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RESUMO

(Pereira, M. C. A.) Identificacao de proteinas de Trypanosoma cruzi modificadas
por S-nitrosilacao e nitragcdo apés adesdo com matriz extracelular. 2013. 96 p.
Dissertacdo (Mestrado) — Programa de Pés-Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas

(Bioquimica). Instituto de Quimica, Universidade de Séo Paulo, S&do Paulo.

Oxido nitrico (NO) é um segundo mensageiro biosintetizado a partir de L-Arginina e
envolvido em sinalizacdo celular por diferentes mecanismos: ativacdo da producédo de
cGMP pela Guanilil Ciclase; regulacdo de enzimas pela interagdo com seus centros
metdlicos; ou pela S-nitrosilacdo de cisteina e nitragdo de tirosina, modificacdes pos-

traducionais, capazes de modular a atividade de diversas proteinas.

Neste trabalho buscou-se investigar se a interacdo de Trypanosoma cruzi, 0 agente
etiolégico da doenca de Chagas, com a matriz extracelular (ECM) era capaz de
modular a sinalizacdo por NO em T. cruzi. Tripomastigotas de T. cruzi incubados com
ECM apresentaram diminuicdo na atividade de NOS e menor producdo de NO. Da
mesma maneira, observou-se, por imunofluorescéncia indireta e imunoblotting, uma
diminuicdo no padrdo geral de S-nitrosilacdo e nitracdo de proteinas do parasita
incubado com ECM. Além disto, os perfis de proteinas S-nitrosiladas e nitradas foram
modificados, predominando a denitrosilacdo e denitracdo (de 40 para 22 proteinas
nitradas apds a adesao a ECM), embora em alguns casos tenha sido observado um
aumento de nitracdo, como em proteinas de citoesqueleto (de 2,5% para 9,1% apdés
adesdo). O mesmo padrdo foi observado em relacdo a proteinas nitradas, com
diminuicdo de 48 para 20 proteinas apés adesdo a ECM e novamente com
modificacdo no percentual de proteinas nitradas pertencentes a processos bioldgicos
distintos, como proteinas relacionadas a sintese proteica (35,4% das proteinas
nitradas no grupo controle e apenas 5,0% no grupo incubado com ECM). Apesar do
perfil de denitracdo, algumas classes de proteinas tém aumento no nimero de alvos
nitrados, como proteinas relacionadas a metabolismo (de 18,8% para 35,0%), além de

alguns alvos especificos que tém aumento na nitracdo, como enolase.

Em suma, os resultados sugerem que a sinalizagdo intracelular por NO em
tripomastigotas de T. cruzi € modulada durante a adeséo do parasita a componentes
da matrix extracelular, tanto através da via classica de producdo de 6xido nitrico,

guanto por modificagcdes pés-traducionais induzidas por NO.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, 6xido nitrico, S-nitrosilacéo, nitracao



ABSTRACT

(Pereira, M. C. A.) Identification of proteins modified by S-nitrosylation and
tyrosine nitration after adhesion of Trypanosoma cruzi to the extracellular
matrix. 2013. 96 p. Master’s Thesis — Graduate Program in Biochemistry. Instituto de

Quimica, Universidade de Séo Paulo, Sao Paulo.

Nitric oxide (NO) is a second messenger biosynthesized from L-Arginine and involved
in cell signaling by different mechanisms: activation of cGMP production by guanilyl
cyclase; regulation of enzymes by interaction with their metallic centers; or by S-
nitrosylation of cysteine and nitration of tyrosine, posttranslational modifications

capable of modulating the activity of several proteins.

In this work, we sought to investigate whether the interaction between extracellular
matrix (ECM) and Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas' disease, was
capable of modulating NO signaling in the parasite. Trypomastigotes incubated with
ECM presented a decrease in NOS activity and NO production. Accordingly, a
decrease in S-nitrosylation and tyrosine nitration of proteins from ECM-incubated
parasites was also observed, as evidenced by indirect immunofluorescence and
immunoblotting. In addition, S-nitrosylated and tyrosine nitrated proteins profiles were
modified in ECM-incubated parasites, with an enhancement in protein denytrosylation
and denitration. A decrease from 40 to 22 of S-nitrosylated proteins was detected after
parasite adhesion to ECM, more evident in some protein groups (as for example 52.5%
hypothetical proteins modified in the control group against 36.4% after adhesion). On
the other hand, an increase of S-nitrosylation was detected in other groups of proteins,
such as cytoskeleton proteins (from 2.5% of total S-nitrosylated proteins to 9.1% after
adhesion). The same general pattern was observed in relation to tyrosine-nitrated
proteins, with a decrease in the number of modified proteins from 48 to 20 after
incubation with ECM, exemplified by those related to protein synthesis, with a
contribution of 35.4% in the control group versus 5.0% after treatment with ECM.
Despite this general denitration profile, some protein classes have an increase in
nitration, such as metabolic proteins (from 18.8% to 35.0%), in addition to some

specific targets, such as enolase.

Taken together, the results suggest that NO signaling is modulated during adhesion of
T. cruzi to components of the extracellular matrix, probably by the classical nitric oxide
pathway and by NO-induced post translational modifications. Keywords: Trypanosoma

cruzi, nitric oxide, S-nitrosylation, nitration.



Figura 1.1
Figura 1.2
Figura 1.3
Figura 1.4
Figura 1.5
Figura 1.6
Figura 1.7
Figura 3.1

Figura 3.2

Figura 4.1

Figura 4.2
Figura 4.3

Figura 4.4
Figura 4.5
Figura 4.6
Figura 4.7
Figura 4.8

Figura 4.9

Figura 4.10

Figura 4.11
Tabela 4.1

Figura 4.12

Figura 4.13

Tabela 4.2

Figura 4.14

Figura 4.15

LISTA DE ILUSTRAGCOES E TABELAS

Principais vias de sinalizacdo envolvendo NO .............ccoi e 19
Estrutura de cisteina e s-nitroso CiSteina .........c..cccvvvviiivieiiiiiiiiiie e e, 21
Denitrosilacdo dependente de glutationa ...........ccccuvvuviviviiiiiiiiinnineeceeeeenn 22
Denitrosilacdo dependente de tioredoXiNa ...........cvvvvuveriviiiiiiiiieeiiennieeeeeaeeeen 23
BIOTIN SWILCH L..uuiiiiieiiiiiiieiiieiee et e e e e e e e 25
Estrutura de tirosina € 3-Nitro-tir0SINA .........ccooeeieiiiviiiiiiiiiiiie e 26
Triptofano e sua forma nitrada Na POSICAOD 6 ........ccoeevviiniiniiiiiiiiiiie e 28
Fluxograma de purificacdo de CYP450 redutase de Trypanosoma cruzi .... 44
Fluxograma resumido das estratégias utlizadas na identificacdo de
proteinas nitradas em tirosina e S-nitrosiladas em cisteina ...........cccccceees 52
Efeito da incubacgé&o de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi com ECM na
ProduGao de NO ..o e 53
Atividade de sintese de NO em extrato de Trypanosoma Cruzi .................... 54
Producéo de L-Citrulina a partir de L-ArginiNa .........cccccovvveriiniiinneinniniinnennnenen 55
Concentracdo de L-Arginina e L-Citrulina em extrato de Trypanosoma cruz
apos adesao por duas horas COmM ECM .......ccccivviiiiiiiiincc e, 56
Concentragdo de proteinas S-NO em extrato de Trypanosoma cruzi apos
adesdo por duas horas COM ECM .......ccccuuviiuimiiiiiiiiiiiiiieiererensrereee e eesees 56
Reatividade de extratos de Trypanosoma cruzi com anticorpos contra
diferentes iSOformas de NOS .........covviiiiiiiiiiir i 57
Visualizacao por imunofluorescéncia da expressédo de nNOS putativa apos
duas horas de incubacéo do parasita com ECM ...........ccceeeiiiiiiiiiiii i 58
Cinética de expressédo da proteina reconhecida por anticorpos anti-nNOS
ao longo de incubacéo de tripomastigotas com matriz extracelular .............. 59
Cinética de expressdao de nNOS putativa ao longo de incubacgédo de
tripomastigotas com matriz extracelular ............c.oooevvi v 59

Ensaio de atividade NOS em produtos de imunoprecipitacdo utilizando
anticorpos anti-nNOS e anti-HSP85 ligados covalentemente a resina de

[T 0) (=TT T= 1 PRSPPI 60
Immunoprecipitacdo seguido de immunoblotting: anti HSP85 e nNOS ........ 61
Sintese de NO no extrato bruto e fracbes eluidas da coluna de DEAE-

Sepharose apés pull down em resina de ADP-Sepharose ...........cccccevvveeenne 62

Atividade especifica de sintese de NO apds cromatografia de extrato de
Trypanosoma cruzi em coluna de DEAE-Sepharose e pull-down por ADP-

SEPNAIOSE ..o 62
Atividade de sintese de NO em fracdes da purificagdo de enzima com
atividade de SINteSE de NO ......cooueiiiiiiiii e e 63

Atividade especifica de sintese de NO no extrato bruto e fracdes eluidas
de coluna de DEAE-Sepharose apds pull down em resina de ADP-

Sepharose em presenca ou auséncia do inibidor L-NAME ............ccccceeeeene 63
Cinética de S-nitrosilacéo de proteinas de tripomastigotas de Trypanosoma
cruzi em resposta a incubagdo com matriz extracelular ...........cccccoeevvvinnnee. 64

Cinética de nitracdo em resposta a incubacdo de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi com matriz extracelular ao longo do tempo ...........cc.ceee. 64



Figura 4.16
Figura 4.17
Figura 4.18

Tabela 4.3

Tabela 4.4

Figura 4.19

Figura 4.20
Figura 4.21

Figura 4.22
Figura 4.23
Figura 4.24
Tabela 4.5
Tabela 4.6

Figura 4.25
Figura 4.26
Figura 4.27

Figura 5.1
Figura 5.2

Tabela 5.1

Padrdo de proteinas nitradas em tirosina em resposta a incubacdo de
Trypanosoma cruzi com matriz extracelular

Padrdao de proteinas S-nitrosiladas em
Trypanosoma cruzi com matriz extracelular

Eletroforese bidimensional e imunoblotting utilizando anticorpos contra
nitro-tirosina

Proteinas nitradas de Trypanosoma cruzi identificadas apés excisdo de gel
bidimensional em condi¢cdes ndo-redutoras

resposta a incubacdo de

Proteinas nitradas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi identificadas
apos imunoprecipitagdo utilizando resina ligada covalentemente a
anticorpo anti-nitro-tirosina

Perfil de proteinas nitradas em residuos de tirosina em Trypanosoma cruzi
no grupo controle e apdés adeséo a matriz extracelular por duas horas
Nitracdo de tubulina de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
Nitracdo de histonas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
Imunoprecipitacdo (IP) de enolase ,seguida de immunoblotting com
anticorpos anti- nitro-tirosina

Imunoprecipitacdo (IP) contra proteina paraflagelar,
immunoblotting contra nitro-tirosina

Proteinas modificadas por S-nitrosilacdo
Trypanosoma cruzi incubadas com ECM
Proteinas S-nitrosiladas de T. cruzi identificadas apés excisdao de gel
bidimensional em condi¢cdes ndo-redutoras

Proteinas S-nitrosiladas de T. cruzi incubados ou ndo com matriz
extracelular, identificadas por biotin-switch e nLC-MS/MS

Perfil de proteinas S-nitrosiladas de Trypanosoma cruzi no grupo controle
e apos adesdao por duas horas a matriz extracelular

Immunoblotting contra Mucin |l apés realizacao de biotin switch

Immunoblotting contra proteinas S-nitrosiladas apés imunoprecipitacéo
utilizando anticorpos contra Mucina Il

Etapas de transferéncias de elétrons em: A) Citocromo P450
Oxidoredutase B) NOS

Mecanismo de reacéo de Citocromo P450 Oxidoredutase e NOS

seguida de

de tripomastigotas de

Consequéncias funcionais de modificacdes por S-nitrosilagéo, nitracdo em
tirosina ou triptofano em proteinas identificadas no presente projeto e ja
descritas na literatura

65

66

67

67

68

70

71

71

72

72

73

74

75

78
79

79

81
82



LISTA DE ABREVIACOES

AE1 Anion Exchanger 1 (Trocador de anions 1)
ANOVA Analysis of variance (Analise de variancia)

BSA Bovine serum albumine (Albumina de soro bovino)
BSO L-buthionine-(S,R)-sulfoximine

CaM Calmodulina
CAMP Adenosina monofosfato ciclico

CcO Citocromo c oxidase
cGMP Guanosina monofosfato ciclico
CYP450 Citocromo P450

DAPI 4’,6'-diamidino-2-fenilindol

DDR Discoidin domain receptor (Dominio receptor de discoidina)
DEAE dietilaminoetil

DHEA Dehidroepiandrosterona

DMF Dimetil formamida

DMP Dimetil pimelimidato

DNA Acido deoxiribonucleico

DTT Ditiotreitol

ECM Extracellular matrix (Matriz extracelular)
EDTA Ethylenediamine tetraacetic acid

EGF Endothelial growth factor (Fator de crescimento endotelial)
EGTA Ethylene glycol tetraacetic acid

eNOS Oxido nitrico sintase endotelial

FDH Formaldeido desidrogenase

FITC Isotiocianato de fluoresceina
G6PDH Glicose 6-Fosfato Desidrogenase
GAPDH gliceraldeido 3-fosfato desidrogenase

GSH Glutationa

GSSH Glutationa oxidada

HEPES 4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid

HRP Horseradish peroxidase (Peroxidase de raiz-forte)

HSP Heat shock protein (Proteina do shock térmico)

IEF Isoelectric focusing (focalizacao isoelétrica)



iNOS Oxido nitrico sintase indutivel

LIT Liver infusion tryptose
L-NAME L-N®-Nitroarginine methyl ester
MEM Modified Eagle Medium (Meio Modificado de Eagle)
MMTS Metanotiosulfonato
MnSOD Manganés Superoxido Dismutase
mtNOS Oxido nitrico sintase mitocondrial
NADPH Nicotinamida adenina dinucleotidio
nNOS Oxido nitrico sintase neuronal
NO Oxido nitrico
NOS Oxido nitrico sintase
PAGE Polyacrylamide gel eIectr_oph_orest (eletroforese em gel de
poliacrilamida)
PBS Tampéo fosfato-salina
PDE Fosfodiesterase
PKC Protein Kinase C (Proteina Quinase C)
PKG Protein Kinase G (Proteina Quinase G)
PMSF Phenylmethanesulfonylfluoride
POPOP 1,4-bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzene
PPO 2,5-Diphenyloxazole
RNS Espécies reativas de nitrogénio
SDS Dodecil sulfato de sédio
SFB Soro fetal bovino
sGC Guanilato ciclase solavel
Trxn Tioredoxina
TrxnR Tioredoxina redutase

Ty Trypanosoma cruzi, forma tripomastigota, cepa Y



11

1.2

13

1.4

15

1.6

1.7

1.8

1.9

2.1

3.1

3.2

3.3

3.4

3.5

3.6

3.7

3.8

3.9

3.10

3.11

3.12

SUMARIO

INTRODUGAOD ..ottt ettt en et sttt 15
Protozoarios da ordem kinetoplastida .............ccccveevieieiiiiinc e 15
Trypanosoma cruzi e a doencga de Chagas .........cccccccvvvvviiinnnnn, 15
(@) (Lo [ a 1T o o ([ 2 T 17
Vias de sinalizacao por 0Xid0 NItriCO .......cccccevicvvvieeieeii e 18
S-NITFOSIHAGED .vveee e 20
NItFAGAO €M LIMOSING ..evvvviiiiiiiiiiiiiie e 26
S-Nitrosilagdo e nitracdo em ProtOZOArioS ..........ccccvvveeeeeeeiiiiieiiieeeeens 29
Interacdo entre Trypanosoma cruzi e componentes da matriz

EXEFACEIUIAT ...eeii i e 30
Sinalizacdo intracelular por NO em Trypanosoma Cruzi ..................... 33
(0] 2N S I AV 1 R STR 36
Objetivos ESPECIfICOS .....uuviiiiiiiii i 36
Material @ MELOUOS ....coiuieiiiiiiie et 37
CURUIA CEIUIAT ... e e 37
Incubagéo de Trypanosoma cruzi com matriz extracelular ................ 37
IMUNOFIUOIESCENCIA ... .eeeii e e 38
Ensaio de incorporacdo de metionina radioativa ...............ccccoeeeeennn, 38
Preparacgéo de extrato de TrypanoSOmMa CrUZi ............euvvrvverrenevnnernnenns 39
Dosagem de NO eXtracelular ...............uuuevvviiiiiiiiineeiinriine e neeeeeeeaeees 40
Quantificacao de S-nitrosotiois totais ..........ccevveeeeiiiiiiiee e, 41
Medida da atividade de NO SINtaSe ..........cccoeveviiieenieeiiiieieeee e 41
Quantificacdo de L-Arginina e L-Citrulina por eletroforese capilar ...... 42
Purificacao de enzima com atividade de sintese de NO ..................... 43
Ligacéo covalente de anticorpos a resina de Sepharose-proteina A .. 44

Tea18] aTe] o] g=Tex] o] = Tox= To PP 45



3.12.1

3.12.2

3.13

3.14

3.15

3.16

3.17

3.18

3.19

3.20

3.21

4.1

4.2

4.3

4.4

4.5

4.6

4.7

4.8

4.9

ReSING — ProteINA A ..oviieee i e e 45
Resina ligada covalentemente a antiCorpo ........ccccccvvvveveiiiiiiiiiiininnnnens 46

Preparacédo de proteinas imunoprecipitadas para sequenciamento .. 46

Marcacao de S-nitrosiltiois por biotin SWItCh ...........ccccccciiiin, 47
Preparo de proteinas biotiniladas para sequenciamento ................... 48
Sequenciamento de peptideos por NLC-MS/MS ...........ccevvivveveeenninnns 48
Predicéo de residuos alvos de S-nitrosilacao .........ccccceveeeviiiiivineecens 49
Eletroforese bidimensional ..o 49
IMMUNODBIOIING eeveeiiiee i 50
Preparagéo dos spots para sequenciamento ...........cccoeeveeeeeeeeeeeeeeeene 51
ANAIISE ESLALISHICA .eeeiiivieieiciiiie ettt 51
RESULTADOS ....ooii ittt ettt et et et eeseee s e 53
Produc@o de NO pelos parasitas ..........ccccveveviiiiiiiiiiiiiiiiiieee e 53
Identificacdo da isoforma de NOS presente em Trypanosoma cruzi .. 57

Expressao de proteina reconhecida por anti-NOS durante interacéo
de tripomastigotas com matriz extracelular ..............cocccociiiiiiinnnnnn, 58

Purificacao parcial de enzima com atividade de sintese de NO ......... 61

Nitracdo e S-nitrosilacdo de proteinas de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi em resposta a interagdo com a matriz
EXEFACEIUIAT ...eeii e e 63

Identificacdo por eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas de proteinas diferencialmente modificadas apds incubacao
de tripomastigotas COM ECM .........ouvviiiiiiiiiiiiiiiiin e 66

Identificacdo por imunoprecipitacdo e espectrometria de massas de
proteinas nitradas ap0s incubacédo de tripomastigotas com ECM ...... 68

Validacdo de nitracdo em proteinas de tripomastigotas de
Trypanosoma cruzi por imunoprecipitacdo e imunoblotting ................ 70

Identificacdo por eletroforese bidimensional e espectrometria de
massas de proteinas diferencialmente S-nitrosiladas ......................... 73



4.10

4.11

Identificacdo de proteinas modificadas por S-nitrosilacdo de
Trypanosoma cruzi por biotin-switch e espectroscopia de massas .... 74

Validacdo de S-nitrosilacdo em proteinas especificas por biotin

switch, pull down e imunobIotting ...........c.oooo v 78
DISCUSSAD ...ttt ettt ettt ettt ettt e e 80
CONCLUSAD ...ttt et ettt 90

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ..o 91



15

1 - INTRODUCAO
1.1 - Protozoarios da ordem Kinetoplastida

Kinetoplastida ¢ uma ordem de protozoarios caracterizada pela presenca do
cinetoplasto, uma regido distinta de sua mitocondria Unica e alongada contendo grande
guantidade de DNA condensado, e associado ao corpo basal do flagelo. As espécies desta
ordem sao heterotréficas, de vida livre ou parasitas, possuem um (subordem
Trypanosomatida) ou dois flagelos (subordem Bodonina) originados no bolso flagelar
(MOREIRA et al., 2004). Outra caracteristica de diversas espécies desta ordem é a
capacidade de apresentar diferentes formas em diferentes condicbes ambientais, tais como

amastigota, promastigota, coanomastigota, epimastigota, tripomastigota e opimastigota.

