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RESUMO

Trypanosoma cruzi € o causador da Doenca de Chagas, a qual induz alteracGes
patoldgicas severas no coragdo, esdfago e colon, afetando milhdes de pessoas na América
Latina. Recentemente nosso grupo caracterizou uma proteina recombinante de 21 kDa (P21-
Hisg) baseada na forma nativa secretada por T. cruzi. Essa proteina aumentou a internalizacdo
de parasitas na célula hospedeira e estimulou o processo fagocitico de particulas de zymosan
por macrofagos peritoneais. A proteina recombinante é purificada a partir dos corpos de
inclusdo e também a partir da fracdo soltivel do extrato bacteriano. As proteinas obtidas a
partir de cada fracdo foram comparadas para verificar se 0 processo de renovelamento
produzia uma proteina com a mesma estrutura secundaria da proteina soltvel. Confirmou-se
que independente do protocolo de purificacdo a estrutura secundaria da proteina é a mesma,
sendo que a proteina obtida a partir de cada fracdo € capaz de aumentar a internalizacdo de
parasitas e estimular o processo fagocitico de forma dependente da via de sinalizacdo da
PI3K. Os corpos de inclusdo do extrato bacteriano fornece uma quantidade maior de proteina.
Também investigamos as vias de sinalizacdo envolvidas na invasdo de macrofagos
peritoneais, tratados com drogas inibidoras, por formas amastigotas extracelulares e
tripomastigotas de cultura de tecido da cepa G de T. cruzi nas situagdes em que 0s parasitas
estavam vivos, mortos ou opsonizados. Parasitas opsonizados sdo intensamente internalizados
nos macréfagos tratados com inibidores das vias de sinalizacdo. Amastigotas extracelulares
(AE) vivos ativam as vias de PI3K e MAPKSs e sdo internalizados em maior quantidade que
AE mortos, que ativam apenas as vias das MAPKS. Tripomastigotas de cultura de tecidos

Vivos e mortos ativaram todas as vias de sinalizagdo aqui estudadas.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, purificacdo, cromatografia, vias de sinalizacéo.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas’ disease, which induces a
pathological hypertrophy in the heart, esophagus and colon. This disease affects millions of
peoples in Latin America. Recently our group characterized a 21 kDa T. cruzi recombinant
protein (P21-Hisg) based on native form secreted by T. cruzi. P21-Hisg is purified from
insoluble inclusion bodies or soluble fraction from bacterial extract. The protein obtained
from each protocol has identical secondary structure and was capable of inducing parasite
phagocytosis and increased zymosan particles internalization by macrophages cell being that
process P13 kinase signaling pathway dependent. In addition the refolding protocol generates
of high amounts of the recombinant protein. Also we investigated the signaling pathway
involved in amastigotes and trypomastigotes (living, dead and opsonized) T. cruzi
developmental stages invasion using macrophages treated or not with signaling pathway
inhibitors drugs. Opsonized parasites are internalized a lot. Living amastigotes triggered PI3K
and MAPK signaling pathways, dead amastigotes activated only MAPKs pathway. Living

and dead trypomastigotes activated all the signaling pathways studied.

Keywords: Trypanosoma cruzi, protein purification, chromatography, signaling pathway.
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1. INTRODUCAO

1.1 Trypanosoma cruzi e doenca de Chagas - Aspectos gerais

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi € um parasita intracelular que infecta
humanos e outros hospedeiros, é o agente etioldgico da Doenca de Chagas, também conhecida
como Tripanossomiase Americana, descoberta no inicio do século 20 por Carlos Chagas. A
Doenca de Chagas atualmente é considerada um dos principais problemas de satde publica da
América Latina e uma das doencas tropicais negligenciadas mais prevalentes com um grande
impacto negativo na saude publica deste continente (D’AVILA; TOLEDO; MELO, 2012;
TODOROV et al., 2000).

