando fosfatases (Parsons et al, 2005; Brenchley et al, 2007). A maioria
dessas fosfatases pertence a familia serina/treonina; em relagdo aos genomas
eucariotos, a proporcao de tirosina-fosfatases € menor (Brenchley et al, 2007), o que é
consistente com a auséncia de tirosina-quinases.

Até o momento, todavia, pouco € conhecido sobre as vias de sinalizagdo em T.

cruzi, principalmente no processo de invasao.

1.4.2 A superfamilia das gp85/Trans-sialidase e principais moléculas envolvidas
na infeccdo de células por T. cruzi

Pelo menos 50% do genoma de T. cruzi consiste de grandes familias génicas de
proteinas de superficie, retrotransposons e repeticdes subteloméricas (El-Sayed et al,

2005). As maiores familias génicas, incluindo ai pseudogenes, sdo a superfamilia das
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gp85/trans-sialidase com um total de 1430 membros, MASP, proteinas de superficie
associadas a mucinas (MASPs, de mucin-associated surface proteins) com 1377
membros, as mucinas, num total de 863 membros, e as proteases de superficie gp63,
gue totalizam 425 membros.

A superfamilia das gp85/TS, composta por aproximadamente por 700 genes, foi
subdividida em diferentes grupos por diferentes autores (Colli, 1993; Schenkman et al,
1994; Cross e Takle, 1993). Frasch propde dois grandes grupos (Frasch, 2000): o
primeiro engloba glicoproteinas ancoradas via GPI com massa molecular variando de
120-200 kDa e que tém atividade de trans-sialidase (Schenkman et al, 1991b). O
segundo grupo inclui as moléculas sem atividade de trans-sialidase, fazendo parte dela,
portanto, a familia gp85 (glicoproteinas de massa molecular variando de 80-90 kDa),
uma proteina de cerca de 160 kDa envolvida na regulacdo do complemento e a Tc13
(de funcéo atualmente desconhecida). Na familia gp85 estéo incluidas o grupo da Tc-85
(85 kDa, tripomastigota especifica) (Katzin e Colli, 1983), gp82 (82 kDa, especifica de
tripomastigotas metaciclicos) (Ruiz et al, 1998), SA85-1 (antigeno de superficie, 85
kDa) (Kahn et al, 1999), TSA-1 (Fouts et al, 1991), gp90 e gp30 (Franco et al, 1993).

Os membros da superfamilia gp85/TS apresentam, além de motivos de sialidase
bacteriana, uma sequiéncia conservada de aminoacidos — VTVXNVFLYNR (motivo FLY
ou VTV), proxima ao carboxi-terminal (Figura 4) e com propriedades adesivas as
células hospedeiras. A citoqueratina 18 (CK18), possivelmente presente de forma
transitoria na superficie de células LLC-MK; (células epiteliais de rim de macaco), foi
identificada como o receptor desta sequéncia (Magdesian et al, 2001). Um peptideo
sintético correspondente a sequéncia FLY é capaz de induzir um rearranjo do

citoesqueleto na célula hospedeira, facilitando a invasdo pelo T. cruzi (Magdesian et al,
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2007) e de ativar a via de sinalizacdo ERK1/2, como descrito para proteinas da
superfamilia Gp85/TS (Dias et al, 2008; Chuenkova e Pereira, 2000). Foi proposto
recentemente que a interagdo com citoqueratina 18 seria importante para o
estabelecimento da infeccdo intracelular do parasita, mas ndo para o processo de

invasao propriamente dito (Claser et al, 2008).

ASP boxes
FLY
SXDXGXTW VTVXNVFLYNR

Figura 4. Esquema da sequéncia dos genes da superfamilia Gp85/TS. A superfamilia Gp85/TS
possui motivos conservados que a caracterizam: dois motivos de neuraminidase (Asp boxes)
mais proximos da regido N-terminal e uma sequéncia de aminoacidos VTVXNVFLYNR
(conhecida por motivo FLY ou VTV), localizada mais préxima ao C-terminal.

Dos aproximadamente 140 genes que codificam proteinas do tipo trans-sialidase
(TS), cerca de metade sdo compostas por formas inativas, devido a uma mutacdao em
um residuo de tirosina essencial a atividade enzimética, isto €, a transferéncia de acido
sialico de glicoconjugados para macromoléculas do parasita (revisto em Schenkman et
al, 1994; De Lederkeremer e Augusti, 2009; Buscaglia et al, 2006), tais como as
mucinas, moléculas de presenca abundante na superficie do T. cruzi. A TS isolada de
tripomastigotas contém uma repeticdo de 12 aminoacidos in tandem em sua regido C-
terminal, denominada SAPA, que se encontra ausente na TS isolada de epimastigotas.
Tanto as formas ativa como a inativa da TS parecem estar envolvidas no processo de

infeccdo. As TS inativas mantém a capacidade de ligacdo ao &cido sidlico e a
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galactose, o que implica essa regido também na adeséo (Todeschini et al, 2004),
enquanto que as TS ativas catalisam a desialilacdo de algumas glicoproteinas de
membrana lisossomal, evento importante para o0 mecanismo de escape do parasita do
vacuolo parasitoforo, facilitando a formagdo de poros pela proteina Tc-Tox, secretada
pelo T. cruzi (Andrews et al, 1990; Hall et al, 1992, Rubin-de-Cellis et al, 2006). A TS
também estd envolvida em uma variedade de processos de inibicdo do sistema imune
do hospedeiro: a superficie sialilada permite ao parasita escapar do sistema
complemento (Colli, 1993); compostos sialilados interagem com a proteina inibitéria
Siglec-E (sialic acid-binding Ig-like lectin-E), presente em células do sistema imune,
inibindo a sua ativacao (Jacobs et al, 2010) e por fim, a incorporacdo de acido-sialico
via TS também leva a apoptose de células do sistema imune (Mucci et al, 2006).

Além de participarem dos processos descritos, uma série de trabalhos
descreveram envolvimento de regifes ndo-cataliticas da TS em eventos distintos, tais
como a ativacao de vias de sinalizacao relacionadas a sobrevida, como a sinalizacao
via MAPK e PI3K/Akt em neurdnios, células da glia, células dendriticas ou epiteliais

(Chuenkova e Pereira, 2000 e 2005; Chuenkova et al, 2001; Melo-Jorge e Pereira,

2007), ativacdo de NF-KB, expressdo de moléculas de adesédo, aumento de invasao

dos parasitas e bloqueio de apoptose em células endoteliais (Dias et al, 2008).

Nosso grupo demonstrou o envolvimento de uma familia de glicoproteinas de
cerca de 85 kDa de massa molecular, coletivamente chamadas de Tc-85, expressas em
tripomastigotas e envolvidas na invasdo de células hospedeiras (Abuin et al, 1989;
Alves et al, 1986; Giordano et al, 1994a e 1999; Katzin e Colli, 1983). Sao

glicoproteinas inseridas na membrana do tripomastigota via ancoras de GPI,
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pertencentes a superfamilia das gp85/trans-sialidase e sem atividade de trans-sialidase
(Cross e Takle, 1993; El-Sayed et al, 2005). Uma forma equivalente, denominada gp82,
esta envolvida na invasao de células por tripomastigotas metaciclicos, além de ter papel
na infeccdo por via oral do hospedeiro vertebrado (Yoshida, 2008). Na forma
tripomastigota metaciclica, além da gp82, as glicoproteinas gp30 e gp90 tém papel no
processo de infeccao pelo T. cruzi, com a gp90 exercendo o papel de moduladora deste
processo (Yoshida, 2006).

A expressdo de Tc-85 e @gp82, assim como a de outros genes em
tripanosomatideos (Palenchar e Bellofatto, 2006; Noé et al, 2008), é regulada por

mecanismos pos-transcricionais (Abuin et al, 1999; Gentil et al, 2009).

1.4.3 Interacao de T. cruzi com a matriz extracelular do hospedeiro

Uma das primeiras interacfes descritas do parasita com elementos da matriz
extracelular foi a interacdo de uma glicoproteina néo caracterizada de 85 kDa com a
sequéncia RGD da fibronectina (Ouaissi et al, 1984). Atualmente sdo conhecidas uma
série de proteinas presentes na matriz extracelular com as quais o tripomastigota de T.
cruzi interage, além da fibronectina: galectina-3 (Moody et al, 2000), colageno IV (Velge
et al, 1988), trombospondina-1 (Simmons et al, 2006), proteoglicanas do tipo heparam
sulfato (Herrera et al, 1994; Calvet et al, 2003) e laminina (Giordano et al, 1999). Esta
interacdo € apenas em parte mediada por mucinas e membros da superfamilia
gp85/TS. Em grande parte dos casos, o ligante especifico ndo foi caracterizado (Ulrich
et al, 2002; revisto em Alves e Colli, 2007). A participacdo de trombospondina e

galectina-3, assim como de laminina, no processo de invaséo, foi confirmada através da
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técnica de silenciamento da expressdo utilizando RNAi (Simmons et al, 2006; Moody et
al, 2000; Nde et al, 2006).

A ligacao de T. cruzi a proteoglicanos de heparam sulfato € mediada por uma
proteina ligadora de heparina de massa molecular de 60 kDa, conhecida como
penetrina ou gp60 (Herrera et al, 1994; Calvet et al, 2003). Cabe destacar que as
consequentes alteragcdes nos componentes da matriz extracelular levam nao apenas a
ligacdo do parasita, mas também a caracteristica fibrose do tecido cardiaco que
acompanha a Doenca de Chagas (Vray et al, 2004; Andrade et al, 1989; Pinho et al,
2002).

O fator de crescimento tumoral B (TNF-B) tem sido implicado na formacao de
fiborose e no desenvolvimento da Doenca de Chagas, assim como na supressao do
sistema imune do hospedeiro (Araudjo-Jorge et al, 2008). Os dados indicam que o
parasita é capaz de obter TNF-B do proprio hospedeiro, um passo que seria
determinante para a diferenciacdo das formas amastigotas em tripomastigotas
(Waghabi et al, 2005). Um dos eventos que estaria contribuindo para a fibrose do
coracao seria a expressao induzida por estimulo de TNF- de genes codificando para
fibronectina, trombospondina e colageno |.

A glicoproteina gp83, liberada na matriz celular por meio da atividade da
glicosilfosfatidilinositolfosfolipase C, ativada via MAP quinase e PKC e membros da
superfamilia da gp85/trans-sialidase, sdo algumas moléculas envolvidas no aumento da
invasdo de células hospedeiras. Interessantemente, proteinas da superfamilia

gp85/trans-sialidase podem ser liberadas de forma solivel no meio extracelular ou
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ligadas a membranas — vesiculas (Goncgalves et al, 1991) — e podem estar envolvidas

com o processo de infecgéo.

Laminina
Su perfamilia Fibronectina
GP85/TRANS-SIALIDASE Colageno

Galectina-3

OLIGOPEPTIDASE B Trombospondina
Proteoglicanas de

PROLYL PEPTIDASE heparan-sulfato

Citoqueratina 18

MUCINAS E MASP
CHAGASINA Receptor Toll-like 2
PENETRINA

Receptor de bradiquinina

CRUZIPAINA
Interagoes dependentes
de carboidrato

Figura 5. Moléculas envolvidas na infec¢éo de células ndo-fagociticas por T. cruzi. (adaptado
de Colli e Alves, 2007). Uma variedade de moléculas de adesdo, vias de sinalizagédo
desencadeadas por componentes do parasita e enzimas proteoliticas estdo envolvidas no
estabelecimento de uma infeccdo efetiva. O T. cruzi liga-se a matriz extracelular através de
membros da Tc85 e outras moléculas, e a superficie celular através de multiplas interagdes
dependentes ou ndo de carboidrato.

Outra classe de moléculas presentes na superficie do parasita com participacao
no processo de adesdo e internalizagdo é a das mucinas (De Lederkeremer e Augusti,
2009; Villalta et al, 2009; Mendonc¢a-Previato et al, 2005; Nogueira et al, 2007; Ruiz et
al, 1998; Turner et al, 2002), que constituem a segunda maior familia de genes.

Mucinas sao glicoproteinas ancoradas na membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI), e
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exercem importante papel na protecdo do parasita durante seu estagio no sistema
digestivo do inseto. O padrdo de mucinas também varia entre as formas derivadas dos
estagios percorridos no inseto (epimastigota e tripomastigota metaciclica — padréo
caracteristico homogéneo, com massa molecular de 30 e 50 kDa e as formas que se
desenvolvem em tecidos de vertebrado, com massa molecular variando de 60 a
200kDa). Ha ainda uma terceira classe de mucinas identificadas, conhecidas pelo termo
“‘pequeno antigeno de superficie” (revisto em Buscaglia et al, 2006). A galectina-3
parece estar envolvida no processo de interagcdo parasita-hospedeiro, mediando a
ligacdo entre mucinas do parasita com a laminina e assim facilitando a interagéo deste
com a matriz extracelular (Vray et al, 2004).

