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RESUMO

o Trypanosoma cruzi expressa um grupo de glicoprotcinas de superficie~denominadas Tc

85, que pertencem à superfumília gêmca das gp85/traus-sialidases. Nosso laboratório ClOllOU e

caracterizou um membro da fumília Tc85 (Tc85-11), cuja região carboxila tenninal (clone Tc

85-1) adere em laminina e em células de mamífero. Usando peptídeos sintéticos,

correspondendo em seqüência à Tc85-1, caracterizou-se o motivo níais conservado da

superfamilia gêllica das gp85/tr31ls-sialidases (VTVxNVFLYNR), o qual não adere em

laminina. Esse motivo foi chamado peptídeo J. Por cromatografia de extratos de membrana de

cardiomiócitos em coluna de afmidade contendo peptídeo J, foi isolada mna molécula de 30

kDa identificada como sendo a subunidade 133 da Na+, K+ ATPase. A porção extrace]u]ar da

subunidade 133 da Na+, K~ ATPase foi c10nada e a interação in vitro desta proteína com

peptídeo J foi observada. Deste modo, é sugerido aqui que a subunidade IH da Na\ r ATPase

pode ter um papel importante na interação do parasita com a célula hospedeira.



Abreviações

BSA - albumina sérica bovina
DME - meio de cultura de Eagle modificado por Dulbecco
DMSO - dimetilsulfóxido
EDTA - ácido etilenodiaminotetracético
ESI-MS - electrospray ionization-mass spectrometry
FT - eluato total
HEPES - hidroxietil-piperazina-N-2-etano-sulfônico
KHB - fosfato de potássio monobásico 1,2 mM; cloreto de potássio 4,7 mM
PBS - fosfato de sódio 10 mM pH 7,4; cloreto de sódio 150 mM
PMSF - feniImetilsulfonil fluoreto
sns - dodecil sulfato de sódio
SnS-PAGE - eletroforese em gel de poliacrilamida com sns
SFB - soro fetal bovino
TBS - Tris 50 mM pH 7,5; NaCl150 mM
TLCK - N-tosil-L-lisinaclorometilcetona
Tris - Tris-(hidroxilmetilaminometano)
U4 - uréia 4 molar
U8 - uréia 8 molar
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l:INTRODUCÃO

A tripanosouúase Americana ou Doença de Chagas é uma importante infecção

parasitária na América Latina em temIOS de saúde pública e impacto econômico. Estima

se que em nosso continente, desde o México, passando pelo Brasil ao sul da Argentina,

haja entre 16-J8 milliões de pessoas infectadas e J20 milliões estejam em risco de

adqlÚfí-Ja (Moncayo et al., J999). A maior parte dos casos de infecção dos seres

hmnanos, ou de outros vertebrados, é produzida pelo contato da pele ou mucosas com

fezes ou urina de insetos hematófagos contaminados por T cruzi: os triatomas. Apesar de

haver mais de 100 espécies de triatomas, somente uma dezena de espécies tem

importância epidemiológica, como origem regular de ínfecção humana.

No homem são observados quadros clínicos com diferentes caracteristicas~ alguns

sem qualquer manifestação clínica (40%), outros com alterações cardiacas (30-40%),

cardíacas e digestivas ou neurológicas (estas, menos freqüentes).

É interessante observar que há uma correlação entre formas clinicas e determinadas

regíões geográficas. Por exemplo, no Brasil, há predominância de fonnas cardíacas na

Bahia, digestivas em Goiás, mistas em Minas Gerais e assintomáticas no Rio Grnnde do

Sul. No Brasil, estima-se que 75000 pessoas por ano desenvolvem arritmias associadas à

doença de Chagas, com mn custo devido a implantação de marca passo de ordem de

R$375 milhões/ano (Who,1997). Para essa distribuição, supõe-se que tanto

características do parasita (diferentes cepas) como do hospedeiro, estejam envolvidas.

1.1 Ciclo de vida do Trypanosoma cruz;

O T. crnzi tem um complexo ciclo de vida, que envolve mamíferos e insetos da

fàmília Reduviidae, conhecendo-se três estágios distintos. Epimastigota e Amastigota

são fOmIas presentes no trato intestinal dos ínsetos e dentro de células de mamíferos

hospedeiros, respectivamente e que se dividem assexuadamente. Tripomastigota. é o

estado infectivo do parasita e que não se reproduz.

A infecção natural acontece se houver deposição de fezes do inseto infectado durante

o repasto sangüíneo, com o parasita ingressando pelas feridas da pele, olho ou nmcosas.

Depois, o parasita invade células do hospedeiro para sobreviver e se reproduzir. Dentro

da célula, o trípomastigotase diferencia para a fonua amastigota, a qual se multiplica por
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fissão binária e finahnellte, se diferencia na fonna infectiva. Os parasitas liberados

circulam livres na corrente sangüínea. antes de aderir e entrar em outras células~ dando

origem a outro ciclo de diferenciação e replicação. A transmissão para o hospedeiro

invertebrado ocorre quando o inseto exerce hematofagia e ingere tripomastigotas

circulantes em mamíferos infectados. Ao longo do tubo digestivo do inseto, os

tripomastigotas diferenciam em epimastigotas, que se proliferam e migram através do

liunem intestinal do inseto. Na região terminal do intestino, os ep.imastigotas se

transfonnam em tripomastigotas metacíclicos (metaciclogênese) que são eliminados com

as fezes e podem infectar o vertebrado (Figura 1). Nos últimos anos, diferentes

laboratórios têm descritos fonnas intennediárias entre esses três estágios clássicos,

destacando-se as fOlmas epimastigotas intracelulares, que antecedem o aparecimento de

fOlmas tripomastigotas no hospedeiro vertebrado (Almeida-de-Faria et al,J999, Tyler &

Engmam,200]).

Além do ciclo natural a transfusão de sangue também é uma importante rota de

infecção que pode ser evitada pelo controle de qualidade de sangue dos doadores. São

descritos casos de infecção congênita em recém-nascidos de mães .infuctadas, mas em

menor proporção (MiJes et al., 2003). Ocasionahnente, também há relatos de transmissão

oral da doença pela ingestão de alimentos contaminados por triatomíneos infectados.

Figura I-Ciclodevídado Trypanosoma cruzi. OMS(2002)
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No vertebrado, o T cruzí é um patógeno intracelular obri~rio e pode

potencialmente invadir todos os tipos celulares, exceto neutrófilos, eosinófilos, e

hemácias, sendo que alguns tipos são mais susceptíveis à infecção do que outros (Brener

et 31.,2000). O uso de células de mamíferos em cultura suporta o crescimento e

propagação do T cnlZi in vitro, facilitando grandemente o estudo da invasão,

diferenciação e replicação desses parasitas. A fonna tripomastígota tem a capacidade de

infectar o hospedeiro vertebrado, pois consegue penetrar e habitar o meio intracelular

inclusive de macrófagos não ativados, resistindo à digestão fagocitária no interior de um

vacúolo denominado vacúolo parasitóforo, do qual sai para o citoplasma após 1-2 horas.

Epimastigotas e amastigotas por sua vez, podem ser fagocitadas por células fàg~as

profissionais, porém sua destnúção em fagolissomos aborta a infecção. RessaJta-se que

amastigotas obtidas in vitro também infectam culturas de tecido.

1.2 A doença de Chagas

O processo patológico básico da doença de Chagas é a inflamação. Ocorrem dois

tipos de reação inflamatória associada ao T cruzi: uma reação foc~ dependente da

presença do parasita que sW'ge onde o parasita se multiplica e TOmpc as células

parasítadas e uma reação difusa que ocorre no miocárdio, esôfago e cólon, dunmte as

fases aguda e crônica da infecção.

O parasitismo acentuado nas células de Schwann, pode ser importante fator na

destnúção de estnÚlrras do sistema nervoso autônomo por atrair para suas vizinhanças a

inflamação e o possível comprometimento vascular, resultando daí um papel proeminente

na patogenia da doença de Chagas, especialmente nas suas fonnas digestivas.

Pesquisas feitas em cadáveres de pacientes portadores de míocardite cbagásica

crônica revelam que o T. cruzí não tem preferência pelo coração, pois fonnas amastigotas

foram encontradas em diferentes células e tecidos. Por outro lado, no coração havia a

redução do número de neurônios dos plexos nervosos parassimpáticos, além de

inflamação intensa difusa e fibrosante, enquanto que nos outros órgãos infectados, as

lesões em tomo das células parasitadas eram discretas ou ausentes. Assim, o mesmo

parasita provoca respostas diferentes no coração e em outros órgãos de mn mesmo

hospedeiro (Barbosa e Andrade, 1984).

5



Duas fases distintas podem ser observadas ao longo da doença de Chagas: a fase

aguda e a fase crônica. A fase aguda, que se manifesta entre 7-10 dias após a infecção

representa uma infecção generalizada pelo T. cruzi. As formas amastigotas podem ser

encontradas nas secções histoJógicas de quase todos os órgãos e no interior de vários

tipos celulares tais como: fibras musculares lisas esqueléticas e cardíacas~ fibrobJastos,

macrófagos, céhIlas gliais, céhIlas endoteliais, céhIlas de Schwann e neurônios,

geralmente acompanhadas de infiltrado mononuclear, congestão aguda e edema.

Parasitas intracelulares por vezes são abundantes em adipócitos constituindo a chamada

"gordura cinzenta". A nliocardite é a lesão mais freqüente e é muito 1nteusa. Os que

fuJecem por insuficiência cardíaca apresentam coração flácido, congesto, aumentado em

vohune, com petéquias subendocárdicas. Pode haver linfadenite em línfonodos cardíacos,

o que representa. um reflexo das alterações ocorridas no miocárdio. Microscopicamente,

ocorre infiltrado mononuclear e edema dissociando fibras cardíacas. O infiltrado

inflamatório envolve todas as estruturas do coração e estende-se ao endo- e ecto

pericárdio, onde podem ocorrer densos acúmulos focais. Envolve nervos,sístema

excitocondutor e gânglios parassimpáticos da parede atrial. No intestino e esôfago, há

parasitismo muscular e dos elementos do plexo de Auerbach, além de densos ínfiItrados

linfocitários ao longo desse plexo, com lesões degenerativas nos neurônios. No encéfalo,

ocorre infiltração leucocitária mononuclear das leptomenillges, conges1âo, bemorragia

perivascular no interior da substância nervosa, neurofagia e proliferação gliaJ.