Dentro desta ordem, a familia Trypanosomatidae caracteriza-se por conter apenas
parasitas um unico flagelo. Estes parasitas, dependendo da espécie, sdo capazes de
infectar uma grande variedade de hospedeiros, como rotiferos, nematoides, anelideos,
moluscos, artrépodes, mamiferos, etc. Apesar de poucas espécies de protozoarios da
familia Trypanosomatidae serem capazes de parasitar o homem, esta familia possui um
grande interesse médico e veterinario, devido ao impacto econémico e em salde publica,
tais como Trypanosoma brucei (T.b. gambiensi, T.b. rhodensiense, agentes etioldgicos da
doenca do sono ou tripanossomiase africana humana); Trypanosoma brucei brucei, T.
congolense, T. equiperdum, T. simiae, T. suis e T. vivax (causadores da tripanosomiase
africana animal); protozoarios do género Leishmania, tais como Leishmania donovani e L.

infantum (agentes etiolégicos da leishmaniose); além de Trypanosoma cruzi.

1.2 - Trypanosoma cruzi e a doenga de Chagas

O Trypanosoma cruzi € o agente etiolégico causador da doenca de Chagas

(tripanosomiase americana humana), transmitido pelas fezes e urina de insetos triatominios
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infectados em contato com feridas, mucosas e ocasionalmente por alimentos. Cerca de 25
milhGes de pessoas na América do Sul estdo em areas com risco de contrair a doenca,
sendo que de 5 a 6 milhGes ja estdo infectadas, e destas, de 30 a 40% tem ou
desenvolverdo cardiomiopatia, megasindromes digestivas ou ambas (RASSI e MARIN-
NETO, 2010; WHO, 2000). No Brasil, a doenca afetava em 1985 cerca de 4,2% da
populacédo, com 32% da populacdo em areas de risco, distribuidas em 12 estados. Em 1999
esse numero ja havia sido grandemente reduzido, sendo erradicada em oito desses estados
(WHO, 2000). No entanto, dados mostram infec¢Bes pelo parasita em diferentes areas, com
0 aparecimento de microepidemias, causadas principalmente por infecgcdo oral (PRATA,

2001).

Apesar de sua importancia em salde publica, as opc¢bes de tratamento
farmacoldgico em doenca de Chagas ainda é limitada a dois farmacos: benzimidazol e
nifurtimox. Ambas as drogas possuem boa eficacia quando utilizadas na fase aguda da
doenca, com cerca de 70% de cura; no entanto, os efeitos colaterais destas drogas sdo
consideraveis, incluindo nausea, vomitos, dores abdominais, anorexia, etc., chegando a
atingir 40% dos usuarios de nifurtimox. A eficacia destas drogas na fase crénica da doenca
€ mais questionada, sendo que um ndamero maior de testes clinicos estdo sendo realizados
no momento (detalhes sobre o estudo em andamento podem ser encontrados em MARIN-
NETO et al., 2009). Novos farmacos para o tratamento da doenca de Chagas vém sido
desenvolvidos, porém a grande maioria encontra-se ainda em fase pré-clinica (BUCKNER e
NAVABI, 2010). Os motivos para poucas drogas antichagasicas existirem no pipeline
farmacéutico sdo complexas, incluindo-se ai lacunas no conhecimento de aspectos basicos
da bioquimica do parasita e de sua relagdo com o hospedeiro: o estudo desses aspectos
levaria a identificacdo de novos alvos potenciais de farmacos, que poderiam aumentar o

repertério de drogas antichagasicas.
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1.3 - Oxido nitrico (NO")

Monéxido de nitrogénio, NO°, também conhecido como éxido nitrico, € um radical
livre, possuindo um elétron desemparelhado no orbital antiligante pi*2p. No entanto, sua
reatividade é relativamente baixa, sendo que as principais reacdes radicalares envolvendo
NO" se devem a outras espécies originarias do mesmo. Um exemplo claro disto é o dioéxido
de nitrogénio, um radical livre muito mais reativo, que é formado através da reacdo com

oxigénio:

2 NO + O,

2 NO,
R = k[NO']90;] k=8,4x 106 M?s™*(37 °C)

Esta reacdo segue uma cinética de terceira ordem: segunda ordem com relagdo ao
oxido nitrico e primeira ordem com relacdo ao oxigénio (BECKMAN e KOPPENOL, 1996).
Este fato tem relevancia bioquimica, uma vez que a concentracdo de oxido nitrico tera
grande influéncia em modificacdes poés-traducionais de proteinas, a serem discutidas
adiante. Diversas outras rea¢des envolvendo 6xido nitrico também tém interesse do ponto

de vista de modificacGes pos-traducionais, como é o caso da reagdo com superoxido (O,"):

NO + O,” ONOO k=6,7x10°M!s?

O peroxinitrito (ONOQ") é altamente reativo, podendo formar adutos com diversas
biomoléculas relevantes, como proteinas, podendo alterar suas funcbes (ALVAREZ e RADI,

2003).

Além disso, NO" é gas incolor relativamente sollvel em agua (1,6 mM a 37 °C) e
muito solivel em solventes organicos (HALLIWELL e GUTTERRIDGE, 2007), o que permite
a difusdo deste gas através de membranas celulares, altamente lipofilicas, participando
desta maneira em comunicagdo celular, agindo por exemplo como neurotransmissor no

sistema nervoso central.
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1.4 — Vias de sinalizacao por oxido nitrico

NO" é um sinalizador quimico sintetizado enzimaticamente a partir de L-Arginina em
diversos tipos celulares de uma grande quantidade de organismos. Em mamiferos, esta
biosintese se da pela enzima 6xido nitrico sintase (NOS), presente em trés isoformas, com
51 a 57% de homologia em humanos (FORSTERMANN et al., 2003): NOS I, Il e lll,
correspondentes respectivamente a nNOS (neuronal), iINOS (induzivel) e eNOS (endotelial)
na nomenclatura classica. Além destas isoformas, discute-se a possibilidade da existéncia
de uma NOS mitocondrial (mtNOS) em determinados tecidos (SCHILD et al., 2003), embora
producdo de NO' mitocondrial possa ocorrer de maneira independente de NOS (LACZA et
al., 2006). Tanto NOS Il quanto NOS | sdo dependentes de calcio-calmodulina e produzem
guantidades relativamente baixas de 6xido nitrico. Por outro lado, NOS |l é independente de
calcio, e capaz de produzir até 50 vezes mais NO' do que as outras isoenzimas. Sua
atividade é regulada principalmente em nivel de transcricao, através de cascatas iniciadas
por citocinas (PAUTZ et al., 2010). Sua atividade também ¢ influenciada pela disponibilidade
de arginina e a regulacéo de seu transportador (CLOSS et al., 2000), bem como fosforilagédo
em residuos de tirosina (HAUSEL et al., 2006), e pela interacdo fisica com reguladores
como a heat shock protein 90 (HSP90) (SHAH et al., 1999; GRATTON et al., 2000). O 6xido
nitrico pode também ser produzido enzimaticamente a partir de nitrato ou nitrito redutases,
como descrito em Plasmodium falciparum, onde NO' é produzido por uma enzima

semelhante a nitrato redutase (OSTERA et al., 2008).

O aumento de 6xido nitrico intracelular também pode ocorrer por denitrosilacéo de
NO’ ligado a grupos tiéis, grupos heme de proteinas, bem como a outros grupos prostéticos
contendo metais, e reserva quelavel de ferro (CHVANOV et al., 2006), importante em

vegetais (GUPTA, 2011) como Arabidopsis thaliana (BELENGHI et al., 2007).

Nas células, NO" age por meio de trés vias diferentes: a via classica, envolvendo

sintese de GMP ciclico (cGMP) através da ativacdo de guanilato ciclase; uma via que
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controla a atividade de proteinas pela ligacdo direta do NO" ao grupo heme da proteina-alvo,
como é o caso da citocromo ¢ oxidase; e outra via que envolve a ligacdo covalente de NO’
com proteinas, em residuos de tirosina (nitracao) ou cisteina (S-nitrosilagéo), como resume
a figura 1.1 (adaptado de MARTINEZ-RUIZ et al., 2011). Note-se ainda na figura 1.1 a S-

glutationilacao, ligacao covalente de glutationa ao grupo tiol de residuos de cisteina.

[¥y]
i
]

Glutationdagio

u
@ Mitragdo em

Trosina

Figura 1.1: Principais vias de sinalizagdo envolvendo NO. CcO: Citocromo c oxidase, sGC: Guanilato ciclase
solivel, NOS: éxido nitrico sintase (adaptado de MARTINEZ-RUIZ, 2011).

O NO’, uma vez produzido ou liberado de seu ligante, difunde-se até interagir com o
grupo heme da forma dimérica da enzima guanilato ciclase soltvel (sGC), sendo esta
interacdo responsavel por uma alteracdo conformacional que leva a dissociacdo do dimero,
e consequente producdo do segundo mensageiro cGMP, a partir de GTP (RUSSWURM et
al., 2004). cGMP, por sua vez, age através da ativacdo ou inativacdo de canais de cation e
uma série de proteinas com atividade quinase/fosfatase dependentes de cGMP, como é o
caso da PKG. Este segundo mensageiro € antagonizado pela atividade de fosfodiesterases

de nucleotideos ciclicos (PDE) (FRANCIS et al., 2010).

Outras vias podem ser controladas por 6xido nitrico sem a necessidade de um
segundo mensageiro como cGMP. A interacdo entre NO e grupos metdlicos de

determinadas proteinas é capaz de modular suas atividades, sendo a citocromo ¢ oxidase
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(CcO) o exemplo classico deste tipo de regulagcdo: CcO é uma enzima que possui grupos
prostéticos contendo cobre e ferro, e participa da cadeia de transporte de elétrons na
mitocondria, catalisando a reducdo de O, a H,O. NO é um analogo de O, inibindo a
respiracdo aerobica de forma competitiva, sendo este fenbmeno relevante em

concentracdes fisiolégicas de NO’, na faixa do nanomolar (BROWN, 1995).

As duas vias de sinalizacdo supracitadas possuem como caracteristica comum a
interacdo de NO' com metais como ferro e cobre. No entanto, NO' é também capaz de
regular a atividade de proteinas por modificacbes covalentes em seus aminoacidos, como é

0 caso da nitracdo de residuos de tirosina e S-nitrosilacao de residuos de cisteina.

1.5 — S-Nitrosilacéo

S-nitrosilacdo consiste na adicdo de um grupo nitroso (-NO) em um residuo de
cisteina presente em proteinas (figura 1.2). Tal adicdo ocorre de forma ndo enzimatica, e
devido ao carater pouco-reativo do 6xido nitrico, 0s mecanismos mais aceitos dessa adicédo
envolvem espécies mais reativas formadas a partir de NO’, como NO,, ONOO™ e N,O3,
formados a partir de grandes concentracdes locais de NO" ou na presenca de metais
(IWAKIRI et al., 2006), Por se tratar de um mecanismo nao-enzimatico, a regulacao deste
fendbmeno ocorre em niveis diferentes: compartimentalizagéo (regulando concentracéo local
de NO’), especificidade por sitios da proteina, turn-over da proteina alvo, velocidade e

especificidade das reacOes de denitrosilagéo e transnitrosilacéo.
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Figura 1.2: Estrutura de cisteina e s-nitroso cisteina

Como esperado, uma maior atividade de NOS esta relacionada com uma maior
concentracao de espécies reativas de nitrogénio (RNS), o que contribui para a S-nitrosilacao
de proteinas (IWAKIRI et al., 2006). Proteinas localizadas proximas a NOS possuem maior
guantidade de residuos S-nitrosilados, sendo ainda mais comum em proteinas que
interagem diretamente com NOS. O melhor exemplo desta regulacao é a heat shock protein
90 (HSP 90), que age estimulando a eNOS em um primeiro momento, contribuindo assim
com a vasodilatacdo (SHAH et al., 1999). No entanto, a producao excessiva de NO leva a S-
nitrosilagdo no residuo de cisteina 597 da HSP90, fazendo com que esta chaperona aja
como inibidor da eNOS, controlando desta maneira a produgdo de NO por um mecanismo

de feedback negativo (MARTINEZ-RUIZ et al., 2005).

ReacOes de denitrosilacdo sdo importantes na regulacdo da S-nitrosilagéo,
permitindo que alguns subgrupos de proteinas possuam grupos nitrosotiois estaveis
enquanto que outros subgrupos de proteinas tém seus residuos de S-nitrosil-cisteina
rapidamente convertidos na forma denitrosilada: a S-nitrosilacdo possui meia-vida que varia
de poucos segundos a algumas horas, dependendo da estrutura do composto em questdo
(MATHEWS e KERR, 1993). Dois mecanismos semelhantes de denitrosilacdo séo
conhecidos: o primeiro envolve a reacdo de glutationa (GSH) com proteinas S-nitrosiladas,
formando GSNO, que é entdo convertido a GSSG pela enzima formaldeido desidrogenase

(FDH); GSSH é subsequentemente reduzida a GSH pela acdo da glutationa redutase, em
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uma reacdo dependente de NADPH (HAQQANI et al., 2003). Desta forma, o controle da
concentracdo de GSH permite ajustes na S-nitrosilacdo de proteinas: maiores
concentracdes de GSH levam a maior denitrosilagéo. A disponibilidade de NADPH também
exerce importante efeito neste controle, por agir regenerando GSH (figura 1.3). Outra via
descrita envolve a interacdo direta de tioredoxina (Trxn) com proteinas S-nitrosiladas, e
subseqiente eliminagdo do NO da tioredoxina, formando uma ponte dissulfeto
intramolecular que é entdo reduzida pela tioredoxina redutase, fechando o ciclo

(SENGUPTA et al., 2007). A figura 1.4 resume esta via.

Pro-SH Pro-SNO GSH
NO,, QH} (b)
NO.

L-Glu+ (&) LGly

LCys+ : : GSH GSNO Pro-SH
) MADH

B3SO

NADE* NAD*

P ()

DHEA

Figura 1.3: Denitrosilagdo dependente de glutationa. GSH: Glutationa; GSNO: S-nitrosoglutationa; BSO: L-
buthionine-(S,R)-sulfoximine; G6PDH: Glicose 6-Fosfato Desidrogenase; FDH: Formaldeido Desidrogenase; GR:
Glutationa Redutase; DHEA: dehidroepiandrosterona (reproduzido de HAQQANI, 2003).
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Figura 1.4: Denitrosilagdo dependente de tioredoxina. Trxn: Tioredoxina; TrxnR: tioredoxina redutase
(reproduzido de SENGUPTA, 2007).

Além de participar do processo de denitrosilagdo, tanto glutationa quanto tioredoxina
possuem papel na nitrosilagdo de proteinas: GSNO pode significantemente aumentar a
formacéo de S-nitrosil-cisteina pela transferéncia do grupo nitrosil de seu tiol para o de um
residuo de cisteina, através do ataque nucleofilico do grupo tiol ao nitrogénio do GSNO,
processo este conhecido como transnitrosilacao (SINGH et al., 1996). De maneira analoga,
a tioredoxina nitrosilada pode agir nitrosilando proteinas alvo, sendo este fendmeno
importante na regulagdo da atividade de caspase-3, envolvida no processo de apoptose
(BENHAR et al., 2008). Outras proteinas também séo capazes de realizar transnitrosilacao:
hemoglobina pode ser S-nitrosilada na cisteina 93 de sua cadeia beta, e o grupo NO pode
entdo ser transferido para a porcao citoplasmatica do trocador de anions AE1 na membrana
plasmatica da hemacia, inibindo a entrada na heméacia de NO' derivado do endotélio
(PAWLOSKI et al., 2001). Mais recentemente, um exemplo de transnitrosilagdo conseguiu
resolver um dos problemas do campo de modificacBes pds-traducionais por S-nitrosilagao.
NOS é uma enzima citoplasmatica, sendo a concentracdo de NO' no nlcleo muito baixa
para que ocorra S-nitrosilacdo de forma extensiva, e no entanto, diversas proteinas
nucleares sdo encontradas S-nitrosiladas. Verificou-se que gliceraldeido 3-fosfato
desidrogenase (GAPDH), uma enzima classica da via glicolitica, € capaz de ser translocada

ao nucleo apos sua S-nitrosilagdo (HARA et al., 2005), podendo entdo nitrosilar diversos
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alvos, como fatores de transcricdo que regulam diversos processos bioldgicos (KORNBERG

et al., 2010).

Fica claro que a S-nitrosilacdo € uma modificagdo pos-traducional importante na
sinalizacdo celular. Em plantas, ja foi demonstrado o controle por S-nitrosilacdo de
processos como trocas gasosas, defesa contra infecgbes, germinacdo e desenvolvimento de
raiz (LINDERMAYR e DURNER, 2009). Em animais, S-nitrosilagdo parece também estar
envolvida em um grande ndmero de fenémenos fisioldgicos e fisiopatoldgicos relevantes:
além de apoptose, mencionada acima, a relacdo de S-nitrosilacdo com o sistema nervoso
central é particularmente estudada no momento, participando da fisiopatologia de diversas
doencas neurodegenerativas (NAKAMURA e LIPTON, 2011). Recentemente foi
desenvolvido o dbSNO (http://dbsno.mbc.nctu.edu.tw/), um banco de dados que vem sido
compilado contendo informagBes relevantes quanto a proteinas S-nitrosiladas em uma
grande variedade de organismos, incluindo, quando possivel, residuo modificado e funcao

bioldgica (LEE et al., 2012).

Quanto a especificidade da S-nitrosilacdo, diferentes estudos demonstram a
importancia do ambiente tridimensional para que a reagdo ocorra, tornando dificil a previsao
de regibes de S-nitrosilagcdo a partir da estrutura primaria de um polipeptidio, embora
progressos consideraveis vém sido realizados, sendo o software GPS-SNO particularmente
promissor (XUE et al., 2010). No entanto, algoritmos para a identificacdo de sitios de S-
nitrosilagédo ainda possuem baixo poder preditivo, devendo este problema ser abordado por
técnicas de protedbmica (MARINO e GLADYSHEYV, 2010). Devido ao fato da S-nitrosilacéo
ser uma modificacdo poés-traducional relativamente labil, foi necessario o desenvolvimento
de técnicas que permitam a identificacéo de proteinas S-nitrosiladas em tempo adequado. A
técnica mais utilizada para este fim é o biotin-switch (JAFFREY e SNYDER, 2001): esta
técnica consiste no bloqueio de tidis livres por metanotiosulfonato de metila, seguido de

reducdo de S-nitroso-cisteina por ascorbato e reagcdo com HPDP-Biotina, sendo este grupo
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consideravelmente mais estavel e podendo ser identificado ou purificado pelo uso de

estreptavidina (figura 1.5).

/ \ /
i | i ;
(Metanotiosulfonato HO
@@@ de metila) @@@ (Ascorbato)
@ %
s—s/ = SS
(s O

/

\
S D !
BEE == G0

Figura 1.5: Biotin-switch. Grupos ti6is livres sao bloqueados por metanotiosulfonato de metila, em seguida S-

nitroso-tiéis sdo reduzidos de maneira branda a tidis, sem afetar pontes disulfeto presentes no polipeptideo. Os
grupos tiol agora presentes reagem entdo com Biotina-HPDP, sendo a afinidade de biotina por streptavidina

explorada em etapas seguintes.