Nas formas tripomastigotas, proteinas mucina-simile, também ancoradas via GPI

desencadeiam sinalizacdo via MAPK e NF-KB através da ativacdo de receptores Toll-

like (Moody et al, 2000, Nde et al, 2006), cuja resposta € responsavel pelo
reconhecimento de moléculas de origem bacteriana ou viral pelo hospedeiro. Formas
tripomastigotas infectivas liberam um fator, de estrutura desconhecida até o momento e
que tem participacdo na resposta ao Ca®" no hospedeiro, gerado pela acédo de uma
peptidase de 120 kDa (Burleigh e Andrews, 1995). A clonagem e 0 sequenciamento
desta peptidase levou a caracterizacéo da oligopeptidase B (Burleigh et al, 1997), assim
chamada por ser uma enzima citosdlica relacionada a serino-peptidases, membros da
familia de prolil oligopeptidases. Além destas, existem uma variedade de enzimas como
a cruzipaina, a principal cisteino proteinase de T. cruzi (Murta et al, 1990; Paiva et al,

1998; Scharfstein et al, 2000), a PPlso (peptidil-prolil-cis-trans-isomerase),
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gp63/metaloproteases, proteinase POP Gp80, entre outras, envolvidas na infecgao por
T. cruzi (Moro et al, 1995; Cuevas et al, 2003; Santana et al, 1997).
Um resumo das principais moléculas envolvidas na infeccdo pelo T. cruzi

encontra-se nas Tabelas 1 e 2.

Tabela 1. Proteinas de superficie de formas tripomastigotas derivados de cultura e

tripomastigotas metaciclicos de T. cruzi com ligacdo na matriz extracelular ou atividade

proteolitica. Adaptada de Epting et al, 2010.

Proteina Ligante/Alvo no hospedeiro Funcao/Resposta

Gp82 Mucina, ligante de superficie desconhecido. Ligagao, sinalizacéo

Gp63 Fibronectina, laminina. Protease da matriz extracelular; ligacéo.

Penetrina (gp60) Heparan, heparan sulfato, colageno. Ligagao.

Tc-85/gp85/TS Fibronenctina, laminina, citoqueratina 18. Ligacéo, retencao.

Gp9o Desconhecido. Inibidor da invaséo, sinalizagao.

Mucinas/trans-sialidase Glicoproteinas de superficie contendo o grupo 2,3-  Sialidase, imunégeno  secretado
sialil (galectina 3). (SAPA).

Mucina p45
Cruzipain

POP Tc80 serino protease

Desconhecido.
Bradicinina.

Colageno | e 1V, fibronectina.

Ligagao ao miocito cardiaco.
Cisteino-proteases.

Protease da matriz extracelular.

Tabela 2. Propriedades de sinalizacdo de proteinas de superficie do T. cruzi. Adaptada de

Epting et al, 2010.

Proteina Sinalizagédo

Gp82 Parasita: influxo de Ca®", fosforilagdo de tirosina de Tc-p175 dependente de PLC.
Gp83 Parasita: influxo de Ca®*, hospedeiro: sinalizagao de MAPK.

Gp30 Parasita: influxo de Ca*

Gp35/50 Parasita e hospedeiro: aumento de AMPc e calcio.

Gp9o Fosfatase; potencialmente inibe a sinalizagéo via gp82.

Cruzipain Sinalizagao via bradicinina, influxo de Ca?", formagéo de cinina.

Oligopeptidase B

Citosolica, clivagem de substrato de 120kDa, secretada, liberagéo direta de Ca%*
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1.4.4 Tc85 — proteina multi-adesiva

Tc85-11 e Tc85-45, membros da familia Tc85 clonados em nosso laboratorio,
ligam-se pelo motivo FLY, regido conservada nos membros das gp85/trans-sialidases a
citoqueratina 18 (Magdesian et al, 2001), a vimentina e a outras citoqueratinas, como
mostrado pela técnica de phage display (Tonelli et al, 2010). Ligam-se ainda a laminina
pela sua porcédo N-terminal, sendo a ligagéo caracterizada para a Tc85-11 (Giordano et
al, 1999; Marroquin-Quelopana et al, 2004). Além disso, havia evidéncias em nosso
laboratério da existéncia de ligacdo da Tc85-11le Tc85-45 a superficie da célula
hospedeira, na porcdo conhecida como H3.3 (Figura 6). H3.3 contém o epitopo do
anticorpo monoclonal H1A10, anticorpo este que inibe parcialmente a invasédo do

T.cruzi e cuja presenca definiu o grupo chamado Tc85 (Abuin et al, 1989).

Peptideo G Peptideo)
TC85-11

B b v e
D

H3.3(ress-1) [ L B

Figura 6. Esquema da sequéncia H3.3 em rela¢éo a proteina recombinante Tc85-11.

Para identificar outros possiveis ligantes dos membros da Tc85, particularmente
a adesdo a célula, nosso laboratério utilizou a técnica de phage display (Anexos,
Figura Al), que permitiu a identificacdo da sequéncia GGIALAG, presente no receptor
de procineticina 2 (PKR2). Esse resultado permitiu formular a hipétese de que PKR2

seria um ligante da Tc85 (Renata Tonelli e Ursula Urias, comunicacdo pessoal).
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2. A via das Procineticinas e dos Receptores de Procineticinas

2.1 As Procineticinas

As procineticinas (PKs) sao peptideos secretados que exercem funcées em uma
grande variedade de érgaos, como o trato gastrointestinal, e participam de diversos
processos bioldgicos, como angiogénese (LeCouter et al, 2003; Guilini et al, 2009),
hematopoiese (LeCouter et al, 2004), diferenciacdo de mondcitos (Dorsch et al, 2005),
ativacdo de macrofagos (Martucci et al, 2006), sobrevida neuronal (Melchiorri et al,
2001), ativacdo do bulbo olfatério (Ng et al, 2005; Matsumoto et al, 2006), motilidade
gastrointestinal (Li et al, 2001), nocicepcédo (Negri et al, 2006; Hu et al, 2006), ritmo
circadiano (Li e Hu et al, 2006; Cheng et al, 2002), coordenacdo do comportamento
circadiano e sua fisiologia (Prosser et al, 2007) e funcdo reprodutiva (revisto em
Maldonado-Pérez et al, 2007).

As procineticinas foram inicialmente isoladas em 2001 pelo grupo de Zhou (Li et
al, 2001), através de bibliotecas de cDNA, como potentes agentes mediadores de
contracdo muscular no trato gastrointestinal. S&o membros da familia AVIT de proteinas
secretadas, homélogas a toxina intestinal de mamba 1 (MIT1 — mamba intestinal toxin
1) e Bv8 (isolada de Bombina variegata), peptideos ricos em residuos de cisteina.
Foram identificados dois tipos de procineticinas: procineticina 1 e procineticina 2, que
sdo excretadas, exercendo efeitos em diversos tecidos e 6rgdos. Ambas — de 86 e 81
aminoacidos respectivamente — conservam, assim como Bv8 e MIT1, um hexapeptideo

na regido amino-terminal (localizado imediatamente antes do primeiro residuo de
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cisteina) e 10 residuos de cisteina essenciais para as 5 ligacdes dissulfeto
caracteristicas dos peptideos (Figura 7). PK1 foi também identificada na mesma época
por outro grupo (LeCouter et al, 2001), e foi denominada “endocrine gland vascular

endothelial growth factor”.

PKi: AVITGAlERDVOE|lcACTEF@AISLWLRCLRMCITPLGRECE E[CJH P
BvB: |AVITEGcA|C NescTE G WERNIRF|QIrLeNScGED|QHT
MTi: AvITeAlERDLOllc ke TP @AVSLWIKSVRV|OTPVETSCED|CH P
1
PK1: GSHEVPFFRERKHHT|OP|QL PNLL|Q|SRFPDGRYR|C/SMDLENINF
BvB LSHEVPYDGELRSSLigrlgdr s e L T|ds seEKFEK[]s
MT1: ASHEIPFSGQRMHHT|OP|APNLA|QVQTSPEKFE|CL S KS
44

Figura 7. Sequéncia primaria das procineticinas. Em destaque, a sequéncia N-terminal AVITGA
e as cisteinas conservadas. Retirado de Zhou, 2006.

Atualmente trabalhos apontam as procineticinas como sendo também potentes
fatores mitdgenos e de sobrevida em diversos tipos celulares, incluindo células
endoteliais (Kisliouk et al, 2005), neuronais (Ngan et al, 2007), linfocitos, células tronco
hematopoiéticas e cardiomidécitos (Urayama et al, 2007).

As PKs estdo amplamente expressas em tecidos de mamiferos (Bullock et al,
2003), além do trato gastrointestinal. Neste caso PK1 é mais abundante do que PK2

(Tabela 3).
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Tabela 3. Distribuicdo das procineticinas. Adaptado de Ngan e Tam, 2008.

Tecido PK1 PK2

Ovario Granulosa; corpo lUteo. Nao detectada.

Testiculo Células de Leydig. Espermatocitos

Glandula adrenal Células  da  glomerulosa;  células Células  da  glomerulosa; células
fasciculadas. fasciculadas; células endoteliais.

Placenta Presente. Presente.

Utero Epitélio glandular;, endotelial; células Epitélio  glandular;  endotelial;  células

estromais; células musculares lisas.

Cérebro Baixa expressao.

Trato intestinal Plexo entérico; mucosa do intestino
embrionario.

Coragao Tecido cardiovascular; células cardiacas.

Medula dssea; sangue CélulasBeT.

periférico

estromais; células musculares lisas.
Coértex cerebral; bulbo olfatorio; células de
Purkinje.

Plexo entérico.

Tecido cardiovascular; células cardiacas.
Células-tronco  embrionarias; mondcitos;

neutrofilos e células dendriticas.

2.2 Os receptores de procineticina (PKRS)

A identificacdo dos dois receptores de procineticinas conhecidos veio logo em

seguida a descoberta das PKs (Lin et al, 2002; Masuda et al, 2002) e os receptores

foram denominados PKR (prokineticin receptor) 1 e 2, sendo que PKR1 liga-se tanto a

PK1 como a PK2 e PKR2 liga-se preferencialmente a PK2. De fato, PK2 € o agonista

mais potente para ambos 0s receptores sob condic¢des fisiologicas (Soga et al, 2002;

Lin et al, 2002), que apresentam 85% de sua sequéncia de aminoacidos idéntica

(Figura 8).
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PKR1 HUMAN 1 METTMGFMDDNATNTSTSFLSVLNPHGAHATSFPENFSYS
PKR2 HUMAN 1 MAAQNGNTSFTPNFNPPQDHASSLSEFNFSYG

PKR1 HUMAN 41 DYDMPLDEDEDVTNSRTFFAAKIVIGMALVGIMLVCGIGN
PKR2 HUMAN 32 DYDLPMDEDEDMTKTRTFFAAKIVIGIALAGIMLVCGIGN

PKR1 HUMAN 81 FIFIAALVRYKKLRNLTNLLIANLAISDFLVAIVCCPFEM
PKR2 HUMAN 72 FVFIAALTRYKKLRNLTNLLIANLAISDFLVAIICCPFEM

PKR1 HUMAN 121 DYYVVRQLSWEHGHVLCTSVNYLRTVSLYVSTNALLAIATI
PKR2 HUMAN 112 DYYVVRQLSWEHGHVLCASVNYLRTVSLYVSTNALLAIAI

PKR1 HUMAN 161 DRYLAIVHPLRPRMKCQTATGLIALVWTVSILIAIPSAYF
PKR2 HUMAN 152 DRYLAIVHPLKPRMNYQTASFLIALVWMVSILIAIPSAYF

PKR1 HUMAN 201 TTETVLVIVKSQEKIFCGQIWPVDQQLYYKSYFLFIFGIE
PKR2 HUMAN 192 ATETVLFIVKSQEKIFCGQIWPVDQQLYYKSYFLFIFGVE

PKR1 HUMAN 291 FVGPVVTMTLCYARMTRELWFKAVPGFQTEQIRKRLRCRR
PKR2 HUMAN 232 FVGPVVTMTLCYARISRELWFKAVPGFQTEQIRKRLRCRR

PKR1 HUMAN 281 KTVLVLMCILTAYVLCWAPFYGFTIVRDFFPTVFVKEKHY
PKR2 HUMAN 272 KTVLVLMCILTAYVLCWAPFYGFTIVRDFFPTVFVKEKHY

PKR1 HUMAN 321 LTAFYIVECIAMSNSMINTLCFVTVKNDTVKYFKKIMLLH
PKR2 HUMAN 312 LTAFYVVECIAMSNSMINTVCFVTVKNNTMKYFKKMMLLH

PKR1 HUMAN 361 WKASYNGGKSSADLDLKTIGMPATEEVDCIRLK
PKR2 HUMAN 351 WRPSQRGSKSSADLDLRTNGVPTTEEVDCIRLK

Figura 8. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dos receptores de procineticina 1 e 2,
com as sequéncias GIALAG em PKR2 e GMALVG em PKR1 destacadas. Retirado de
Maldonado-Pérez et al, 2007.

Os PKRs fazem parte da familia dos receptores acoplados a proteina G
(GPCRs). GPCRs séao responsaveis pela maioria das respostas celulares a horménios e
neurotransmissores, assim como nos sentidos da visdo, olfato e paladar (Bockaert e
Pin, 1999). Estruturalmente, sdo receptores de membrana, com 7 dominios intra-
membrana, chamados dominios TM1 a TM7 (de transmembrane), e duas regides
terminais distintas: N-terminal extracelular e C-terminal intracelular (Figura 9). A
transducédo de sinal esta associada a uma série de alteracdes na estrutura terciaria do
receptor, seguida de reconhecimento por outras proteinas intracelulares, em particular

proteinas acopladas a G.
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N-terminal

Extracelular

Membrana

Intracelular

<«—> Ligagdo Dissulfeto

#  SitiosPutativos de Fosforilagdo C-terminal

Figura 9. Esquema da estrutura de PKR2, mostrando os 7 dominios transmembranares e a
provavel localizacdo da sequéncia GIALAG no inicio do primeiro destes dominios. Estdo
representados também possiveis sitios de formacao de ligacdo dissulfeto e sitios putativos de
fosforilagdo, com base na analise da sequéncia primaria do receptor.