Estima-se que aproximadamente 11 milhdes de pessoas estejam infectadas, 120
milhdes ocupem &reas consideradas de alto risco para a aquisi¢do da doenca e que outras
50.000 morrem todos os anos devido as complicacfes decorrentes das fases aguda e crbnica
da doenca, sendo que a migracdo de individuos infectados provenientes de areas endémicas,
assim como a falta de triagem nos bancos de sangue fez com que a Doenca de Chagas se
tornasse um problema de salde publica também nos Estados Unidos e algumas &reas da
Europa (NAKAYASU et al., 2009).

Atualmente ndo ha nenhum tipo de vacina disponivel e as drogas utilizadas no
tratamento desta enfermidade apresentam efeitos colaterais indesejaveis, o0 que torna
imprescindivel a identificacdo de novos alvos terapéuticos como uma das mais desafiadoras
metas no controle da Doenca de Chagas (SMULSKI et al., 2010). A quimioterapia utilizada
para o tratamento é baseada nos compostos nifurtimox e benznidazol, que ndo sdo muito
eficazes, sdo mutagénicos, podem produzir reacdes adversas, efeitos toxicos (CASTRO;
MECCA; BARTEL, 2006; MOLL et al., 2007) e algumas cepas de T. cruzi sdo resistentes a
essas drogas (MURTA et al., 1998).

O ciclo de vida do patégeno é complexo, ocorre com a participacdo de dois
hospedeiros, um mamifero e o outro um inseto triatomineo. Durante o ciclo o parasita
apresenta trés estagios de desenvolvimento: epimastigota, tripomastigota e amastigota.
Denomina-se metaciclogénese a transformacéo do estagio replicativo (epimastigota), para o
estagio infectivo (tripomastigota metaciclico) ao longo do intestino do inseto vetor (SANTOS
et al., 2009).

As formas epimastigota e amastigota correspondem aos estagios proliferativos

encontrados em hospedeiros invertebrados e vertebrados respectivamente. A forma
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tripomastigota € infectiva, invade diferentes tipos de células hospedeiras, sendo o0s
macréfagos os primeiros a serem infectados no processo de replicagdo do parasita
(TODOROQV et al., 2000). A estratégia chave para o sucesso do parasita no processo de
infeccdo dos hospedeiros mamiferos estd na penetracdo de tripomastigotas metaciclicos nas
células alvo (MANQUE et al., 2003).

No triatomineo as formas epimastigotas replicam na por¢do média do intestino do
inseto, enquanto que na porcdo mais distal eles se diferenciam em tripomastigotas
metaciclicos infectivos devido ao estresse nutricional que sdo submetidos nesta parte do
intestino. Estas formas metaciclicas sdo expelidas juntamente com as fezes do triatomineo
durante seu repasto sanguineo e chegam a corrente sanguinea seja por meio da picada do
inseto, pela exposicdo ocular ou contato com a mucosa oral do hospedeiro, para em seguida
infectar diferentes tipos de células. No interior das células os parasitas ficam envolvidos por
um vacuolo parasitéforo, do qual escapam e mudam para a forma amastigota que replica
livremente no citoplasma por divisdo binaria, apds varias divisdes os parasitas se diferenciam
em tripomastigotas que sdo liberados no meio extracelular, atingem a corrente sanguinea,
onde sdo novamente ingeridos pelo triatomineo reiniciando o ciclo (NAKAYASU et al.,
2009).

T. cruzi é capaz de invadir e replicar no interior de uma grande variedade de células
nucleadas exibindo tropismo por cardiomidcitos e células musculares lisas do hospedeiro
vertebrado (WOOLSEY et al., 2003). Segundo Burleigh e Andrews (1995) formas
amastigotas do parasita foram encontradas na corrente sanguinea de camundongos durante a
fase aguda da doenca sugerindo a possibilidade de macréfagos terem internalizado
amastigotas dando inicio a um subciclo alternativo do parasita no hospedeiro mamifero, o que
representa um modo alternativo de propagacdo necessario a sobrevivéncia do parasita na
presenca de uma resposta citotoxica do hospedeiro, em que a lise das células infectadas
levaria a libertacdo de formas amastigotas viaveis, casos de infec¢des de células nao-
fagociticas por formas amastigotas também foram reportados (FERNANDES et al., 2006).