Excepcionalmente, os parasitas podem ser encontrados em neurônios. Quando a infecção

se dá pela mucosa ocular, observa-se inchaço de uma ou ambas pálpebras do 0]]10

infectado (sinal de Rom3Õa, 1935) ou quando se dá pela pele, sempre que haja SOhlÇão

de continuidade, o sinal característico é o inchaço no local da infecção, sendo chamado

de chagoma. O sintoma mais comum é a febre, mas pode ocorrer também enfartamento

de linfonodos, edema subcutâneo, hepato ou esplenomegalía. Após a :tàse aguda, há a

redução global do número de parasitas, mas nos seus sítios de muJtiplicação em vários

órgãos, a reação focal continua (Brener, 2000).

O período compreendido entre as manifestações das fases aguda e crônica, cardíaca

ou digestiva, é classificado como forma latente ou indeterm:inada, caracterizada por

lesões inflamatórias nlicroscópicas focais onde parasitas podem ser demonstrados

(Brener, 2000).
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A cardiopatia ch3!:,-rásica crônica é fOlIDa clínica tardia da infecção e possui como

sintomas as insuficiência cardíaca, arritmia, e o tromboembolismo. Macroscopicamente,

o coração se toma globóide~ com a ponta formada pelos dois ventrículos e com os vasos

venosos congestos. Pode haver manchas brancas e planas de espessamento epicárdico

("manchas lácteas"). O miocárdio toma-se amolecido, embora não flácido, e com

espessura irregular, com áreas de afinamento que se alternam com áreas hipertrofiadas.

Muitas vezes pode apresentar espessura reduzida o que poderia contnbuir para explicar a

isuficiêllCia cardíaca típica dos chagásicos. Ocorre comprometimento das funções dos

órgãos infectados em manifestações digestivas da doença. A prevalência de

manifestações digestivas ou cardíacas, depende principabnente da região endêmica,

sendo que a fonna digestiva é a de maior incidência na região central do Brasil e rara em

outras áreas. Cerca de 30% dos indivíduos com sorologia positiva desenvolvem alguma

forma de expressão da doença crônica cardíaca, e em tomo de 300ÁJ desses, as

manifestações clínicas serão significativas, associando a conspícua morbidade e

mortalidade (Brenner ef al~ 2000).

O controle da propagação da doença de Chagas pode ser feíto pelo controle da

população dos insetos vetores, intra e peridomiciliares, pelo aperfeiçoamento do método

de detecção de parasitas no sangue utilizado para transfusões on ainda pelo

desenvolvimento de fánnacos ou vacinas que evitem a internação de tripomastigotas por

células do hospedeiro vertebrado. Deste modo, é grande o interesse de avaliar em escala

molecular a interação T crozi-célula hospedeira, na busca da compreensão de

mecanismos de adesão do parasita à célula, bem como sua internação. Estes fenômenos

são cruciais para a sobrevivência do T. cruzi, já que os tripomastigotas não podem

sobreviver por muito tempo na circulação (Zingales & Colli,1985).

1.3 Interação parasita-hospedeiro

Nos processos acima descritos são essenCI<US as interações parasita-eélula

hospedeira. Estudos realizados para compreender o fenômeno de invasão mostraram que

nele estão envolvidas várias moléculas de superncie de ambas as partes, como sistemas

do tipo receptor-ligante (Zingales & Colli 1985 e Burleigh & Andrews 1998)
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1.3.1 Ligantes de Células de Mamífero para Trypanosoma cruzi

No decorrer dos processos de reconhecimento celular, adesão e penetrnção, a

identificação dos componentes da superlicie do T crnzi e da célula hospedeira é de

fimdamental importância Sugeriram-se várias especies químicas envolvidas nesse

processo no hospedeiro vertebrado, incltúndo componentes da matriz extrace]u]ar.

Ouaissi et a/o (l984) mostraram que fibrollectína liga-se a tripomastígotas. Sugeriu-se,

como hipótese, que a fibronectina, fonnaria uma ponte entre o parasita e a célula

hospedeira. Duas proteínas, uma de 85 kDa e outra minoritária de 58kDa, foram

identificadas como sendo os possíveis receptores, presentes apenas em tripomastígotas

(Ouaissi et a/., 1986a e 1986b). Além disso, a seqüência RGD parece estar envolvida no

processo, pois a pré incubação de tripomastigotas com RGD diminui a infecção in vivo

(Ouaissi et al.,1986b, 1988 e 1989). Mais tarde, os mesmos autores observaram. que

anticorpos dirigidos contra moléculas de colágeno tipos I e UI intbem a invasão de

células de mamíferos por tripomastigotas e sugerem que o receptor de fibronectina possa

se ligar também em colágeno f:Jelge et a!., 1988).

Ortega-Barria e Pereira (1991 e 1992) também observaram a adesão de

tripomastigotas em colágeno do tipo I e IV, heparina e heparan sulfato" mas não em

outros glicosaminoglicanos (ácido hialurôDÍco e condroitin sulfato). Eles identificaram

uma proteína de 60 kDa tripomastigota. específica, denominada penetrina, como sendo o

receptor de heparina no T cnui.

Em nosso laboratório, foi observado que anticorpos anti-Iamínina inibem a invasão e

que uma molécula de 85 kDa presente na superfície de tripomastigotas é o receptor de

lamínina (Giorrlano et aI., 1994 e 1999). Essa molécula pertence à superlàmilia das trans

sialidases, descrita no ítem 1.3.2.

Quanto à interação de tripomastigotas com células fagocíticas - além do

envolvimento de carboidratos descrito por vários grupos (Araújo-Jorge & de Souza,

1984) Fernandez et 01. (1993) observaram que anticorpos anti-J} integrinas inibem a

infecção e a replicação de T crnzi em macrófagos humanos e sugerem que a inibição

esteja relacionada com o bloqueio da ligação de fibronectina a macrófagos.

Recentemente, Freire-de-Lima et a!. (2000) demonstraram que a interação de linfócitos T

apoptóticos com macTÓfagos infectados com T cnlzÍ ativam o crescimento'do parasita de

modo dependente de prostaglaudillas E2, TGF-13 e atividade de oruitina descarboxiIase

8



em macrófagos. A injeção de células apoptóticas em camundongos infectados amnenta e

o tratamento com irubidores da ciclooxigenase reduz a parasitemia.

1.3.2 Ligantes de Trypanosoma cruz; para Células de Mamíferos

Algumas proteínas ou glicoproteínas presentes na superfície do parasita também

foram relacionadas com os processo de adesão e penetração. Em tripomastigotas, merece

destaque um grupo heterogêneo de glicoproteínas de 60 a 250 kDa, pertencente à super

fumília das tralls-sialidades (Coll~ 1993; Cross e Takle, 1993; Schenkman et 01., 1994; e

Frasch, 2000). Tal enzima é expressa em altos rnveis em superficie de tripomastigotas,

onde se encontra ancorada por âncoras de glicosilfosfatidilinosrtoJ (GPI). Trans

sialidades transferem, de modo reversível, ácido siálico a(2~3)-]igados em l3-gaJactose

tenDÍllais presentes em aceptores específicos na superficie do parasita" o qual não

sintetiza ácido siálico (Colli, 1993).

As .Mucinas são aceptores de ácido siálico na reação mediada por trans-siaJidase

fonuando mn grupo de glicoproteínas O-ligadas, de 60-200 IeDa. ricas em treonina,

prolina e serina (Frasch, 2000). A importância do ácido siálico em mucinas já foi

demonstrada: a presença de ácido siálico em mucinas promove a invasão celular por

tripomastigotas (Schenkman et 01., 1993; Franchin et aI., 1997). A remoção de ácido

siálico de mucinas pode aumentar a infecção de células fagocíticas por 1ri:pomastigotas

metacíclicos (Yoshida et 01,1999). Além disso, as mucÍllas ou suas âncoras de GPI

podem desempenhar funções importantes na aderência do parasita a macrófagos e

produção de óxido nítrico (NO) e citocinas por estas células (De Diego et al., 1997;

Camargo et aI., 1997a e 1997b). Assim como ocorre em outros tipos celulares (Agrawal

et ai., 1998), as mucinas podem atuar tanto como moléculas adesivas quanto anti

adesivas, dependendo do estágio do parasita e da natureza da célula alvo.

O estágio de desenvolvimento do parasita regula a expressão das trans-sia]idases em

tripanosomas. Epimastigotas apresentam a enzima na fonua monomérica e com baixa

atividade (Chaves el ai., 1993), entretanto, a atividade enzimática aumenta quando o

parasita atinge a tàse estacionária de crescimento e inicia a diferenciação em

tripomastigotas metacíclicos (Yoshida, 1983). Os tripomastigotas expressam a trans

sialidase em maior quantidade que os epimastigotas e de fOIma multimérica ligada à

membrana plasmática por meio de uma âncora de GPI sensível à ação da fosfoJipase C.
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Achados bíoquímicos indicam que a enzima não é detectada <imante a transfOllllação

tripomastigota-amastigota no interior da célula hospedeira, sendo detectada novamente

quando novos tripomastigotas são fonlIados, ainda no interior da célula do hospedeira.

(Frevert et ai., 1992; Rosemberg et ai., 1991 e Abuin et aI., 2000). No entanto, estudos

imunocítoquímicos mostram a proteína na fOIma amastigota (Souto-Padmn et al., 1990;

Frevert et aI., 1992 e Rosemberg et aI., 1991). Os trípomastigotas hberam quantidades

significatívas de trans-sialidase no citosol de células infectadas e contimIa sendo expressa

pelo tripoUIastigota. no ambiente extracelular sendo constantemente liberada no meio de

cultura (Colli, 1993; Rosemberg et aI., Schenkman et aI., 1992).