Esta técnica pode ainda ser utilizada para a identificacdo do residuo S-nitrosilado:
apos a biotinilagcdo, as proteinas sao tratadas com tripsina ou outra protease adequada,
purificadas por pull-down em resina de estreptavidina e, ap6s numerosas lavagens, 0s
peptideos podem ser identificados por cromatrografia liquida acoplada a espectrometro de
massas (nLC/MS-MS) (DERAKHSHAN et al., 2007). Apesar de sua grande especificidade
para grupos SNO, ndo gerando produtos biotinilados a partir de outras modificacdes de tiois
como pontes disulfeto e acidos sulfénicos (FORRESTER et al., 2007), a técnica de biotin-
switch pode levar & ndo deteccdo de algumas proteinas: devido as etapas de precipitacéo e
lavagens em acetona (100% e 70% respectivamente), é provavel que proteinas de baixa

massa molecular e proteinas altamente lipofilicas sejam perdidas durante o processamento.
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1.6 — Nitrac&o em tirosina

Outra alteracao pds-traducional que vem ganhando destaque na literatura é a
nitracdo em residuos de tirosina. Tal alteracdo consiste na incorporacéo de um grupo nitro (-
NO;) na posicdo 3 do anel aromatico do aminoacido tirosina (figura 1.6). Esta adicdo se da
através do agente nitrante ONOO', que por sua vez é produzido intracelularmente a partir de
NO por diversos mecanismos, de maneira analoga ao caso da S-nitrosilagdo, com a
participacdo de espécies reativas de nitrogénio (RADI, 2004). E importante notar que ao
contrario de cisteina S-nitrosilada, residuos de tirosina nitrados tem meia vida longa in vitro,

podendo chegar a anos.

0 0 0
NH3 NH3
3 OH 3

Tirosina 3-Nitro Tirosina

Figura 1.6: Estrutura de tirosina e 3-nitro-tirosina

A participacdo de 3-nitro-tirosina em vias de sinalizagdo celular € um topico ainda
pouco explorado, pouco se conhecendo sobre sua regulagdo. Apesar desta classe de
modificagbes ocorrer em um subgrupo especifico de proteinas, pouco se sabe sobre os
fatores que levam a uma maior nitracdo, e nao foi identificada até o presente momento
nenhuma enzima com atividade de denitracdo (MARTINEZ-RUIZ et al., 2011), embora tenha
sido identificada atividade de tirosina-denitrase em extratos de baco e pulmdo de rato
(KAMISAKI et al.,, 1998), e uma possivel atividade de tirosina-denitrase em proteinas
especificas, como em Histona H1.2 (IRIE et al., 2003). Uma possibilidade aventada é que a
nitracdo de proteinas seja um sinal para poliubiquitinacdo e posterior degradagdo por

proteosomas (SOUZA et al., 2000). No entanto, evidéncias sugerem que nitracdo é capaz
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de modular a atividade de enzimas, por diminuir o pKa da tirosina de 10,1 para 6,8 (pKa
muito préximo da histidina, aminoacido importante em catalises acido-base) e adicionar um
substituinte relativamente volumoso (de 205 para 235 A). Esse aumento da cadeia lateral da
tirosina em cerca de 30 A impediria a fosforilagdo da hidroxila da tirosina (ABELLO et al.,
2009), sendo este um possivel mecanismo de controle de fosforilacdo. Essas alteragdes séo
especialmente influentes quando ocorrem em um residuo de tirosina presente no sitio ativo.
Esse é o0 caso da enzima Manganés Superoxido Dismutase (MnSOD), presente nas
mitocondrias e cuja nitragdo no residuo Tyr-34 leva a uma inibicdo da sua atividade de

dismutacéo do anion radical superéxido (O,") (MACMILLAN-CROW e THOMPSON, 1999).

Embora a maioria dos casos de nitracéo relatados na literatura envolvam perda de
funcdo, comumente associado com poliubiquitinagdo e direcionamento para o proteasoma
(GRUNE, 1998), ha trabalhos mostrando a ativacao de proteinas apds nitracéo em residuos
de tirosina. Um exemplo disto é proteina quinase C, isoforma e (PKCe): apés nitracdo, PKCe
aumenta sua afinidade por RACK2, que ativa PKCe permitindo a sua translocacdo para o
nacleo e consequente fosforilagdo de proteinas alvo (BALAFANOVA et al., 2002). Outro
caso de ganho de funcgédo biologicamente relevante acontece com a glutationa s-transferase
1 microsomal: ap6s nitragdo no residuo de tirosina 92, essa enzima tem um aumento de sua
atividade de detoxicacdo. Desta maneira, glutationa s-transferase age como um sensor de
dano por espécies reativas de nitrogénio, tais como ONOO’, podendo responder

rapidamente a esse tipo de leséo (JI et al., 2006).

Assim como em S-nitrosilacéo, verificou-se alteracdo no perfil de proteinas nitradas
em diversas situacdes fisiologicas e fisiopatoldgicas, como na defesa em vegetais como A.
thaliana (CECCONI et al., 2009) e em diferentes fases do ciclo em células de mamiferos
(JIA et al., 2011), embora em ambos os casos nao fique claro se a nitracéo destas proteinas
participa de algum evento relevante ou se ela é consequéncia de, por exemplo, uma maior
atividade NOS. Em outro exemplo de fungéo, a nitracdo em diferentes residuos de tirosina

da a-sinucleina é fundamental para essa proteina interagir com integrinas de membrana,
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levando a sinalizagdo de morte celular em neurénios, sendo este mecanismo uma possivel

causa de doencas neurodegenerativas (LIU et al., 2011).

O estudo de modificacbes poOs-traducdo por nitragdo em tirosina possui menos
ferramentas do que o estudo de S-nitrosilacdo: apesar da tentativa de se desenvolver
métodos quimicos eficazes para a deteccdo de tirosina nitrada em proteinas, usando
derivatizacdo, de forma analoga ao biotin-switch (TSUMOTO et al., 2010), a aplicabilidade
de tais técnicas permanece limitada. Por outro lado, a grande estabilidade de nitro-tirosina
(que pode chegar a anos in vitro, ao contrario da meia-vida de segundos a minutos de S-
nitroso-cisteina) e o desenvolvimento de anticorpos especificos contra esta modificacao
permitem que a deteccdo dessas alteracbes possa ser realizada por técnicas imunoldgicas,

tais como imunoprecipitacéo e eletroforese bidimensional seguida de immunoblotting.

Vale ressaltar que 3-nitro-tirosina ndo é a Unica modificacdo pds-traducional
envolvendo o grupo nitro: ha relatos na literatura de nitracdo na posicdo 6 de triptofano
(figura 1.7), com possivel papel fisiologico: diversas proteinas ribosomais foram encontradas
nitradas em triptofano, levantando-se a hipodtese de sua participacdo em diferenciacao
celular (KAWASAKI et al., 2011). No entanto, o estudo de tais modificac6es € dificultado
pela inexisténcia de ferramentas adequadas, tais como anticorpos, que embora tenham sido

desenvolvidos contra esta modificacao nao estao disponiveis comercialmente (IKEDA et al.,

2007).
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Figura 1.7: Triptofano e sua forma nitrada na posi¢éo 6.
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1.7 - S-nitrosilacéo e nitracdo em protozoarios

E importante ressaltar que os exemplos e vias metabdlicas discutidas acima foram

estudados em mamiferos e plantas.

Em parasitas, além da modificacdo de proteinas com possivel papel fisiologico, é
necessario se considerar também as suas estratégias de sobrevivéncia contra os danos
oxidativos desencadeados pela célula hospedeira, como a presenca de tripanotiona e
tripanotiona redutase, tioredoxina e tioredoxina redutase, entre outras, que poderiam agir

revertendo modificacdes indesejadas em proteinas.

Parasitas interagem com concentracdes relativamente altas e potencialmente
nocivas de éxido nitrico exdgeno, gerado por exemplo durante o burst oxidativo de fagdcitos.
No entanto, seu papel em sinalizacdo celular ndo deve ser desprezado: a presenca de NOS
foi descrita em tripanosomatidios, mais especificamente em Leishmania donovani (BASU et
al.,, 1997), e outros parasitas humanos, tais como Toxoplasma gondii e Schistosoma
(JORTZIK et al., 2012). Em T. cruzi, foi descrita inicialmente a atividade de NOS em extratos
proteicos do parasita, passivel de ser inibida por L-N®-Nitroarginine methyl ester (L-NAME),
um inibidor competitido da NOS (PAVETO et al., 1995). Em trabalho subsequente,
especulou-se que essa atividade seria realizada por uma NOS anéloga a isoforma neuronal
de mamimeros, sendo essa conclusdo baseada em dados de microscopia eletrdnica de
transmissdo utilizando anticorpos policlonais anti-nNOS conjugados a ouro coloidal
(GOLDSTEIN et al., 2000). E interessante ressaltar que ao se analisar o genoma de T. cruzi,
nao ha anotada uma enzima NO Sintase tipica. A proteina mais préxima seria a Citocromo
P450 redutase (71 kDa) (CYP450 Redutase), com uma homologia de 52% com a nNOS de

mamifero.

Em T. cruzi, o controle da atividade protéica devido a alteracdes em proteinas por S-
nitrosilagdo ou nitracdo € incipiente, 0 mesmo acontecendo em outros parasitas. Sabe-se,

porém, que compostos doadores de 6xido nitrico sdo capazes de nitrosilar proteinas-chave
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de diversos parasitas, como T. cruzi e Plasmodium falciparum, inibindo-as e tornando os
parasitas inviaveis (JORTZIK et al., 2012). E o caso da S-nitrosilacéo de cisteina proteases,
como cruzipaina, essenciais a esses parasitas (VENTURINI et al., 2000). E interessante
notar que a infeccdo por T. cruzi leva a uma maior nitracdo em tirosina nas proteinas no
hospedeiro, possivelmente uma consequéncia da maior producéo de NO e superéxido, que
reagem formando peroxinitrito, um agente nitrante. No entanto, o perfil das proteinas
modificadas sugere que as proteinas nitradas favoreceriam a sobrevida do parasita, por
influenciarem negativamente as funcfes destas proteinas da célula hospedeira (DHIMAN et

al., 2008).

Também se conhecem varias outras alteracfes covalentes em tidis (prenilagéo,
palmitoilacdo, S-glutationacdo), especialmente em residuos de cisteina presentes em
proteinas que participam de processos como transducdo de sinais, localizacdo celular e
regulacéo redox de proteinas. Porém, novamente, o conhecimento destas alteracdes pos-
traducionais em T. cruzi é limitado. Em plasmédio, um grande nimero de proteinas s-
glutationiladas (modificacdo por glutationa em residuos de cisteina da proteina-alvo) foi
descrito, correspondendo em condicdes fisiologicas, a aproximadamente a 10% do

proteoma desse parasita (KEHR et al., 2011).

Em resumo, as modifica¢cdes descritas - nitracdo, S-nitrosilagdo ou S-glutationilagéo -
foram muito pouco estudadas em parasitas, como é o caso de T. cruz, incluindo-se ai a

identificacdo de proteinas com essas modificacdes.

1.8 - Interacdo entre Trypanosoma cruzi e componentes da matriz extracelular

A matriz extracelular (extracellular matrix, ECM) é a porcao de um tecido animal vista
classicamente como a responsavel por seu suporte estrutural e arranjo tridimensional. E
constituida por mais de 300 proteinas e glicoproteinas contendo dominios repetitivos. O

“matrisoma” de mamiferos contém 43 mondmeros diferentes de colageno, envolvido na
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resisténcia do tecido a tensdo, mais de 30 diferentes proteoglicanos (glicoproteinas com
glicosaminoglicanos ligados covalentemente), envolvidos na viscosidade e hidratacdo do
tecido, e cerca de 200 diferentes glicoproteinas com funcdes diversas, como elastina,

fibrilina, fibronectina, laminina, trombospondina, etc. (HYNES et al., 2012).

No entanto, o papel da matriz extracelular ndo esta restrito a aspectos estruturais:
diferentes componentes da ECM sdo capazes de interagir com diferentes receptores
celulares, como integrinas, sendo capaz de agir em sinalizacdo celular. De fato, a ECM
parece ser um componente essencial em processos como migracdo, proliferacéo,
polaridade e diferenciacéo celular, desencadeando diferentes respostas nas células tanto
por sua rigidez quanto por sua composicao quimica, por ser capaz de expor em momentos
distintos moléculas diferentes, tais como fatores de crescimento (KIM et al., 2011). Diversos
fatores de crescimento possuem afinidade por heparam sulfato, fibronectina e vitronectina, e
de fato, devido a sua natureza semi-solida, a matriz extracelular é capaz de agir como
reservatorio de fatores de crescimento, formando gradientes de concentracdo desses
fatores, relevantes para a geracdo da organizacao heterogénea de diferentes tecidos. Além
disso, a ECM é reorganizada constantemente por dois mecanismos principais: sintese
diferenciada de componentes da ECM em momentos distintos e turn-over de certos
componentes pela atividade de metaloproteinases e heparanases presentes tanto no tecido,
guanto na superficie de diferentes tipos celulares; tal degradacao de componentes da ECM
também possui importancia em sinalizacéo, por expor diferentes fatores de crescimento as

células que constituem o tecido (HYNES, 2009).

Integrinas fornecem um bom exemplo do tipo de resposta que componentes da
matriz extracelular séo capazes de induzir na célula alvo. Essas moléculas sdo receptores
de membrana heterodiméricos, compostos por uma subunidade alfa e uma subunidade beta
ligadas ndo-covalentemente, formando 28 combinacdes diferentes, com afinidades distintas
por diversos componentes da ECM, embora com certa sobreposicdo entre diferentes

receptores e seus ligantes. Tais receptores estdo ligados fisicamente, de maneira direta ou
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indireta, a cerca de 180 diferentes proteinas adaptoras e/ou envolvidas em sinalizacao
celular, tais como diferentes tirosinas quinase e fosfatases, actina, GTPases, etc., sendo
este conjunto de interagbes conhecido como o adesoma de integrina. A interacdo de
integrina com seu ligante extracelular leva a alteracdes estruturais que permitem a ligacdo
de adaptadores diferentes em sua porcdo citoplasmatica, regulando desta maneira
respostas diferentes (WOLFENSON et al., 2013). Apesar destes receptores serem capazes
de transduzir sinais provenientes de fatores de crescimento, € importante ressaltar que tais
fatores possuem muitas vezes receptores especificos na membrana celular, ocorrendo
portanto um complexo processo de cross-talk, que ajusta de maneira fina a resposta celular

(ALAM et al., 2007).

Diversos componentes da matriz extracelular sdo capazes de agir como ligantes nédo-
canbnicos de diversos receptores, ativando-os. Exemplos incluem as proteinas da ECM
laminina, tenascina, trombospondina e fibrilina, todas elas incluindo dominios semelhantes
ao do fator de crescimento endotelial (endotelial growth fator, EGF), sendo capazes de se
ligarem diretamente ao receptor de EGF e darem inicio a cascata de sinalizacdo (KIM et al.,
2011). Outras proteinas da ECM sédo capazes de se ligarem a receptores especificos na
superficie celular, desencadeando respostas. Exemplos incluem o receptor distroglicano
(capaz de se ligar a laminina, agrinina e perlecana), discoidin domain receptor (DDR, capaz
de se ligar a diferentes colagenos) e CD44 (com afinidade por acido hialurénico) (HYNES et

al., 2012).

Diversas proteinas de T. cruzi sdo capazes de interagir com componentes da matriz
extracelular e moléculas da superficie da célula hospedeira, sendo importantes para o
processo de invasdo. Um exemplo muito estudado em nosso laboratério é o da familia de
glicoproteinas Tc85, capazes de interagir com laminina em uma interagéo potencializada por
galectina-3 (GIORDANO et al., 1999; MOODY et al., 2000; MARROQUIN-QUELOPANA et
al., 2004). Tais glicoproteinas sé@o importantes no processo patoldgico, uma vez que

anticorpos monoclonais contra Tc85 sdo capazes de inibir a invasdo (ALVES et al., 1986).
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Outras proteinas desta superfamilia interagem com fibronectina ou colageno (OUASSI et al.,
1984; VELGE, 1988), heparan sulfato (ORTEGA-BARRIA e PEREIRA, 1991) ou galectina-3
(KLESHCHENKO e MOODY 2004). Além disso, proteinas de T. cruzi sdo capazes de
interagir com componentes da célula hospedeira, modulando a expressédo de genes da
matriz extracelular, facilitando a invaséo pelo parasita. E o caso da gp83, que se liga a
célula hospedeira aumentando sua transcricdo de LAMC1, e consequentemente facilitando
a invasao (NDE et al.,, 2006). Trombospondina-1 também sofre aumento de expressao,
consequentemente facilitando a infeccao por T. cruzi pela interagcao desta proteina de matrix
com calreticulina presente na superficie do parasita (SIMMONS et al., 2006; JOHNSON et

al., 2012), embora ainda seja desconhecido o ligante responsavel por essa sinalizagao.

Outros exemplos de interacdes entre moléculas de T. cruzi e componentes da matriz
extracelular ou da membrana da célula hospedeira, e subsequente modulacdo de vias de
sinalizacdo da célula hospedeira, foram descritos na literatura e tém sido alvo de revisées
(ALVES e COLLI, 2007; CARDENAS et al., 2010; NDE et al., 2012). No entanto, apesar da
interacdo ECM e T. cruzi também desencadear alteracdes no parasita, poucos estudos
exploram este aspecto, permanecendo a sinalizacdo intracelular em T. cruzi em resposta a
componentes da matriz extracelular, em grande parte, desconhecida: a interacdo do parasita
com laminina e fibronectina, componentes da ECM, é capaz de alterar o perfil de
fosforilagdo de proteinas do parasita, levando a diversas adaptacdes da maquinaria

molecular do parasita durante o processo de infeccdo (MATTOS et al., 2012).

1.9 - Sinalizacéo intracelular por NO em Trypanosoma cruzi

Pouco se conhece sobre a sinalizagdo intracelular desencadeada em T. cruzi no
momento da invasdo. Por essa razao, nosso laboratério iniciou recentemente um projeto
mais geral, procurando modificagcfes poés-traducionais de proteinas de T. cruzi ocasionadas

pela adesdo a ECM ou seus elementos isolados (no caso, fibronectina e laminina). Esse
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sistema tem a grande vantagem de permitir o estudo da resposta do parasita na auséncia de
células hospedeiras, separando de forma inequivoca a sinalizacao do T. cruzi, embora que
restrita a etapa de adesao e ndo de adesédo/ invasao. A interacao do parasita com laminina e
fibronectina altera o perfil de fosforilagdo de proteinas do parasita, bem como sua
localizacdo celular, levando a diversas adaptacfes da maquinaria molecular do parasita
durante o processo de infeccdo (MATTOS et al., 2012). Estudos preliminares em nosso
laboratério com relacdo a alterac6es desencadeadas em proteinas por NO' (S-nitrosilacédo
em cisteina e nitracdo em tirosina) foram detectadas, mas estas Ultimas ndo foram

exploradas.

Apesar de se supor a existéncia de uma enzima equivalente a NOS neuronal em
tripanosomatideos (GOLDESTEIN et al., 2000), capaz de induzir um aumento de cGMP
(PAVETO et al., 1995) ndo se conhece ao certo a importancia da producdo de NO’
intracelular em T. cruzi, uma vez que nao foi identificado uma guanilato ciclase tipica em seu
genoma, especulando-se que esta atividade seria exercida por uma adenilato ciclase, uma
vez que esta enzima possui um dominio putativo de guanilil ciclase (ALEXANDRE et al.,
1990; LAXMAN e BEAVO, 2007). Em T. cruzi, a adenilato ciclase é importante em
processos como a diferenciacdo celular (RANGEL-ALDAO et al., 1988), tendo o cAMP a
capacidade de ativar uma PKA no parasita, que por sua vez é capaz de modular a atividade

de diversas proteinas (BAO et al., 2008).

A degradacéo de mononucleotideos ciclicos se da por fosfodiesterases, sendo que
em T. cruzi quatro familias desta enzima ja foram identificadas. E interessante notar que
dentre as fosfodiesterases descritas, uma delas possui atividade dupla, sendo capaz de

clivar tanto cAMP gquanto cGMP, com Km semelhantes (KUNZ et al., 2005).

Em resumo, existem evidéncias que demonstram a importancia da via classica de
sinalizacdo por NO" em T. cruzi, embora os detalhes sejam em grande parte desconhecidos

e existam algumas peculiaridades proprias deste microorganismo, como a auséncia de uma
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guanilato ciclase tipica e a presenca de tripanotiona, sintetizada a partir de espermidina e
glutationa. A tripanotiona possui atividades biolégicas semelhantes a glutationa e é capaz de
coordenar dois grupos NO" em um atomo de ferro em sua molécula, podendo ser importante
em reacles envolvendo esse radical (BOCEDI et al., 2010). Além do pouco conhecimento
envolvendo a via classica de sinalizacdo por NO" em T. cruzi, permanecem inexploradas

outras possibilidades de sinalizacdo, como S-nitrosilacéo e nitracéo.
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2 - OBJETIVOS

Tendo em vista a caréncia de informacdes com relacdo a sinalizagcdo celular
desencadeado por 6xido nitrico em T. cruzi durante o processo de infeccdo, o objetivo do
presente trabalho foi a identificacdo de proteinas de formas tripomastigotas de T. cruzi

modificadas por S-nitrosilagéo e nitracéo apds incubagcdo com matriz extracelular.