Ambos os receptores desencadeiam principalmente a via de sinalizagdo Gayg,
levando ao actimulo de inositol fosfato e mobilizacdo de Ca®*, e s&o expressos de
maneira ubiqua em diversos tecidos (Tabela 4) (Negri et al, 2007; Ngan e Tam, 2008;
Urayama et al, 2008). Os PKRs também foram implicados na ativacdo de MAPK
(mitogen-activated protein kinase) via Go.

Os efeitos desencadeados por PKR1 ou PKR2, todavia, sédo bastante
especificos, 0 que explicaria um padrdo de expressdo tecido-especifico. PKR1 é
expresso predominantemente, além do trato gastrointestinal, no sistema
neuroendocrino, em macrofagos e 6rgaos reprodutivos. PKR2, por sua vez, é expresso
principalmente nas glandulas tiredide, pituitaria, testiculo e ovario, além de estar

presente no cérebro (Tabela 4) (Lin et al, 2002; Ngan e Tam, 2008). Recentemente

mostrou-se que PKR2 é altamente expresso em células endoteliais fenestradas, como
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as encontradas em glandulas enddécrinas (LeCouter et al, 2001) no corpo luteo, no rim e
no figado. A inativacdo do gene que codifica para PKR1 leva a desordens estruturais e
funcionais no coracgéo e nos rins (Boulberdaa et al, 2011), enquanto que mutacdes no
gene que codifica para o receptor de procineticina 2 sdo responsaveis pela sindrome de
Kallmann,

uma desordem do desenvolvimento que leva ao hipogonadismo

hipogonadotrépico congénito com anosmia ou hiposmia (Abreu et al, 2008).

Tabela 4. Distribuicdo dos receptores de procineticinas. Adaptado de Ngan e Tam, 2008.

Tecido PKR1 PKR2
Ovario Presente. Presente.
Testiculo Células endoteliais do intersticio. Células endoteliais do intersticio.

Glandula adrenal

Placenta

Utero

Cérebro

Trato intestinal
Coragao
Medula dssea; sangue

periférico

Célula da glomerulosa; células fasciculadas;
células endoteliais.

Presente.

Epitélio glandular; endotelial; células estromais;
células musculares lisas.

Zona subventricular; via de migragdo rostral;
bulbo olfatério; hipocampo.

Plexo entérico; células da crista neural entérica.
Tecido cardiovascular; células cardiacas.

tronco células

Células hematopoiéticas;

sanguineas maduras, incluindo linfécitos.

Célula da glomerulosa; células fasciculadas.

Nao detectado.

Epitélio  glandular; endotelial;  células
estromais; células musculares lisas.
Zona subventricular; via de migragéo rostral;
bulbo olfatério; hipocampo.
Plexo entérico do ileoceco.
Células tronco hematopoiéticas; células

sanguineas maduras, incluindo linfécitos.

Apesar da alta identidade de aminoacidos entre os receptores, o efeito da
ativacdo de um ou de outro receptor € bastante diferente. A superexpressao de PKR1
em cardiomiocitos de camundongos transgénicos promove angiogénese coronaria pos-
natal e vasculogénese regulada via paracrina (Urayama et al, 2008). Além disso, a
expressédo transiente de PKR1 diminui a mortalidade e preserva a funcao ventricular

esquerda do coracdo, aumenta a sobrevida dos cardiomidcitos em modelo de infarto do
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miocardio (Urayama et al, 2007). Por outro lado, camundongos transgénicos com
cardiomiécitos  superexpressando PKR2 apresentam hipertrofia excéntrica e
extravasamento vascular sob regulacéo paracrina (Urayama et al, 2009).

O knock down de PKR1 ou Gg11 em células H5V (células endoteliais coronarias),
gue expressam predominantemente PKR1, inibe processos de proliferagdo, migracao e
angiogénese, enquanto que a superexpressdo de PKR2 altera completamente o
fendtipo deste tipo celular, que passa a apresentar caracteristicas de células endoteliais
fenestradas (Guilini et al, 2009). Estes eventos levam ao aumento da permeabilidade
transcelular e seriam mediados via ativacdo de Ggi1o. Este efeito divergente foi
confirmado utilizando células endoteliais aodrticas humanas (HAEC, human aortic
endotelial cells), que expressam apenas PKR1, e células endoteliais hepato-sinusoidal
humanas (HHSEC, human hepatic sinusoidal endothelial cells), que expressam apenas
PKR2: PK2 induz a formacédo de estruturas similes a vasos sanguineos em HAEC, mas
levou a desorganizacao das juncdes aderentes em HHSEC (Guillini et al, 2009).

Estes dados explicariam o fato de PKR1 ser altamente expresso nas células
endoteliais de arteriolas e vasos sanguineos, e PKR2 ser altamente expresso em
células endoteliais de fendtipo fenestrado (Podlovni et al, 2006). Alguns trabalhos
indicam que a variacdo de aminoacidos basicos localizados nas regides de interacédo de
PKR1 e PKR2 com proteinas G poderia ser uma das razfes da diferenca de sinalizacao

mediada por um ou por outro receptor (Keramidas et al, 2008).
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Objetivo Geral

Uma vez que resultados preliminares sugeriram o receptor de procineticina 2
(PKR2) como ligante de proteinas do grupo Tc85 e que os receptores de procineticina
sdo expressos em alguns oOrgdos classicamente afetados pela doenca de Chagas,
propusemo-nos a verificar o papel de PKRs na infec¢do de células pelo Trypanosoma

cruzi.

Objetivos especificos

1. Verificar o papel de PKR1 e PKR2 na infeccao de células por tripomastigotas
de T. cruzi.

2. Verificar o papel da sequéncia GIALAG, presente no PKR2 na infeccdo de
células por tripomastigotas de T. cruzi.

3. Determinar se o peptideo GGIALAG induz a ativacéo de vias de sinalizacéo,

com fosforilac&o de proteinas de tripomastigotas de T. cruzi.
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Material e Métodos

1. Culturas celulares

1.1Manutencédo de células

Células MCF10A (epitélio mamario humano, cedidas pela Prof* Dra Nathalie
Cella) foram mantidas a 37°C e 5% CO, em meio DMEM/F12 (Gibco) contendo 5% de
soro de cavalo (Invitrogen), 20ng/mL EGF (fator de crescimento epidermal — epidermal
growth factor, Invitrogen), 100ng/mL toxina colérica (Sigma), 100ug/mL insulina
(Invitrogen), 500ng/mL hidrocortisona (Sigma) e Penicilina/estreptomicina  (1x,
Invitrogen). O repique da cultura foi feito apos o tratamento com 0,05% de tripsina
(Cultilab) por 20-30min de incubacdo em estufa a 37°C e 5% CO, e as células foram
ressuspensas em DMEM/F12 contendo 20% de soro de cavalo.

Células LLCMK, (epitélio de rim de macaco), células HEK293T (células
embrionarias de rim humano) e células N1321 (astroglioma humano), foram mantidas a
37°C e 5% CO, em meio DME (Gibco) contendo 10% de soro fetal bovino (Cultilab). As
células foram removidas do substrato por tratamento com tripsina 0,5%. As células
293T (HEK293T, células embrionarias de rim humano) e N1321 (astroglioma humano)
foram cedidas pelo Prof. Dr. Alexander Henning Ulrich.

Células CHO (chinese hamster ovary), e COS-7 (células CV-1 em Origem
carregando o genoma do virus SV40, ou seja, células de origem de rim de macaco
verde da Africa (CV-1) com uma versdo do genoma do virus SV40) foram cultivadas em

meio RPMI com 10% de soro fetal bovino.
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Células CLPs (célula endotelial de aorta de coelho selvagem — EC — clone
CLPs), gentilmentes cedidas pela Prof® Dra Helena Bonciani Nader (Unifesp) foram
mantidas em meio HAM-F12 (Cultilab) contendo 10% de soro fetal bovino, e repicadas
utilizando solucédo de pancreatina, 25g/L (Invitrogen — solucdo contrifugada e utilizado o

sobrenadante).

1.2Manutencdao de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi

Tripomastigotas de Trypanosoma cruzi da cepa Y foram mantidos em culturas de
células LLCMK;, em meio DME contendo 2% de soro fetal bovino. Os parasitas
utilizados em ensaios de infeccédo sédo obtidos apds o 5° ou 6° dia de infeccéo, quando

ocorre o pico de liberagcéo das formas tripomastigotas (Andrews e Colli, 1982).

2. Ensaios de invaséo por T. cruzi

2.1 Ensaio de inibicdo dainvaséo utilizando anticorpos

Células MCF10A (4x10% foram adicionadas a laminulas de vidro em placas de
24 pocos e cultivadas como descrito acima. Apdés 24-48h foram incubadas com
diferentes anticorpos - anti-PKR2 e anti-PKR1 (Abcam, soro total de coelho), anti-PKR2
N18 (Santa Cruz, IgG de cabra purificado) ou anti-PKR2 H49 (Santa Cruz, IgG coelho
purificado) em diferentes diluicdes em meio DMEM/F12 sem soro, por 30min a 37°C e
5% CO.. As culturas foram infectadas na propor¢éo de 100 parasitas por célula, por 3h,

em meio DMEM/F12 com 2% de soro de cavalo e sem antibiotico, lavadas 2x com PBS,
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incubadas por mais 24h a 37°C e 5% CO, e processadas para a determinacdo da
infeccédo (Andrews e Colli, 1982).

O controle do experimento foi feito seguindo-se 0 mesmo protocolo, exceto pela
substituicdo do anticorpo por soro normal (animal ndo imunizado) de coelho ou de
camundongo, de acordo com o0 experimento ou ainda com a respectiva IgG purificada.
Como controle da inibicdo da infec¢ao, foi utilizado um anticorpo de rotina no laboratério
gue inibe a infecg&o: anticorpo policlonal anti-tripomastigota (1:50) obtido em coelho ou

um anticorpo monoclonal que reconhece a Tc85 (denominado anti-G1/G8).

2.2 Ensaio de inibic&o da invaséao utilizando o peptideo GGIALAG

Tripomastigotas cepa Y foram incubados em presenca do peptideo sintético
(sintetizado pela Professora Maria Juliano, Unifesp) com a sequéncia GGIALAG,
dissolvido em DMSO (40mM, Sigma), nas concentracdes de 0,05 a 0,2mM. Apos 30min
sob leve agitacdo a 37°C, os parasitas foram adicionados a culturas de MCF10A a 37°C
e 5% CO; , incubados por 3h, as culturas lavadas 2x com PBS e incubadas novamente
a 37°C e 5% CO; por 24h, como descrito acima para os anticorpos. O controle foi feito
com uma unica concentracdo de DMSO correspondente a quantidade maxima do

peptideo utilizado (Magdesian et al, 2001).

2.3 Marcacao e contagem da infeccéao

As culturas foram lavadas 2x com PBS para remocdo dos parasitas externos,
antes de serem fixadas em 2% de paraformaldeido (Invitrogen) por 30min. Para
contagem dos parasitas internalizados, ja no estagio de amastigotas, as laminulas

foram montadas em PBS/glicerol contendo 20ug/mL de 4',6-diamidino-2-phenylindole
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(DAPI, Molecular Probes) para a coloracdo do nucleo. No caso do parasita, tanto o
ndcleo, quanto o cinetoplasto sao corados. Foram contadas 300 células por laminula e
a quantidade de parasitas por célula (parasitas no entorno do nucleo), em microscépio

de fluorescéncia e aumento de 20x. Cada ponto experimental foi feito em triplicata.

3. Métodos gerais de analise

3.1 Extracao de proteinatotal das culturas celulares

Culturas mantidas em garrafas de 75mm? ou placas de 10 cm de diametro foram,
apés lavagem com PBS (2x), tratadas com 1mL de tampdo RIPA
(Radioimmunoprecipitation assay - 50mM Tris-HCI pH 8,0, 150mM NaCl, 0,5% acido
desoxicolico, 0,1% SDS, 1% NP-40 e 1mM CaCl,) modificado, complementado com os
inibidores de protease aprotinina (Sigma, 1ug/mL), leupeptina (Sigma, 1ug/mL) e TLCK
(ImM). O material foi mantido em agitacdo a 4°C por 15min para completar a lise e
centrifugado a 14000g (Centrifuge 5417R, Eppendorf) por 15min, 4°C e o
sobrenadante, que contém o extrato total de proteinas solubilizadas, foi separado e a
proteina quantificada pelo método de Bradford (Bradford, 1976).

Para separacdo da fracdo membranar foi utilizado o método de fracionamento
por velocidade de sedimentacdo diferenciada apds lise das células com tampao de
homogeneizacdo — 20mM Tris-HCI pH 7,5, 2mM EDTA, 10mM EGTA (Invitrogen),
0,25mM de sucrose, com adicdo dos inibidores de protease conforme descrito, além de

inibidores de fosfatase de serina e treonina (1:300, Sigma) e de tirosina (1:300, Sigma).
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Apés ultracentrifugacdo a 100000g por 40min, a fracdo sollavel foi separada e o pellet
solubilizado com a ajuda de um sonicador (Branson Sonifier 250, pulso constante
durante 30min a 4°C) em tamp&o contendo 20mM Tris-HCI pH 7,5, 1mM EDTA, 1mM
EGTA, 12mM de p-mercaptoetanol (Sigma), 10% de glicerol e 1% Triton-X100,
adicionados os mesmos inibidores de proteases. A fracdo membranar € obtida apds

nova ultracentrifugacdo nas mesmas condi¢des iniciais.