Além do ciclo classico de transmissdo, 0 parasita pode ser transmitido
congenitamente, por transfusdo sanguinea, transplante de 6rgaos e mais recentemente por via
oral. Segundo Yoshida (2008) ainda que a transmissdo de T. cruzi tenha sido reduzida em
alguns paises da América Latina devido a medidas de controle e eliminagdo do triatomineo
vetor (Triatoma infestans) paises que ndo adotaram tais medidas ndo apresentaram queda da
transmissdo e em alguns casos até aumentou, sendo que neste cenario a transmissao por via

oral emergiu como um importante e permanente mecanismo de transmissdao do parasita
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através da ingestdo de bebidas tipicas (caldo de cana-de-agucar, suco de acai e suco de
bacaba), rudimentarmente preparadas e que continham restos do inseto infectado esmagado
durante a preparacao, tal como aconteceu no Brasil nos estados de Santa Catarina (2005), no
Pard e Amazonia (2006 e 2007), ocasionando mortes por Doenca de Chagas.

A doenca manifesta-se em duas principais fases: a aguda, caracterizada por altos
indices de parasitemia (formas tripomastigotas) no sangue do hospedeiro, e a crénica,
podendo apresentar-se nas formas cardiaca, digestiva ou ainda indeterminada (MOTT et al.,
2009). As sintomatologias mais importantes sdo as disfungdes cardiacas, como inflamacao
cronica, hipertrofia e fibrose, provocando insuficiéncia e leses cardiacas, miocardiopatia,
assim como disfuncBes gastricas como megacdlon, megaes6fago, megaestdbmago,
megaduodeno, megajejuno, dentre outras (MATSUDA; MILLER; EVORA, 2009).

O processo de invasdo de uma célula hospedeira por T. cruzi pode ser dividido em trés
estagios: adesdo e reconhecimento, sinalizacdo, e invasdo. A adesdo envolve o
reconhecimento e a interacdo entre as moléculas de superficie do parasita e da célula
hospedeira. Diferentes cepas de T. cruzi, assim como diferentes formas do parasita
(amastigotas, tripomastigotas de cultura de tecido e tripomastigotas metaciclicos) expressam
diferentes moléculas em sua superficie, as quais interagem com componentes das células
hospedeira durante a invasdo. Além disso, ndo podemos excluir a possibilidade das moléculas
secretadas pelo parasita também exercerem um papel fundamental na invasdo (SOUZA,
CARVALHO; BARRIAS, 2010).

1.2 P21-Hiss - Uma proteina recombinante baseada na P21 de T. cruzi e um alvo em
potencial

A tecnologia do DNA recombinante disponibilizou vérias técnicas simples e eficientes
para a transferéncia e expressdo de genes de interesse em uma célula estranha. Assim,
pensava-se que por meio de fontes ilimitadas e baratas proteinas raras estariam mais
facilmente acessiveis. Porém, observou-se que o tipo de célula hospedeira exerce uma grande
influéncia na qualidade e quantidade da proteina recombinante produzida. A producao de uma
proteina recombinante em células de mamiferos produz uma proteina biologicamente ativa,
com todas as modificacfes pos-traducionais necessarias, mas possui um rendimento baixo em
termos de quantidade de proteina recombinante produzida, requer um longo tempo de cultivo,
utilizacdo de biorreatores dispendiosos e meios de cultura especiais, todos esses pontos tém

um grande impacto sobre os custos de producdo. Por outro lado, os processos de cultivo que
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se baseiam em células bacterianas requer meios mais baratos, o crescimento é répido e
fornece elevadas concentracdes de células (VALLEJO; RINAS, 2004).