2.1 - OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Determinar a atividade de NO Sintase e a concentragdo de NO' produzido por
tripomastigotas de T. cruzi durante incubacdo com ECM,;

2. Identificacao de proteinas modificadas por S-nitrosilacéo (cisteina) e nitracdo (tirosina)
apos interacao de tripomastigotas com ECM, partir de gel 2D e MS/MS;

3. Identificacao de proteinas S-nitrosiladas, e seu respectivo residuo modificado, através
de biotin-switch;

4, Identificacdo de proteinas nitradas em tirosina por imunoprecipitacdo seguido de

espectrometria de massas.



37

3 - MATERIAL E METODOS

3.1 - Culturacelular

Formas tripomastigotas de T. cruz, cepa Y, foram mantidas por infeccao de células
LLC-MK2 em meio DME suplementado com 2% de soro fetal bovino (SFB) (ANDREWS e
COLLI, 1982). Ap6s cinco dias de infeccdo, os parasitas liberados para o meio foram
coletados, lavados trés vezes em PBS, ressuspensos na densidade celular adequada em

meio DME- 2% SFB e utilizados nos respectivos experimentos.

A forma epimastigota de T. cruzi, cepa Y, foi mantida a 28 °C em meio LIT (Liver
infusion tryptose) suplementado com 10% de soro fetal bovino (CAMARGO, 1964) em

densidades celulares variando entre 10° e 10 células por mL.

3.2 - Incubacédo de Trypanosoma cruzi com matriz extracelular

A matriz extracelular (matrigel) derivado de tumor EHS (fibroblasto) utilizada nos

experimentos foi adquirida comercialmente (GIBCO, Estados Unidos).

Matriz extracelular (concentracdo final de 10 mg/mL) e parasitas foram incubados a
37 °C em atmosfera contendo 5% de CO,, em concentra¢des e tempos especificos em cada
experimento. Em determinados experimentos foi adicionado um grupo experimental com a
mesma quantidade de parasitas contendo 10 mM de L-NAME, inibidor competitivo de NOS.
Em seguida, os parasitas foram coletados, lavados em PBS contendo inibidores de
fosfatase (5 mM NaF, 2 mM NazVO, e 50 uM Na B-Glicerofosfato) e coquetel de inibidores

de protease (Sigma-Aldrich) acrescido de 1 mM de phenylmethanesulfonylfluoride (PMSF).
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3.3 - Imunofluorescéncia

Os parasitas submetidos as diferentes condi¢cdes experimentais foram centrifugados
a 3000 x g por 10 minutos, lavados trés vezes com PBS (3000 x g, 10 minutos) e fixados em
2% paraformaldeido por 30 min. a temperatura ambiente. As células foram permeabilizadas
em tampéao PBS contendo 1% albumina e 0,1% Triton X-100 a temperatura ambiente por
uma hora. Em seguida, os parasitas foram lavados mais trés vezes em PBS e incubadas a 8
°C por 14 a 16 horas em anticorpo primario comercial (anti-nitrosocisteina, anti-nitrotirosina
ou anti-nNOS, todos em diluicdo de 1:200), e apds novas lavagens, incubados por mais uma
hora a 37 °C com anticorpo secundario conjugado a Alexa Fluor 555 ou isotiocianato de
fluoresceina (FITC). Em determinados experimentos, um segundo anticorpo primario foi
também utilizado para demarcar a morfologia do parasita (anti-tubulina em diluicdo de

1:500).

Cerca de 10’ parasitas de T. cruzi foram ressuspendidos em Fluor Save® (Merck)
contendo 10 pg/mL de 4',6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI) e visualizados em microscopia de

fluorescéncia.

As imagens adquiridas foram deconvoluidas utilizando-se algoritmo de deconvolucéo

cega pelo software Huygens Essential (Scientific Volume Imaging).

3.4 — Ensaio de incorporacédo de metioninaradioativa

Para andlise da velocidade de sintese proteica de nNOS durante a incubacéo de
tripomastigotas com ECM foram realizados ensaios de incorporacdo de 3*S-metionina.
Inicialmente os parasitas foram ressuspensos em meio MEM sem metionina, contendo 5%
de SFB e incubados por 20 min a 37 °C e 5% CO,. Em seguida, foram adicionados 500 pCi
de *S-metionina para cada 1x10° parasitas, seguida de nova incubac&o. 1x10° parasitas

marcados foram incubados com 1 mL de ECM em garrafas de 25cm? durante os tempos de
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5, 30, 60 e 120 min. Apds incubacgédo, os parasitas foram coletados e os precipitados foram
lavados duas vezes com PBS acrescido dos inibidores de protease e fosfatase descritos
previamente. Finalmente, o0s precipitados foram congelados para posterior
imunoprecipitacdo de nNOS, como descrito no item 3.9. Apés a imunoprecipitacdo, as
amostras foram separadas em SDS-PAGE 12%. O gel foi seco utilizando-se o secador Gel

Dryer (Bio-rad), exposto a filme de raio X a -80 °C por 30 dias e revelado.

3.5 — Preparacéo de extrato proteico de Trypanosoma cruzi

O precipitado de parasitas foi ressuspenso no tampéo adequado, indicados abaixo, e
em seguida submetidos a sonicacédo por 15 min. em gelo e centrifugados a 20000 x g por 10
min. a 4 °C. O sobrenadante foi coletado e as proteinas dosadas por Bradford (BRADFORD,
1976). Dependendo do experimento, a fragdo insollvel foi também processada, sendo

especificada em cada caso.

Géis bidimensionais (2D): o precipitado de parasitas foi ressuspenso em tampéo
DeSTREAK (GE Healthcare) contendo inibidores de fosfatase (5 mM NaF, 2 mM NazVO, e
50 uM Na B-Glicerofosfato) e coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich) acrescido

de 1 mM de PMSF.

Géis unidimensionais (SDS-PAGE): o precipitado foi ressuspendido diretamente em
tampé&o de Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 0,004% azul de bromofenol, 0,125 M Tris-HCI
com 10% de B-Mercaptoetanol para condi¢do redutora, ou sem B-Mercaptoetanol para

condic&o ndo-redutora). As amostras foram fervidas a 100 °C por 5 min.

Imunoprecipitacdo: o precipitado de parasitas foi ressuspenso em pequeno volume
de tampé&o RIPA (150 mM NaCl, 1% IGEPAL® CA-630, 0,5% Deoxicolato de sddio, 0,1% de

SDS e 50 mM Tris pH 8,0) contendo inibidores de fosfatases e proteases como no item
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anterior, e apds sonicacao e centrifugacdo, o sobrenadante foi diluido cerca de 10 vezes em

Tris-HCI 20 mM.

Atividade da enzima NOS: 5x10° parasitas foram ressuspensos em 150 uL de
tamp&o Tris-HCI 250 mM, pH 7,4, contendo 10 mM de EDTA (Ethylenediamine tetraacetic

acid) e 10 mM de EGTA (ethylene glycol tetraacetic acid).

Biotin-switch: o precipitado foi resuspendido em tampéo contendo 25 mM HEPES, 50
mM NaCl, 0,1 mM EDTA, 1% NP-40 além de inibidores de fosfatases (5 mM NaF, 2 mM
NasVO, e 50 yM Na B-Glicerofosfato) e coquetel de inibidores de protease (Sigma-Aldrich)

acrescido de 1 mM de PMSF.

Purificacdo de enzima com atividade de sintese de NO e dosagem de SNO: o
precipitado de epimastigotas foi ressuspenso em PBS pH 7,4 contendo 1% de NP-40 e
inibidores de fosfatases (5 mM NaF, 2 mM NazVO, e 50 uM Na B-Glicerofosfato) e coquetel

de inibidores de protease (Sigma-Aldrich) acrescido de 1 mM de PMSF.

3.6 - Dosagem de NO extracelular

10° tripomastigotas de T. cruzi foram incubados em diferentes tempos (0, 30, 60 e
120 min.) com matriz extracelular ou apenas com meio contendo 2% de soro fetal bovino
contendo ou ndo 10 mM de L-NAME (Piacenza et al., 2001). O sobrenadante foi coletado e,
apés remocédo dos parasitas por centrifugacdo a 14000 x g por 10 min., o NO" foi dosado
utilizando-se o kit Measure iT High-Sensitivity Nitrite Assay Kit (Invitrogen) de acordo com as
instrucbes do fabricante. O tempo de uma hora foi escolhido para experimentos

subsequentes, por revelar maior diferenca na concentracdo de NO'.
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3.7 - Quantificagcdo de S-nitrosotidis totais

Nitrosotiois totais foram quantificados através do método de Griess apos reducéo de
SNO por HgCl,, como descrito por Cook (COOK et al., 1996). Em resumo, 10°
tripomastigotas de T. cruz, foram incubados por duas horas com matriz extracelular ou
apenas com meio contendo 2% de soro fetal bovino. Apés lavagens e extracao de proteinas
como descrito no item 3.5 (utilizando cerca de 200 uL de solucdo de extracdo), apos
remocao da fracdo insolavel por centrifugacdo a 14000 x g por 10 min., o sobrenadante foi
coletado. Em seguida, misturou-se o extrato proteico em solucéo de 57 mM de sulfanilamida
e 1,2 mM de N-(1-Naphtyl)ethylenediamine dihydrochloride (NEDD) em PBS pH 7,4, na
propor¢cdo de 1:10. Em seguida, 200 pL desta mistura foram aplicados em placa de 96
pogos, e a reacdo foi iniciada pela adicdo de 2 uL de 10 mM de HgClI, (concentracgéo final
100 uM). Para cada grupo, foram feitos controles sem a adicdo de cloreto de mercurio,
utilizados para se descontar a absorbancia causada por NO presente na amostra antes da
reducdo de SNO a NO. A curva padrdo de SNO foi realizada com concentracfes crescentes

de nitrosoglutationa adquiridas comercialmente (SIGMA).

3.8 - Medida da atividade de NO Sintase

5x10° parasitas foram ressuspensos em 150 pL de tamp&o Tris-HCI 250 mM, pH 7,4,
contendo 10 mM de EDTA e 10 mM de EGTA e lisados em ultrassom por 20 minutos. Apos
centrifugacdo a 20000 x g por 10 min. a 4 °C, o sobrenadante foi coletado para realizacdo

dos testes de atividade.

Cada reacéo foi realizada adicionando-se 20 pL do extrato proteico a 50 pL de
solucéo de reacado (tampéo Tris-HCI 250 mM, pH 7,4, contendo, 2 mM de NADPH, 1,2 mM
de CaCl, 1,6 mM de MgCl, e 0,1 uM de Calmodulina). Em seguida, adicionou-se 1 pL de
[3H] Arginina (1 mCi/mL) a cada tubo (concentracao final de 0,3 uM) e, apés 2, 10 ou 30

min. de reacdo a temperatura ambiente, a reacdo foi finalizada pela adicdo de 400 uL de
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tampé&o pH 5,5 contendo 50 mM de HEPES (4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic
acid) e 5 mM de EDTA. Optou-se por utilizar nestes ensaios o tempo de incubacdo de 2
min., como descrito anteriormente na literatura (GOLDSTEIN et al., 2000), pela dificuldade
em utilizar tempos menores e pelo fato de que neste tempo ainda ndo houve conversdo

excessiva de arginina em citrulina.

Apoés a remocgao da arginina remanescente incubando-se cada amostra por cinco
minutos com 500 pL de resina de troca catiénica (Bio-Rex® 70), 500 pL do sobrenadante
foram utilizados para a determinacéo de radioatividade apds a adicdo de 5 mL de liquido de
cintilacdo (Tolueno/Triton X-100 1:1 v/v, PPO (2,5-Diphenyloxazole) 4 g/L e POPOP (1,4-
bis(5-phenyloxazol-2-yl) benzene) 0,3 g/L). Como controle positivo da reacdo de conversao
de arginina para citrulina, utilizou-se mesma massa de extrato de células LLCMK2, e, como

controle negativo, tampéo contendo 50 mM de HEPES e 5 mM de EDTA.

A formacéo de citrulina, produto da reacéo a partir de arginina com liberacdo de NO,
foi confirmada por cromatografia em camada delgada em placa de silica e fase movel
contendo 85% metanol e 15% hidroxido de amonio. Utilizaram-se como padrdes 1 mM de
arginina, citrulina e ornitina. Apo6s secagem, a placa foi corada com ninhidrina (2 mg/mL em
3% de acido acético) e a silica nas regibes correspondentes aos padrées cada amostra foi

removida e utilizada para a determinacgéo de radioatividade.

3.9 — Quantificacdo de L-Arginina e L-Citrulina por eletroforese capilar

1x10° tripomastigotas de T. cruzi foram incubados ou n&o com matriz extracelular por
duas horas a 37 °C, e apos lavagens sucessivas em PBS contendo inibidores de protease e
fosfatase (5 mM NaF, 2 mM NazVO,, 50 uM Na B-Glicerofosfato, coquetel de inibidores de
protease (Sigma-Aldrich) e de 1 mM de PMSF), os parasitas foram lisados em metanol:agua
(1:1), centrifugados a 4 °C e 14000 x G por 10 minutos, e o sobrenadante coletado e seco

em SpeedVac. 200 pL de agua MilliQ foi entédo adicionado ao precipitado seco, e submetido
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a centrifugacdo (4 °C e 14000 x G por 10 minutos) para remocdo de impurezas. O
sobrenadante foi coletado e submetido a analise por eletroforese capilar (modelo PA 800,
Beckman Couter Instruments, Fullerton, USA), com detector UV, aquisicdo e tratamento de
dados pelo software 32 Karat versdo 8.0 (Beckman Couter), utilizando um capilar de silica
fundida (Polymicro Technologies, Phoenix, USA) de 50,2 cm de tamanho total, 40,0 de
tamanho efetivo e 50 um de diametro interno. O capilar foi previamente precondicionado em:
1 M NaOH (5 min/20 psi), agua MilliQ (5 min/20 psi) e solucdo “background”, contendo 50
mM dihidrogénio fosfato de sédio pH 2,5 ajustado com acido fosférico. As amostras foram
injetadas hidrodinamicamente aplicando-se uma presséo de 0,5 psi por 2 segundos. Durante
a separacgdo, a voltagem aplicada foi de 25 kV e a deteccdo a 200 nm. Para quantificar
arginina e citrulina presente nas amostras, curvas analiticas foram construidas na faixa
linear: 50 a 200 mg/mL e 1 a 50 mg/mL respectivamente. Imidazol foi usado como padrao
interno (50 mg/mL). As analises foram realizadas em colaborag¢do com a Professora Doutora

Marina Tavares (departamento de Quimica Fundamental, 1Q-USP).

3.10 — Purificacao de enzima com atividade de sintese de NO

A purificacdo de enzima com atividade de sintese de NO foi feita segundo o protocolo
descrito anteriormente para a citocromo P450 Redutase (CYP450 Redutase (SHET et al.,
1993), que é basicamente o utilizado para a purificagdo de NOS de T. cruzi (PAVETTO et
al., 1995). Em resumo, extrato de T. cruzi, na forma epimastigota, foi lisado como descrito
acima, e submetido a cromatografia de troca ibnica utilizando- se a resina de
dietilaminoetilcelulose (DEAE-Celulose) e eluicdo das proteinas aderidas por gradiente
linear de cloreto de sodio (0 a 400 mM). Apods leitura das absorbancias em 405 e 418
nanémetros (pico de absor¢cdo do grupo heme), as fracbes com absorbéncia nesses
comprimentos de onda foram incubadas por 16 horas a 12 °C em resina de ADP-Sepharose,

para adsorver proteinas capazes de ligar NAD(P)H. Apés trés lavagens em 10 mM Tris-HCI
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pH 7,4, as proteinas foram eluidas em 10 mM Tris-HCI pH 7,4 acrescido de 25 mM AMP, 1
mM EDTA e 5 mM 2-Mercaptoetanol, por 10 min. & temperatura ambiente. Ensaios de
atividade de NO Sintase foram realizados com o eluato de cada fracdo selecionada. A figura

3.1 resume as etapas de purificagéo.

Extrato de T. cruzi

DEAE-Celulose

Proteinas neutras e positivas

Fragdes sem

Proteinas negativas

J’ J’ Gradiente linear 0-400 mM NaCl
em 50 mM Tris-HCl pH 7.4

Fragdes com
absorbanciaem
405/418 nm

V
ADP-Sepharose

25 mM ADP em 10 mM Tris-HC| acrescido
de 1 mM EDTA e 5 mM B-mercaptoetanol

Fragdes sem atividade NOS Fracdes com atividade NOS

¥

Proteinas negativas,
contendo heme,

absorbanciaem
405418 nm

capazesde ligar NAD(P)H,
possivel atividade NOS

Figura 3.1: Fluxograma de purificacdo de CYP450 redutase de Trypanosoma cruzi

3.11 - Ligacao covalente de anticorpos aresina de Sepharose- proteina A

Anticorpos policlonais contra NOS (isoforma neuronal) e heat shock protein 85,
produzidos em coelho, foram conjugados covalentemente a resina Sepharose- proteina A da
seguinte maneira: 100 uL da resina foram lavados trés vezes em solucdo de diluicdo (Tris-
HCI 20 mM, pH 7,4, contendo 1% de BSA), e incubados por duas horas a 12 °C com 3 uL do
anticorpo em questao, para a ligacdo anticorpo a proteina A. Apos a ligacéo, a resina foi

lavada trés vezes em tampao de diluicdo e uma vez em Tris-HCI 20 mM, pH 7,4.



45

O cross-link foi realizado diluindo-se 1:1 (v/v) uma solucdo estoque contendo 13 mg
de dimetil pimelimidato (DMP) em solucédo de lavagem (trietanolamina 0,2 M em PBS) e
adicionando-se 100 pL dessa solucdo a resina contendo o anticorpo ligado. Apds a
incubacao por 30 min. a temperatura ambiente com agitacéo branda, a resina foi decantada,
0 sobrenadante removido, e tratada por cinco minutos em solucéo de lavagem sob agitacdo
branda. Apos decantacdo e remocao da solucéo sobrenadante, o procedimento de cross-

link com DMP seguido de lavagem foi repetido mais duas vezes.

O bloqueio da reacgdo foi realizado utilizando-se 100 pL de solu¢cdo 50 mM de
etanolamina em PBS por 5 min., sob agitacdo branda, seguido por lavagem em PBS. O
anticorpo néo ligado covalentemente a resina foi removido por duas incubacgfes sequenciais
com 1 mL de glicina 1 M, pH 3,0 por 10 min., centrifugado a baixa rotacéo e o sobrenadante
removido. Em seguida, a resina foi lavada trés vezes em Tris-HClI 20 mM e, quando
necessario, armazenada a 4 °C em Tris-HCI 20 mM contendo 20% de metanol. Mais trés
lavagens em Tris-HCI 20 mM, pH 7,4 foram realizadas antes do uso, para remoc¢do do

metanol.

3.12 — Imunoprecipitacéo

3.11.1 — Resina - proteina A.

Um volume de 50 uL de agarose conjugados a proteina A foram lavados trés vezes
em tampdo Tris-HCI 20 mM pH 7,6 e incubados com o anticorpo comercial de interesse
(concentracdo utilizada de acordo com o fabricante) ou com 1 mL de sobrenadante de
cultura de hibridoma, por 2 horas a 25 °C. Apos novas lavagens com tampéao Tris-HCI 20
mM pH 7,6, a resina foi incubada com o extrato protéico (cerca de 10 mg de proteina) a 8
°C por 16 horas e em seguida lavada novamente em tampéo Tris-HCI 20 mM pH 7,6. A
resina foi em ressuspendida em tampéo de Laemmli (4% SDS, 20% glicerol, 0,004% azul de

bromofenol, 0,125 M Tris-HCI e, quando em condi¢Bes redutoras, 10% de 2-Mercaptoetanol)
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e fervida por 5 minutos a 100 °C. As proteinas foram entdo separadas por eletroforese

unidimensional em gel de poliacrilamida.