A super-fumilia gêmca das trans-sialidases contém cerca de 1000 membros, com

diferentes graus de similaridade entre sÍ. Existem atualmente diversas formas de

classificação dos membros da fumíJja das trans-sialídases, dependendo do grau de

identidade entre as seqüências, massa molecular e outras características (Colli et aI.,

1993; Cross e Talde, 1993; Schenkman et al., 1994 e Fr~ 2000). Coma identificação

crescente de novos genes pelo projeto genoma de T cruz; ainda não foi descrita até o

momento uma classificação permanente.

Membros da família podem ser classificados em duas sub-familias: a das trans

sialidases, com 140 genes, e a das trans-sialídases-símile, com mais de 700 genes (Frasch

et aI, 2000). A familia das fralls-sialidases pode ser dividida em três grupos de acordo

com a estrutura e fimção das proteínas codificadas: TS, TS I e TS-e. Os grupos TS e TS I

são expressos em tripomastigotas e estão ancorados por GPI à membrana plasmática.

Esses gmpos têm duas regiões principais: a região amíno-tennínal que contém o sítio

catalitico e a carboxi-tennínal que contém repetições em série de J2 aminoácidos

(repetições SAPA). Esses dois grupos diferem essencialmente na região amino-termiual.

O grupo TS tem atividade enzimática, ausente no grupo TS I, devido a uma mutação

única de tírosína na posição 342 para histidina (Cremona et ai., 1995). Deve-se notar que,

membros do grupo sem atividade enzimática, ligam-se a l3-gaIactose com a mesma

especificidade da trans-sialidase ativa (Cremona et ai., 1999). Os membros do grupo TSe

são expressos em epimastigotas, têm baixa atividade enzimática, não são liberados no

meio de cultma e não têm o domÍIúo repetitivo SAPA (Briones et aL, 1995).

Recentemente foi descrito que traus-sialidases contendo as repetições SAPA têm vida

média 8-10 vezes maior do que a enzima sem repetições (Buscaglia et aI., 1998 e 1999).
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Além disso, a presença. de SAPA modula a produção de anticorpos contra a região

catalítica (Buscaglia et aJ.~ 1998).

Os genes similares àqueles codificados pela trans-sialidases, cujos produtos não têm

atividade enzimática foram identificados e incluídos na super-família das trnns-sialidases

e podem ser classificados como genes tralls-sialidases-súnile (Frascb et al., 2000). Os

produtos desse genes apresentam similaridade (30-40%) com a seqüências de

aminoácidos das trans-sialidases. Além disso, podem apresentar até 4 cópias completas

ou degeneradas das "Asp boxes" (SxDxGxTW), típicas de sia)jda~ bem como o

domínio subtenninal VTVxNVFLYNR (seqüência FLY), que é característico de todos os

membros da família das trans-sialidases e trans-sialidases-símile (Colli" 1993; Cross e

Takle,1993).

c. '.'- .", "
; ~.',. t , •

• • "~ __'. I _ _N-
Peptí~Fe=o<-- -t-_.aÂL&fqcora de GPI
Sinal

Região N-terminal
(--MO-IOOO aa)

Repetições C-terminal
(variação de
tamanho)

Figura 2: Estmtum geml dos membros das tàmílias trnns-sialidases e tms~ialidase símile

As possíveis filllçõe5 de membros da super-família das trans-sialidases, além da

atividade enzimática, vêm sendo estudadas por diversos grupos. Membros dessa fàmI1ia

participam da filga do vacúolo após a invasão de células de mamíferos (BurJeigh e

Andrews, 1995), inibem a ativação das vias alternativa e clássica do complemento ao se

ligarem em C3b e C4b, evitando a formação da C3 convertase ativa (Norris, 1998) e

adesão em componentes da matriz extracelular. (Alves et ai., 1986; Abuin et a/." 1989;

Ouaissi et ai., 1986; Lima e Villalta, 1989; Velge et ai., 1988; Ortega-Barria & Pereira,

1991; Gíordano et aJ.~ 1994 e 1999). Alguns grupos sugerem que os resíduos de
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carboidrato de algumas dessas glicoproteínas também estejam envolvidos no processo de

invasão (Arruda et aL~ 1989; Ortega-Barria & Pere~ 1992).

1.4 A Família Tc85

Em nosso laboratório uma família de glicoproteínas de superficie de T. cruzi de 85

kDa (Tc85), que se liga a lectina WGA (wbeat gero) agglutinin)~ foi isolada de lisado de

tripomastigotas, não sendo encontradas nos outros estágios de desenvolvimento do

parasita (Katzin e CoUi, 1983). Observou-se que um anticorpo monoclonal contra esta

glicoproteína , RI AIO, reconhece todos os estágios ínfectivos de T. allzí de diferentes

línbagells (Y e CL), independentenlente de sua origem: tripoIDaStigOtas de insetos, de

cultura de células, da corrente sangüínea e derivados de meio axênico (Alves et aI.,

1986). O monoclonal HIAIO é capaz de inibir a penetração de células epiteliais de rim de

macaco (LLC-MK2) por tripomastigotas, sugerindo a interferência da Tc85 no

mecanismo de invasão. É interessante observar que HIAIO não causa lise nem

aglutinação do parasita. mas impede sua penetração, sugerindo a existência, na célula

hospedeira, de receptores para as glicoproteínas de T. cruzi (Alves et 01., 1986; Abuin et

al.~ 1989).

A clonagem e caracterização de um membro dessa famJ1i~ Tc85-1 I, revelou alta

similaridade entre a sua seqüência e a de membros da super-família gênica das trans

sialidases (Giordano et al., 1999). O epítopo do anticorpo HIAlO foi caracterizado e a

proteína recombinante codificada pelo clone Tc85-11 liga-se in vitro em Jaminina em

células de mamífero (Giordano el aI., 1999). AssÍlll, aventou-se a hipótese de que a

família das trans-sialidases c.odificaria moléculas de adesão pennítindo ao parasita aderir

e transpor tanto a matriz extracelular quanto a membrana plasmática.

Peptideo J que é encontrado na região carboxi-ternllnal da Tc85-11, contém o

motivo mais conservado das trans-sialidases (TxVFLYxR) e tem afinidade por diferentes

componentes da célula hospedeira. Recentemente, citoqueratina 18 foi identificada como

receptor para peptídeo J presente em células epiteliais de mamíferos (Magdesian et aI,

2001). Assim, fomos verificar quais moléculas presentes na membrana celular de células

cardíacas poderiam interagir com o peptídeo J na superficie de T. Cl7JZi. No trabalho

apresentado nesta dissertação, mostramos a interação in vilro, do peptideo J com a

subunidade 133 da Na+,K+ ATPase recombinante.
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1.5 A Na+,K+ ATPase

As bicamadas lipídicas das membranas biológicas são impermeáveis a íons e moléculas

polares. A permeabilidade é conferida por 2 classes de proteínas de membranas que

constituem as chamadas bombas e canais. De maneira geral as bombas nos mamíferos

utilizam a energia hberada pela hidrólise de ATP ou luz, para transportar íons ou moléculas,

constituindo o transporte ativo. Canais, permitem que os íons fluam rapidamente através de

membranas, constituindo o transporte passivo.

A Na+, K+ATPase ou bomba de Na+, K+ é Ulna ATPase do tipo-P, mn complexo

enzimático presente na membrana celular de diferentes tipos celulares, incluindo as células

cardíacas, que catalisa a hidrólise de ATP acoplada à transferência de Na'l- para o meio

extracelular e K+ para o interior da célula, confonne a equação abaixo:

ATP + 3Na+intrn + 2 K+extm=> ADP + Pi + 3 Na+extm + 2Na+intrn,

onde Na+iDtra e K+in1ra são íons intracelulares e Na+extra e K+extra são íons extraceJuJares.

A Na+, K+ATPase é um heterodímero composto por 2 tipos de subunídades: as

subunidades a., não glicosiladas de aproximadamente 110 kDa que contém a atividade

catalítica e os sítios de ligação para íons, e as subunidades 13 de 30 a 55 IeDa, com função

não totalmente estabelecida. Ambas as subooidades são codificadas por mna família

multigênica. As seqüências das subunídades-a de várias espécies animais, que são iguais em

98% dos mamíferos, sugerem que essa subunidade contém cerca de oito segmentos de a

hélice trans-membranas e dois grandes domínios citoplasmáticos. A subunídade fi tem uma

única hélice transmembrana e um grande domínio extracelular (figura 9). Acredita-se que a

proteína tenha a composição (al3)2, mas não está claro se a estrutura dimérica é necessidade

funcionaL Aparentemente a subunidade 13 é necessária para a confonnação e transporte do

heterodímero para a membrana plasmática. No entanto há vários trabalhos na literatura

mostrando baixa quantidade de mRNA da subunidade 13 em contraste com o alto conteúdo

de lllRNA detectado para a subUlúdade a ou a não co-localização das subtnúdades a e em

cortes de tecidos.

Além das subunidades 131 e 132, recentemente se descreveu a subunidade 133, também

mna glicoproteína de 42-45 k:Da (Arystarkhova & Sweadner, 1997) abundantemente

expressa em pulmão, mas também presente em figado e músculo esquelético e em menor
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quantidade em rim coração e cérebro. Pode haver ainda uma terceira subunidade protéica

(subunidade y) que acredita-se estar envolvida no controle da velocidade de extrusão e

captação dos íons Na+ e K+ respectivamente. A figura esquematiza como seria a disposição

mais provável do complexo protêico na membrana celular.

Na,K-ATPase Stn;aure

-

-

-

Figura 3: apresentação esuemática da estrutura da Na+, K+ATPase, mostrando as diferentes

subunidades.
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2:0BJETIVOS

Objetivo geral

Estudar a interação da família Tc-85 com cardíomiócitos isolados de ratos.

Objetivos específicos

1) Estabelecer a metodologia de isolamento de miócitos de roedores.