A tecnologia responsavel pela expressdo de proteinas recombinantes é altamente
desenvolvida (WILLIS et al., 2005). A expressdo de produtos recombinantes ¢ um método
essencial para a producdo de proteinas-alvo e um dos processos mais importantes para a
sintese de proteinas terapéuticas e estudos estruturais. Embora as bactérias representem um
sistema de producdo conveniente, a maioria dos polipeptidios recombinantes produzidos em
hospedeiros procaridticos podem apresentar um renovelamento incompleto ou conter erros no
processo de dobragem, que geralmente resultam no acUimulo de agregados insollveis,
conhecidos como corpos de inclusdo (ALIBOLANDI; MIRZAHOSEINI, 2011).

Os corpos de inclusdo sdo agregados densos de polipeptidios anormalmente
enovelados. Eles sdo formados intracelularmente por causa das caracteristicas de agregacao
da proteina ou devido a incapacidade dos processos celulares de assegurarem que O
polipeptidio expresso seja soltvel e dobrado corretamente. Considera-se a formac&o de corpos
de inclusdo um equilibrio dindmico entre a adicdo e remocdo de proteinas parcialmente
dobradas a partir do agregado, com a forca motriz resultante frequentemente direcionada ao
estado insoltvel. A possibilidade de formacdo de corpos de inclusdo estd condicionada a
interacdo entre os sistemas de processamento moleculares das células e os controladores
termodindmicos que provocam a associacdo do polipeptidio. Os corpos de inclusdo estdo
normalmente localizados no citoplasma bacteriano, embora as proteinas secretadas possam
formar corpos de incluséo, no espaco periplasméatico (MIDDELBERG, 2002).

A expressdo de proteinas recombinantes em Escherichia coli (E. coli) é amplamente
utilizada na producdo de proteinas em grandes quantidades devido as suas vantagens, tais
como crescimento em fontes de carbono de baixo custo, rapida acumulacdo de biomassa,
receptividade a fermentacdo com alta densidade celular e facilidade de producdo em escala
crescente. Entre 8048 alvos clonados em E. coli, apenas cerca de 30% deles foram expressos
na forma sollvel, enquanto o restante foi degradado e se converteram em corpos de incluséo.
Embora os corpos de inclusdo ndo possam ser diretamente utilizados para estudos de fungdes
biolégicas das proteinas, a sua insolubilidade fornece uma fonte facil de proteina
relativamente pura, se essas proteinas puderem ser convertidas para a sua conformacao nativa
e ativa (YANG et al., 2011).

Expressar proteinas em E. coli é mais conveniente e 0 uso dos corpos de inclusdo
requer que eles sejam solubilizados e redobrados numa conformacéo ativa. Ha duas questdes

importantes na recuperacdo de proteinas ativas a partir dos corpos de incluséo, a solubilizacéo
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e o0 renovelamento. A solubilizacdo deve promover a dispersdo monomolecular da proteina
liberando as interagdes intra ou inter-cadeia. A escolha de agentes de solubilizagdo como
ureia, cloridrato de guanidina, ou detergentes, desempenha um papel essencial na eficiéncia
de solubilizacdo, na estrutura das proteinas no estado desnaturado, e no subsequente
renovelamento (TSUMOTO et al., 2003).

Historicamente, a otimizacdo da expressdo de proteinas sollveis foi a primeira
estratégia na obtencdo de proteinas para estudos estruturais. Sendo que o renovelamento da
proteina insolGvel era uma estratégia frequentemente usada como altimo recurso, devido a
natureza imprevisivel do resultado e do longo tempo gasto no processo de renovelamento. No
entanto, a literatura mostra que numerosas proteinas podem ser redobradas nas suas formas
ativas (WILLIS et al., 2005).

E necessario desenvolver protocolos eficientes para a solubilizacdo e renovelamento
de proteinas recombinantes a partir dos corpos de inclusdo. O renovelamento é tipicamente
efetuado utilizando uma simples diluicdo em condic¢Bes de renovelamento adequadas, diélise
ou em uma coluna de cromatografia. Encontrar condi¢cBes adequadas de renovelamento é
geralmente o passo mais dificil do processo de purificacdo (RAGHAVA, 2008).