3.11.2. Resina ligada covalentemente a anticorpo

O extrato proteico foi incubado previamente com a resina de Sepharose-proteina A,
sem anticorpos, por duas horas a 25 °C, com a finalidade de se remover da amostra
proteinas que se ligam inespecificamente. Apds centrifugacdo por 1 min. a 10000 rpm, o

sobrenadante foi separado e utilizado para as etapas seguintes.

As resinas contendo o anticorpo foram lavadas previamente trés vezes em Tris-HCI
20 mM e incubadas com os extratos por 16 horas a 12 °C sob agitacdo suave. Apds trés
novas lavagens, as proteinas ligadas foram eluidas com acido acético 1 M por 5 min. a
temperatura ambiente. Apds breve centrifugacéo, ao eluido foi adicionado igual volume de

tamp&o contendo NaHCO; 0,1 M e NaCl 0,5 M, pH 8,4.

As resinas foram recuperadas para nova utlizacdo realizando-se trés ciclos de
lavagens em solucdo de glicina 1 M pH 3,0 seguido de solucdo tampé&o pH 8,4 contendo
NaHCO; 0,1 M e NaCl 0,5 M, e armazenadas em solucdo de Tris-HCI pH 7,4 contendo 20%

de metanol.

3.13 — Preparacao de proteinas imunoprecipitadas para sequenciamento

As amostras imunoprecipitadas com anti-nitrotirosina ou preparadas a partir de pull
down com resina de ADP (para purificagdo de citocromo P450 redutase) foram secas em
speed vac e ressuspensas em 20 ml da solugcdo Tris-HCI 0,1M e uréia 8M, pH 8.5. A
preparacdo da amostra para a andlise por LC-MS/MS consistiu em 3 etapas: i) reducao e

alquilacdo das proteinas, ii) digestdo enzimatica das proteinas com tripsina e iii) “clean up /
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desalting” da amostra. Inicialmente, a amostra foi submetida a reducéo e alquilacdo das
proteinas pela adicdo de 100 pg de ditiotreitol (DTT) por 1 hora a temperatura ambiente,
seguida da adicdo de 500 ug de iodoacetamida e incubacdo por 30 min. a temperatura
ambiente, protegido da luz. O volume da amostra foi diluido seis vezes em solucdo de
bicarbonato de amoénio 0,1 M obtendo-se um volume final de 300 mL. A amostra foi entdo
incubada com 2 g de tripsina, grau de sequenciamento (Promega). A digestdo foi realizada
a 37°C por 16 horas e finalizada pela adicdo de 100 mL de acido férmico 10%. Previamente
a aplicdo da amostra no espectrometro de massas foi realizado o clean-up/desalting da
amostra, utilizando-se a coluna OASIS HLB Cartridge 1cc (Waters), conforme descricdo do
fabricante. Brevemente, a coluna foi equilibrada com solucdo 5% de acetonitrila contendo
acido férmico 0,1% e a eluicdo do material de interesse foi realizada com acetonitrila 80%. A
amostra foi em seguida seca em speed vac e aplicada em espectrdmetro de massas,

conforme descrito no item “Sequenciamento de peptideos por nLC-MS/MS”.

3.14 - Marcacéo de S-nitrosiltiois por biotin switch

A conversédo de s-nitrosotiéis em grupos biotinilados foi realizada como descrita por
Jaffrey (JAFFREY e SNYDER, 2001). Em auséncia de luz, o extrato protéico foi bloqueado
através de incubacéo, sob agitagdo, com quatro volumes de tampao de bloqueio (250 mM
Hepes-NaOH pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,1 mM Neocuproina, 2,5% SDS e 20 mM metil
metanotiosulfonato (MMTS)) por 20 minutos a 50 °C. Em seguida, as proteinas foram
precipitadas pela adicao de seis volumes de acetona a -20 °C e, apdés agitacao, a solucao foi
mantida a -20 °C por 30 minutos. A solucéo foi entdo centrifugada a 2000 x g por 10 min. a 4
°C e o precipitado foi lavado trés vezes em acetona 70% a -20 °C. Em seguida, as proteinas
foram ressuspendidas em 0,1 mL de tampdo HENS (250 mM Hepes-NaOH pH 7,7, 1 mM

EDTA, 0,1 mM Neocuproina, 1% SDS).
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A amostra bloqueada foi adicionado um terco de seu volume de solucdo de
marcacéo (4 mM Biotina-HPDP em DMF) e a reacéo foi iniciada com a adicdo de ascorbato
de s6dio a 1 mM e incubada por uma hora a 25 °C sob agitacdo constante. Nova
precipitacdo em acetona a -20 °C por 30 min. foi realizada, e, apos centrifugacdo a 2000 x g
por 10 min. a 4 °C, o precipitado foi lavado novamente trés vezes em acetona 70% a -20 °C.

A figura 1.5 esquematiza as reacdes realizadas.

3.15 - Preparo de proteinas biotiniladas para sequenciamento

As proteinas biotiniladas do item anterior foram ressuspensas em tampao 20mM
Tris-HCI, pH 7,6, e o precipitado de proteinas foi solubilizado com a ajuda de uma agulha de
26 G. Em seguida, tripsina modificada foi adicionada a amostra em concentracédo de 1:100
(massa/massa) e as amostras foram digeridas a 37 °C por 16 horas. Em seguida, a reacdo

foi interrompida pela adicdo de 0,5 mM PMSF.

100 pL de agarose conjugados a estreptavidina, pré-lavados em tampao 20mM Tris-
HCI pH 7,7, 1 mM EDTA, 0,4% Triton X-100, foram incubados por uma hora a temperatura
ambiente com as proteinas digeridas, e em seguida, lavados trés vezes utilizando a mesma
solucdo tampéo. A resina foi ressuspensa em tampdo 5 mM bicarbonato em 20% de
acetonitrila e as proteinas biotiniladas removidas por incubacdo com 150 pL de f-

Mercaptoetanol por 5 minutos e agitacdo branda. (DERAKHSHAN et al., 2007).

A solucao contendo as proteinas foi entao liofilizada e submetida a analise em nLC-

MS/MS, conforme item a seguir.

3.16 — Sequenciamento de peptideos por nLC-MS/MS

As amostras preparadas conforme descrito nos itens “Biotin-switch” e amostras

imunoprecipitadas com anti-nitro-tirosina foram enviadas para analisa para a empresa
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Veritas Life Sciences (Ribeirdo Preto, Sdo Paulo). Tais amostras foram analisadas em
espectrometro de massas do tipo LTQ-ORBITRAP (Thermo-Finnigan) acoplado a um
sistema de cromatografia de nanoflow (LC-MS/MS). Os dados adquiridos foram
automaticamente processados pelo “Computational Proteomics Analysis System — CPAS”
(RAUCH, 2006). Os peptideos identificados que atingiram o critério minimo de qualidade
(expect score <0.2) foram considerados como de alta confiabilidade. Para as buscas, foi
utilizado o banco de dados de T. cruzi do TryTrypDB combinando as sequencias de
proteinas do T. cruzi “Esmeraldo-like”, “non-Esmeraldo like” e aquelas consideradas
“unassigned”. No banco de dados também foram adicionados possiveis contaminantes

comuns, como queratinas e tripsina.

3.17 - Predicdo de residuos alvos de S-nitrosilagéo

Para a predicéo de residuos de cisteina possiveis de serem S-nitrosilados, utilizou-se
o software “GPS-NO: S-nitrosylation sites prediction” (XUE et al., 2010), disponivel

gratuitamente em http://sno.biocuckoo.org.

As sequéncias das proteinas foram obtidas do banco de dados TriTryp

(http:/ftritrypdb.org/tritrypdb) e inseridas no software com um limiar de predicdo médio.

3.18 - Eletroforese bidimensional

A primeira dimenséo (IEF) foi realizada utilizando o sistema de Ettan IPGphor 3 (GE
Healthcare). Immobiline DryStrip de 13 cm (pH 4-7) (GE Healthcare) foram carregadas com
1 mg de proteinas de T. cruzi, e, apds rehidratacéo da fita por aproximadamente 18 horas a
temperatura ambiente, a fita foi focalizada de forma gradiente, da seguinte maneira: 500 V
por 500 V x hora, 1000 V por 800 V x hora, 8000 V por 11300 V x hora e entdo mantida num

patamar de 8000 V por 7400 V x hora.
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Para a segunda dimensao, fitas IPG foram incubadas em tampao de equilibrio (75
mM Tris-HCI, pH 8,8; 6M uréia; 29% glicerol e 2% SDS) por 30 min. As fitas foram lavadas
com agua e transferidas para o topo de um gel gradiente de 7 a 16% de poliacrilamida e

submetida a eletroforese.

Em paralelo foram feitos dois géis com as mesmas amostras, sendo que um deles foi
corado com azul de coomassie coloidal (G250), e o outro foi transferido para membrana de

nitrocelulose, como descrito abaixo.

O perfil de spots obtidos foi entdo analisado utilizando-se o software ImageMaster 2D
Platinum 7.0 (GE Healthcare), e os spots com diferenca estatisticamente significativa entre

os tratamentos no teste de ANOVA (p<0,05) foram assinalados para posterior analise.

3.19 - Immunoblotting

As proteinas presentes no gel foram transferidas em tampéo de transferéncia (50
mM Tris, 40 mM Glicina, 20%, Metanol, pH 8,4) para membrana de nitrocelulose a 4 °C por
15 horas e voltagem constante de 15 V. Em seguida, a membrana foi bloqueada em solucéo
de PBS, pH 7,4, 1% de albumina de soro bovino (BSA) por uma hora e meia a temperatura

ambiente e lavada em PBS Tween 20 0,1%, pH 7,4.

Para a identificacdo de proteinas contendo nitrotirosina ou S-nitroso-cisteina, além
da identificacdo de proteinas com reatividade com anticorpos anti nNOS, eNOS e iNOS, a
membrana foi incubada com o anticorpo primario adequado por 16 horas a 8 °C e sob
agitacdo constante. Apds lavagens, a membrana foi incubada por uma hora em solucdo
contendo anticorpo anti-lgG de camundongo ou de coelho (diluicdo 1:8000), conforme cada
caso, conjugado a HRP, e ap6s novas lavagens, a membrana foi revelada por ECL. Para se
verificar a especificidade dos anticorpos na identificacdo de nitrosocisteina e nitro-tirosina,

apos revelagdo, a membrana foi incubada por 30 min. a 60 °C em solucdo fortemente
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redutora, contendo 100 mM de 2-Mercaptoetanol, 2% de SDS e 62,5 mM Tris HCI, pH 6,7, e
apos lavagens, incubada novamente com anticorpos anti-nitrotirosina ou anti-nitrosocisteina
e respectivo anticorpo secundario, descartando-se spots que foram detectados apés

reducdo, por se tratarem de ligacBes inespecificas.

.3.20 — Preparacéo dos spots para sequenciamento

Os spots de interesse foram excisados dos géis manualmente e descorados a
temperatura ambiente em solucdo de 50% de metanol e 2,5% de acido acético, com trés
trocas de solucdo, uma a cada 20 min. Em seguida, os spots foram incubados com 10 mM
DTT por 30 minutos e acetilados por 50 mM de iodocetamida por 30 minutos. Em seguida,
os spots foram lavados duas vezes em solucdo contendo 50% de acetonitrila e 50 mM de
bicarbonato de amobnio, e desidratados em acetonitrila 100% por 20 minutos. Apoés
ressuspensao em 50 mM bicarbonato de amdnia, as amostras foram digeridas com 0,4 a 0,8
Kg de tripsina (grau de sequenciamento, PROMEGA), de acordo com o tamanho dos spots
excisados. A figura 3.2 ilustra as estratégias utilizadas na identificacdo de ambas as

modificacbes pos-traducdo estudadas.
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Extrato de T. cruzi (incubado ou ndo com matriz extracelular)

v v v

Biotin switch

\

Clivagemem
tripsina

Eletroforese
bidimensional

Imunoprecipitagao

(Anti-NO2Tyr)

y

Lavagens/ Eluicao

Immunoblotting
(NO2Tyr e NOCys)

Y
Pulldown/

! ! l
Reducao [ Alquilacao

Identificacdo porespectrometria de massas (nLC-MS/MS)

Figura 3.2: Fluxograma resumido das estratégias utilizadas na identificacdo de proteinas nitradas em tirosina e

S-nitrosiladas em cisteina.

.3.21 — Anélise estatistica

Em experimentos compararando-se trés ou mais grupos, as analises estatisticas
foram realizadas utilizando one-way ANOVA (analysis of variance) com um intervalo de
confianca de 95% e pos-teste de Tukey. Ao se comparar dois grupos, utilizou-se t-test ndo-

pareado com intervalo de confianca de 95%.
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4. RESULTADOS

4.1 - Producéo de NO pelos parasitas
A incubacdo de T. cruzi com matriz extracelular leva a uma diminuicdo, dependente

do tempo de incubacédo, na producdo de 6xido nitrico, sendo a maior diferenca observada

apo6s uma hora de incubacéo (figura 4.1).
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Figura 4.1: Efeito da incubac&o de tripomastigotas de T. cruzi com ECM na producéo de 6xido nitrico. Os
parasitas foram incubados por uma hora em meio de cultura apenas (Ty), em presenca de 10 pg/mL de ECM
(Ty+ECM), em presenca de 10 mM L-NAME (Ty + L-NAME) e em presenca de 10 mM de L-NAME e 10 pg/mL

ECM (Ty + ECM + L-NAME) . Experimento realizado em sextuplicata. *p < 0,05.

Por ter sido observada uma maior quantidade de NO, extracelular apés uma hora de
incubacéo, esse tempo foi escolhido para se analisar a atividade de NO Sintase no extrato

protéico do parasita incubados com matriz extracelular.
A medida da atividade de NO Sintase nos extratos de T. cruzi incubados ou ndo com

ECM segue um padrao semelhante a quantidade de NO, medido no meio extracelular, com
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cerca de 50% de diminuicdo na atividade desta enzima apos incubacdo com matriz
extracelular por uma hora, diminuicdo semelhante aquela produzida por L-NAME (figura
4.2). L-NAME produziu o efeito inibitério cumulativo com a matriz extracelular. Interessante
notar a grande diminuicdo na atividade NOS apés se ferver a amostra a 100 °C por 10
minutos, evidéncia de que tal atividade é de origem enzimatica. Como controle da
guantidade de proteina dos extratos de T. cruzi utilizada nos ensaios, foi realizado um

immunoblotting empregando anticorpos anti-tubulina (figura 4.2).
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Figura 4.2: Atividade de sintese de NO em extrato de T. cruzi. Atividade de sintese de NO em extratos de
tripomastigotas de T. cruzi previamente incubados ou ndo com L-NAME, ECM ou ECM + L-NAME, ou extrato
pré-fervido. Média de trés experimentos independentes realizados em duplicata. Controle de proteina adicionada
por canaleta de extratos utilizados no experimento de atividade de NOS de T. cruzi ap6s incubacdo com ECM ou

L-NAME por uma hora. *p < 0,05.

Para se confirmar a especificidade da NOS a partir de extratos de tripomastigotas de
T. cruzi, isto é, a formacdo de citrulina, utilizou-se como substrato [3H] L-Arginina e o
produto da reacéo foi submetido a cromatografia em camada delgada. Como controle, o
mesmo ensaio foi realizado com extrato de células LLCMK2, capazes de produzir NO a

partir de arginina. Apés a cromatografia, coloracdo e contagem de radioatividade, este
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ensaio revelou que, apesar de existir arginina residual ndo removida pela resina de troca
catibnica, a maior parte da radioatividade provém de citrulina. A faixa da amostra do parasita

correspondente a ornitina ndo continha radioatividade, como esperado, uma vez que nao é

produto da reagdo de NOS (figura 4.3).
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Figura 4.3: Producéo de L-Citrulina a partir de L-Arginina. A) Cromatografia em camada delgada. Padrdes de L-
Arginina, L-Ornitina e L-Citrulina identificados por coloragdo com ninhidrina. Regides destacadas (arginina,
ornitina e citrulina) nos grupos de T. cruzi e LLCMK2 foram quantificadas quanto & radiagdo. B) ldentificagdo do
produto de reacéo de NOS hipotética por cromatografia em camada delgada e cintilografia. A radioatividade
medida est4 representada em porcentagem em relagdo a quantificacéo total. Extrato de LLCMK2 foi utilizado
como controle positivo da atividade de NOS. 100% CPM equivalem a 339 CPM para TY e 61 CPM para

LLCMK2.

Em seguida realizou-se, por eletroforese capilar, a quantificacdo de L-Arginina e L-
Citrulina livres presentes no parasita apés incubagdo ou ndo com ECM. Tal quantificacao
revelou uma menor concentracdo de L-Citrulina no parasita incubado com ECM, enquanto
gue existe um ligeiro aumento na concentracdo de L-Arginina, mas ndo estatisticamente
significativo. Essa quantificacdo € mais uma evidéncia de que a producdo de NO pela

conversdo de Arginina em Citrulina é inibida no parasita incubado com ECM (figura 4.4).
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Figura 4.4: Concentragdo de L-Arginina e L-Citrulina em extrato de T. cruzi ap6s adeséo do parasita por duas

horas com ECM. Média de seis experimentos independentes. *p < 0,05.

Condizente com os resultados anteriores, a quantificacdo de SNO totais revelou uma
grande diminuicdo na concentracdo de proteinas S-nitrosiladas apds a adeséo do parasita a

ECM (figura 4.5).

15+

-
[=]
L

SNO (LM)

tn
1

Y
<

Figura 4.5: Concentragdo de proteinas S-NO em extrato de T. cruzi apds adeséo por duas horas com ECM.

*p < 0,05.
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4.2 - |dentificacdo da isoforma de NOS presente em Trypanosoma cruzi

Para identificar a isoforma de NOS presente em T. cruzi, foi feito um experimento de
immunoblotting contra as trés diferentes isoformas de NO sintase de mamifero: endotelial,
induzivel e neuronal (eNOS, INOS e nNOS, respectivamente). Os anticorpos anti-eNOS e
anti-iNOS comerciais utilizados reconheceram um grande namero de proteinas, mostrando
grande inespecificidade para as isoformas em andlise. Apenas a isoforma neuronal
reconheceu um pequeno numero de antigenos, embora o de maior massa molecular, de 85
kDa aproximadamente, tenha ficado muito abaixo do esperado, tomando como base a
isoforma de mamiferos de 160 kDa, como (nNOS putativa) (figura 4.6). Apesar da literatura
descrever a existéncia de uma isoforma de NOS semelhante a neuronal de mamiferos
(GOLDSTEIN et al., 2000), os dados experimentais descritos s6 mostram que o anticorpo
contra NNOS reconhece um namero menor de antigenos quando comparado ao anticorpo

contra as demais isoformas.

150 kDa
100 kDa

75 kDa |
50 kda |

37 kDa |

Figura 4.6: Reatividade de extratos de T. cruzi (50 pg de proteina por canaleta) com anticorpos contra diferentes
isoformas de NOS: 1. Anti-eNOS; 2. Anti-INOS; 3. Anti-nNOS. A eletroforese foi realizada em gel de 12% de
poliacrilamida com o mesmo extrato para as trés canaletas. Ap0s transferéncia para membrana de nitrocelulose,

as tiras foram recortadas e incubadas com os respectivos anticorpos primarios.
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4.3 - Expressdo de proteina reconhecida por anti-NOS durante interacdo de

tripomastigotas com matriz extracelular

Para esta série de experimentos, utilizou-se como anticorpo primario a isoforma
neuronal de NOS de mamifero, uma vez que esta descrito na literatura que a proteina
presente em T. cruzi é analoga a esta isoforma (GOLDSTEIN et al., 2000) (figura 4.6).

Por imunofluorescéncia, verificou-se um aumento na intensidade do sinal de
fluorescéncia referente a nNOS putativa do parasita quando incubado por duas horas com
ECM, mas néo de localizacdo celular da NOS (figura 4.7). Esse aumento aparente
observado ndo é compativel com os dados mostrados da atividade da NOS ou com os
dados de producéo de NO, ambos reduzidos apés incubacéo do parasita com ECM (figuras

4.1 e 4.2).