2) Identificar Im] possível receptor para o peptídeo J (região comlIDl aos membros da

Te-85) presente na superfície de cardiomiócitos.
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3: METODOLOGIA

3.1 Cultivo

3.1.1 Cultivo de Células

As células LLC-MK2 (epiteliais de rnn de macaco Rhesus) furam mantidas e

subcultivadas em meio Eagle modificado por Dulbecco, suplementado com l,2gIL de

NaHC03, 5xl05 U/L de penícílína e 100 mgIL de estreptonllcína, contendo 10% de soro

fetal bovino (DME) a 37°C em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO2•

Os subcultivos de células foram realizados a partir de monocamadas confluentes. As

lUonocamadas celulares foram lavadas com 10mM de tampão fosfatoll50 mM NaCI

(PBS) e tratadas com 0,1 % de tripsína em PBS contendo lmM de EDTA por cerca de 2-3

minutos. As culturas foram iniciadas com aproximadamente 3xl04 c-éJuJasfcm2 em

suspensão em garrafas de plástico de 75 cm2 de área. Os subcultivos foram feitos a cada

sete dias, quando as monocamadas se apresentavam novamente confluentes.

3.1.2 Cultivo de parasitas

Tripomastigotas de T. cruzi cepa Y, foram obtidos por infecção de culturas de

células LLC-MK2 conforme metodologia descrita na literatura (Andrews & Colli, 1982).

3.2 Isolamento de Cardiomiócitos

Os anímais foram sacrificados por decaptação por se entender que esse método é o

que causa menor sofrimento ao animal. Para os experimentos, foram utilizados ratos

Sprage Dowley (SD) com 200g de peso em média. Em resmno, o coração foi

rapidamente removido da caixa torácica (Claycomb & PaUazo 1980) e a aorta foi

canulada e perfuudida com uma pressão constaute (100 cmH20) a 3JOC com Tampão

K.rebs-Henseleit sem cálcio, contendo NaCJ 118 mM, NaHC03 25 mM, .KH2P04 1,2

mM, KCI 4,7 mM, MgS04 1,2 mM, Hepes 10 mM e glicose 10 mM. Para se reduzir a

contaminação bacteriana ou fimgica, o sistema de pemlSão foi lavado previamente com

álcool etílico 70% e em seguida lavado com 1000 mL de água destilada esterilizada,

antes da canulação do coração. A soJução tampão foi filtrada ( filtro de 0,2-J.Ull) e

equilbrada com 95% de O2 e e 5% de COl por pelo menos 20 minutos antes do uso.
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A digestão enzimática foi iniciada por adição de colagenase tipo n (O~5mg1mL

Sigma). Quando o coração se tomou descorado e rígido, aproximadamente S minutos

após iniciada a digestão, foi adicionado SOmM de EGTA Após 40 minutos de digestão, o

coração foi removido do sistema e cortado em vários fragmentos. O sobrenadante

contendo os cardiomiócitos em suspensão foi filtrado em gaze em tubo estéril ,

centrifugado por 500 rpm por 5 minutos e o precipitado de células foi lavado mais 3

vezes em meio DME suplementado com antibióticos (1% penicilina-estreptomicina). Os

critérios para avaliação da viabilidade dos cardiomiócitos foram: 1) fonna, que deveria

ser alongada para a maioria das células, observando-se poucas células arredondadas; 2)

estriações sarcoméricas claramente defmidas; 3) estado quiescente, ou seja ondas de

contrações espontâneas, por pelo menos 5 minutos (Ying-Ying, 2000).

Foi feita também a incubação das células com azul de Trypan 0,2% para que se

pudesse avaliar a viabilidade das células.

3.3 Adesão de cardiomiócitos

3.3.1 Adesão a superfícies tratadas com Poli-lisina e diferentes proteínas

Como os cardíoITÚócítos ísolados não aderem a superfícíes que não tenham passado

por lllll tratamento com componentes da matriz extracelular ou com substâncias

carregadas, uma série de substâncias foram testadas para que se pudesse avaliar a adesão

de cardiomiócítos a superfícíes recobertas com essas substâncias. Todos os ensaios de

adesão de cardiomiócitos a essas superfícies tratadas, foram feitos em placas de 8 poços

pré-incubados com SOOJJL de: poli-lisina 0,02mg!mL; laminina 10p.glmL; colágeno

4mgl.mL; fibronectina lJ1g/JiL por 12 horas a 37°C e sob agitação constante. Após esse

tempo, as placas foram lavadas 3 vezes com PBS e bloqueadas durante 2h com PBS

lo/o/BSA.

Após a preparação das placas, foram adicionados cerca de 105 cardiomiócitos recém

isolados por poço e 2mL de meio DME suplementado com 5 x 105 UIL de penicilina e

100 mg!L de estreptomicina e 10% de soro fetal bovino. As células foranl mantidas a

37°C em estufa umídificada e em atmosfera de 5% de C(h. Como controle negativo,

utilizou-se lllll poço recoberto com 30J.lg de albumina.
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3.3.2 Adesão a matriz extracelular de células LLC-MK2

Células de rim de macaco (LLC-MK2) foram cultivadas em placas de 8 poços como

descrito acima. Após 24 horas. a matriz extraceJular foi preparada como descrito a seguir

e annazenadas a -20oe até o momento do uso.

Células epiteliais de rim de macaco Rhesus (LLC-MK2) foram crescidas em meio

DME por 4 dias até a confluência. As células foram lavadas 3 vezes com PBS. para

retirar meio de cultura remanescente e em seguida foram deixadas em contato com água

estéril até que todas se tomassem esféricas e se desprendessem da matriz. As células

foram desprezadas e o processo foi repetido por mais duas vezes, até que todas as células

fossem removidas. Para os estudos de adesão. foram adicionados cerca de 105

cardiomiócitos como descrito. Quando necessário, a matriz extracelular foi solubilizada

com SOOJ,iL de n-octil-glicopiranosídio 100mM, concentrado por liofilização e separados

por eletroforese em gel de poliacrilamída 9%.

3.3.3 Adesão ao peptídeo J

Numa placa com 8 poços, 30J.1g de peptídio J (ou outro peptídeo de ínteresse) em

200J,iL de DMSO 10% (em água) foram secos durante a noite a 37°C com agitação,

lavados com PBS e os poços bloqueados com PBS/l%BSA durante 2 h. Foram

adicionadas cerca de 105 células aos poços contendo os peptídios de interesse e incubados

por 8 horas a 37°C e 5% de CO2 . Após este tempo, lavaram-se os poços 3 vezes com

DME 10% SFB. Como controle negativo. foram utilizados poços recobertos com 30Jlg

de albmnll13.

3.4 Adesão de tripomastigotas a Cardiomiócitos

Em tubo eppendorf, foram adicionados cerca de 3x 105 cardiomiócitos/mL em meio

DME 2% SFB e 3xl08 tripomastigotas. na proporção de 100 tripomastigotas para cada

cardiomiócito. Essas céhuas foram incubadas por 8 horas a 37°C em tensão de CO2, após

o quê uma alíquota de 2 f.lL foi colocada em lâmina, corada com Hoecbst. e observada ao

microscópio de epitluorescência. Outra alíquota contendo cerca de 6xl03 células foi
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aderida em lâmina por centrifugação em citoceutrífuga (Citospin) a 1000 rpm por 5

minutos e em seguida corada por Rosenfeld (Rosenfeld, 1947).

3.5 Quantificação de Proteínas

O doseamento de proteínas foi feita pelo método de Lowry (Hartree, 1972).

3.6 Isolamento da fração membranar

As frações de membranas foram preparadas de acordo com Brown et 01. (1990). Em

resmno. as células foram obtidas por perfusão do coração com colagenase. lavadas 3

vezes com PBS e lisadas por sonicação em tampão contendo sacarose 250 mM. HEPES

20 mM. EDTA 1 mM, PMSF 1 mM. TLCK 1 mM e aprotinina 2.8 J1gfmL. A suspensão

foi centrifugada a 1500 x g por 10 minutos e o sobrenadante foi centrifugado a 100.000 x

g por 1 hora, sendo que o precipitado foi solubilizado em tampão fosfuto contendo n

octil-J3-D-glicopiranosídeo ou 0,5% NP-40. Os componentes insolúveis foram separados

por centrifugação a 10.000 x g por 30 minutos e o sobrenadante foi utilizado nos ensaios

de cromatografia de aÍmidade em collma contendo peptídeo J . Quando desejado, as

proteínas de superficie dos cardiomíócitos isolados foram biotiniJados com EZ-Línk:

Sulfo-NHS-BiotillylatiOll Kit, como recomendado pelo fabricante.

3.7 Cromatografia de afinidade

Peptídio J foi sintetizado com uma cistcú13 adicional no grupo amino tenninal pelo

grupo do Dr. Luiz Juliallo e Dra. Maria Julíano (UNIFESP). O peptídio J foi imobilizado

numa matriz sólida (illtralink: Iodoacetil, Pierce) e usado para experimentos de

cromatografia de afinidade (J-matriz) como descrito em Magdesian et 01. 2001. Os

componentes de membranas solubilízados em J3-D-n-octil glicosídeo ou NP-40, foram

incubados durante a noite com l-matriz a 4°C sob agitação. Em média, 650llg de

proteÚlas foi adicionada por cohma. As cohmas foram lavadas exaustivamente com

25mM de f3-D-n-octJ.l glicosídeo ou 0,5% NP-40, em tampão PBS. Em seguida, as

colunas foram eluídas sucessivamente com NaCl 1M, uréia 4M e 8M, a temperatura

ambiente. Dependendo dos experimentos, concentrações de 0,2; 0,4; 0,6; O,8M de NaCI
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foram utilizados. As frações coletadas foram dializadas, concentradas e analisadas por

SDS-PAGE.

Como controle, foi utilizada também uma coluua contendo somente a matriz sólida

também uma coluna contendo matriz sólida para que se pudesse avaliar se a ligação

inespecífica de proteínas de membrana de cardiotlliócitos à matriz. Antes da sua

utilização, essa cohma foi bloqueada por 16 horas com solução de PBS 1 % de albumina.