O repertorio de técnicas de renovelamento estd crescendo continuamente como
métodos de expressdo de proteinas de médio a alto rendimento, capazes de gerar novas
proteinas a uma taxa crescente. A fim de explorar essa riqueza de dados, um repositorio
central para a expressdo de proteinas e renovelamento é imprescindivel. Tradicionalmente, 0s
experimentos de renovelamento sdo realizados em uma base individual de proteinas e sédo
publicados de forma ndo-padronizada. Isso representa um sério desafio para a recuperagédo de
dados e anélises (CHOW et al., 2006).

Para melhorar ainda mais a eficiéncia do processo de purificacdo de proteinas por
cromatografia de afinidade foram desenvolvidas abordagens em gue quelantes metalicos ou
ligantes especificos foram imobilizados em resinas ativadas e utilizadas para ligar
seletivamente e separar as proteinas-alvo. A incorporacdo posterior de caudas especificas nas
proteinas de interesse mudou a cromatografia de afinidade partindo de uma técnica exética
para um protocolo de purificacdo de rotina. Agora, as colunas projetadas especificamente para
reconhecer essas caudas associadas tornaram-se 0 método de escolha, cumprindo a promessa
de purificar uma proteina homogénea a partir do extrato bruto de células em uma etapa
(CAMPER; VIOLA, 2009).

A P21-Hiss € uma proteina recombinante baseada na forma nativa da proteina

secretada por T. cruzi, a qual teve o gene clonado e a proteina recombinante caracterizada por
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Silva et al. (2009), mas seu papel na interagcdo parasita-hospedeiro ndo esta completamente
esclarecido. Recentemente realizamos varios experimentos em nosso laboratorio para explorar
as possibilidades bioldgicas oferecidas por essa proteina, observamos que a P21-Hisg tem a
capacidade de aumentar a fagocitose inespecifica de alguns parasitas intracelulares e também
de estimular a fagocitose de particulas de zymosan (RODRIGUES et al., 2012).

Antes de explorar todas as caracteristicas e atividades bioldgicas da P21-Hiss, Silva et
al. (2009) clonou e amplificou o gene da proteina nativa secretada pelo parasita, inseriu num
vetor pET28a(+) e promoveu a transformacéo da E. coli BL21 para expressar essa proteina
recombinante. Atualmente dispomos de dois protocolos de purificagdo da P21-Hisg, dos quais
purificamos a proteina a partir das fragfes distintas do extrato bacteriano, na fragdo insoluvel
obtemos a forma renovelada da proteina a partir dos corpos de incluséo, a qual chamamos
aqui de rnP21-Hisg a partir da fracdo soltvel desse extrato obtemos a forma soluvel, a sP21-
Hiss.

J& sabemos muito sobre a P21-Hiss, mas as respostas que obtemos geram novos
guestionamentos que precisam ser esclarecidos para compreendermos o universo de
possibilidades oferecidas por essa proteina. O renovelamento da proteina ocorre de forma
correta? Qual protocolo de purificagdo é mais vidvel para laboratdrios com recursos
limitados? A forma solGvel possui as mesmas funcBes bioldgicas que ja observamos
trabalhando com a proteina insolUvel? E quais as vias de sinalizagdo celular ativadas na célula
hospedeira por essa proteina? Essas sdo algumas das davidas que buscamos esclarecer neste
trabalho.

1.3 Vias de sinalizagao celular

O presente estudo, além de investigar as vias de sinalizacdo ativadas pela proteina
P21-Hisg, também investigou as vias de transducdo de sinais que sdo ativadas na invaséo de
macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6 por amastigotas
extracelulares (AE) e tripomastigotas de cultura de tecidos (TCT) da cepa G de T. cruzi nas
situagbes em que os parasitas estdo vivos, mortos e também opsonizados com um soro
contendo anticorpos policlonais de camundongos que foram imunizados contra este parasita.
Para este estudo, antes da invasdo pelos parasitas tratamos as células hospedeiras com drogas
inibidoras das vias de sinalizacdo seguindo as especificagdes de cada fabricante no uso destas

drogas.