DIC

DAPI +
Tubulina

nNOS

Merge

Figura 4.7: Visualiza¢&@o por imunofluorescéncia da expressdo de nNOS putativa apds uma hora de incubacéo do

parasita com ECM.
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Da mesma maneira, através de immunoblotting, verificou-se um aumento na
expressao de proteina reconhecida pelo anticorpo contra nNOS em T. cruzi ao longo do

tempo de interacdo com a matriz extracelular (figura 4.8).

200 kDa 1 283 4 5 6 T &

115 kDa
7.4 kD =

66,2 kDa =

Figura 4.8: Cinética de expressao da proteina reconhecida por anticorpos anti-nNOS ao longo de incubacéo de
tripomastigotas com matriz extracelular. 1. ECM; 2. T. cruzi; T. cruzi incubado (canaletas 8-12) ou nao
(canaletas 3 a 7) com ECM por diferentes tempos: 15 minutos (canaletas 3 e 8), 30 minutos (canaletas 4 e 9),
60 minutos (canaletas 5 e 10), 120 minutos (canaletas 6 e 11) e 180 minutos (canaletas 7 e 12). 50 ug de

proteina por canaleta.

Resultado semelhante foi obtido pela incorporacdo de metionina radioativa de
tripomastigotas incubados ou ndo com ECM, seguido de imunoprecipitacdo por anticorpo
contra nNOS, obtendo-se o mesmo padrdo de aumento da expresséo desta proteina (abaixo

de 100 kDa), ao longo do tempo de incubacéo (figura 4.9).

Figura 4.9: Cinética de expressao de nNOS putativa ao longo de incubagao de tripomastigotas com matriz
extracelular. O parasita marcado com **S-metionina foi incubado na auséncia (canaletas 2-5) ou presenca de
ECM (canaletas 6-9) por diferentes tempos e em seguida o extrato foi imunoprecipitado com anticorpos anti-

nNOS: canaletas 2 e 6, 5 minutos; 3 e 7, 15 minutos; 4 e 8, 30 minutos; 5 e 9, 60 minutos.

A banda em questdo foi entdo excisada do gel e enviada para sequenciamento por
ESI-QUAD-TOF. A proteina sequenciada foi identificada como HSP 85, analoga de T. cruzi
a HSP 90, uma proteina importante na modulacdo da atividade de NOS, chegando a
interagir fisicamente com a mesma (FLEMING et al., 2010). Em mamiferos, a isoforma
neuronal da NOS apresenta uma massa molecular de 160 kDa, e analisando-se o genoma

de T. cruzi, ndo ha anotada uma enzima NO Sintase tipica. Em T. cruzi, a enzima
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Citocromo P450 Redutase (71 kDa), € a proteina com a maior similaridade com a NOS
neuronal de mamifero, com uma identidade de 33%. No entanto, o anticorpo em questao
ndo reconheceu uma banda em torno de 71 kDa (figura 4.8).

Para se verificar a possibilidade de que a banda reconhecida pelo anticorpo anti-
NNOS sintetizaria NO em T. cruz, foram feitos experimentos de imunoprecipitacdo de
extratos de T. cruzi com anticorpos ligados covalentemente a resina de proteina A (anti-
NNOS e anti-HSP 85, ambos policlonais produzidos em coelho), eluindo-se em seguida as
proteinas precipitadas e rapidamente ajustando o pH para cerca de 7,0. Obteve-se em
ambos os casos uma proteina imunoprecipitada com massa molecular de cerca de 80 kDa
(figura 4.11). No entanto, ndo se detectou atividade de NOS apreciavel em nenhum dos dois
casos, ndo podendo ser a atividade de sintese de NO atribuida a proteina reconhecida pelo
anticorpo anti-nNOS de mamifero (figuras 4.10 e 4.11), considerando-se ainda que

praticamente toda a atividade de NOS foi recuperada no material ndo ligado a resina.
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Figura 4.10: Ensaio de atividade NOS em produtos de imunoprecipitacéo utilizando anticorpos anti-nNOS e anti-
HSP85 ligados covalentemente a resina de proteina A. Nao se verificou atividade em nenhum dos
imunoprecipitados (IP). Fracdo ndo-imunoprecipitada (NB) e tratada nas mesmas condi¢des reteve a atividade
NOS.
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IP anti-HSP85 IP anti-nNOS
WB anti-HSP85 WB anti-nNOS

Eluido N&o-ligado Eluido Nao-ligado

Figura 4.11: Immunoprecipitacéo seguido de immunoblotting: anti HSP85 e nNOS. Ensaio de atividade NOS em
produtos de imunoprecipita¢éo (IP) utilizando anticorpos anti-nNOS e anti-HSP85 ligados covalentemente a

resina de proteina A. Ambos os anticorpos imunoprecipitam uma proteina de cerca de 80 kDa.

4.4 — Purificacdo parcial de enzima com atividade de sintese de NO’

Por ser a enzima Citocromo P450 Redutase a proteina em T. cruzi com a maior
identidade com NOS de mamifero, e pelo fato das etapas de transferéncia de elétrons e
mecanismo de reacao serem muito semelhantes a de NOS (figuras 5.1 e 5.2, adaptadas de
LYANAGI et al., 2012), aventou-se a possibilidade de que esta enzima poderia ser no
parasita a responsavel, pelo menos parcialmente, pela sintese de NO'. A metodologia para a
purificacdo da Citocromo P450 (CYT P450) redutase é basicamente a mesma empregada
para a purificagdo de NOS de T. cruzi (PAVETO et al., 1995). cromatografia de troca
anibnica seguido da identificacdo de fracdes contendo grupo heme por espectrometria em
405 e 418 nm, e por fim, pull down em resina de ADP-Sepharose, capaz de precipitar
proteinas com afinidade por NAD(P)H (SHET et al., 1993). A atividade de sintese de NO' foi
medida e obtiveram-se fracbes que apresentaram um aumento de até 252 vezes na
atividade especifica (Tabela 4.1; Figura 4.12). Nessas fracfes, verificou-se por
cromatografia em camada delgada, a formagéo de citrulina a partir de arginina (figura 4.13).

A fracdo 7 derivada desse método de purificacdo tem sua atividade de sintese de
NO’ parcialmente inibida (35%) por 1 mM de L-NAME um anéalogo de arginina, apontando
para a presenca de uma enzima com atividade semelhante a NOS (tabela 4.2). Embora a
inibicdo por 1 mM de L-NAME tenha sido relativamente baixa, foi obtido resultado
semelhante na dosagem de NOS em extratos de células epiteliais de mamifero (LLCMK2)

na presenca do inibidor e utilizado como controle do experimento (dados n&o apresentados).
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E necessaria portanto a identificacio das proteinas presentes nas fracdes com atividade de

sintese de NO por nLC-MS/MS, que ndo puderam ser realizadas até o presente momento.

Tabela 4.1: Sintese de NO no extrato bruto e fragdes eluidas da coluna de D EAE-Sepharose apos pull down em

resina de ADP-Sepharose.

Atividade Proteina
Fracdo (CPM) (1) Atividade especifica (AE) (CPM/mg) AE Fragéo/ AE Extrato bruto
Extrato
bruto 612511 9,320 65,72 1,00
FO 102406 0,054 1914,13 29,13
F7 325856 0,019 17456,57 265,62
F8 289948 0,018 16568,46 252,11

Atividade especifica

€
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Figura 4.12: Atividade especifica de sintese de NO ap6s cromatografia de extrato de T. cruzi em coluna de

DEAE-Sepharose e pull-down por ADP-Sepharose. A Fragao F9 ndo foi mostrada por ndo ter sido possivel

quantificar as proteinas presentes na amostra.
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Figura 4.13: Atividade de sintese de NO" em fragdes da purificagdo de enzima com atividade de sintese de NO'.
A) Cromatografia em camada delgada com o produto da reagdo de NOS.B) Quantificacéo da radioatividade na

faixa de citrulina apés cromatografia em camada delgada como descrito na figura 4.3.

Tabela 4.2: Atividade especifica de sintese de NO no extrato bruto e fra¢des eluidas de coluna de DEAE-

Sepharose ap6s pull down em resina de ADP-Sepharose em presenca ou auséncia do inibidor L-NAME.

AE Fracdo/ AE Extrato
Atividade CPM H3  Proteina (ug) Atividade especifica (AE) (CPM/mg) bruto
Extrato bruto 199,1 +/- 18,4 8,29 24,1+/-2.2 1+/-0,1
F7 120,1+/-0,3 0,10 12459 +/- 2,9 51,9+/-0,1
F7 + L-NAME 78,8 +/-3,7 0,10 817,1+/-38,1 34,0+/- 1,6

4.5 - Nitracao e S-nitrosilacdo de proteinas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi
em resposta a interagdo com a matriz extracelular

Immunoblotting utilizando extratos de tripomastigotas de T. cruzi previamante
incubados ou ndo com ECM e anticorpos contra nitro-tirosina e S-nitroso-cisteina mostraram
padrdes semelhantes de proteinas modificadas ao longo do tempo de incubacdo do
parasita, na presenca ou auséncia de matriz extracelular. No entanto, foram detetadas
mudancas significativas quando os dois grupos experimentais- com ou sem ECM- foram
comparados. Foi observado uma diminuicdo de proteinas modificadas por nitrotirosinacao
ou S- nitrosilagdo, especialmente de massa molecular abaixo dos 50 kDa, nos parasitas

incubados com ECM (figuras 4.14 e 4.15).
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ponceau 0 0 Al e Al 0 D D

Figura 4.14: Cinética de S-nitrosilagao de proteinas de tripomastigotas de T. cruzi em resposta a incubagao com

matriz extracelular. As amostras foram preparadas em condi¢des ndo redutoras. Os parasitas foram incubados
em diferentes tempos na auséncia (canaletas 2- 6) ou presenca (canaletas 7- 9) de ECM. 1. ECM, 2. T. cruzi 0
minutos; (controle inicial). Tempos de incubag&o: 3. 30 min. (canaletas 3 e 7); 60 min. (canaletas 4 e 8); 120
minutos (canaletas 5 e 9). Ponceau 50 kDa- controle da proteina adicionada em cada canaleta.

Padrao 1 2 3 4 5 6 7 8 9

37 kDa

25 kDa

20 kDa

15 kDa

10 kDa
alfa-tubulina

Figura 4.15: Cinética de nitragdo em resposta a incubagéo de tripomastigotas de T. cruzi com matriz extracelular
ao longo do tempo. As amostras foram analisadas em condi¢cdes n&o redutoras. 1. Ty 0 min., 2. Ty 15 min., 3. Ty
+ ECM 15 min., 4.Ty 30 min., 5. Ty + ECM 30 min., 6. Ty 60 min., 7. Ty + ECM 60 min., 8. Ty 120 min., 9. Ty +
ECM 120 min. A regido correspondente a alfa-tubulina foi utilizada como controle de proteina adicionada por

canaleta no gel.
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Os resultados apresentados, associados a dificuldade técnica de se incubar os
protozoarios por tempos maiores, levou a escolha do tempo de duas horas de incubacao
nos demais experimentos que buscaram estudar as diferencas nas modificacdes pos-
traducdo em questéao.

Os resultados descritos acima foram corroborados por resultado similar obtido por
imunofluorescéncia. Tanto proteinas S-nitrosiladas quando nitradas apresentaram um
padrao pontilhado nos parasitas e que foi bastante reduzido apés a incubacéo do T. cruzi

com ECM (figuras 4.16 e 4.17).

Ty t=0 min Ty t =120 min Ty+ECM t = 120 min

NO2Tyr
Dapi

Tubulina

NO2Tyr
Dapi
Tubulina

Figura 4.16: Padrao de proteinas nitradas em tirosina em resposta a incubagao de T. cruzi com matriz

extracelular. Imagens tipicas de experimento realizado em duplicata.
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Figura 4.17: Padrao de proteinas S-nitrosiladas em resposta & incubacéo de T. cruzi com matriz extracelular.

Imagens tipicas de experimento realizado em duplicata.

4.6 - Identificacdo por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas de
proteinas diferencialmente nitradas apds incubacéo de tripomastigotas com ECM
Extratos de parasitas incubados ou ndo com matriz extracelular foram submetidos a
eletroforese bidimensional e immunoblotting utilizando anticorpos contra residuos de nitro-
tirosina. Foram identificadas cinco proteinas nitradas apenas no grupo nao incubado com
ECM (spots 7, 8, 9, 10 e 13 da figura 4.18), enquanto que apenas duas proteinas nitradas
foram identificadas no grupo de T. cruzi incubado com ECM, ausente no grupo controle
(ponto 12 e 14 da figura 4.18). O numero de proteinas modificadas e visualizadas neste
intervalo de ponto isoelétrico é bastante reduzido e com massa molecular abaixo de 50 kDa.
Os spots indicados foram entdo excisados e identificados por espectrometria de massas

(tabela 4.3).
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Figura 4.18: Eletroforese bidimensional e imunoblotting utilizando anticorpos contra nitro-tirosina. A, C:

Immunoblotting anti-nitrotirosina; B, D: colora¢&o do gel por coomassie G250. A, B: T. cruzi; C, D: T. cruzi

incubados por duas horas com ECM.

Tabela 4.3: Proteinas nitradas de T. cruzi identificadas ap6s excisdo de gel bidimensional em condi¢cdes néo-

redutoras.

1/2/3 X X beta tubulin, putative Q4DQP2 4,7 50352
4 X X alpha tubulin, putative Q4CLAL 4,94 50395
8 X hypothetical protein, conserved Q4DUX0 4,67 22326
9 X peptidyl-prolyl cis-trans isomerase, putative ~ Q4DFL5 4,85 12280
11 X hypothetical protein, conserved Q4DQL2 4,74 11311
13 X heat shock protein 85, putative Q4CQS6 5,07 81132
5 X cytochrome C oxidase subunit IV, putative Q4E2P2 5,72 39095
6 X S-phase kinase-associated protein, putative ~ Q4CXX4 4,57 21443
12 X Enolase Q4Dz798 5,92 46871
14 X phosphoglycerate kinase, putative Q4D193 6,19 44783
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4.7 - ldentificacdo por imunoprecipitacdo e espectrometria de massas de proteinas
nitradas apds incubacéo de tripomastigotas com ECM

Extratos de parasitas incubados com matriz extracelular (Ty + ECM) ou com meio
apenas (Ty) foram submetidos a imunoprecipitacdo utilizando resinas de Sepharose ligadas
covalentemente a anticorpo anti-nitro-tirosina. Apds lavagens e eluicdo, as proteinas
imunoprecipitadas foram identificadas por espectrometria de massas (tabela 4.4). Vale
ressaltar que parte consideravel das proteinas identificadas possuem ponto isoelétrico
superior a 7,0, nao sendo possivel serem identificadas por eletroforese bidimensional no

intervalo de pH de 4,0 a 7,0, como empregado nos experimentos ja descritos.

Tabela 4.4: Proteinas nitradas de tripomastigotas de T. cruzi identificadas ap6s imunoprecipitacdo utilizando

resina ligada covalentemente a anticorpo anti-nitro-tirosina.

10 kDa heat shock protein, putative TcCLB.508209.90 Protein folding 10701 9.07
40S ribosomal protein S10, putative TcCLB.506679.140 Translation 18250 10.83
40S ribosomal protein S14, putative TcCLB.508823.50 Translation 15568  10.55
40S ribosomal protein S24E, putative TcCLB.507681.150 Translation 15668 11.74
40S ribosomal protein S3a-1 OS TcCLB.510999.39 Translation 28288 11.01
40S ribosomal protein S4, putative TcCLB.509683.117 Translation 30876 11.06
40S ribosomal protein S6, putative TcCLB.507709.50 Translation 21400 1141
60S ribosomal protein L10a, putative TcCLB.506963.10 Translation 25146  10.15
60S ribosomal protein L13, putative TcCLB.508153.280 Translation 25294 11.88
60S ribosomal protein L18, putative TcCLB.506181.50 Translation 34028 11.07
60S ribosomal protein L23a, putative TcCLB.508175.146 Translation 21268 11.5
60S ribosomal protein L28, putative TcCLB.510101.30 Translation 16368 12.18
60S ribosomal protein L6, putative TcCLB.507709.50 Translation 21400 1141
60S ribosomal protein L7a, putative TcCLB.510835.40 Translation 34550 11.76
ADP, ATP C;rgﬁrrsggtgrt;t’h’gtoco”d”a' TcCLB.506211.160 Transport 34955  10.28
alpha tubulin, putative TcCLB.411235.9 Cytoskeleton 49800 4.7
ATP synthase, epsilon chain, putative TcCLB.506945.240 Metabolism 20246 6.08
beta tubulin, putative TcCLB.506563.40 Cytoskeleton 49701  4.43



beta-fructofuranosidase-like protein

chaperonin HSP60, mitochondrial precursor

cytochrome c, putative

elongation factor 1-alpha, putative

enoyl-CoA hydratase, mitochondrial
precursor, putative

glyceraldehyde 3-phosphate
dehydrogenase, putative

glycosomal malate dehydrogenase, putative

guanosine monophosphate reductase,
putative

heat shock 70 kDa protein, putative

histone H2A, putative
histone H2B, putative
histone H3, putative
histone H4, putative

hypothetical protein, conserved
(pseudogene)

hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved
hypothetical protein, conserved

kinetoplast DNA-associated protein,
putative

kinetoplast-associated protein 3

mitochondrial oligo_U binding protein
TBRGG1, putative

poly(A)-binding protein, putative
ribosomal protein 135a, putative

ribosomal protein L36, putative
ribosomal protein S25, putative

ribosomal protein S7, putative

RNA-binding protein, putative
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TcCLB.507927.20
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73299
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7311
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12351

23915
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9.88
9.33
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11.88

12.17
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11.65
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8.48

9.78
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12.11

11.89
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12.14

12.07
11.21

11.9
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A figura 4.19 resume as fun¢des das proteinas nitradas identificadas.
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Figura 4.19: Perfil de proteinas nitradas em residuos de tirosina em T. cruzi no grupo controle e apés adeséo a
matriz extracelular por duas horas. Proteinas identificadas por imunoprecipitacdo, eletroforese bidimensional e
MS/MS.

4.8 - Validacéao de nitragdo em proteinas de tripomastigotas de Trypanosoma cruzi por

imunoprecipitacdo e imunoblotting

Ambas as técnicas utilizadas para identificacdo de proteinas nitradas podem
apresentar falso-positivos. Além disso, a imunoprecipitacdo seguida de identificacdo por
espectrometria de massas ndo compara quantitativamente o nivel de nitracdo de proteinas
distintas. Com isto em mente, buscou-se validar individualmente algumas das proteinas
identificadas através do uso de imunoprecipitacdo utilizando anticorpos especificos para a
proteina em questdo, seguido de immunoblotting contra residuos de tirosina nitrados. Foram
escolhidas para validacao as proteinas: alfa e beta tubulina, histonas (H2A e H4) e enolase.

Alfa e beta tubulina foram identificadas pelas das duas técnicas empregadas, sendo
que através da eletroforese bidimensional ndo foi verificada diferenca na nitragdo destes
alvos. A imunoprecipitagdo seguida de immunoblotting confirma esse resultado,

identificando ambas as proteinas nitradas de maneira semelhante em ambas as condi¢des,

em presenca ou auséncia de matriz extracelular (figura 4.20).
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IP alfa-tubulina IP beta-tubulina
Ty + ECM Ty + ECM

WB Anti-tubulina

Figura 4.20: Nitrac&@o de tubulina de tripomastigotas de T. cruzi. Imunoprecipitacdo (IP) de alfa ou beta-tubulina
com anticorpos especificos, seguido de immunoblotting utilizando anticorpos anti- nitro-tirosina. Foram utilizados
extratos de parasitas previamente incubados ou ndo com ECM.

Modificacdo por nitracdo de Histonas H2A e H4 também foi identificada de forma
nao-quantitativa por imunoprecipitacdo. Embora essas proteinas encontrem-se nitradas em
ambos os grupos, observou-se um aumento na nitracao de histonas apés a incubacéo das
formas tripomastigotas de T.cruzi com a matriz extracelular (figura 4.21), sugerindo a
modulacdo da nitragdo em proteinas especificas, embora o perfil geral indique

predominantemente denitracdo apés a incubacéo do parasita com ECM.