3.2 Dosagem de proteinas
A dosagem de proteinas foi feita pelo método de Bradford (Bradford, 1976)
utilizando-se uma curva-padréo para a BSA (Bio-Rad), em leitor de ELISA (Synergy HT,

BIO-TEK) com valores de absorbancia obtidos em 595nm.

3.3 SDS-PAGE

Os extratos de proteinas foram submetidos a eletroforese em gel de
poliacrilamida (10-12%), contendo SDS como descrito (Laemmli, 1970). O gel
unidimensional foi corado com Coomassie blue (Sigma, 2,5mg/mL de Comassie em
10% Acido Acético e metanol/agua 1:1 v/iv) e o gel bidimensional corado com
Coomassie coloidal (solucédo estoque com 0,1% p/v de Coomassie, 2% p/v de acido
orto-fosoférico e 10% p/v de sulfato de amobnia, diluida 4:5 v/v.em metanol)/ solugcéo

destaining (10% acido acético e metanol/agua 1:1 v/v).
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3.4 Western Blot

ApOs separacdo das proteinas por SDS-PAGE, estas foram transferidas para
uma membrana de nitrocelulose (Bio-Rad) usando tampé&o de transferéncia (25mM de
Tris 150mM de glicina e 20% de metanol (pH 8,3)), mantido a 8°C. A membrana foi
bloqueada com TBS (10mM Tris pH 7,5, 150mM NaCl) contendo 0,05% de Tween 20
(TBS-Tween) e 5% de leite desnatado (Molico) por 16h a 4°C em agitacdo. O anticorpo
especifico foi incubado em TBS-Tween contendo de 1% leite desnatado por 1h em
temperatura ambiente, nas diluicbes adequadas. Apos lavagem com TBS-Tween, a
membrana foi incubada com o correspondente anticorpo secundario conjugado a
peroxidase, para ser revelada com o kit ECL Plus Western Blotting Detection System

(G.E. Healthcare); revelador e fixador radiograficos (AGFA).

3.5 Imunofluorescéncia indireta

As células foram lavadas e fixadas em 2% de paraformaldeido por 30min a
temperatura ambiente. Apos lavagem com PBS (3X), as células foram incubadas com o
anticorpo primario diluido em 1% de BSA ou 5% de leite desnatado por 1h a
temperatura ambiente. Apds lavagem com PBS 3x, as culturas foram incubadas com o
anticorpo secundario adequado, marcados com fluoresceina (FITC, Sigma) ou Alexa
Fluor 488 ou 594 (Molecular Probes) em presenca de 1% BSA por 1h a temperatura
ambiente. Apds lavagem com PBS (3X), os nucleos celulares foram marcados com
20ug/mL de DAPI (Molecular Probes), e as laminulas montadas com VectaShield
(Fluorescent Mounting Media, Vector Labs) para observacdo ao microscopio de

fluorescéncia convencional ou confocal. As imagens adquiridas em microscopio
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convencional (Nikon, modeo Eclipse E600) foram deconvoluidas utilizando o software
Huygens (Scientific Volume Imaging). As imagens obtidas em microscépio confocal
foram obtidas com auxilio de Adriana Yamaguti Matsukuma, responsavel pela

manipulacdo do microscépio (Zeiss LSM 510, Zeiss, Jena, Alemanha).

3.6 Anticorpos utilizados

Para marcacdo da proteina recombinante H3.3p foi utilizado um anticorpo
monoclonal (G1/G8) obtido no laboratério em camundongo ou anti-cauda de His
comercial, (Invitrogen). Os anticorpos obtidos para cada um dos receptores anti-PKR1 e
antiPKR2 (Abcam, diluicdo 1:50), H49 (soro purificado anti-PKR2, obtido em coelho,
Santa Cruz) e N18, (anti-PKR2, 1gG de cabra purificada, Santa Cruz) foram incubados
em presenca de 1% de BSA. Os anticorpos anti-fibronectina (1:50) produzido em coelho
e obtido pelo laboratorio, o anticorpo monoclonal anti-citoqueratina 18 produzido em
camundongo (Invitrogen, 1:50), anti-his (obtido em camundongo, 1:1000, Invitrogen) e
e-caderina (obtido em camundongo, 1:50, Invitrogen) foram incubados com as células
em presenca de 0,1% de saponina (Sigma). O anticorpo anti-flag (obtido em
camundongo, 1:5000, Invitrogen) foi utilizado nos testes de expressao em células.

Os anticorpos secundarios anti-lgG de camundongo, de coelho ou de burro
ligados a Alexa Fluor 488 ou 594 (Molecular Probes), foram utilizados na diluicdo 1:500

e 0 anticorpo ligado a fluoresceina (FITC, Sigma) foram utilizados na diluicdo de 1:400.
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4. Ligacéo de H3.3p em células MCF10A

4.1 Obtencao de H3.3p purificado

Bactérias da cepa BL21Ril preparadas em CaCl, foram transformadas por
choque térmico com 10ng do plasmideo pTrcHis-B (Invitrogen, mapa em Figura 30,
Anexos) contendo H3.3p, seguindo o seguinte protocolo: manutencao por 30 segundos
no gelo, 2min a 42°C e rapido retorno ao gelo por 2min. Apds crescimento a 37°C por
1h, a cultura foi semeada em placas LB/Agar (Invitrogen) contendo 34ug/mL de
cloranfenicol (Sigma) e 100uL/mL de ampicilina (AMRESCO) para a selecdo dos
clones. Uma colbnia foi selecionada para ser amplificada em meio LB liquido contendo
cloranfenicol e ampicilina, para ser testada a inducéo da expressdo de H3.3p por 1mM
de IPTG (isopropil-3-D-tiogalactopiranosideo, Invitrogen) (Figura 10). O crescimento da
cultura foi monitorado por espectrofotometria (Hitashi, modelo U-2000), até atingir a
densidade optica DOgoo aproximada de 0,5-0,6. A cultura induzida foi centrifugada
(Sorvall RC5C, rotor GSA) por 20min a 5000 rpm e 4°C. O sobrenadante foi desprezado
e o precipitado congelado a -20°C. Para andlise, este foi ressuspendido em tampéo de
lise (10mM Tris base, e inibidores de proteases: 5ug/mL de lisozima (Sigma), 0,5mM de
PMSF (phenylmethanesulfonylfluoride, AMRESCO) e 0,1mM de TLCK (tosyl-L-lysine
chloromethyl ketone, Sigma), na propor¢cdo de 20mL para cada 100mL de cultivo
(Laemmli, 1970), homogeneizado por 20min a temperatura ambiente e lisado por
sonicacao (Branson Sonifier 250) utilizando 4 pulsos de 30 segundos cada e poténcia
constante. O material foi entdo centrifugado a 15000rpm por 15min e 4°C (Sorvall RC5C

rotor SS-34) para separacao das fracdes soluvel e insoltuvel. O precipitado proveniente
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da inducéo foi ressuspendido em 5mL do tampéao de eluicdo (100mM NaH>PO,4, 10mM
Tris-Cl, 8M uréia, pH 8,0) por grama de precipitado e mantido por 1h em temperatura
ambiente em agitacdo. O material foi centrifugado a 10.000g por 20min e o
sobrenadante (lisado) reservado. A resina Ni-NTA Agarose (Qiagen) foi empacotada
numa coluna (1mL de resina para cada 4mL de lisado), lavada com H,O Milli-Q,
seguida de 5 volumes da coluna de tampé&o de eluicdo pH 8,0. O lisado foi aplicado na
coluna, e o eluato coletado; seguiu-se lavagem com o mesmo tampdo até que a
absorbancia a 280nm (Azsp) fosse menor que 0,01. A absorbancia foi monitorada no
aparelho Nanodrop (Thermo Scientific). Seguiu-se lavagem com os tampdes de eluicéo
com pH 6,3, pH 5,8 e pH 4,5 até se observar Azso proxima de 0,01. Apos quantificacéo
das proteinas pelo método de Bradford (Bradford, 1976), separacdo por SDS-PAGE e
Western Blot, foram selecionadas e reunidas as fragcbes que continham a proteina
H3.3p (Figura 10). A dialise do material foi feita utilizando uma membrana “Spectrapor”
(23mm x 100ft e cut off 6000-8000) previamente tratada em agua milliQ fervente por 5’,
e mantida com o material eluido em meio PBS por 1-2 dias, trocado pelo menos uma

vez.
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Figura 10. Inducdo da expressao e purificacdo do H3.3p. (a) Gel de poliacrilamida 10%
corado com Coomassie blue das fragbes nédo induzida (coluna 2) e induzida (coluna 3); coluna
1, padrdo (Prestained SDS-PAGE Standards, Broad Range, Bio-Rad). (b) Western Blot das
fracBes ndo induzida (colunas 1 e 3) e induzida (colunas 2 e 4), reveladas tanto com o anticorpo
anti-his (colunas 1 e 2, 1:1000) como com o monoclonal anti-H3.3p (anti-G1/G8) apresentam
padrées semelhantes de bandas: o H3.3p (aproximadamente 15 kDa) e suas formas dimérica
(banda mais forte, aproximadamente 30 kDa), trimérica (aproximadamente 45 kDa) e
possivelmente maiores formas agregadas. A seta indica o monémero e as cabecas de flecha o
dimero e o trimero correspondente do H3.3p.

4.2 Ligacado de H3.3p purificado em culturas de MCF10A fixadas

Culturas de células MCF10A, cultivadas em laminulas por 24-48h e mantidas em
DMEM/F12 com 5% de soro de cavalo foram lavadas com PBS e fixadas em
paraformaldeido 2% por 30min. O material foi lavado 2x com PBS e mantido a 8°C em
PBS para andlise, quando necessério. As culturas foram incubadas com 50ug de H3.3p
em presenca de 1% de BSA (Sigma) ou com 50ug de BSA, em PBS, por 1h a

temperatura ambiente e leve agitacdo. Seguiu-se a metodologia geral descrita no item
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de imunofluorescéncia indireta, utilizando o anticorpo monoclonal G1/G8 (que
reconhece H3.3p). Os ndcleos celulares foram marcados com (DAPI), 20ug/mL
(Molecular Probes), e as laminulas montadas com VectaShield (Fluorescent Mounting

Media, Vector Labs).

4.3 Ligacdo de H3.3p em extratos de células MCF10A

Extratos totais de células MCF10A, tratados conforme descrito, foram
submetidos a Western Blot e a membrana de nitrocelulose foi tratada com leite
desnatado, como descrito acima. A seguir, as membranas foram incubadas com a
proteina H3.3p purificada (1ug/mL), na presenca ou auséncia do peptideo sintético
GGIALAG (4ug/mL). Seguiu-se o protocolo descrito para incubacdo dos anticorpos
primarios (monoclonal G1/G8) e secundarios (anti-lgG de camundongo conjugado a

peroxidase).

5. Obtencéo de anticorpo contra o peptideo sintético GGIALAG

5.1 Ligacao do peptideo a BSA

1mg do peptideo foi ligado covalentemente a 1 mg de albumina bovina (BSA) em
reacdo contendo 1% de glutaraldeido (Sigma) a 4°C por 16h. O material foi em seguida
dialisado por 16h em PBS em membrana “Spectrapor’ (23mm x 100ft e cut off 6000-

8000) previamente tratada em agua milliQ fervente por 5min.
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5.2 Obtencéao de anticorpo policlonal

Camundongos Balb/c de aproximadamente 1,5 meses de idade foram
imunizados com 10ug do peptideo ligado a BSA ou apenas com BSA em adjuvante de
Freund (Sigma). O primeiro inéculo foi feito com adjuvante completo e os demais com
adjuvante incompleto, com intervalo de 7-10 dias entre os indculos. A obtencao dos
anticorpos produzidos ao longo do tempo foi feita retirando-se uma amostra do sangue
da veia da cauda. O material foi centrifugado a 10000g por 10min para separacéo do
soro. Este foi testado em diferentes diluicbes em imunofluorescéncia indireta, em

culturas de MCF10A pré-tratadas em paraformaldeido 2%, como descrito acima.

5.3 Co-localizacdo de anti-PKR2 e anti-GGIALAG

Culturas de células MCF10A tratadas previamente com paraformaldeido 2%
foram incubadas com o anticorpo anti-PKR2 (1:50) obtido em coelho e o anticorpo
policlonal obtido em camundongos no IQUSP, anti-GGIALAG (1:25), em presenca de
1% de BSA. As lavagens, incubacao dos secundarios e montagem das laminulas foram
feitas conforme ja descrito. Como anticorpos secundarios utilizou-se anticorpo

conjugado a Alexa Fluor.
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6. Andlise da via de sinalizacdo mediada pelo peptideo GGIALAG em T. cruzi.