3.8 Western-Blot

Após separação das proteínas por e1etroforese em gel de poliacrilamida 9%,

contendo SDS (SDS-PAGE), os géis foram colocados sobre membranas de nitrocelulose

e submetidos a eletroforese em solução aquosa contendo Tris-base 25mM (PH8,3),

glicina 150mM e metanol20% por 16 horas a 20V. Após esse período, a membrana de

nitrocelulose contendo as proteínas foi removida e corada com uma solução contendo

Ponceau 0,2% em ácido acético 0,1 % e água, para identificação dos ma:rcadores de peso

molecular. Essa membrana foi lavada com TBS (10 mM de Tris, 150 mM de NaCl, pH

7,2) e incubada com tampão de bloqueio contendo PBS/BSA por 2h, seguindo de 18h de

incubação a 4°C com o anticorpo de interesse. Foram usados anticoJPOs anti

citoqueratina 18 (TROMA-2 e KS-B17-2, Sigma) na dihúção de l/lOOO, anti-desmina

(DE-U-IO, Sigma). Após 2 horas de incubação, a membrana foi lavada por três vezes

com TBSTT (TBS suplementado por 0,5% de Triton X-100 e 0,3% de Tween 20) por 10

minutos e incubada por mais 2h com anticorpo secundário conjugado a peroxidase em

solução bloqueadora à temperatura ambiente. Essa membrana foi lavada e revelada por

quitnioluminescência (BCL Kit, Amersham Biotec.).

3.9 Separação de Proteínas para Seqüenciamento

Utilizou-se para eJuir da coluua de afinidade contendo o peptídeo J, concentrações

crescentes de NaCI (O~; 04; 0,6; 0,8 e 1M) e uréia 8M, ambos em 0,25M de n

octilglicopiranosídeolPBS pH 8,0. Após diálise e COllCentrnçãO, os eluatos foram

aplicados em geJ de poliacrilamida 9% e submetidos a uma tensão de 60V por

aproximadamente 3 horas. Em seguida o gel foi imerso em solução contendo 50% de

metanol, 0,05% de fOl1Dalina e incubado por 12 horas. O ge1 foi tratado 3 vezes, por 20
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minutos com etanol 35%~ sensibilizado com Na2S203 por 2 minutos e lavado com água

por 3 vezes, 5 minutos. As proteínas contidas no gel foram tratadas com solução

contendo 0,2% AgNOJ~ e fonnalina 0,076% por 20 minutos. O gel foi lavado com água 2

vezes~ por 1 minuto cada lavagem. Para visualização das proteínas, o gel foi imerso em

solução contendo 6% de Na2COJ, 0~05% de fonnaJína e 0~0004% de Na2S:zOJ, pelo

tempo necessário para que se pudessem visualizar as proteínas. Quando as proteínas se

tornaram visíveis, o ge] foi imerso em SOhlÇão contendo 50% de metano] e 12% de ácido

acético por 5 minutos para parar a reação.

As bandas de interesse foram recortadas com uma lâmina de bisturi estéril, cortadas

em cubos e transferidas para tubos de microcentrífuga.Os pedaços de gel foram imersos

em acetoDÍtrila por 15 minutos, centrífhgados para se eliminar o excesso de líquidos,

secos em centrífuga a vácuo, imersos em 10 mM de ditioeritritollO,lM de ~HC03 e

incubados por 30 minutos a 56°C. Após a remoção dosobrenadante, foi adicionado

acetonítríla com 55 mM de iodoacetamida /O,lM NRJICO] e incubou-se por 20 minutos

à temperatura ambiente~ na ausência de luz. Após a remoção solução de iodoacetamida

lavaram-se as partículas de gel com 200f.1L de O~lMNR.HC03 por 15 minutos. O liquido

sobrelladaIúe foi removido e as partículas de geI foram secas em centrífuga a vácuo.

O gel seco foi incumbado com 12,5 ngl~tL de trípsína em tampão contendo 50mM

NRJIC03, 5mM de CaCh, a 4°C por 45 minutos, seguido de digestão a 37°C por 12

horas.

3.10 Análise por Cromatografia Líqnida-Espectrometria de Massas

(LC-MS)

Toda a análise para identificação das proteínas foi feita pelo grupo do Prof. 19or de

Almeida. Abaíxo~ uma descrição da metodologia utilizada por eles.

Os peptídios hberados foram separados por nano HPLC (LC-Packings) e analisados

por electrospray wnization-mass spectrometry (ESI-MS), utilizando mn espectrômetro

de massas LCQ-Duo ESI-ion trap-MS (Thermo Finnigan), equipado com nanofoote. Os

peptídios trlpticos dtluídos (-100 finol; 4f.1L) foram aplicados a uma coluna capilar de

fuse reversa CI8 PepMapTM (300 J.1ID. o. d. X 50~1l i.d. x 15 cm, LC Packings), que foi

em seguida lavada com 10 ~lL de 0,1% de ácido fónDÍco em fluxo de 30 IlUmin. A
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eluição foi realizada em fluxo de 200 nL/~ em gradiente de 5% de acetonítrila-O,05%

de ácido fónnico (solvente A), a 80% de acetonitrila-O,04% de ácido fórmico (solvente

B) (5% b, 3 min; 5-35%B, 29 min; 35-80% B, 3min; 80% B, 4 min; e 5% B, 11 min). O

eJuato foi introduzido diretamente no LCQ-Duo ESI-ion trap-MS. Para ESI-MS a

voltagem da fonte e do capilar foram mantidas a 1,9kV e 3V respectivamente. Para ESI

MS/MS, foi utilizada mna energia nonnalizada de colisão de 35% (1,8V). Os espectros

foram analisados utilizando o programa Turbo Sequest (Thermo Finnigan).

3.11 Bioinformática

As seqüências de aminoácidos e peptídeos foram obtidas em bancos de dados no

Nacional Center for Biotechnology Infonnation (NCBI) e ana.lisados por diferentes

variantes do programa BLAST em banco de dados de disponíveis no GenBank:

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov). A análises de seqüências e a deternrinação dos

oligonucleotídeos utilizados para PCR foranl feitas no programa Vector MTI 9.0

(lnfonnax).

3.12 Extração de Rl~A total

200mg de tecido cardíaco de rato foram homogenizados em 2mL de .ragente de

Trizol™ (Gibco BRL). Após a Jise e incubação (5 minutos à temperatura ambiente) das

células com o reagente, foraIu adicionados 200JlL de c1orofónnio para cada lmL de

Trizol™, o extrato agitado gentihuente e :incubado por 3 minutos à temperatum

ambiente. As frações aquosa e orgânica foram separadas por centrifugação (12000g, 15

min., 4°C) e o RNA da fase aquosa foi precipitado com isoprOPaIlOI (O,5mL11 mL de

Trizol™) e após 10miuutos à temperatura ambiente, foi submetido a centrifugação

(12000, 10 minutos, 4°C). O precipitado de RNA foi lavadocom etanol 75%, com

centrifugação de 7500g por 5min. a 4°C. Após secagem de 5-10 minutos à temperatura

ambiente, o precipitado foi dissolvido com 200JlL de água livre de RNase e incubado

por 10 minutos a 56°C.
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3.13 Síntese de cD A

Utilizando-se do RNA extraído (3 J1g), juntamente com o Olígonucleotídeo (dT)zo o

cDNA dos RNAs poli-A + (rnRNA) foi sintetizado utilizando-se o kit ThermoScript RT

PCR System (Invitrogen Life Tecbnologies), de acordo com instruções do fubricante.

3.14 Reação em Cadeia de Polimerase (PCR)

Utilizaram-se 3 quantidades diferentes de cDNA ( 0,5; te 5 J.1L) de um volume total de

20~lL; 10 pmoles de cada oligonucleotídeo, 5 unidades de Taq; 2,5 mM de Mg-H-; 0,2 mM

de cada dNTP para um volume final de 50J1L. Os oligonucleotideos utilizados foram:

ATPforbam: 5' GGATCC GTCATGCTCCAGACTCTGAA 3' (Sítio Bom RI)

ATPrevkpn: 5' GGTACC CCTAAGGCATGTGCTATGACT 3' (Sítio Kpn 1)

Os ciclos de PCR utilizados foram: um ciclo de lminJ950C; trinta e cinco ciclos de

lminJ950C; lminJ56oC; lmin.l72°C; e um ciclo de 10m:infl2°C. Foi obtido um produto de

aproximadamente 676 pb correspondente à região que codifica para o domínio extracelular

da subunidade 133 da Na+, K+-ATPase. O produto obtido foi digerido com Bom-HJ e Kpn-J .

3.15 Análise de DNA por Eletroforese em gel de agarose

Os DNAs foram analisados por eletroforese em gel de agarose. Os géis 1% m/v foram

preparados com tampão TAE (Sambrook et aI., 1998) contendo brometo de etídio

0,1 J1g1mL para visualização do DNA sob a luz UV.

3.16 Preparação e purificação do vetor de expressão pRset A

O fragmento de DNA correspondente ao vetor digerido foi fracionado em geI de

agarose preparativo. A banda de interesse foi cortada e colocada em tubos de 1,5mL e o

DNA recuperado usando o kit In Concert Rapid Gel Purification System (Qiagen), seglmdo

o protocolo do fubricante.

3.17 Ligação dos fragmentos de DNA

50 ng do produto do item anterior foram ligados a fragmentos da ATPase previamente

digeridos com Kpn-l e Bam-Hl em diferentes relações molares (1:1; 1:3). Utilizaram-se 5
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unidades de T4 DNA-ligase e tampão (Promega) para um volume final de 10pL. Esse

produto foi utilizado para transfonnar bactérias E. coli DH-5a ou BL21 competentes.

3.18 Transformação de bactérias competentes (DRSa, B1..21)

As células competentes foram preparadas seglllldo o método de Hanaban (Hanaban et

aI 1990). Para a transfonnação, 50 f.lL de células competentes foram mistorndas com o DNA

(no máximo 5~tL de DNA) e incubadas em gelo por 10-20 minutos. Após esse período,

aplicou-se choque térmico a 42°C por 90 seglllldos seguido de resfiiameoto em gelo por 5

minutos. As células foram ressupendídas em 500f.lL de meio LB e crescidas por 45 minutos

a 3'fC sob agitação. As bactérias foram centrifugadas, ressuspensas em 100 J.1L de LB

plaqueadas em LB-Ágar com ampicilína (100 mgfml).

3.19 Purificação da proteína recombinante por cromatografia de

afinidade a metal imobilizado

Para preparação de proteína recombinante em maior escala, preparou-se um inóculo

com bactérias BL21 transfonnadas. Assim, 50mL de meio foram inoculados com

material proveniente de mna colônia útúca e cultivados sob agitação por mna noite. Com

essa cultura inoculou-se 1 litro de meio LB (suplementado com ampicilina e

cloranfenicol) e se deixou sob agitação a 37°C até atingir AbSrJOOom de 0,5 a 0,8.