IP Histona H2A IP Histona H4
Ty Ty + ECM Ty Ty + ECM
WEB Anti-Mitro-Tyr
— " — i - e 160 kDa
loading

Figura 4.21: Nitrac&@o de histonas de tripomastigotas de T. cruzi. Imunoprecipitacéo (IP) de histona H2A ou
histona H4 com anticorpos especificos, seguido de immunoblotting utilizando anticorpos anti- nitro-tirosina.
Foram utilizados extratos de parasitas previamente incubados ou ndo com ECM

Enolase, uma enzima da via glicolitica, apresentou aumento de nitracdo no grupo
tratado com matriz extracelular verificada por eletroforese bidimensional (figura 4.18). A

imunoprecipitacdo seguida de immunoblotting confirmou este resultado (figura 4.22).
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Ty Ty + ECM

IP Enoclase
WB Anti-Nitro-Tyr

150 kDa
Loading

Figura 4.22: Imunoprecipitacdo (IP) de enolase ,seguida de immunoblotting com anticorpos anti- nitro-tirosina.

Finalmente, escolheu-se imunoprecipitar uma proteina paraflagelar, proteina
presente no flagelo do parasita, que n&o foi identificada nitrada em nenhum dos
experimentos. Apds imunoprecipitacdo e revelacdo de immunoblotting contra nitro-tirosina,
verificou-se apenas uma banda de intensidade fraca, que o anticorpo continua
reconhecendo mesmo apdés reducdo das proteinas presentes na membrana de nitrocelulose
por 2-mercaptoetanol. Esse resultado confirma que esta proteina ndo se encontra nitrada e

a fraca reatividade com o anticorpo se deve a interacdes ndo especificas (figura 4.23).

Ty Ty + ECM

IP Paraflagelar
WE Anti-NitroTyr

Apds reducdo

150 kDa
loading

Figura 4.23: Imunoprecipitac&o (IP) contra proteina paraflagelar, seguida de immunoblotting contra nitro-tirosina.
A fraca banda permanece mesmo apds reducéo por 2-mercaptoetanol, indicando auséncia de nitracao.
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4.9 - Identificacdo por eletroforese bidimensional e espectrometria de massas de
proteinas diferencialmente S-nitrosiladas

Extratos de parasitas incubados ou ndo com matriz extracelular foram submetidos a
eletroforese bidimensional e em seguida, immunoblotting para a deteccdo de residuos S-
nitrosilados. Foram identificadas trés regi6es de proteinas S-nitrosiladas apenas no grupo
sem tratamento com ECM (spots 60, 61 e 63 da figura 4.24) e sete de proteinas S-
nitrosiladas no grupo de T. cruzi incubado com ECM, ausentes no grupo controle (spots 49,
51, 53, 54, 55, 58 e 59 da figura 4.22). E interessante notar que no grupo tratado com ECM
existe um spot nitrosilado com cerca de 100 kDa (circulado em azul na Figura 4.24), que

também é encontrado no gel 2D da ECM. A tabela 4.5 relaciona as proteinas identificadas.

———— ——— -
A 4 pl 7 250 kDa C4 pl T
150 kDa
100 kDa
N
- 75 kDa - 55 Q/
: - 2 "
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‘ ; d 4
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s
— I —— .
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100 kDal: |
= ey 75 kDafw. =
., i ]
- . e
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- .
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Figura 4.24: Proteinas modificadas por S-nitrosilacdo de tripomastigotas de T. cruzi incubadas com ECM. T. cruzi

incubados ou nao por duas horas com ECM, seguido de eletroforese bidimensional e immunoblotting utilizando
anticorpos anti-nitroso cisteina A, C: Immunoblotting- anti-nitroso-cisteina; B, D: coloragdo do gel por coomasie

G250. A, B: T. cruzi sem incubagdo com ECM C, D: T. cruzi incubados por duas horas com ECM.
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Tabela 4.5: Proteinas S-nitrosiladas de T. cruzi identificadas ap6s excisdo de gel bidimensional em condigbes

nao-redutoras.

Spot Ty Ty + BV Uniprot Entry Tedrico
# ECM # pl MW (Da)
65 X cytochrome C oxidase subunit IV, putative Q4E5P5 572 39095
64 X hypothetical protein, conserved Q4CP97 4,92 14338
60 X calpain-like cysteine peptidase, putative Q4D066 5,07 12912
61 X tryparedoxin, putative Q4D1B8 5,27 16141
63 X heat shock protein 85, putative Q4CQS6 507 81132
49 X hypothetical protein, conserved Q4DJJ4 4,3 19572
51 X 69 kDa paraflagellar rod protein, putative Q4DIF6 585 69975
53 X 69 kDa paraflagellar rod protein, putative Q4DIF6 585 69975
54 X Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60 Q4DYP5 538 99357
55 X Hsp60, mitochondrial precursor,groELprotein,heat shock protein 60 Q4DYP5 5,38 59357
58 X heat shock 70 kDa protein, mitochondrial precursor, putative Q4CVR9 575 71459
59 X paraflagellar rod component, putative Q4DWL5 525 68744

4.10 - Identificacao de proteinas modificadas por S-nitrosilagéo de Trypanosoma cruzi
por biotin-switch e espectroscopia de massas

A biotinilacédo dos residuos de cisteina S-nitrosilados, seguido de tripsinacao e pull-
down utilizando beads de streptavidina, permitiu o enriquecimento de diversas proteinas
diferencialmente S-nitrosiladas nos dois grupos estudados. A metodologia permitiu também
0 sequenciamento do peptidio que contem o residuo que foi modificado. A tabela 4.6
resume os dados encontrados, de um experimento.

A figura 4.25 resume as funcdes das proteinas identificadas, utilizando-se tanto biotin
switch quanto eletroforese bidimensional, sugerindo a modulacao da S-nitrosilacdo apo6s o

tratamento do parasita com a matriz extracelular.
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Tabela 4.6: Proteinas S-nitrosiladas de T. cruzi incubados ou ndo com matriz extracelular, identificadas por
biotin-switch e nLC-MS/MS.

. Sitio S- o Teorético
Sequéncia Proteina Grupo Un:grot NO E)flt:r)ir?;gr(l?cal
Predito P | MM
P'" (kDa)
calpain cysteine Ty +
VEQKAECILTISQESR peptidase, putative ECM Q4CL64 7 7 557 20,7
CEVQVPPLATVLFVEGEPNGYK IR Gl Ty  Q4CYU3 83 83 508 12,8
peptidase, putative
calpain-like cysteine
peptidase,
LVGESSSSDEMVKVCVAK putative,cysteine Ty Q4DQN5 110-179 179 486 78,2
peptidase, Clan CA, family
C2, putative
4-6-15-
32-71-
334 - 449
dispersed gene family - 460 -
RSLTACAAAATAVWAR protein 1 (DGF-1), Ty Q4CQF 484 -538 56 5,03 200,4
putative -1078 -
1569 -
1588 -
1759
LPVSPMCNAANSAYNPGSSDFDVSVSSSSSSSR GUIEL ERE e ) [OiE T Ty  Q4DBZO 383-426 383 6,74 881
phosphatase, putative
GVMEVYLDATECYLK e Ty  Q4DX62 4-246 246 1034 56,0
putative
RLPSYGPCGK fucose kinase, putative gé/,\; Q4D3Vv8 12-144 97 7,37 16,4
LPSYGPCGK fucose kinase, putative gé/'\; Q4D3V8 12-144 97 7,37 16,4
NPPNCSIVVLER s el W Qacvte 227 227 6,39 338
mutase, putative ECM
helicase (pseudogene) stk
ATKTLPVEGNNLGEICDKLVSLGQCEAVCNYGVLGSR P . 9 ' Ty 85-157 - 31-40-44* 6,80 104,0
putatlve 705
NPPVCPPVGGRPGCK hypothetical protein gé/,\; Q4CLG6 None 57 - 66 12,37 8,0
SSDADRTVICQLPPPR hypothetical protein Ty  Q4D844 12-221 80 844 240
KMSVGGKHVGSPPPPAGCR hypothetical protein Ty Q4DFZ3 749 678 6,75 94,4
MYVVNLCNLPTAMAHAVHLASTIR hypothetical protein Ty QA4DSF8 7 7 6,66 26,6
hypothetical protein,
CQVIFVTVSDGETVLMLAK Ty Q4CX24 None 40 558 16,3
conserved
hypothetical protein, 8-186-
DQHAMMOQSPLKASITASTECATK conserved Ty QACYE8 692 610 6,64 89,3
CVVNAGTPTIPAAAAAPSTK IRTEEHE e PRl Ty oaczay 927 2%6- 484 8,75 1642
conserved 1248



CVVNAGTPTIPAAAAAPSTK

DSVEVSCEEDR

HGNYAMCDSAGKTMGFAEMSCRVVHIDER

RTVTLPCGARVIVLPSER

NPLQLVPALILKTRNCR

FAEDIAPLCHVAAR

GGECNRLLLFPQGGAAVVLNEK

CLTTVAAGASVLGAPSLKSTSVALSPSQWMR

VCNNVEEALELSK

RCAGGKFVEIK

CPCELPFIK

QMIYWCCILPGHANWWRGHR

FVSLEGGVMYVEMLGACR

FVSLEGGVMYVEMLGACR

RLSALEDCR

GDEGELLDCVDPLK

GVGELCGSHDK

LCALYFRACADGMQLFALSCDASCVP

STMTAYEVRVCSGPDLFCSGR

RVMPGLSCPHR

SAMSCGSTLPPR

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,
conserved

hypothetical protein,

conserved (pseudogene)

hypothetical protein,

conserved (pseudogene)

hypothetical protein,

conserved (pseudogene)

kinesin K39

(pseudogene), putative

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty

Ty

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty

Ty

Ty

Ty

Ty +
ECM

Ty +
ECM

Ty +
ECM

Ty +
ECM

Q4cz17

Q4D288

Q4D2Q

Q4D4E1

Q4D4L6

Q4D5K8

Q4DBJ9

Q4DMPO

Q4DNO98

Q4DQU3

Q4DUX9

Q4DXR5

Q4DZR1

Q4DZR1

Q4E2P0

Q4E2Q8

Q9GZ29

62 - 256 -
1248

98

144 - 247
-285-
317 - 427

86 - 198 -
247

None

82 -107 -
142 -379

228 - 226
-372-
505 - 579
- 658

None

5-351

10

None

60 - 88 -
644 -676
- 958 -
1330 -
1355 -
1697

423

423

421

11-281

181 - 246
-578-
657
294 - 561
- 584 -
1216

431

474

15-531-
541

484

98

130-144~*

247

75

297

556

24

10

320-322*

1649 - 1650 *

357

357

421

281

620

1093 - 1100 -
1111-1115*

906 - 913 *

573

1226

76

8,75

8,37

9,02

5,74

10,26

8,23

9,21

9,50

6,80

9,70

6,60

6,31

6,23

6,23

9,38

9,43

10,04

8,56

10,35

8,73

9,65

164,2

31,9

89,8

37,2

39,6

66,0

80,9

31,3

67,1

69,4

114,6

197,3

48,1

48,1

64,9

42,9

74,2

133,2

99,2

86,9

1224



KGQQIVGTCITLSIRLLLIPW

EGAEIAVNPADCNSTVK

EVVFVSSGACGIGR

SGATEMVMNCPGESDVK

GCGILGIRLKR

EAGNVDVSLERCTSACSDSK

ETVCLMLTLSSTPLLGHQVPK

CDFSAVAFILKYS

VDGWGFFVCMKVLIGSFAVAVLRTC

LSLGSCKMK

GVQGKIVCPAASLLCGDKER

LLLASMVARGCTSR

SICAADDAGAGER

LENSTVLLLFVWLMCCGGAATAQVEK

VGGSEECALGNGASNEISHFYIGGDGENAANK

mucin TcMUCII, putative

profilin, putative

pyrroline-5-carboxylate
synthetase-like protein,
putative

retrotransposon hot spot
(RHS) protein, putative

retrotransposon hot spot
protein (RHS,
pseudogene), putative

serine/threonine protein
kinase, putative

surface protease GP63
(pseudogene), putative

surface protease GP63
(pseudogene), putative

surface protease GP63,
putative

surface protease GP63,
putative

surface protease GP63,
putative

trans-sialidase
(pseudogene), putative

trans-sialidase
(pseudogene), putative

trans-sialidase, putative

trans-sialidase, putative

Ty

Ty

Ty

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty +
ECM

Ty

Ty +
ECM

Ty +
ECM

Ty

Ty

Q4CZF5

Q4CVK6

Q4EONO

Q4DGAL

Q4CMP1

Q4CWF3

Q4DG31

Q4DKM4

Q4E0J4

None

621 -651

241 - 356

245 -953

133 -452
-551

10-179

5-364

64
8-192-
528 - 577

- 583

18-633

None

56 - 57 -
529

None

72

134

74

439

241

35-39*

269

56

427 - 443 *

346

528 -535*

298

117

56 -57 *

668

77

8,90

4,82

10,54

7,29

10,17

5,75

12.51

8,15

7,81

4,90

7,42

10,69

10,24

5,10

4,62

21,4

16,1

12,1

88,8

56,4

110,1

68,4

64,8

48,9

56,9

74,7

78,1

19,6

89,5

97,0

* Pelo menos um dos residuos indicados se

encontram S-nitrosilados
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Figura 4.25: Perfil de proteinas S-nitrosiladas de T. cruzi no grupo controle e ap6s ades&o por duas horas a

matriz extracelular. Proteinas identificadas por biotin Switch, eletroforese bidimensional e MS/MS.

4.11 - Validagdo de S-nitrosilagcdo em proteinas especificas por biotin switch, pull

down e imunoblotting

Para validar a modificacdo pds-traducional por S-nitrosilacdo foi selecionada a
Mucina Il, proteina de cerca de 20 kDa presente na superficie de T. cruzi. Mucina é uma
familia de proteinas em T. cruzi envolvidas na protecdo do parasita contra o hospedeiro e
também em interacdes com diversos receptores (BUSCAGLIA et al.,, 2006). Para tal,
utilizou-se a técnica de biotin switch seguido de pull down com resina de streptavidina. Apos
lavagens e eletroforese em gel de poliacrilamida a 12%, realizou-se immunoblotting
utilizando anticorpos anti-mucin Il. O uso do corante Ponceau Red apés pull down nao
revelou nenhuma banda (figura 4.26). No entanto, ap6s immunoblotting, foram detectadas
bandas na faixa de 20 kDa, ausentes no controle sem ascorbato, confirmando que esta
proteina encontra-se S-nitrosilada. O controle de reacdo sem ascorbato impede que ocorra
a denitrosilacéo dos residuos de cisteina, ndo ocorrendo desta forma a marcacao por biotina
das cisteinas previamente S-nitrosiladas: sinal positivo no controle sem ascorbato indicaria

precipitacdo inespecifica ou biotinacao inespecifica do alvo em questéo.
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Figura 4.26: Immunoblotting contra Mucin |l apés realizacéo de biotin switch. A) Marcag&o por Ponceau Red: 1.
Ty Biotin Switch 2. Ty+ECM Biotin switch 3. Ty Biotin switch sem ascorbato 4. Ty+ECM Biotin switch sem
ascorbato 5 e 6. Proteinas totais utilizadas na etapa de pull down (“Protein Input”); 5. Ty, 6. Ty+ECM. B)

Immunoblotting contra Mucin Il revela sinal em ambos os grupos

A mesma pergunta foi respondida por outra abordagem: a imunoprecipitacdo com
anticorpos anti-Mucina Il, seguido de eletroforese em gel de poliacrilamida 12% e posterior
immunoblotting utilizando anticorpos anti-S-nitroso-cisteina. Bandas de cerca de 20 kDa
foram reconhecidas pelo anticorpo, corroborando os dados anteriores de modificacdo de
Mucina Il por S-nitrosilagdo (figura 4.27). No entanto, o biotin switch seguido por nLC-
MS/MS identificou mucina Il apenas no grupo controle (Ty), o que ilustra a necessidade de

se validar individualmente proteinas especificas.

Ty Ty + ECM
S —
WB: Anti-SNO
S e
WB: Anti-Mucll

Figura 4.27: Immunoblotting contra proteinas S-nitrosiladas apds imunoprecipitag&o utilizando anticorpos contra

Mucina Il, em extratos de T. cruzi previamente incubados (Ty+ECM) ou nao (Ty) com ECM.
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5. DISCUSSAO

O objetivo do presente trabalho foi estudar a sinalizacao por NO, tanto a via classica
(producédo de NO e cGMP) quanto nao-classica (nitracdo em tirosina e S-nitrosilagdo em
cisteina) em T. cruzi apoOs interacdo com a matriz extracelular, um evento precoce no
processo de infeccéo e responsavel por desencadear diversas adaptacdes no parasita. No
entanto, apesar da importancia desta via em outros organismos, seu conhecimento é
incompleto em T. cruzi, sujeito a questionamentos, uma vez que 0 parasita ndo possuli
anotado em seu genoma uma enzima NOS tipica e tampouco guanilil ciclase. A atividade de
guanilil ciclase poder ser assumida pela enzima adenilil ciclase, que teria dupla
funcionalidade segundo hipétese formulada na literatura (ALEXANDRE et al., 1990;
LAXMAN e BEAVO, 2007).

Dentre os poucos estudos realizados até o presente momento em relagcdo a
sinalizacdo por NO' em T. cruzi, pode ser afirmado de maneira conclusiva que o parasita
possui atividade de NO Sintase, dependente de célcio e calmodulina, e inibivel por L-NAME,
um analogo estrutural de L-Arginina, embora o produto esperado da reagao- L-H3-Citrulina
ndo tenha sido confirmado (PAVETO et al., 1995). Estes resultados foram reproduzidos com
sucesso no presente trabalho (figura 4.2) e através do uso de cromatrografia em camada
delgada, confirmou-se a producgéo de L-H3-Citrulina a partir de L-H3-Arginina (figura 4.3). Em
principio, a conversao de arginina em citrulina por reacdes envolvendo enzimas do ciclo da
uréia, poderia ocorrer pela desaminacdo de L-Arginina com producdo de L-Ornitina pela
arginase, seguido da condensacao deste intermediario com carbamoil-fosfato pela Ornitina
Carbamoiltransferase. No entanto esta via esta ausente em T. cruzi e, como esperado, nédo
se verificou a producéo do intermediario L-H3-Ornitina.

A existéncia de NO sintase de T. cruzi semelhante & isoforma neuronal de mamiferos
foi sugerida em trabalho realizado posteriormente por Goldstein e colaboradores
(GOLDSTEIN et al.,, 2000) e, apesar da complexidade de reacdo com 0s anticorpos

comerciais contra as demais isoformas, confirmou-se nesta dissertacdo que o anticorpo anti-



81

NNOS reconhece o menor nimero de alvos no parasita (figura 4.6). O padrao complexo
obtido com os anticorpos restringiu a analise a isoforma neuronal e sua presenca em T.
cruzi foi mostrada por imunofluorescéncia, immunoblotting e imunoprecipitacdo (figuras 4.6,
47, 4.8 e 4.9). Apesar disto, a analise por espectrometria de massas do material
imunoprecipitado com este anticorpo nao identificou NOS, mas sim heat shock protein 85

(HSP85).

Frente a esses resultados, procurou-se purificar parcialmente a enzima responsavel
pela sintese de NO para posterior identificacdo, considerando-se que parte da sintese de
NO no parasita pode ser devida a enzima Citocromo P450 Redutase (CYP450 Redutase). O
racional por tras desta hipétese consiste no fato de que CYP450 Redutase € a proteina em
T. cruzi com a maior identidade com alguma isoforma de NOS de mamifero (neuronal, 33%
de identidade) e pelo fato das etapas de transferéncia de elétrons por esta enzima e seus
mecanismos de reacdo serem muito semelhantes aos de NOS (figuras 5.1 e 5.2, adaptadas
de LYANAGI, 2012). Além disso, o0 método utilizado para a purificacdo de NOS em T. cruzi
(PAVETO, 1995) é o mesmo utilizado para a purificacdo de CYP450 Redutase (SHET et al.,

1993).