6.1. Preparacdo dos extratos de proteina

Para obtencdo dos extratos protéicos, os parasitas, incubados ou ndao com o
peptideo GGIALAG, foram rompidos pela adicdo de DeStreak Rehydration solution (GE
Healthcare) adicionado de inibidores de fosfatases (5mM NaF, 2mM NasVO, e 50uM (3-
Glicerofosfato de Sdodio) e proteases (Protease Inhibitor Cocktail (SIGMA-ALDRICH) e
1mM PMSF), submetidos a sonicacdo (10min em pulso continuo), seguido de
centrifugacédo a 13000 rpm por 5min, a 4°C. O sobrenadante foi coletado, e as proteinas
totais foram quantificadas pelo método de Bradford (Bradford, 1976). Em seguida, as
amostras foram submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% sob condicbes
desnaturantes (Laemmli, 1970) para verificacdo da qualidade dos extratos, os quais

foram posteriormente submetidos a 2D-PAGE.

6.2 Separacao das proteinas em Eletroforese Bidimensional (2D-PAGE)

A analise das proteinas fosforiladas e totais foi realizada em gel bidimensional,
utilizando-se o sistema Ettan IPGphor 3 (GE Healthcare). Para a primeira dimensao
foram utilizadas fitas de IPG (immobilized pH) de 13cm com gradiente de pH linear de 4
a 7. Apés esta separacao, as fitas foram aplicadas em gel SDS-PAGE convencional. O
gel foi corado com PRO-Q Diamond Phosphoprotein Gel Stain (Invitrogen), para a
visualizacdo das proteinas fosforiladas, e posteriormente com Coomassie coloidal, para
a visualizacao das proteinas totais.

A visualizacdo das proteinas fosforiladas foi feita pelo scanner Typhoon Trio (GE

Healthcare) e a visualizacdo das proteinas totais pelo ImageScanner Il (GE
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Healthcare). Futuramente, a analise da variacdo de fosforilacdo entre as proteinas do
parasita, incubado ou ndo com o peptideo, sera realizada pelo programa ImageMaster

2D Platinum 7.0 (GE Healthcare).

7. Clonagem dos Receptores de Procineticina

7.1 Obtencéao dos receptores de procineticina humanos

Plasmideos pCR2.1 (Invitrogen, Figura A3 em Anexos) contendo o0 gene
clonado para PKR 1 ou PKR2 humanos foram gentilmente cedidos pelo grupo de Shun-
ichiro Matsumoto (Functional Genomics Molecular Medicine Research Labs — Japan). A
confirmacdo da presenca dos insertos foi feita através de digestdo com a enzima de
restricdo Xbal (protocolo conforme o fabricante). Primers para os dois receptores,
contendo sitios para as enzimas de restricdo BamHI (primer foward) e Xhol (primer
reverse) — concentracdo final de 10pmol — foram utilizados para a amplificacdo dos
cDNAs através de uma PCR (GeneAmp PCR System 2400, Applied Biosystems). Os
pares de primers constam da Tabela A1 (Anexos).

As condigdes utilizadas na PCR foram: 5min a 94°C, seguidos de 30 ciclos que
constituiam 30 segundos a 94°C para desnaturacdo da dupla-fita do DNA molde, 30
segundos a 58-60°C para pareamento dos “primers” (temperatura de melting) e 1min a
72°C para polimerizacdo do DNA pela Tag polimerase, seguidos de mais 10min a 72°C
para terminar a reagao.

Os produtos da PCR (PKR1 ou 2), de cerca de 1,2kp, foram isolados do gel

atraveés do kit de purificacdo Wizard SV Gel Clean-Up System (Promega) e as amostras
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guantificadas em espectrofotometro (NanoDrop, Thermo Scientific) por absorbancia a
260nm.

Extratos de RNA total (TRIzol, Invitrogen, protocolo conforme o fabricante) de
culturas de linhagens celulares foram utilizados para se verificar a presenca de PKRs

utilizando RT-PCR (descrita no item seguinte).

7.2 PCR Reversa (RT-PCR)

A reacado (Super Scriptlll — Invitrogen) foi realizada com cerca de 1ug de RNA,
em mistura contendo dinucleotideos, primers (primers especificos (sequéncias em
Tabela Al, em Anexos), random hexamers ou oligo dT) e previamente aquecida a
85°C por 3min (para desfazer as ligacdes entre o proprio RNA) , seguida de 65°C por
5min antes da adicdo da enzima. A reacéo foi mantida a 50°C por 55min e inativada a
85°C por 5min.

Apés a reacao, os produtos foram submetidos a uma PCR — utilizando primers
contendo sitios para as enzimas de restricao Hindlll/EcoRI ou BamHI/Xhol para PKR1 e
Hindlll/Xhol para PKR2. O produto obtido foi analisado por eletroforese em gel de

agarose 1%.

7.3 Clonagem de PKR1 ou PKR2 humanos no vetor pGEM®-T Easy

Os produtos de PCR correspondentes aos receptores foram inseridos no
plasmideo pGEM® (Promega, mapa em Anexos, Figura A4) utilizando DNA T4 ligase
(Fermentas) em reacdo a 16°C por 16h, e transformados por eletroporacdo em

bactérias E. coli, cepa DH5a eletrocompetentes, mantidas a -80°C em 20% de glicerol.
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As culturas foram semeadas em placas de petri contendo LB 1,5% de agar e ampicilina
(100pg/mL), e mantidas por cerca de 18h em estufa a 37°C e temperatura ambiente.
Dentre as coldnias crescidas, uma série foi selecionada e analisada quanto a presenca
do inserto através de PCR. As colbnias positivas foram cultivadas em meio LB liquido
contendo o antibiético de selecdo para purificacdo do plasmideo através de uma mini-

prep (Qiagen, protocolo conforme o fabricante).

7.4 Obtencgao do plasmideo pCDNA3.0 5’F contendo os genes de PKRs

Os plasmideos pCDNA3.0 5°F (Invitrogen, Mapa em Anexos, Figura A5 — este
plasmideo contém uma sequéncia inserida no sitio de restricdo Hindlll que codifica para
um flag — correspondente aos aminoacidos MDYKDDDDY), cedidos pelo laboratoério da
Prof* Dra. Bettina Malnic, foram digeridos com as enzimas de restricio BamHI e Xhol.
Os insertos obtidos por digestdo das construcdes no plasmideo pGEM foram ligados ao
pCDNAS3.0 5°F respectivo com a enzima DNA T4 ligase, para serem transformados por
eletroporacdo de cepas de E. coli DH5a competentes. Colbnias crescidas foram
testadas através de PCR e confirmadas para a presenca do inserto apos digestdo do

plasmideo purificado (mini-prep).

7.5 Transfeccéao de células CHO com lipofectamina

Células de linhagem CHO (chinese hamster ovary), cultivadas em RPMI com
10% de soro fetal bovino, como descrito acima, foram transfectadas com o plasmideo
pcDNA3.0 5F/PKR1 ou PKR2 utilizando lipofectamina (Lipofectamine™ 2000

Invitrogen), numa proporcao de 2,5uL por ung de DNA, de acordo com o protocolo do
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fabricante. As células transfectadas foram selecionadas utilizando o antibi6tico

geneticina (400upg/mL).

7.6 Sequenciamento dos plasmideos contendo as sequéncias de PKRs humanos

A reacéo foi feita utilizando o kit Big Dye Terminator v3.1 (Applied Biosystems) e
100-200ng de material, de acordo com o fabricante. O programa do termociclador
consistiu num pré-aquecimento a 96°C por 2min, seguido de 35 ciclos de 96°C por 45
segundos, 52°C por 30 segundos e 60°C por 4min, seguido de precipitacdo do material
com glicogénio (concentracao final de 0,01%). O sequenciamento foi feito no aparelho
ABl PRISM® 3100GeneticAnalyzer/HITACHI pelo servico de sequenciamento do
IQUSP.

Para o sequenciamento dos receptores, foram utilizados, além dos primers
forward e reverse, 2 primers internos (sequéncia em Tabela Al, Anexos), a fim de que

os fragmentos sequenciados pudessem ser alinhados sem duvida da sequéncia.

7.7 Clonagem de PKR1 ou 2 no vetor de expressdo pET28a"

O plasmideo pGEM®/PKR1 ou 2 foi digerido duplamente utilizando as enzimas
de restricdo BamHI e Xhol (Fermentas, protocolo segundo o fabricante), a fim de liberar
0s insertos contendo 0s genes dos receptores de procineticina. A banda de interesse
(com tamanho aproximado 1,2kb) foi isolada do gel através do kit de purificacdo Wizard

(Promega) e quantificada em espectrofotbmetro, com leitura em 230nm.
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O plasmideo pET28a' (Novagen, mapa em Figura A6, Anexos), especifico
para modelos de expressao in vitro, também foi digerido duplamente. Apds purificagédo
do material, insertos e plasmideos digeridos foram ligados utilizando a enzima DNA T4

ligase, em reagdo a 16°C por 16h.

7.8 Transformacéao de E. coli com os receptores PKR1 e PKR2 humanos

50uL de E. coli cepa BL21 Ril competentes pré-selecionadas, mantidas a -80°C
em 20% de glicerol e resistentes a cloranfenicol, foram submetidas a choque térmico
para transformacdo com 10ng dos plasmideos pET28a”/PKR1 ou 2 humanos. A
mistura foi mantida por 30min em gelo, 2min em banho a 42°C e rapidamente retornada
ao gelo. As culturas foram plagueadas em meio sélido contendo kanamicina
(100ug/mL), e mantidas por 18h em estufa a 37°C. Apds crescimento em meio liquido
de uma coldnia escolhida, para confirmacéo da transformacéo, o cultivo foi submetido a
um teste de inducédo com IPTG, com concentracfes variadas e temperaturas diferentes
onde aliquotas retiradas em diferentes tempos de inducdo foram preparadas para

corrida em gel de SDS-PAGE.
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Resultados e Discussao

1. Panning com biblioteca de phage display: possiveis novos ligantes da Tc85
A selegcdo por panning utilizando uma biblioteca de phage display resultou na
obtencdo do heptapeptideo GGIALAG, ligante da proteina recombinante Tc85-45

(Renata Tonelli).
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Tabela 5. Sequéncias obtidas apds sucessivos ciclos de panning ressaltando o motivo
GGIALAG (destacado em amarelo) com preferencial ligacdo (22%) da proteina de fuséo
selecionada. Estao representadas apenas 20 do total de 100 seqliéncias obtidas (U. Urias e R.
Tonelli, dados nao publicados).

Utilizando-se a sequéncia GGIALAG obtida, por andlise de alinhamento no

GenBank, esta mostrou identidade com o receptor de procineticina 2 (PKR2).
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2. Expresséo de receptores de procineticinas em linhagens celulares

Para verificar a possivel interacdo do receptor de procinetinas (PKRs) com
tripomastigotas de Trypanosoma cruzi, utiizamos como modelo uma linhagem de
epitélio mamario humano (MCF10A) que expressa PKR1 e PKR2, como demonstrado
tanto por reagdes de transcricao reversa (RT-PCR, Figura 11a), quanto por ensaios de
imunofluorescéncia (Figura 11, a-d). A presenca de PKR2 também foi confirmada na
linhagem MCF10A por sequenciamento (dados ndo mostrados). A Figura 11b mostra
gue, além da MCF10A, outros tipos celulares expressam PKR2, como a linhagem
epitelial de rim de macaco, LLCMKj5, utilizada frequentemente em nosso laboratorio na
determinacdo de ligantes do tripanossomo envolvidos na invasdo (Figura 11b,

canaletas 7-9 e Figura 12, e-f).
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Figura 11. Expressdo de PKRs em diferentes linhagens celulares verificada por RT-PCR de
extratos de RNA total. (a) células MCF10A: PKR1 (canaleta 1) e PKR2 (canaleta 2), em reacao
utilizando random hexamers como primers para geracdo de biblioteca de cDNA (conforme
descrito em Material e Métodos); (b) PKR2 em linhagens epiteliais: MCF10A (canaletas 1, 2 e
3), CHO (canaletas 4, 5 e 6), LLCMK, (canaletas 7, 8 e 9) e HEK293T (canaletas 10, 11 e 12),
utilizando primers especificos (canaletas 1, 4, 7 e 10), oligo dT (canaletas 2, 5, 8 e 11) ou
random hexamers (canaletas 3, 6, 9 e 12) para construgéo da biblioteca de cDNA.
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Figura 12. Deteccdo por imunofluorescéncia indireta de PKR2 em células epiteliais.
Células da linhagem MCF10A (a-d) ou LLCMK; (e-f) foram fixadas com 2% de p-formaldeido e
incubadas com: (a) e (e) anti-PKR2 obtido em coelho (1:50); (b) e (f) soro normal de coelho
(controle negativo); (c) PBS (controle negativo). (d) anti- e-caderina (camundongo, 1:50),
evidenciando o padrdo de marcacdo de membrana. As células foram incubadas com o
correspondente anticorpo secundario (anti-lgG-Alexa Fluor 488) e DAPI e observadas ao
microscopio de fluorescéncia.
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A andlise da expressdo dos PKRs em diferentes linhagens celulares através da
técnica do Western Blot revelou diferentes padrdes de bandas protéicas, conforme os
diferentes anticorpos comerciais testados. E interessante ressaltar que tal variabilidade
foi observada ndo apenas com os diferentes anticorpos comerciais para uma mesma
linhagem celular, mas também quando avaliados diferentes tipos celulares com o
mesmo anticorpo (Figura 13b e c). Quando os extratos de proteina total foram
incubados com o anticorpo anti-PKR2 (soro total, Abcam, Figura 13a) foram
observadas diversas bandas de massa molecular abaixo do esperado e quando
incubados com anticorpos purificados anti-PKR2 (H49, IgG de coelho purificada,
(Figura 13b) e N18, IgG de cabra purificada (Figura 13c), foram observadas diversas
bandas com massa molecular acima do esperado. As diferentes bandas encontradas
poderiam ser resultado de diferentes processos, tais como agregacdo ou degradacao
dos receptores de procinetina ou de reatividade cruzada dos anticorpos utilizados com
outras moléculas néo relacionadas. Além disso, a hipotese de haver outras possiveis
modificacBes pos-traducionais ndo deve ser descartada. E interessante ressaltar que a
dimerizacdo de PKR2 foi sugerida previamente, quando da expressdo de PKR2 em
levedo (Marsango et al, 2010). A reatividade do anticorpo anti-PKR2 (N18) com uma
fracdo membranar obtida a partir de células MCF10A mostra um padrdao bem mais
simples quando comparada ao extrato total (Figura 13c, canaletas 1 e 2), com uma
banda mais representativa, em torno de 45kDa massa molecular, como esperado. A
tentativa de obter anticorpos com melhor especificidade levaram-nos as tentativas de
clonagem e expressao de PKR2, tentativa essa nao finalizada com sucesso (resultados