Acrescentou-se IPTG (l mM de concentração final) e o cultivo foi mantido por tnais 3

horas. A seguir, as células foram coletadas por centrifugação (5.000 rpm por 15 minutos

a 4°C).

O precipitado de bactérias foi ressuspendido em 10 mL de tampão de solubilização

(8M uréia; 50 mM Tris-Cl pH 8,0; 0,5 M NaCl; 5 mM imidazol; 5 mM 13

mercaptoetanol) e mantido em agitação por 4-16 horas à temperatura ambiente. O

sohbilizado foi clarificado a 5.000g por 15 minutos e carregado na coluna ativada com

níquel (Ni-NTA Superflow/Qiagen). Após ligação da amostra na resina foi feito um

processo de "refolding" da proteína recombinante lavando sucessivamente a co1tma com

5 volumes das seguintes sohlÇôes: a) 8M b) 4M e c)2M de uréia em 50 ruM Tris-Cl pH

8,0 e O,5M NaCl. A cohma foi lavada com solução de lavagem (40 ruM ímidazol, 0,5 M

NaCl, 50 mM Tris-CI pH 8,0) com Buxo de 1 mL!mill a proteina recombinante foi eluída
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com tampão de eluíção (0,5 M ímídazol, 0,1 M NaCl, 50 mM Tris-Cl pH 6,0) em fluxo

de 0,5mL/min e coletando-se frações de lmL.

3.20 DOT-BLOT (Overlay)

Aplicaram-se 0,1 mooles dos peptídeos J, milli-J, J-Ala e 1(, no aparenlO para testes

imunoblot (BIÜ-RAD), contendo mna membrana de llitrocelulose e acoplado a uma

bomba de vácuo. Após a completa absorção dos peptídeos, cada poço foi lavado com

30pL de TBS-TT. Após a secagem, a membrana foi bloqueado com TBS-TT J% BSA

por 1 hora à temperatura ambiente. Em segtúda a membrana foi dividida. em 4 partes

iguais contendo os 4 peptídeos. 0,2 mnoles das proteínas a serem testadas foram

aplicadas (Na+, K+ ATPase subunidade (33, Citoqueratina 18, e a região carboxi-terminal

da citoqueratina 18) incubando-se por 12 horas a 4°C. Umas das membranas, incubada

somente com o tampão foi utilizada como controle negativo. Lavaram-se as membranas 3

vezes com TBT-TI, por 15 minutos cada lavagem e em seguida as membranas foram

incubadas por 2 boras à temperatura ambiente com o anticOIpo anti-His-Tag (114000) em

TBS-TT 1% BSA. As membranas foram lavadas novamente como descrito acima e

tratadas com segundo anticorpo monoclonal anti-imunoglobulina de camundongo,

conjugado a peroxidase (1/6000) em TBS-TT 1% BSA por 1 bora à temperatura

ambiente, a detecção foi realizada por químíoluminescência usando o Jrit ECL, confonne

oritcrúações do fubricante (Amersham).

3.21 Ensaio de ligação de peptídeo J na subunidade f33 da proteína Na+,

K+ ATPase

Os peptídeos a serem testados foram fixados em poços das placas (96 poços)

illcuballdo-se 100J.lL da solução 0,1 mnol em tampão carbonato O,IM pH 9,0 por 16

horas a 4°C. Os poços foram lavados com tampão TBS-T e os sítios inespecíficos foram

bloqueados com 1% BSA em TBS-IT por 1 hora a 37°C. Após a incubação foram feitas

3 lavagens com TBS-TI e foi adicionada a subunidade (33 (recombinante) da Na+, K+

ATPase em tampão TBS-TT suplementado com 5mM MgC12, 5 mM CaOz, 1 mM

MnClz e incubada por 1 hora a 3rC. Depois da lavagem com TBS-T, o segundo

anticorpo (anticorpo monoclonal anti-imunoglobulina de camundongo conjugado a
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peroxiadase) foi íncubado por I hora a 37°C. A placa foi lavada 3 vezes com TBS-TT e

foram adicionados 100J.lL de solução reveladora contendo o substrato OPD (0

phenylenedíamíne dihydrochJoride) ]OJ.1gl'mL em 50 mM de ácido cítrioo~ ]00 mM de

NaZP04 e 0,0003% HzOz pH 5,0. A cor foi desenvolvida em ]5 minutos à temperatura

ambiente. A reação foi detida por adição de 100J.lL de 2N H2S04. A ligação da proteína

recombinante nas moléculas testadas foi quantificada a 492mn nmn leitor de ELISA

(Titer Tek, Co.).

3..22 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

As eletroforeses foram feitas segundo protocolo de Laemmli descrito em Sambrook e

colaboradores (1989). Após a corrida eletroforética, os géís foram corados com 0)5% de

"Coomassíe Brilhant Blue" em 50% metano} (10 mÍnutos) e descoradas com 7% de ácido

acético em 20% de etanoI por 1-2 horas à temperatura ambiente.
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4: RESULTADOS E DISCUSSÃO

4.1 Isolamento de Cardiomiócitos

Combinando procedimentos relatados em literatura, otimizamos um método que

possibilita a obtenção de cardiomiócitos isolados de ratos adultos.

Rotineiramente obteve-se quantidade superior a lx106 células por animal sacrificado,

com morfologia característica (células achatadas, tendendo a serem retangulares) e

viabilidade em torno de 80%, determinada. por coloração.

Para observar a infecção em cardiomiócitos por formas tripomastigostas de 'T. cruzi,

tomou-se necessário a obtenção de culturas primárias destas células.

Em experimentos preliminares várias substâncias foram empregadas com o intuito de

aumentar a adesão de cardiomiócitos a superficies. Foram utilizadas Jaminina,

fibronectina, poli-lisína, coJágeno tipo II, soro fetal bovino e matriz extracelular de

células LLC-MK2 assim como diferentes combinações dessas moléculas. Os gráficos

abaixo (figura 4) demonstram a adesão dos cardiomiócitos às superlicies tratadas com

diversas substâncias discutidas em Metodologia.

A) Adesão na ausêncía de peptídeo
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B) Adesão na presença de peptídeo
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Figura 4: adesão de can:Jiomiócitos a superfícies tratadas com diferentes moléculas na ausência (3) e presença
(b) do peptídeo J. Legenda: S: soro; F: fibronectina; L: lamínína; P: poli-lísína ; L: laminina; J: peptídeo J.
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o gráfico "a" ilustra a adesão das células nos diversos substratos sem. a adição do

peptídeo J e em "b"~ mostra-se o mesmo experimento mas agora com a adição do peptídeo

J com exceção dos ensaios de adesão a albumina.

As células foram observadas ao longo do tempo (2,4,6 e 8 horas), sendo que um maior

número de células aderidas em qualquer condição foi obsetvado após 6 a 8 horas de cultivo.

Obse-rvou-se um maior número de células aderidas a placas recobertas com poli-L-lisina

segtúda de laminina, fibronectina e matriz extracelular obtida a partir de culturas de células

LLC-MK2. Não se observou adesão de céhl1as quando as placas foram tratadas com

colágeuo. No etltanto, os melhores resultados para aderência dos cardiomiócitos à

superficie, foram observados em placas comerciais, pré-tratadas com poli-lisina, para

cultura primária, onde um maior número de células aderidas puderam ser notadas

(resultados não mostrados). A figura 5 mostra cardiomíócitos aderidos a lamínula de vidro

recoberta com poli-lisina após 24 horas de cultura e corados pelo método de RosenfeJd.

Os cardiomiócitos foram mantidos em cultura por até 72 sem alteração aparente em sua

morfologia. e viabilidade.

Figura 5: cardíOmÍócítos cutivados por 24 horas e corados pelo método Rosenfeld (aumento
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4.2 Adesão de tripomastigotas a Cardiomiócitos

Após a incubação de tripomastigotas com cardiomiócitos, e após sucessivas lavagens, as

céhtlas foram fixadas, incubadas com Hoechst e tuna alíquota de células fui observada ao

microscópio de fluorescência. Foi possível observar várias formas tripornastigotas aderidas

à superficie dos cardiomiócitos, como mostra a figura 6. O mesmo resultado foi observado

após coloração por Rosenfeld (dados não mostrados).

Figura 6: tripanossomas aderidos à superficie de cardiomiócitos após coloração por Hoesch1.
As setas mostram as formas tripomastigotas aderidas aos cardiomiócitos.
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4.3 Determinação de receptores do Peptídio J em cardiomiócitos

Uma vez que o parasita se liga à supemcie de cardiomiócítos de rato adulto preparados

no laboratório, foi-se verificar se o peptídeo J, já implicado anterionnente na invasão,

interage com proteínas presentes na membrana celular das céhuas cardíacas.

Para se detenninar mD possível ligante de cardiomiócitos para o peptídio J, o emprego da

metodologia de cromatografia de afuúdade foi escolhida. As moléculas de superficie dos

cardiomiócitos (lx106 células em média por experimento) foram biotiniladas. Após lise

mecânica, a fração membranar obtida foi solubilizada com n-octilgJicosídideo como

descrito em metodologia. Esse extrato foi incubado com a coluna de peptídeo J-Biomatriz e

após lavagem exaustiva foram. feitas eluições com NaCI lMJPBS, uréia.4MJPBS e uréia

8MJPBS. A tabela 1 relaciona a quantidade média de proteína contida na fração total de

membranas e nos eluatos. Para cada preparação, a quantidade de proteína nas frações de

membrana variou de lmg a 2 mg. Após separação da frações por SnS-PAGE, as proteínas

foram transferidas para membrana de nitrocelu1ose, que foi então incubada com

estreptavidina acoplada a peroxidase como descrito em Metodologia

Tabela 1: eluição do extrato de membranas de canliomiócitos submetidos a

cromatograf13 de afinidade (J-biomatriz)

Proteína (J.lg) %

Total 2132,00 100,.00

Eluato (Ff) 1616,20 75,28

NaCIIM 112,50 5,.27

Uréia4M 105,75 4,95

Uréia 8M 131,.25 6,17

Na figura 7a é mostrado o padrão polipeptídico da ehIição da. cohma. que contém o

peptído J-Biomatriz. Duas bandas principais são obselVadas nas ehriçõe8 com uréia 4M e
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8M, uma em tomo de 50 kDa e outra em tomo de 65 kDa. Outras moléculas também são

eluídas: uma molécula em tomo de 30 kDa, mais abundante na :fração de eluíção NaCI

1M, mas que aparece também na eluição com uréia 4M e 8M e uma outra com

aproximadamente 86 kDa também eluída por NaCI 1M e uréia 8M. Como controle do

experimento, foi realizado cromatografia do extrato de cardiomiócitos em coluna

c-úntendo apenas a resina de acoplamento, para que se eliminassem as interações

inespecíficas entre as proteínas e a resina (dados não mostrados).