Reducdo de FAD Reducdo de heme

Transferéncias intramolecular
de eletrons RH + O-

A NADPH — o FAD e Emae ﬂ.hemeg

\YAY

Ferrlcz.ra nide cyt

.
%

ROH + H,0

“ L-Arg + 20
(i) iy (iii) o
B NADPH ——» FAD — FMN —— heme | [ N"hydroxy-L-Arg]
T HB NO + L-Cit + 2H.0
CaMm

Figura 5.1: Etapas de transferéncias de elétrons em: A) Citocromo P450 Oxidoredutase B) NOS. Adaptado de
LYANAGI, 2012.
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Figura 5.2: Mecanismo de reacéo de Citocromo P450 Oxidoredutase e NOS. Adaptado de LYANAGI, 2012.
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Medindo-se a atividade de sintese de NO" durante a purificacdo, sua inibicdo por L-

NAME, um analogo de arginina, e a formacao de citrulina utilizando arginina como substrato,

(tabelas 4.1 e 4.2, figuras 4.12 e 4.13) a presenca de NOS em tripomastigotas de T. cruzi

pode ser sugerida, reforcando os dados da literatura. Apesar disso, a inibicdo da producdo

de NO’ por 1 mM de L-NAME é

de no maximo 35%, o que poderia sugerir a presenca de

outras proteinas com essa atividade. A identificacéo das proteinas presentes nessas fracoes

por nLC-MS/MS precisa ser realizada e podera fornecer uma lista de possiveis candidatos a

enzimas com atividade de sintese de NO e talvez contenha CYP450 Redutase entre os

candidatos. Essa identificacdo esta em andamento.

Independente da identidade da enzima responsavel, a confirmacao da presenca de

atividade de sintese de NO a partir de L-arginina possibilitou dar continuidade ao presente

projeto, que parte do pressuposto de que vias de sinalizacdo por NO estdo presentes no

parasita.

A adeséo do parasita com a matriz extracelular levou a uma menor concentracdo de

oxido nitrico presente no sobrenadante (figura 4.1), de modo semelhante a diminuicao
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observada na atividade NOS medida nos extratos do parasita apds esta interacao (figura
4.2), indicando uma inibicdo na via de sinalizacdo classica por NO'. Corroborando esta
conclusao esta o fato de que a concentracao de cGMP medida no parasita apés interacao
com ECM diminui cerca de quatro vezes, possivelmente devido a menor concentracédo de
NO" no parasita (dados de Chrislaine Soares, ndo publicados). A inibicdo da via classica de
sinalizacdo por NO por elementos da matriz extracelular ndo é algo inédito na literatura:
trombospondina é capaz de interagir com o receptor CD47 presente em células de
mamifero, desencadeando respostas que levam a inibicdo da atividade guanilil ciclase,
segundo mensageiro na via de NO, impedindo que a PKG seja ativada (ISENBERG et al.,
2008). E possivel que trombospondina, elemento de ECM, também desencadeie evento
analogo em T. cruzi, embora esta possibilidade ndo tenha sido verificada até o presente
momento.

Apoés a interacdo entre ECM e tripomastigotas, de modo geral a quantidade de
proteinas S-nitrosiladas diminui, como evidenciado por immunoblotting (figura 4.14)
imunofluorescéncia (figura 4.17), pelo método de Griess apds reducao de SNO (figura 4.5) e
pela identificacdo de proteinas S-nitrosiladas por biotin switch e eletroforese bidimensional,
onde o namero total de proteinas modificadas diminuiu de 40 para 22 apdés a incubacao do
parasita com ECM (figura 4.25). Além disso, o perfil de proteinas S-nitrosiladas foi
modificado, indicando que a denitrosilacdo ndo acontece de maneira geral, inespecifica,
sugerindo que alguns processos celulares poderiam ser controlados através dessa
modificacdo pos-traducional. Por exemplo, proteinas hipotéticas S-nitrosiladas sao mais
comuns no parasita ndo incubado (52,5%) do que no incubado com ECM (36,4%). Por outro
lado, proteinas de citoesqueleto S-nitrosiladas sdo mais comuns apés interacdo do parasita
com ECM (9,1%) quando comparadas com o parasita controle (2,5%).

E interessante notar que proteinas da familia das trans-sialidases e gp63 também
foram encontradas S-nitrosiladas nos parasitas incubados ou ndo com ECM, enquanto
proteinas como fosfatases de especificidade dupla (dual specificity protein phosphatase,

DUSP) e serinal/treonina proteina quinases se encontraram S-nitrosiladas apenas no grupo
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nao tratado com matriz extracelular. Ambas as proteinas sdo importantes em vias de
transducdo de sinais, envolvendo a defosforilacdo e fosforilacdo, respectivamente, de
diversos alvos. Embora essa possibilidade ndo tenha sido formalmente testada, é possivel
gue a S-nitrosilacdo esteja modulando a atividade de ambas as proteinas, a exemplo do que
acontece com a fosforilagédo de proteinas de T. cruzi apos a adesao a diferentes elementos
da ECM (MATTOS et al., 2012). Além disso, estudos recentes demonstram que proteinas da
familia da DUSP tem sua estabilidade, e consequentemente sua capacidade de
defosforilagcdo, aumentada apés S-nitrosilacdo (GUAN et al., 2012), e diversas quinases de
especificidade dupla (serina e treonina) sao inibidas por S-nitrosilacéo, tais como a Proteina
Quinase C (PKC) (CHOI et al., 2011), Proteina Quinase B (PKB) (YASUKAWA et al., 2005),
além de outras (HESS e STAMLER 2012).

Dentre as outras proteinas identificadas que sdo modificadas por S-nitrosilagéo, nos
chamou a atencdo a triparedoxina. Esta proteina é analoga a glutaredoxina de outros
organismos e participa na reducdo de glutationa, ou seja, regulando o estado redox da
célula. Em T. cruz, a triparedoxina teria uma funcdo semelhante, controlando a reducéo de
tripanotiona, que por sua vez age como glutationa de mamiferos, regulando o estado redox
de diversos alvos no parasita (CASTRO e TOMAS, 2008). No caso da glutaredoxina, S-
nitrosilagédo leva a uma inibicdo de sua atividade, ou seja, inibindo a reducdo de diversos
alvos (HASHEMY et al., 2007). E interessante notar que triparedoxina foi encontrada S-
nitrosilada apenas no grupo controle, o que pode ter consequéncias biolégicas relevantes:
sua S-nitrosilagéo pode levar a sua inibicdo, como ocorre com glutaredoxina, e ap6s contato
com a ECM, sua denitrosilacéo ativaria esta proteina, favorecendo desta forma a protecéo a
danos oxidativos causados pelo hospedeiro. No entanto esta hip6tese nao foi testada.

Outros alvos identificados no presente estudo ja haviam sido relatados como S-
nitrosilados em outros sistemas: calpaina (cisteina peptidase) é inibida por S-nitrosilacao
(KOH e TIDBALL 2000); proteina de choque térmico 90 (analogo de HSPS85 identificada)

quando S-nitrosilada, age inibindo a producdo de NO (MARTINEZ-RUIZ et al., 2005); e por
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fim, a S-nitrosilacdo de quinesina-simile ja foi identificada mas sua funcéo nao foi estudada
(ABAT et al., 2008).

Quanto a nitracdo em residuos de tirosina, foi verificado um padrao semelhante ao
de S-nitrosilagéo: predominio de denitracdo, como evidenciado por immunoblotting (figura
4.15) imunofluorescéncia (figura 4.16) e com diminuicdo no namero de proteinas nitradas
identificadas por eletroforese bidimensional e imunoprecipitacdo apds interacdo com matriz
extracelular: de 48 para 20 proteinas identificadas (figura 4.19).

Assim como ocorre com S-nitrosilacdo, o fenbmeno de denitracdo apds interacao
com ECM nao parece ser inespecifico. H4 uma mudanca no perfil de proteinas nitradas
guando tripomastigotas de T. cruzi sdo ou ndo incubados com ECM. na incubacéo de. Por
exemplo, verificou-se que 35,4% de proteinas nitradas estao relacionadas com a sintese
proteica nos parasitas, sendo que essa porcentagem cai para 5,0% apos adesédo a ECM. O
inverso é observado nas proteinas relacionadas ao metabolismo: um aumento de proteinas
nitradas em tirosina nos parasitas apos adesdo a ECM (35% do total) em relagdo ao
controle ndo incubado (18,8% do total)., sendo que proteinas relacionadas a glicolise sao
particularmente abundantes.

A funcéo das modificacdes por nitracdo de proteinas em T. cruzi ndo foi determinada.
Na literatura, a ocorréncia de nitracdo em tirosina esta geralmente associada com perda da
funcéo da proteina, destacando-se como excecdes para esta regra a PKC isoforma € (PKCe)
e glutationa s-transferase 1 microsomal, discutidas no item 1.5. No caso de tubulina,
também modificada em T. cruzi, a nitracdo de tirosina esta associada com parada no ciclo
celular em G1/S, com diminuicéo na sintese de DNA (PHUNG et al., 2006). Estes resultados
foram explicados pela incorporacéo de residuos de tirosina nitrados na porgcdo C-terminal da
tubulina pela enzima Tyrosine Tubulin Ligase (TTL) (KALISZ et al., 2000) e que n&o podem
ser removidos pela enzima tubulina carboxipeptidase, remocdo essa essencial para que
ocorra interacao entre a tubulina e proteinas motoras (PHUNG et al., 2006). Nao se sabe se

efeito semelhante ocorre em T. cruzi, mas de qualquer maneira, alfa e beta tubulina foram
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encontradas nitradas em niveis semelhantes em parasitas incubados ou ndo com ECM
(figura 4.20).

Trés enzimas da via glicolitica foram encontradas nitradas neste trabalho,
provavelmente resultando em inibicdo desta via metabdlica: Gliceraldeido-3-Fosfato
Desidrogenase (GAPDH), enolase e fosfoglicerato quinase. GAPDH cataliza a converséo de
gliceraldeido 3-fosfato a gliceraldeido 1,3-difosfato e ja foi identificada em outros sistemas
como alvo de nitragdo em tirosina, com perda de sua funcéo. Neste caso, a nitracdo de um
residuo de tirosina em seu sitio ativo leva a uma perda na atividade da enzima por impedir,
por motivos estéricos, a interacdo de GAPDH com NAD®, co-enzima desta reacdo
(PALAMALAI e MIYAGI, 2010). No presente estudo, GAPDH foi encontrada nitrada em
niveis semelhantes em ambos os grupos, isto €, incubados ou ndo com ECM. Enolase,
responsavel pela conversao reversivel de 2-fosfo-glicerato a fosfoenolpiruvato, também foi
encontrada nitrada no presente trabalho, com um aumento no nivel de nitracdo apés
interacdo do parasita com a matriz extracelular. Na literatura, a nitracdo em residuos de
tirosina da enolase, estad associada a um aumento na fosforilacdo da proteina e sua
inativacdo (CASONI et al., 2005). E interessante notar que além de sua funcdo na via
glicolitica, a enolase é uma proteina associada com infeccdo em diversos parasitas. Por
exemplo, em Leishamania mexicana, a enolase esta localizada tanto no citoplasma quanto
na membrana celular (QUINONES et al., 2007), sendo capaz de se ligar a plasminogénio
(MILES, 1991) e laminina (CARNEIRO et al., 2004), ambos componentes da matriz
extracelular. Ndo ha no entanto estudos relacionando nitracéo desta enzima e sua influéncia
na infectividade em Leishmania ou T. cruzi. A terceira proteina da via modificada, a
Fosfoglicerato quinase, € a enzima responsavel pela conversdo reversivel de 1-3-
bifosfoglicerato a 3-fosfoglicerato. Essa proteina sofre aumento significativo de nitragéo na
interacdo do parasita com a matriz extracelular. Embora utilizando-se agentes nitrantes, esta
enzima foi um dos primeiros casos de nitracdo em tirosina com perda de acdo enzimatica
relatados na literatura (MARKLAND et al., 1975). Verificou-se no estudo em questdo que a

nitracdo de um unico residuo de tirosina era capaz de inibir a enzima, sem modificacdo na
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sua estrutura tridimensional, como verificado por dicroismo circular. Levando-se em
consideracdo os dados da literatura descritos e os dados de protedmica do presente
trabalho, é razoavel assumir que a via glicolitica encontra-se inibida como resultado da
interacdo do parasita com a matriz extracelular, resultante da nitracdo em tirosina nas trés
enzimas descritas, embora a verificacdo formal desta hip6tese ainda ndo tenha sido
realizada.

Um dos resultados extremamente interessantes neste trabalho foi a grande
guantidade de proteinas ribosomais nitradas em tripomastigotas do grupo controle, isto &,
ndo incubado com ECM. A literatura ndo descreve casos de nitragcdo em tirosina em
proteinas ribossomais, ndo ficando claro qual seria sua funcdo biolégica. No entanto,
existem relatos de nitracdo de proteinas ribosomais em residuos de triptofano (KAWASAKI
et al., 2011), com possivel participacao no processo de diferenciacédo celular. Devido a falta
de ferramentas adequadas, ndo foi possivel verificar se as proteinas identificadas em T.
cruzi se encontram realmente nitradas em residuos de tirosina ou se hé reatividade cruzada
do anticorpo anti-nitro-tirosina com residuos de triptofano nitrados.

A deteccdo de modificagdo de Histonas por nitracdo em T. cruzi foi outro resultado
interessante e que deve ser melhor explorado. As quatro isoformas de Histonas (H2A, H2B,
H3 e H4) estdo presentes em duas copias cada no nucleossomo, participando da estrutura
do cromossomo e da regulacdo de processos tais como replicacdo e transcricdo génica. A
nitracdo de histonas ja foi identificada em células tumorais (HAQQANI et al., 2002) e
associada a modificacdes na estrutura tridimensional da proteina (DIXIT et al., 2010). No
entanto, os estudos em questdo néo verificaram a afinidade de histonas nitradas pelo DNA.
E possivel especular que a nitragéo seria capaz de modificar a afinidade destas interacées,
devido as modificacdes na estrutura tridimensional de histonas, pela mudanca de pKa da
hidroxila da tirosina (0 que levaria a repulsédo eletrostatica entre o oxigénio carregado
negativamente e o DNA). Desta maneira, nitracio em histonas seria um potencial
mecanismo de controle de replicacdo e/ou transcricdo génica, semelhante a acetilagcdo. No

caso de T. cruzi, histonas foram encontradas nitradas com ou sem tratamento com a matriz
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extracelular, mas o nivel de nitracdo aumentou ap6s a adesdo com ECM (figura 4.21),

sugerindo novamente que o processo de denitracdo que ocorre apos interagdo com ECM

nao é inespecifico: apesar do perfil geral de denitracdo, € possivel verificar aumento de

nitracdo em proteinas especificas.

A Tabela 5.1 resume as modificacbes por S-nitrosilacdo e nitracdo em tirosina e

triptofano descritas na literatura com relacdo as proteinas identificadas no presente trabalho

e suas possiveis consequéncias funcionais.

Tabela 5.1: Consequéncias funcionais de modificagdes por S-nitrosilagéo, nitracdo em tirosina ou triptofano em

proteinas identificadas no presente projeto e ja descritas na literatura.

Proteina

Modificagdo

Funcéo

Referéncia

ATP Sintase

Calpaina cisteina peptidase

Citocromo C

Fosfatase de dupla especificidade (DUSP)

Enolase

Enoil-CoA Hidratase
Fator de elongacgéo 1-alfa
Fosfoglicerato Quinase
Gliceraldeido-3-Fosfato Desidrogenase
Glutaredoxina (Analogo Triparedoxina)

Proteina de choque térmico 60

Proteina de choque térmico 70 (HSP70)

Proteina de choque térmico 90 (HSP90)
(Analoga HSP85)

Proteina de choque térmico 90 (HSP90)
(Analogo HSP85)

Histona

Kinesina
Proteinas ribosomais

Serina/Treonina proteina quinase

Tubulina

Nitragc&o Tirosina

S-Nitrosilagéo

Nitragc&o Tirosina

S-Nitrosilagéo

Nitragc&o Tirosina

Nitracé@o Tirosina
Nitragc&o Tirosina
Nitracé@o Tirosina
Nitragcdo Tirosina
S-Nitrosilagéo

Nitragc&o Tirosina
Nitracé@o Tirosina
S-Nitrosilagao

Nitracé@o Tirosina

Nitragcdo Tirosina

S-Nitrosilagéo

Nitragc&o Triptofano

S-Nitrosilagéo

Nitragdo Tirosina;

Nitrotirosinag&o

Inibicdo sintese ATP
Inibicdo atividade peptidase

InibicAo apoptose pela via
da caspase-9 (via ausente
em T. cruzi)

Aumento de estabilidade

Inativagéo devido a
aumento na fosforilag&o
Desconhecida
Desconhecida
Inibicdo da enzima
Inibico da enzima
Inibic&o atividade redutase
Inibicdo atividade
chaperonina
Desconhecida
Modificagdo fungdo: de
atividor a inibidor de NOS
Ativacdo via de morte
celular por fas (via ausente
em T. cruzi)
Desconhecida
Desconhecida
Diferenciacao celular (?)

Inibi¢&o atividade quinase

Controle do ciclo celular

HAYNES, 2010

KOH, 2000

NAKAGAWA, 2007

GUAN, 2012

CASONI, 2005

KOECK, 2004
LOZANO-JUSTE, 2011
MARKLAND, 1975
PALAMAI, 2010
HASHEMY, 2007

KOECK, 2009

RODRIGUEZ-ARIZA,
2005

MARTINEZ-RUIZ, 2005

FRANCO, 2013

HAQQANI, 2002; DIXIT,
2010

ABAT, 2008
KAWASAKI, 2011

CHOI, 2011;
YUSUKAWA, 2005;
HESS, 2011

PHUNG, 2006; KALISZ,
2000
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Estudos de protedmica comparativa séo particularmente Uteis para a identificacao de
um grande nimero de proteinas em resposta a um determinado estimulo, que impliquem em
mudancgas quantitativas ou mudancas pos-traducionais das proteinas, direcionando os
estudos para alvos mais especificos. O presente trabalho néo foi diferente: foi possivel
identificar diversas proteinas modificadas por nitracido em residuos de tirosina e S-
nitrosilacdo em residuos de cisteina em resposta a incubacao de tripomastigotas de T. cruzi
com a matriz extracelular. E possivel agora levantar diversas questdes de relevancia
bioldgica, tais como qual a influéncia de S-nitrosilacdo em proteinas de superficie como
gp63 e trans-sialidase no processo infeccioso, se a nitragdo de determinadas enzimas leva a
inibicdo da via glicolitica ap6s interacéo do parasita com ECM ou se leva a dissociacéo do
nucleossomo do cromossomo, controlando a transcricdo génica. Sao varias as

possibilidades abertas, que necessariamente serdo estudadas em futuro proximo.
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6. CONCLUSAO

A literatura com relagéo a sinalizacdo por NO em Trypanosoma cruzi € incipiente e
colocava em duvida até mesmo a existéncia de vias de sinalizacdo por NO nesse parasita.
No presente trabalho foi possivel reproduzir dados anteriores da literatura quanto a
producdo de NO e seu envolvimento na resposta a incubacao de tripomastigotas de T. cruzi

com a matriz extracelular.

A interacdo entre T. cruzi e a matriz extracelular é capaz de modular a sinalizacao
por 6xido nitrico evidenciado por: i) Menor concentracdo de NO no meio de cultura e menor
concentracdo de cGMP em extratos do parasita apés incubacdo com ECM, sugerindo a
inibicdo da via de sinalizacdo classica por NO nessas condicoes ii) Modificacdo no perfil de
S-nitrosilagcdo apds interacdo do parasita com a ECM, com predominio de denitrosilacao. iii)
Modificacdo no perfil de nitracdo em residuos de tirosina, novamente com predominio de

denitragéo.

Tal modulacdo pode levar a adaptacfes biolégicas relevantes, tais como inativacédo
de vias metabdlicas, como sugere a nitracdo em tirosina de trés diferentes enzimas da via
glicolitica apés adesdo do parasita a ECM, e modulagcdo em vias de sinalizacdo, como
sugere a denitrosilacdo em proteina quinase de especificidade dupla (serinal/treonina) e

fosfatase de especificidade dupla (DUSP).

As modificacdes pds-traducionais de proteinas por nitragdo ou S-nitrosilacdo vém se
somar as modificagcdes descritas no fosfoproteoma de tripomastigotas em contato com a
matriz extracelular. O papel de cada uma dessa modificacbes e sua possivel interagéo,
como por exemplo a S-nitrosilagdo de proteinas modulando a fosforilagcdo, abre um
caminho novo de investigacdo em T. cruzi. E, o mais interessante, abre a possibilidade de

S-nitrosilacdo e Nitracéo de proteinas fazerem parte da sinalizacao celular em T. cruzi.
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