apresentados em item abaixo). Extratos de proteina total células E14TG2a (célula



62

tronco embrionaria murina) foram gentilmente cedidos por Nicole Garavello, estudante

de mestrado da Prof® Dr? Deborah Schechtman.
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Figura 13. Expressdo de PKR2 em diferentes tipos ou fragfes celulares avaliada por
Western Blot. (a) reatividade de anti-PKR2 (Abcam, anticorpo total obtido em coelho, 1:500)
com extrato total de células MCF10A, CHO, LLCMK; e 293T; (b) reatividade de anti-PKR2 H49
(soro purificado, obtido em coelho Santa Cruz) com extratos de culturas de MCF10A, LLCMK;,
HEK293T, CHO, CLPs e E14TG2a, célula tronco embrionaria murina. (c) reatividade de Anti-
PKR2 N18 (soro purificado, obtido em cabra), com extrato total e fragdo de membrana de
cultura de MCF10A respectivamente e em extratos de diferentes tipos celulares: LLCMK, 293T,
CHO, CLPs e E14TG2a. A seta indica a regido correspondente a ~45kDa. A massa aparente foi
calculada com base em padrbes comerciais (Rainbow Full-Range, Amersham ou Kaleidoscope,
Bio-Rad).
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3. A proteina recombinante H3.3p liga-se a superficie de células MCF10A

Resultados iniciais do laboratorio sugeriram que a proteina recombinante H3.3p,
correspondente a uma sequéncia interna da Tc-85 de tripomastigotas de T. cruzi, era o
ligante de PKR2 (resultados de Ursula Urias). Foram entdo realizados ensaios de
ligacdo da proteina recombinante com células MCF10A ou com extratos de proteina
total separados por SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(“overlay”).

Apoés expressao e purificacdo bem-sucedidas da proteina recombinante H3.3
(H3.3p) (Figura 10, Material e Métodos), 50ug de proteina foram incubados com as
células MCF10A previamente fixadas em 2% de paraformaldeido. Apos lavagem e
incubacdo com um anticorpo monoclonal obtido contra H3.3p (anti-G1/G8) foi possivel
observar pontos de reatividade isolados na membrana das células tratadas com H3.3p,
indicando a ligacdo da proteina na célula (Figura 14a). Os grupos controle, incubados
somente com o anticorpo secundario (Figura 14b), ou com BSA e anticorpo secundario
(ndo mostrado) ndo apresentaram qualquer marcacédo. A ligacdo de H3.3p a células
MCF10A também foi evidenciada por ensaios de “overlay”. A incubag¢ao do H3.3p com o
extrato protéico de MCF10A mostra que ha polipeptideos com a mesma migracao de
PKR no gel reativos com H3.3p (banda de cerca de 45 kDa) (Figura 14c, canaleta 2).
N&o se observou reatividade do anticorpo anti-H3.3p com o extrato de células MCF10A
na regido de 44 kDa quando néo se adicionou a proteina H3.3p ao ensaio (Figura 14c,
canaleta 1). A adicdo do peptideo sintético GGIALAG leva a uma diminui¢do da ligacao
da proteina H3.3p ao extrato de células MCF10A (Figura 14c, canaleta b5),

corroborando os dados iniciais de que PKR2 estaria de fato interagindo com a Tc85, na
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regido compreendida pelo H3.3p. Note-se que, como controle experimental, a proteina
H3.3p foi utilizada em paralelo com o extrato de células MCF10A. Nesta figura, (Figura
13c) é possivel observar apenas a forma trimérica da proteina H3.3p purificada (e nédo a

dimérica e nem a monomeérica), que apresenta massa se similar a dos PKRs.

(c) X X X
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Figura 14. Ligacdo da proteina recombinante H3.3p com células MCF10A. (a) Células
MCF10A foram tratadas com 50ug de H3.3p, incubadas com o anticorpo anti H3.3p, anticorpo
secundario fluorescente (Alexa Fluor 488), e DAPI para a marcagdo do nucleo; como controle
do experimento, a incubacdo com ao anticorpo anti-H3.3p foi omitida (b). (c) Ligacdo de H3.3p
a extrato protéico de células MCF10A (“overlay”) e inibicao da ligagao pelo peptideo sintético
GGIALAG. Extratos de proteina total de células MCF10A ou H3.3p (controle) foram incubados
com H3.3p em presencga ou auséncia do peptideo sintético GGIALAG. Apds lavagem, todos os
extratos foram incubados com um anticorpo anti-H3.3p e revelados com o anticorpo secundario
apropriado, como descrito em Material e Métodos. A seta indica a provavel regido de ligagao do
H3.3p ao PKR2.
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4. Anticorpos contra o receptor de procineticina inibem a invaséo de T. cruzi

Os anticorpos comerciais anti-PKRs foram utilizados para avaliar o papel dos
receptores de procineticina na invasdo de células MCF10A pelo T.cruzi. Para tanto,
foram utilizados os trés anticorpos anti-PKR2 comerciais empregados acima, além do
anticorpo anti-PKR1 (Abcam). Todos os anticorpos anti-PKRs utilizados inibiram a
infeccdo de células pelo parasita, como mostrado nas Figuras 15, 16 e 17,
considerando-se a porcentagem de células infectadas ou o numero de células
infectadas/namero de parasitas. Dos trés anticorpos utilizados, o anticorpo policlonal
H49 (Santa Cruz, IgG de coelho purificada) foi mais eficiente em inibir a infec¢cdo do
parasita, quando comparado com o soro normal de coelho purificado, utilizado como
controle. No entanto, as diferencas de inibicdo observadas entre os diferentes
anticorpos, utilizados na mesma diluicdo, podem ser devidas tanto as concentracdes do
anticorpo original, em alguns casos ndo quantificado, quanto a diferencas de afinidade
de cada um dos anticorpos comerciais pelos receptores de procineticinas. De qualquer
forma, os resultados com os anticorpos comerciais sugerem que formas tripomastigotas
de T. cruzi ligam-se a esses receptores. No entanto, esses resultados por si nao
permitem concluir pelo envolvimento de PKRs, uma vez que ha a necessidade de se
considerar o complexo padréo de reatividade desses anticorpos, mostrados na Figura
13. A inibicdo de invasdo pelo T. cruzi observada quando anticorpos anti-PKR1 foram
empregados indicam o envolvimento de PKR1 no processo, além de PKR2. No entanto,
essa conclusdo deve ser considerada com cautela, uma vez que PKR1l e PKR2
possuem 85% de sua sequéncia primaria idéntica e o anticorpo policlonal anti-PKR1

N s wp s

O emprego de anticorpos monoespecificos ou monoclonais para PKR2 e PKR1
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precisam ser obtidos para concluir, no ensaio empregado, pelo envolvimento ou ndo de

PKR1 e PKR2.
(a) 40 (b) 250 -
35 M Célulasinfectadas
@200 - .
30 o I Total de parasitas
o =
QB '8 150
b )
Q@ 20 °
c ]
= 15 = 100
= £
10 S
2 50
5
0 0

Soro Coelho anti-PKR2

anti-PKR1

Soro Coelho

anti-PKR2 anti-PKR1

Figura 15. Anticorpos anti-PKRs inibem a invasédo de células MCF10A por T. cruzi. Os
anticorpos anti-PKR2 ou anti-PKR1 (Abcam), assim como o soro normal de coelho, foram
empregados na diluicdo 1:50. (a) Porcentagem de infeccdo de células MCF10A por
tripomastigotas de T. cruzi apés diferentes tratamentos. (b) Total de células infectadas em
populacéo de 300 células e numero total de parasitas em 300 células. Dados consolidados de 2
(dois) experimentos independentes. As barras representam o erro-padrdo amostral.
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Figura 16. Anticorpo anti-PKR2 inibe a invasdo de células MCF10A por T. cruzi.
Tratamento com o anticorpo anti-PKR2 N18 (Santa Cruz) e seu respectivo controle (IgG
purificada de cabra) utilizados na mesma concentragéo. (a) Porcentagem de infecgédo de células
MCF10A por tripomastigotas de T. cruzi ap6s diferentes tratamentos. (b) Total de células
infectadas em populacdo de 300 células e numero total de parasitas em 300 células. As barras
representam o erro-padrdo. * Dados apresentados de um experimento isolado.
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Figura 17. Anticorpo anti-PKR2 inibe a invasdo de células MCF10A por T. cruzi.
Tratamento com anti-PKR2 H49 (Santa Cruz) e seu respectivo controle (IgG purificada de
coelho), na mesma concentracdo. (a) Porcentagem de infeccdo de células MCF10A por
tripomastigotas de T. cruzi apés diferentes tratamentos. (b) Total de células infectadas em
populacdo de 300 células e numero total de parasitas em 300 células. As barras representam o
erro-padréo. * Dados apresentados de um experimento isolado.

5. O peptideo sintético GGIALAG inibe a invasdo de culturas de MCF10A por T.
cruzi

Para verificar se a sequéncia GGIALAG presente no receptor de PKR2 e
identificada como ligante da proteina H3.3p, e consequentemente da glicoproteina
Tc85, esta envolvida na invasao, tripomastigotas de T. cruzi foram pré-incubados por
30min com o peptideo sintético GGIALAG (dissolvido em DMSO), nas concentracdes
de 0,05 ou 0,2mM e utilizados para infectar células MCF10A. Como pode ser
verificado, o peptideo inibe parcialmente a infeccdo, quando comparado com o0s
controles (somente meio de cultura ou com a adicdo de DMSO). Além disso, essa

inibicAo aumenta com o0 aumento da concentracao do peptideo adicionado (Figura 18).
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Figura 18. Inibicdo mediada pelo peptideo GGIALAG na infeccdo pelo T. cruzi. Os
parasitas foram incubados por 2h com o peptideo GGIALAG nas concentracdes de 0,05 ou
0,2mM ou com DMSO. ApéGs lavagem, as células foram mantidas em meio de cultura por
aproximadamente 24h, lavadas e fixadas com 2% de p-formaldeido. A contagem dos parasitas
intracelulares foi feita ap6s marcacéo dos nucleos com DAPI. (a) Porcentagem de infeccdo de
células MCF10A por tripomastigotas de Trypanosoma cruzi apoés diferentes tratamentos. (b)
Total de células infectadas em populacdo de 300 células, média de 2 experimentos
independentes e triplicata em cada caso.

Estes dados, em conjunto com os resultados de inibicdo dos anticorpos anti-
PKR2 apontam para o papel de PKR2 e, em particular, do peptideo GGIALAG na
infeccdo pelo T. cruzi. Novamente, o papel de PKR1 no processo ndo pode ser
afastado, uma vez que a sequéncia correspondente no PKR1, GMALVG, com dois

aminodcidos distintos em relacdo ao peptideo GGIALAG, nao foi testada.

6. Obtencédo de anticorpo contra a sequéncia GGIALAG
Na tentativa de obter no laboratério anticorpos mais especificos, camundongos
Balb/c foram inoculados com o peptideo sintético GGIALAG conjugado a albumina.

Apoés 5 indculos, o soro de cada animal foi obtido e sua reatividade com células
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MCF10A fixadas em 2% de paraformaldeido foi avaliada por imunofluorescéncia
indireta. E importante destacar que diferentes padrées de marcacéo foram encontrados
com o soro dos diferentes animais, que foram, desde uma marcacdo homogénea da
célula, semelhante ao padrdo observado com o anticorpo anti-PKR2 (Abcam, soro de
coelho), até uma marcacédo claramente localizada na superficie celular, como ilustrado
na Figura 19a. O controle negativo, utilizando soro normal de camundongo (Figura
19b) ou soro normal de camundongo imunizado com BSA apenas, ndo apresentou
reacdo. Devido a quantidade de material obtido, os demais experimentos foram feitos
com uma mistura dos soros individuais de 3 camundongos. Note-se que nesse caso
(dados néo apresentados), o padrdo de marcacdo de células MCF10A é bastante

semelhante ao dos anticorpos mostrados na Figura 12a.