A

Fi NaCI U4 UH

B

aCI U8

118 

82-

50-

33
27-

Figura 7: Western-Blot de e:dmto de cardiomiócitos previamente biotinilados e submetidos a cromatografia
de afinidade J-Biomatriz. A e B correspondem a preparações distintas. FT-eluato total, NaCI - eluato
de cloreto de sódio lM/PBS, U4-eluato de uréia 4M/PBS, U8-eluato de uréia SMIPBS.

Na figura 7b é clara. a. banda de 30kDA ellúda com lrréia, onde se utilizou extrato de

membranas de cardiomiócitos provenientes de 2 ratos adultos (em tomo de 2mg de

proteínas totais). A figura exibe perfil protêico com menor número de bandas, quando

comparadas com a figura 7a, principalmente no caso da eluíção com NaCI 1M. A

melhora na metodología empregada quer na lavagem da coluna antes da eltúção com
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NaCI IM/PBS - quer na qualidade da preparação dos c-ardiomíócítos - pode explicar

esses resultados. Outra possibilidade para explicar esses resultados é a maior proteólise

no experimento da figura 7b. Ressalte-se no entanto que o padrão de polipeptídeos de

30, 50 e 65 kDa, que são majoritários, é o mesmo em ambos os casos. As bandas

observadas nas figuras anteriores se ligam especificamente ao peptídio em questão

(peptídios 1), lUD3 vez que não foram detectadas em cromatografia controle, onde a

resina, sem peptidio ligado, foi bloqueada com PBS/albumma 1% e utilizada no mesmo

tipo de e~1JefÍlllentodescrito.

4.4 Identificação dos receptores do peptídio J em cardiomiócitos

Como proteínas de membranas de células epiteliais em cultura aderem ao peptídio J

(Magdesian et al 2001) fomos verificar que proteínas estariam envolvidas na adesão do

parasita às células cardíacas. Já foi demonstrado em cultura de céhIlas de rim de macaco,

LLC-MK2 (Magdesian et aI, 2001) que citoqueratioa 18 está envolvida na adesão do parasita

às céhIlas epiteliais. Por analogia com as células LLC-MK2, fomos verificar se o peptídeo J

interage com proteínas de filamento intermediário de cardiomíócitos. As células musculares

cardíacas, assim como as células musculares estriadas e musculares lisas possuem desmioa

como constituinte do filamento intermediário (DagvadOl:.i, A, 2003). Recentemente

identificaram-se mutações em desmioa de humanos que sofrem de determinadas miopatias

e cardiomiopatias, associadas ao acúmulo anonnal desta proteú13. A geração de ratos

desprovidos de desmina em laboratório demonstrou que a ausência de desmina resulta em

defeitos ultraestrurais em míócitos e morte celular levando a fibrose e calcificação do

míocárdio (Milner, DJ , 1999). Mutações ocorridas em desmína cuJminam com hipertrofia

cardíaca (Li, 1999). Assim, fomos verificar se havia algmna interação entre o peptídio J e

desmina presente em cardiomíócitos. Para tanto, utilizaram-se :frações de membranas de

células LLC-MK2 como controle positivo e lisados de células musculares (cardiomiócitos).

Anticorpos anti-citoqueratina (anti-pan CK, Troma-2, KS-BI7-2) e anti-desmina (Sigma)

foram usados como anticorpos primários. As membranas de DÍtrocehIlose obtidas conforme

descrito, foram tratadas com anticorpos e reveladas por luminescência. Não houve

reconhecimento de bandas correspondentes a citoqueratinas na cromatografia de extrato de

cardiomíócito, porém reconheceram membros da família das citoqueratinas em frações de
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células LLC-MK2. O anticorpo anti-desmína reconheceu llllla banda única em membranas

contendo proteínas de extrato total de cardiomiócitos, o que não ocorreu em membranas

contendo proteínas de extrato de células LLC-MK2. Isso era esperado pois a desmina é uma

proteÚla caracteristica de células musculares. Cabe aqui ressaltar que o extrato total de

cardiomiócitos para esse trabalho foi representado pelo lisado celular soJubiJizado em 25

mM de n-octilglicopiranosídeo. Como o anticorpo anti-desmina não reconheceu nenhuma

banda dos eluatos obtidos em cohma de afinidade contendo o peptídeo J (reconhece a

desmina em extrato total), concluiu-se que desmina não é o ligaute do peptideo J.

4.5 Identificação do receptor celular do peptídeo J em cardiomiócito

Como o objetivo principal deste trabalho foi caracterizar o receptor (ou receptores) para

o peptídio J, presente na superficie dos cardiomiócitos, foi feito uma preparação para

submeter os peptideos eluídos da coluna de J-Biomatriz a seqüenciamento e assim permitir

a identificação does) receptor(es). Optou-se nessa fase, por analisar os polípeptídeos eluídos

com NaCl. Para tanto o extrato da fração membranar de cardiomiócitos foi incubado

previamente com a resina e o material não absorvido foi cromatografado na coluna contendo

o peptídio J imobilizado. Após as etapas de lavagem o material foi eluído em concentrações

crescentes de NaCI (0,2,04,0,6,0,8 e 1M). Cinco bmldas majoritárias foram selecionadas

para o seqüenciamento.
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Figura 8: Eletroforese de proteínas de frações de membranas de cardiomiõcitos obtidas por
Cromatografia de afinidade em coluna contendo peptidio J (Ultralínk Iodoacetil-Píerce) e
coradas por prata para seqüenciamento. Legenda:A) eluato de NaCI O,2M; B) eluato dt
NaCI 0,4M; C) eluato de NaCI O,6M; D) elnato de NaCI 0~8M; E) eluato de NaQ 1M .

Vários peptidios foram detectados por ESI-MS~ mas somente de aJglIDS foi obtido

sequenciamento (ESI-MS/MS) com alto grau de confiabilidade. Esses peptidios foram,

então, comparados com o banco de dados disponíveis no GenBank

(httJ)://WWW.llcbi.llhn.nih.gov).Dois desses peptídeos apresentaram identidade (100%) com

proteína creatina quinase; outro peptideo apresentou identidade com o precursor de

selectina-E de célula endotelial e mn outro peptideo apresentou identidade com Na+,K+

ATPase. Os peptideos obtidos constam da tabela 2 :
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Tabela 2: seqüências polipeptídicas obtidas de extrato de cardiomiócitos

cromatografados em colunas de af'midade (J-biomatriz)

Bandas Seqüências obtidas Proteína putativa

1 DGOCMFLSKIRLENAKCMNPYPCICQK Similar ao receptor NK Ly-49(

2 KEVTIECQIDGTRNLKNKNERDKFLGR Subtmidade fB da Na+,K+-ATI

3 QAYPFRSGTVCYEVLGEATIDFR Similar ao receptor de quimioc

4 CTSSGEWSAPAPACHVVECK Precursor de selectina E

5 LGYLILTCPSNLGTGLR Creatina quinase

Neste trabalho o interesse primordial é a identificação de proteínas existentes na

superficie das células hospedeiras, uma vez que o primeiro contato estabelecido entre o

parasita e a céhua se dá na membrana plasmática. Portanto, protemas internas de

cardiomiócitos ou moléctuas características de céhua do sistema innme não foram

consideradas. Nossos esforços se coucentraram então na Na+, K+ATPase descrita na

Introdução.

É ímportante salientar que o isolamento de proteÚlas não pertencentes à membrana

celular se deu pois na preparação de cardiomiócitos, havia quantidade cousiderável de

células rompidas. Esse faio é uma característica inerente ao método utilizado.

Os estudos focalizaram a Na+1 K+ ATPase, visto que em nossos experimentos, esta foi a

única proteÚla presente na superfície celular de cardiomiócitos encontrada.

4.6 Clonagem da subunidade 1J3 da Na~+ATPase

Para estudar a interação do peptídeo J com a subunidade 133 da proteína Na+, K+

ATPase in vitro, foi sintetizada a proteÚla. recombinante correspondente à subunidade de

interesse. Para tanto o RNA presente em células cardíacas foi extraído e utilizado para

produção de cDNA e a região correspondente ao domÚlÍo extraceluJar foi amplificada

confonne descrito antenonnente.
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4.7 Expressão e purificação da proteína recombinante

Após a transformação das bactérias competentes com o plasmídeo recombinante (fjggm

2) e indução da expressão da subunidade 133 da Na+,K+-ATPase, foi observada a expressão

da proteína de 30 kDa, utilizando llill anticorpo anti-cauda de histidina. uma vez que a

proteína foi donada em fusão com mna cauda de histidina.

Verificou-se entretanto que a proteína encontrava-se insolúvel (no corpo de inclusão).

Assim, tratou-se o precipitado obtido após lise com solução de 8 1VI de uréia em TBS e o

material foi analisado por sns-pAGE, que revelou a presença da proteín~bem como outra

banda menor, possivelmente devido a proteólise. Na figura] Oabaixo podemos observar as

bandas presentes no extrato total de bactérias . Os níuneros correspondem às frações eluídas

da colmm e como podemos observar a proteína recombinante foi eluída nas frações 5,6 e 7.

Hís 6x - A1plb3 (EC)

Plasmídeo pRSET A-Atp1b3

Figura 9: Vetor de expressão utilizado para transfonnar E. coli
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Figura 10 - Expressão da subunidade 133 da Na+ K+ ATPase e purificação em coluna
de níquel agarose. Precipitado bacteriano contendo a sublmidade In insolúvel foi
solubilizado em 8M uréia e purificada em resina Ni-NTA(Agarose). Frações contendo a
proteína foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%, revelados por Anticorpo anti-cauda de
histidina. À esquerda, padrão molecular em kDa.

Para verificar se a proteína recombinante é reconbecida pelo anticorpo anti-Hís Tag , o

lisado bacteriano e as frações contendo a proteína purificada foram aplicados em SDS

PAGE e depois transferidos para um membrana de nitrocelulose. Essa membrana foi

incubada com anticorpo anti-Ris Tag e posteriormente com o anticorpo anti-IgG conjugado

a peroxidase conforme descrito anteriormente. O anticorpo anti-His Tag reconhece a

proteína de 30 IeDa conforme mostrado na figura 11 abaixo. Uma proteína com massa

molecular em torno de 20kOa que aparece no material submetido a cromatografia e na

fração não retida na oohma., não é reconhecida pelo anticorpo, indicando que a proteína não
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tem cauda de lristidina, mas não eliminando a possibilidade de ser resultado de pmteólise,

com perda da sua cauda de histidina.

A

c

50

37-

25-

15-

NlI

a-Ris Tag

NlI

B

50

37-

25-

15-

Total FT

Figura 11 - Expressão da subunidade fB da Na+ 1\.'+ ATPase e purificação em coluna
de níquel agarose. Onde C significa coloração com Azul de Coomassíe; NI, extrato de
bactérias não-induzidas e 1, bactérias induzidas. Precipitado bacteriano contendo a
subunidade J33 insolúvel foi solubilizado em 8M uréia e purificada em resina Ni
NTA(Agarose). Frações contendo a proteína foram analisadas por SDS-PAGE 12,5%. Na
figura A observa-se a proteína de 30 KDa. Na figura B, proteína de 30 KDa revelada com
Anticorpo anti-eauda de histidÍI13_

4.8 Adesão da subunidade 133 em peptídeo J e peptídeos

correlacionados

Para verificar se a proteína ATPJ33 recombinante interage com o peptideo J, os

peptideos 1 (GKKPSVTVTNVFLYNRPLN), l-Ala (VTNVFAYNRPL),
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mini-l (VfNVFLYNRPL) e o peptídeo K colltrole~ que não tem relação com o

peptídeo J foram imobilizados em membrana de nitrocelulose confu.lDle descrito em

Metodologia. As membranas contendo os peptídeos citados e incubadas com a

submúdade 133~ citoqueratina 18 (CKI8) ou região carboxi-terminal da citoqueratina

18 (ct-CKI8) mostraram que proteína recombinante liga-se ao peptídeo J e ao mini-l,

mas não se liga a J-ala ou peptídeo controle (figura 12). Resultado semelhante foi

obtido com Cítoqueratina 18, como o esperado, uma vez que essa Ínteraç-ão já é

conIlecida. Não foi observada nen1luma reação da porção carboxi-tenninal da CK18

com os peptídeo K e l, K e l-Ala, K e mini-lo Não houve reação positiva na ausência

de íncubação com proteína (CK18, ATPf33) de acordo com o controle do

experimento.

J mJ JAla R J mJ JAIa K

Beta3 (B (B O e
Neeee

ctCK18 e <3 8 e
CK18 Cf) Ef) (3 e

Figura 12 - Dot-blot: Interação dos polipeptídeos com o peptídeo J. J (peptídeo J), ml
(peptídeo mini-J), K (peptídeo K), BetaJ (subunidade betaJ da Na+~ K+-ATPase), N
(ausência de proteínas), ctCKI8 (região carboxi terminal da citoqueratina 18). A figura à
direita é um esquema do resultado obtido.

No experimento acima foi demonstrado a interação entre o peptídeo J e a subunidade 133
Na+~ATPase . O peptideo controle utilizado nos experimentos não interagiu com a prote~

testada, o que já era esperado visto que testes anteriores comprovam a não ínteração de

peptídeo com componentes da membrana celular. Pelo que se pode ver pelas seqüências

amÍnoácidos dos peptídeos acima, o peptídeo J possui duas Lisínas~ tendo portanto duas car!

positivas a mais em relação aos outros peptídeos, o que poderia levar à interação do peptídel
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com a subunidade JH da Na+,K+ATPase. Por outro lado, a interação entre mini-J, que não po:

essas duas cargas, e as proteínas testadas também ocorre. Nesse caso é esperado que região

peptídeos responsáveis pela interação peptídeo/proteína estejam na região da seqüência FLY

que trocando a leucina dessa seqüência por alanina (peptídeo J-ala), a interação não ocorre.

resultados do experimento de "dot-blof' foram coDÍmnados por Elisa.. Para tanto, os peptíd

foram flXados em placas de ELISA e foram ensaiados com diferentes concentrações

subunidade (33 da Na+.K:t-ATPase. Foi verificada resposta dependente de concentração, ou SI

amnentando-se a concentração da subunidade (33 da Na+K+ATPase, amnema também a inteTa

com o peptídeo J (dado não mostrado). Esse dado, jtmtamente com dados anteriores, indicanl I

a interação do peptídeo J com a proteína ATP(33 ocorre in vitro e pode ser relevante in vivo

que essa proteína é amplamente difimdida entre vários tipos celulares.

Como o complexo protêico é formado sempre por 2subunidades a e por 2 subunidade~

algmnas vezes podendo vir acompanhadas por mna terceira subunidade (y), e as 3 isofon

conhecidas da subunidade (3 apresentam cerca de 30 a 50% de identidade entre si «(33 e (31 1

34% de identidade; IH e (32 tem 47% de identidade) haveria a necessidade ainda de compro

que o peptídeo J não se liga às subunidades (31 e (32 da Na+, K+ ATPase.

É sabido que o peptídeo J é multiadesivo, ou seja, adere a uma ampla gama de proteínas

células hospedeiras Seria importante detenninar quais são os motivos envolvidos na interação

subunidade (33 com peptídeo J e comparando-se essas seqüências de 3U1Ínoácidos das

submúdades 13 conhecidas, verificar se os motivos de adesão estão nas porções conservadas

não dessas proteínas. Isso levaria sem dúvida a uma maior compreensão da interação do T. Cf

com o coração, um dos órgãos importantes na patologia do chagásico.
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5: CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS

Na década de 80, fui demonstrado por nosso laboratório o envolvimento de Tc85, glicoprotJ

de tripomastigotas e componente da superfiunília das gp85/trans-sialidases, no processo de adesã<

parasita à célula hospedeira (Alves,1986). Mais recentemente, foi comprovada a ligação di

molécula em lamillina, componente de matriz extracelular, bem como a interação entre sua por

carboxí-ternrinal e célula epitelial (Giordano, 1994, Marroquín-QueJopana, 2004), sugerindo

Tc85 pudesse ser proteína com múltiplos sítios de ligação. Então, foram sintetizados pepti<J

mapeando a extremidade fmal da glicoproteína e, com emprego deles, fui identificado o sítio

adesão da molécula em célula epitelial, denominado peptídeo J, cujo receptor foi caracterizado C<

sendo citoqueratína 18. Além disso, a adição de peptídeo J ao meio de cultura ceJular prom

significativo aumento da infecção por tripomastigotas (Magdesían, 200]) e, adicíona1menh

contém em sua seqüência o motivo conservado nas trans-síalidades, denominado "FLY sequem

ainda sem fimção defmida (Frasch, 2000).

Sendo o peptídeo J multiadesivo, com capacidade de ligação a citoqueratina 18, molécula c

filamentos intermediários de células epiteliais, já era de se esperar que houvesse interação dele c

moléculas de cardiomiócitos que não fizessem parte da membrana citoplasmática. Além diss(

obtenção das células cardíacas utilizadas para os experimentos provoca a ruptura de muitas de

durante o processo de isolamento, fazendo com que proteínas intracelulares fussem co-purificada

marcadas por biotinilação concomitantemente com proteínas da membrana citoplasmática. Isso p<

explicar as diversas bandas que observadas nos géis.

Nesse trabalho a subunidade f33 da Na+K+ ATPase foi isolada. Os experimentos relatados a

demonstram que ocorre llllla forte interação entre a porção extracelular da subunidade 133 da Na+

ATPase in vitro. (Até o momento não são conhecidos quais aminoácidos da proteína es

envolvidos na adesão ao peptídeo J). Sabe-se que uma molécula existente na superficie de célu

Glia e que tem 40% de identidade anlínoacídica e a mesma massa molecular das sulnmidades

funciona corno molécula de adesão (AMOG) nas células Glia (Gloor, S. et aI, ]990). Anticorpos <

reconhecem as moléculas de adesão na Glia (AMOG) modulam a atividade da Na*r ATPase.

Não foi até agora descrito nenhuma outra forma de interação entre proteínas de T.cruzi I

Na+,K+ ATPase, sendo os resultados apresentados nesta dissertação, inéditos.
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Os dados obtidos nesse trabalho podem auxiliar a compreender o mecanismo pelo qual o T. CJ

adere e invade diversos tipos celulares uma vez que a Na+K+ ATPase está presente em todas céh

VIVas.

Assim, novos estudos envolvendo a ínteração do peptídeo J com a Na*r ATPase deverão

realizados para que possamos entender mais sobre esse processo. Desse modo~ antiCOlpOS contra ;

porção extracelular da subunidade J33 da Na+ K+ ATPase estão sendo produzidos para se verifiCaJ

essa. proteúm está envolvida na infecção de cardiomiócitos.

Estudos com pequenos peptídeos sintéticos cujas seqüências de aminoãcidos englobem ti

região extracelular da subunidade J33 da Na+ r ATPase poderão ser feitos para que se detem

qual ou quais motivos da proteína estão envolvidos na ínteração com o peptídeo J.

Em smna, o domínio mais conservado da família da gp85/transialidase (peptídeo J) é

importante sítio de adesão do parasita na superfície de células hospedeiras (Magdesian, 2001

ÍDterage com a subunidade 133 da Na+ K+ ATPase presente na superficie de cardiomiócitos.
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