Figura 19. Anticorpo policlonal contra a sequéncia GGIALAG reconhece a superficie de
células MCF10A. (a) Padrédo de marcagdo observado com o anticorpo policlonal. Controles
com (b) o anticorpo secundério anti IgG de camundongo, sem adi¢cdo do anticorpo primario, e
com (c) soro normal de camundongo, no lugar do anticorpo primario. Nucleos corados com
DAPI. Anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 488 (Molecular Probes).
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7. Co-localizagdo de antigenos reconhecidos pelos anticorpos anti-PKR2 e anti-
GGIALAG em células MCF10A

Como mostrado na Figura 19, o anticorpo policlonal anti-GGIALAG obtido
reconhece epitopos presentes na superficie de células MCF10A. Foi-se verificar
portanto se havia co-localizacdo de antigenos reconhecidos pelos anticorpos anti-
GGIALAG e anti-PKR2 na superficie de células MCF10A. Assim, foram realizados
ensaios de imunofluorescéncia indireta de dupla marcagdo, em culturas previamente
fixadas em 2% de paraformaldeido. O padrdo de marcacdo obtido com os dois
anticorpos é bastante semelhante (Figura 20), e, para uma analise comparativa do
padrdao de marcacdo, € mostrada a reatividade das células MCF10A com anticorpos
anti-fibronectina (Figura 20d) e anti-citoqueratina 18 (Figura 20f, Figura 21b),
marcando uma proteina de matriz extracelular e de citoesqueleto, respectivamente. Os
experimentos mostram a co-localizacdo na superficie celular dos antigenos
reconhecidos pelos anticorpos anti-GGIALAG e anti-PKR2 (Figura 20g, h, Figura 21a).
E possivel observar, todavia, regides com predominancia de marcagdo de um ou outro
anticorpo, o que poderia ser atribuido a reatividade distinta de cada um dos anticorpos
com outras moléculas, além do receptor de procineticina 2. No caso especifico do
anticorpo policlonal anti-GGIALAG, como comentado acima, foi utilizada uma mistura de
soro de animais que apresentavam diferentes padrdes de reatividade com as células, o

gue deve ter contribuido para a heterogeneidade observada na co-localizacao.
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Figura 20. Co-localizag&o de antigenos reconhecidos pelos anticorpos anti-PKR2 e anti-
GGIALAG. Células MCF10A fixadas com paraformaldeido foram incubadas com diferentes
anticorpos primarios: (c) anti-PKR2 (coelho, Abcam, 1:50) e (e) anticorpo anti-GGIALAG
(camundongo, 1:25) ou (d) Anticorpo anti-fibronectina (coelho, 1:25) e (f) monoclonal anti-
citogueratina 18 (camundongo, 1:50), e a reatividade detectada com anticorpos secundarios
adequados conjugados a Alexa Fluor 488 ou 594 (Molecular Probes). Em azul, marcacdo dos
nucleos com DAPI (a e b). As figuras (g) e (h) mostram o merge: anti-PKR2 e anti-GGIALAG
co-localizam (em amarelo), mas o0 mesmo nao ocorre com anti-fibronectina e anti-citoqueratina
18.



72

Figura 21. Co-localizacao parcial de antigenos reconhecidos pelos anticorpos anti-PKR2
e anti-GGIALAG. (a) Anti-PKR2 (Abcam, 1:50) em verde e anti-GGIALAG (1:25) em vermelho.
(b) anti-PKR2 (Abcam, 1:50) em verde e anti-citoqueratina 18 (Invitrogen, 1:50) em vermelho.
Microscopia confocal. Em amarelo observam-se os pontos de co-localizacao.

8. Anadlise da sinalizac&o desencadeada pelo peptideo GGIALAG no T. cruzi

Uma vez que a sequéncia de aminoacidos GGIALAG é um ligante para
Trypanosoma cruzi, e esta interacdo leva a uma diminuicdo da invasdo de culturas
celulares, propusemo-nos a investigar essa interacdo do ponto de vista da sinalizacéo
gue deveria ser desencadeada nas formas tripomastigotas do parasita. Com esse
objetivo, os parasitas foram incubados por 5 ou 30min com o peptideo GGIALAG ou
DMSO (controle) e possiveis modificacbes de proteinas por fosforilacdo foram
analisados apés eletroforese em gel de poliacrilamida. Quando o padréo de fosforilacao
foi analisado por eletroforese unidimensional (Figura 22a), nenhuma proteina com
variacao significativa nos niveis de fosforilagdo foi detectada, provavelmente devido ao

pY

grande numero de proteinas fosforiladas no parasita e a baixa capacidade de
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separacédo das proteinas em eletroforese unidimensional. No entanto, quando o mesmo
experimento foi analisado por eletroforese bidimensional, sdo detectaveis mudancas em
algumas proteinas de tripomastigotas ap0s a incubacdo do parasita com o peptideo
GGIALAG, quando comparado com o controle (DMSO) (Figuras 23 e 24). Essas
mudancas sao mais evidentes no tempo de incubag¢do de 5min. Também é possivel,
nessa andlise qualitativa, verificar a variacdo de proteinas fosforiladas, havendo
aumento ou diminuicdo no nivel de fosforilagdo com o tempo de incubagcdo com o
peptideo (Figuras 23 e 24). Deve-se notar que as variagbes apontadas ndo séo
devidas a quantidade de proteina submetida a eletroforese, como mostrado em cada
caso pelo perfil de proteinas totais coradas com Coomassie coloidal (parte B das
figuras) ou pelo nivel de fosforilagdo de uma proteina do extrato (assinalada *) que néo

apresenta modificacdo nas condi¢cdes do experimento.
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Figura 22. Perfil de proteinas totais e fosforiladas de T. cruzi incubado com o peptideo
GGIALAG. Os parasitas foram incubados com GGIALAG ou DMSO (controle) por 5 ou 30min a
37°C e o padréo total de proteinas (a) e de proteinas fosforiladas (b) foram analisadas por SDS-
PAGE. 1) Incubacdo com DMSO durante 5min; 2) Incubagdo com GGIALAG durante 5min; 3)
Incubacéo com DMSO durante 30min; 4) Incubagdo com GGIALAG durante 30min; 5) controle:
extrato de células LLCMK,.
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Figura 23. Perfil de proteinas fosforiladas de T. cruzi incubado com o peptideo GGIALAG.
O parasita foi incubado com GGIALAG ou DMSO (controle) por 5min e submetido a eletroforese
bidimensional. Em (a) perfil de proteinas fosforiladas de T. cruzi; em (b) perfil de proteinas
totais. As setas e a regido destacada indicam possiveis spots com variagdo nos niveis de
fosforilagdo na presenca do peptideo GGIALAG. Destacado com asterisco um spot que nao
sofreu modificacdo de fosforilacdo aparente durante os diferentes tempos de incubagdo com
DMSO ou GGIALAG.
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Figura 24. Perfil de proteinas fosforiladas de T. cruzi incubado com o peptideo GGIALAG.
O parasita foi incubado com GGIALAG ou DMSO (controle) por 30min e submetido a
eletroforese bidimensional. Em (a) perfil de proteinas fosforiladas de T. cruzi; em (b) perfil de
proteinas totais. As setas e a regido destacada indicam possiveis spots com variagdo de
fosforilacdo na presenca do peptideo GGIALAG. Destacado com asterisco o spot que ndo
sofreu modificacdo de fosforilacdo aparente durante os diferentes tempos de incubagdo com
DMSO ou GGIALAG.

As mudancas de fosforilagdo observadas em proteinas de formas
tripomastigotas de T. cruzi, ja nos primeiros 5min de incubagéo, reforcam a hipétese de

gue o parasita interage com uma proteina que contenha a sequéncia GGIALAG (ou
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parte dela) presente na superficie da célula hospedeira e que, em consequéncia,
desencadeia uma resposta intracelular, com fosforilacdo de proteinas. As vias de
sinalizacdo envolvidas, no entanto, ndo foram ainda exploradas. A andlise quantitativa
das mudancas de fosforilacdo observadas, assim como a confirmagcdo da modificacéo
por outra metodologia (por exemplo com anticorpos anti-fosfoserina, anti-fosfotreonina,
anti-fosfotirosina) e a identificacdo das proteinas modificadas estdo sendo feitas por

Eliciane Mattos, estudante de doutorado do laboratorio.

9. Clonagem dos receptores de procineticinale 2

A clonagem e expressao dos receptores de procineticina foi perseguida desde o
comeco deste projeto, com dois objetivos principais — obter a proteina recombinante
para demonstrar seu envolvimento na ligacdo de T. cruzi a célula e para verificar o
efeito da superexpressao da proteina na invasao do parasita em célula de mamifero.

A digestdo dos plasmideos pCR2.1/PKRs humanos com Xbal confirmou a
presenca dos insertos (Figura 25a). A partir destes plasmideos, produtos contendo sitio
de restricao para BamHI (5’) e Xhol (3’) foram obtidos através de PCR, tanto para PKR1

guanto para PKR2 (Figura 25b).
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Figura 25. Clonagem de PKR1 e PKR2. (a) Digestao dos plasmideos pCR2.1/PKR1 (coluna 1)
e pCR2.1/PKR2 (coluna 2) com Xbal libera fragmentos de aproximadamente 1,2kpb. (b)
Produtos de PKR1 (coluna 1) e PKR2 (coluna 2) humanos, com cerca de 1,2 kpb obtidos por
PCR dos plasmideos pCR2.1.

Ambos os insertos foram clonados com sucesso no plasmideo pGEM T-Easy, e
os clones DH5a foram congelados em glicerol a -80°C, para estoque. O plasmideo foi
digerido com BamHI e Xhol, liberando o fragmento correspondente aos receptores de
procineticina. (Figura 26a). Estes fragmentos foram, por fim, ligados a outros dois
plasmideos: pET28a'" e pPCDNA3.0 5°F, para expressdo em bactérias e purificacdo dos
receptores, e para expressdo em células de mamifero, respectivamente. Os clones
foram confirmados por PCR e digestdo enzimatica para as construcées dos dois

receptores no pET28a' e no pCDNA3.0 5°F. (Figura 26b).
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Figura 26. Clonagem de PKR1 e PKR2. (a) pGEM contendo PKR1 (coluna 1) ou PKR2 (coluna
2) digerido com BamhHI/Xhol. (b) Digestdo dos plasmideos pET28a™ contendo PKR1 (coluna
1) ou PKR2 (coluna 2) e de pCDNA3.0 5°F contendo PKR1 (coluna 3) ou PKR2 (coluna 4),
respectivamente, com as enzimas BamHI/Xhol. A banda correspondente aos receptores, com
cerca de 1,2 kbp, é visivel em cada uma das construcdes. A banda maior representa 0s
plasmideos digeridos.

As reacbes de sequenciamento dos receptores de procineticina humanos
apresentaram resultados pouco confiaveis no caso de PKR1. A sequéncia de PKR2,
todavia, foi confirmada por alinhamento com a sequéncia de PKR2 (BLAST), com 99%
de identidade. A Figura 27 ilustra o grafico do sequenciamento das 100 primeiras

bases de PKR2.
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10 20 a0 40 50 &0 70 an an
GTTCC CCCAAC TTTACCCACCC AANCICCATGCC TCC TCCC TC TCC TTTAAC TTCAC TTAT GG TGATTAT GACC TCCC TATGGATGAGGATG.

Figura 27. Sequenciamento de PKR2. Grafico do sequenciamento dos 100 primeiros pares
de base de PKR2 clonado no plasmideo pET28a(+). A sequéncia completa dos 4 fragmentos
obtidos foi alinhada para obter o inserto completo, que foi comparado com a sequéncia
completa de PKR2 através da ferramenta BLAST.

Em diferentes tentativas de expressdo com os plasmideos pET28a!” contendo
PKR1 ou 2, utilizados para transformar cepas BL21Ril, e em condi¢des diferentes de
inducdo com IPTG, néo se obteve expressao da proteina. Também ndo houve sucesso

na tentativa de expressao utilizando extrato de inseto (EasyXpress Insect kit Il, Qiagen).

Transfeccéo de células com PKRs humanos

Culturas de células CHO foram transfectadas com o plasmideo pCDNA3.0 5'F
contendo PKR1 ou 2 e foram mantidas em meio contendo geneticina (400ug/mL).
Apesar de estarem crescendo na presenca do antibiético, ndo foi possivel, através de
imunofluorescéncia ou Western Blot, confirmar a superexpresséo do receptor, utilizando
0 anticorpo anti-PKR ou o anticorpo anti-flag (dados ndo apresentados). Note-se que
culturas de células CHO néao transfectadas ndo sao viaveis apos tratamento de uma
semana com a mesma concentracao de geneticina utilizada.

Uma vez que ndo foi possivel obter culturas superexpressando os PKRs,

iniciamos a tentativa de extrair o RNA codificante para os receptores diretamente de
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culturas de células de linhagem humana (MCF10A ou N1321), através de reacdo de

transcri¢cao reversa (RT-PCR) utilizando “random hexamers” (Figura 28a e b).

(a) . (b) Padrdo (bp) 1 2 3 -
Padrao (bp) 1 2 3 -

2000
1500

1000
750

500

250

Figura 28. Clonagem de PKR1 e PKR2. PCR para obter as sequéncias correspondentes aos
PKRs das linhagens MCF10A (a) ou N1321 (b) utilizando cDNA obtido com primers especificos
(colunas 1 e 2) ou random hexamers (colunas 3 e 4). Em 1 e 3 sédo os produtos da reacao para
PKR1 e em 2 e 4 os produtos para PKR2.

Uma vez que néo foi possivel obter células transfectadas superexpressando os
receptores humanos de PKR1 e PKR2 para confirmar seu papel na invasao do T. cruzi,
a abordagem de bloquear a expressdo de PKR1 e PKR2 nas células por RNA de
interferéncia e verificar o efeito do bloqueio de cada receptor, assim como do bloqueio
de ambos, estd em andamento. Essa confirmacdo é necesséaria, ndo s6 para se
determinar o papel relativo de cada um dos dois receptores como ligantes de T. cruzi,
mas fundamentalmente para confirmar se PKR1 e PKR2 s&o importantes na invasao,
uma vez gue nossos resultados estdo baseados em boa parte em experimentos de

inibicdo utilizando anticorpos que apresentam um padrdo de reconhecimento de

antigenos celulares complexo.
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Os resultados de inibicéo de invaséo do parasita na presenca de anticorpos anti-
PKR1 e anti-PKR2 ou mesmo anti-GGIALAG apontam para um papel proeminente
desses receptores na infeccdo. Nao é possivel estabelecer ainda, a importancia relativa
de PKR2 frente a outros ligantes para T. cruzi descritos na literatura, se PKR2 seria 0
principal ligante da Tc85 na superficie da célula hospedeira ou se a sequéncia
GGIALAG é o unico ligante de formas tripomastigotas de T.cruzi em PKR2. Também o
papel de PKR1 como um ligante de T. cruzi precisa ser melhor explorado. E importante
ressaltar que na regido considerada, em PKR1 encontra-se a sequéncia GMALVG, no
lugar de GGIALAG presente em PKR2, sendo comum aos dois receptores o0s
aminoacidos G--AL-G (Figura 8) e que poderiam ser os aminoacidos envolvidos na
ligacéo das formas tripomastigotas aos receptores de procineticinas.

Um dos resultados que nos parece interessante para entendimento do processo
de invasao pelo T. cruzi é a sinalizacdo desencadeada no parasita apds o tratamento
com o peptideo GGIALAG e identificada neste trabalho por mudancas no nivel de
fosforilacdo de proteinas ja nos primeiros 5min de interacdo. O emprego de moléculas
peqguenas, como é o caso do peptideo, devera facilitar a determinacdo da(s) via(s) de
sinalizacdo, com a identificacdo das proteinas modificadas. Embora essa identificacédo
possa parecer simples, é importante salientar que uma porcentagem muito grande de
proteinas fosforiladas e sequenciadas em diferentes tripanosomatideos é desconhecida
(Sodré et al, 2009, Nakayasu et al, 2009, Nett et al, 2009, Hem et al, 2010; Eliciane
Mattos, comunicacéo pessoal) e o numero de proteinas modificadas apds a incubacao
com o peptideo GGIALAG é reduzido, podendo dificultar a identificacdo das vias de

sinalizacdo envolvidas.
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A sinalizacdo desencadeada no parasita no processo de adesao/penetracdo €
pouco conhecida, ao contrario do que ocorre na célula hospedeira, uma vez que nas
células de mamifero as vias de sinalizacdo sdo bastante exploradas. No caso dos
tripanossomatideos, o seqlienciamento relativamente recente do genoma (El-Sayed et
al, 2005) mostrou a existéncia de um numero bastante grande de quinases (Parsons et
al, 2005) e fosfatases (Brenchley et al, 2007), com varias peculiaridades, como por
exemplo a auséncia de tirosina quinases tipicas (Brenchley et al, 2007). Como era de
se esperar, 0 sequenciamento do genoma possibilitou que diferentes grupos se
dedicassem ao estudo do proteoma/fosfoproteoma dos tripanosomatidios. Nosso
laboratdrio em particular, estabeleceu como meta determinar as vias de sinalizacdo em
Trypanosoma cruzi desencadeadas na etapa de adesédo a elementos do hospedeiro
vertebrado e o trabalho desta dissertacéo esta inserido nessa linha, na medida em que

investiga ligantes que levam a modificacdes pds-traducionais de proteinas.
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Conclusodes

O modelo utilizado para o estudo do receptor de procineticina 2 e sua possivel
participacdo na invasdo por Trypanosoma cruzi, as células MCF10A, epitélio mamario
humano, provou ser bastante adequado para seu propésito. A caracterizacao inicial da
linhagem demonstrou que ela expressa PKR2, observado tanto por RT-PCR como
imunofluorescéncia e Western Blot. Adicionalmente, foi mostrado que a proteina
recombinante H3.3p (um segmento da Tc85, clonado e cuja proteina foi expressa e
purificada no laboratério) liga-se a regides localizadas aparentemente na membrana de
células em cultura pré-fixadas em paraformaldeido 2%, utilizando um anticorpo
monoclonal contra 0 H3.3p recombinante. Esta proteina recombinante também se liga a
extratos de proteina total de MCF10A (metodologia de “overlay”) na regido de 45 kDa,
massa molecular aproximada do receptor de procineticina, e a ligacdo € inibida na
presenca do peptideo sintético GGIALAG, sequéncia que esta presente no receptor de
procineticina 2 e que foi inicialmente identificada pelo grupo através de ensaios de
phage display.

Os ensaios de inibicdo da invaséo de T. cruzi em células MCF10A por incubacao
das células com o anticorpo anti-PKR2, ou por incubacao dos parasitas com o peptideo
sintético GGIALAG, sugerem que o0 receptor de procineticina estaria envolvido na
entrada do parasita em células hospedeiras, através do motivo GGIALAG. Este dado é
sustentado pela informacdo de que o receptor estd expresso em grande variedade de
tecidos, incluindo células epiteliais e endoteliais, alvos importantes do parasita no

hospedeiro vertebrado. Paralelamente, os dados de co-localizacdo indicam que a
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sequéncia GGIALAG, presente no receptor de procineticina 2, estaria exposta na
superficie da membrana celular, o que corrobora os resultados obtidos com os ensaios
de inibicdo da invasao.

A andlise do perfil de proteinas fosforiladas de T. cruzi, obtidas com incubacéo
de formas tripomastigotas com o peptideo GGIALAG mostrou que a interagcdo com este
peptideo leva a fosforilagdo diferencial de algumas proteinas do parasita, que deveréao
ser identificadas em futuro préximo.

Em conjunto, os resultados apresentados apontam para o papel da sequéncia
GGIALAG presente no receptor de procineticina 2 na infeccéo de células epiteliais pelo
Trypanosoma cruzi e a modificagdo, como conseqiiéncia dessa interacao, de proteinas
do parasita por fosforilagdo. Estes dados, aliados ao fato de PKR2 estar amplamente
expresso em diversos tecidos, em especial tecidos classicamente alvos preferenciais de
T. cruzi, sugerem que O receptor de procineticina 2 seja mais uma via utilizada pelo

parasita durante o processo de invasao.
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ANEXOS

1. A técnica de Phage display

Estudos preliminares realizados no laboratorio sugeriam que havia outro(s)
ligante(s) da Tc85-11. Para tal investigacao, foi escolhida a técnica denominada phage
display. Esta técnica consiste na construcao de uma biblioteca de peptideos exdgenos
aleatorios na superficie de bacteriofagos filamentosos, que podem ser utilizados em
ensaios de panning/biopannig. Atualmente tem sido utilizada em trabalhos de
mapeamento de epitopos e analise de interacbes proteina-proteina. Ligantes isolados
através desta técnica podem ser utilizados para validacdo de alvos terapéuticos,
desenho de novas drogas e de vacinas, além de poder ser utilizada em conjunto com
outros métodos (revisto em Pande, Szewczyk e Grover, 2010).

Assim, Renata Tonelli e Ursula Urias utilizaram uma biblioteca circular de
peptideos aleatorios do tipo CX7C, expressos na superficie do fago filamentoso M13,

gentilmente cedida por R. Pasqualini (Figura Al).
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Figura Al. (a) Arquitetura do fago filamentoso (M13, f1, fd) (Smith, 1985). (b) Mapa do sitio de

clonagem do fago.

Através de “panning” utilizando esta biblioteca de peptideos a proteina
recombinante rTc85.45 (um clone de Tc85), foi possivel identificar a sequéncia
GGIALAG, que apresenta ligacdo especifica e de maneira dose-dependente a
rTc85.45. Utillizando analise de alinhamento por Blastn a sequéncia GGIALAG, foi
selecionado um possivel candidato a ligante da Tc85 nas células hospedeiras, o ja
descrito na literatura receptor de procineticina 2 (PKR2). Adicionalmente, ensaios
preliminares utilizando o motivo GGIALAG indicaram como possivel sitio de ligacdo na

Tc85, o dominio H3.3p.



2. Primers utilizados

Sequéncia

Pares de primers

PKR1 humano
PKR1 humano
(primers internos)
PKR2 humano
PKR2 humano

(primers internos)

PKR1 camundongo

PKR2 camundongo

Actina

CGGGATCCATGGAGACCACCATGGGGTTC (PKR1atgBamHI)
CCCTCGAGTTATTTTAGTCTGATGCAGTCCACC (PKR1stopXhol)
CTGGTCCACAGGCCAGAT (PKR1int5")
ACGGATGAAGTGCCAAACAG (PKR1int3")
CGGGATCCATGGCAGCCCAGAATGGAAAC (PKR2atgBamHI)
CCCTCGAGTCACTTCAGCCTGATACAGTCC (PKR2stopXhol)
CAGATCTGGCCACAGAAGAT (PKR2int5")
CTGGATGGTGTCCATTCTCA (PKR2int3")
AAAAGCTTATGGAGACCACTGTCGGGGCT (PKR1-Fw(Hindlll))
AAGAATTCTTATTTCAGTCGGATGCAGTCCACC (PKR1-Rev(EcoRl))

CGGGATCCATGGAGACCACTGTCGGGGCT (cPKR1atgBamHl)
CCCTCGAGTTATTTCAGTCGGATGCAGTCCACC (cPKR1stopXhol)
AAAAGCTTATGGGACCCCAGAACAGAAAC (PKR2-Fw(Hindlll))
CCCTCGAGCTACTTTAGTCTGATACAATCCACC (PKR2-Rev (Xhol))
AGGAAGAGGATGCGGCAGTGG (FwD)
CGAGGCCCAGAGCAAGAGAG (Rev)
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Tabela Al. Sequéncia de nucleotideos dos pares de primers utilizados nas reagfes de

PCR e RT-PCR.
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3. Mapa dos vetores utilizados

Xho I/Ava |

Bgl Il

BamH |
Pst |

Kpn |
EcoR |
BsiB |
Hind 1l

o]
Nhe |

ATG 6xHis X" EK MCS

pTrcHis

A,B,C
4.4 kb

Sph 1

Comments for pTrcHis B:
4404 nucleotides

trc promoter: bases 191-221

lac operator: bases 228-248

rrnB anti-termination sequences: bases 264-333

T7 gene 10 translational enhancer: bases 346-354
Ribosome binding site: bases 370-374

Mini-cistron: bases 383-409

Polyhistidine and enterokinase cleavage site: bases 425-504
Xpress'™ epitope: bases 482-503

Multiple cloning site: bases 515-554

rrnB transcriptional termination sequence: bases 637-794
Ampicillin resistance ORF: bases 1074-1934

pBR322 origin: bases 2079-2752

lac 19 ORF: bases 3281-4365

Figura A2. Mapa do vetor pTrcHis C (Invitrogen), com seus principais sitios de restricdo, onde
foi inserida a sequéncia do H3.3p, regido interna da Tc-85, conjugado a uma cauda de histidina.
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lacZa ATG
M13 Reverse Primer

EC?R I

BT PAG GGC GAA TTC TGC
21N s raducs TTC CCG CTT BAG ACG

M13 Forward (-20) Primer
A |CTG GTC GTT TTA

CAG CAA AAT

Figura A3. Mapa circular do vetor pCR2.1 (Invitrogen), onde foram clonadas as sequéncias
de PKR1 e PKR2 pelo grupo de Shun-ichiro Matsumoto (Functional Genomics Molecular
Medicine Research Labs — Japan).

£ 1
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Sphl | 26
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|| Vector r_ EcoRl | 52
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\ | Spel B4
\ EcoRl | 70
\ Not 77
\ sz | 77
\ |pst g8
\ Sa a0
| |Nde o7
Sac 109
\|estx (118 3
\ [Nsil__[127 g
14 2
T sps g

Figura A4. Mapa circular do vetor pGEM®-T Easy (Promega) com seus principais sitios de
restricdo.
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" There is an ATG upstream [ L]

ol the Xba | site. Bsml

Figura A5. Mapa circular do vetor pCDNA3.0® (Invitrogen) com seus principais sitios de
restricdo. O plasmideo utilizado contém uma sequéncia que codifica para um flag (sequéncia de
aminoacidos MDYKDDDDY) inserida no sitio Hindlll, sendo por isso chamado pcDNA3.0 5°F.
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CLGLTGAGC AATAACTARCATAACCCC T TEEEECC TCT ARACEERTCTT

-————————
T7 terminator primer #80337-3

pET-28a-c(+) cloning/expression region

Figura A6. Mapa do vetor pET28a™. A seta preta larga corresponde ao sitio de
clonagem/expressdo do plasmideo, e a sua seqiéncia de bases estd detalhada abaixo do
mapa. Em destaque estdo enumeradas as seqiiéncias que diferem nos plasmideos pET28b™ e
pET28c(+). Fonte: Novagen.
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