21

A invasdo celular por patégenos intracelulares representa um evento complexo,
usualmente envolvendo um ligante codificado pelo patdgeno e um receptor na célula
hospedeira (BEACHEY, 1981). Evidéncias recentes indicam que em Vvarias instancias a
caracteristica chave do processo de invasdo envolve a sinalizagdo entre patogenos e células
hospedeiras. Os primeiros “insights” sobre a complexidade dos eventos de transdugédo de
sinais, desencadeados em células de mamiferos devido a sua interacdo com patdgenos,
tiveram inicio no estudo com bactérias entéricas. Entretanto, outras evidéncias indicam que a
sinalizacdo exerce também um papel importante na interacdo entre parasitas protozoarios e
suas células hospedeiras (CALER et al., 1998).

Neste contexto, a superficie celular é crucial no estabelecimento de qualquer relacéo
parasita-hospedeiro e a identificacdo das moléculas envolvidas neste processo torna-se um
passo obrigatorio. A infectividade de tripomastigotas metaciclicos de diferentes amostras de
T. cruzi tem sido associada com a expressdo diferencial de proteinas de superficie (RAMIREZ
et al., 1993; RUIZ et al. 1998). O parasita liga-se a receptores na superficie da célula
hospedeira, € internalizado e logo escapa para o citosol onde ele se diferencia, replica, cresce
e espalha a infeccdo para as células vizinhas através da matriz extracelular e para células
distantes através da circulacdo (CHUENKOVA,; PERRIN, 2008).

Evidéncias experimentais permitiram estabelecer que T. cruzi desenvolve mecanismos
efetivos para escapar da agdo litica do sistema complemento de mamiferos. Foi observado que
tripomastigotas possuem moléculas de superficie que inibem a formacdo de C3 convertases,
essenciais a ativacdo do sistema complemento e, portanto, resistem a lise (KIPNIS et al.,
1981; JOINER et al., 1986; SCHENKMAN; GHUTER; YOSHIDA, 1986). Entretanto,
tripomastigotas podem ser lisados na presenca de soro imune de animais infectados
(KRETTLI; BRENER, 1982).

Modificacbes na via de sinalizagdo do receptor 3 do fator de crescimento e também a
ativacdo de vias dependentes de célcio sdo estratégias essenciais usadas no processo de
invasdo do parasita (TODOROV et al., 2000). Alguns estudos mostram que a invasdo de
células de mamiferos por T. cruzi requer a ativacdo das vias de transducdo de sinal
relacionadas com o aumento da concentracdo citoslica de Ca®* no parasita e na célula
hospedeira (NEIRA; FERREIRA; YOSHIDA, 2002).

Curiosamente as células sobrevivem por um longo periodo, apesar da infecgéo pelo
parasita, pouco ou quase nada se sabe sobre o motivo pelo qual as células sobrevivem tanto
tempo, abrigando uma grande quantidade de parasitas que necessitam de espago, nutrientes e

outros fatores para se replicarem. A resposta parece estar relacionada as vias de sinalizagéo,
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alguns fatores neurotréficos derivados do parasita sdo capazes de se ligar a receptores tirosina
quinase (TRKA e TRKC) relacionados com o desenvolvimento e reparo do sistema nervoso e
por meio de um mecanismo downstream envolvendo a vias da PI3K e AKT, ocorre um
aumento da sobrevivéncia celular, da proliferacdo, tamanho, disponibilidade de nutrientes e
outros fatores necessério para a sobrevivéncia e homeostasia celular (CHUENKOVA,;
PERRIN, 2008).

A invasdo por T. cruzi é capaz de induzir tanto a fosforilacdo de proteinas dos
macrofagos pela tirosina quinase, quanto de ativar a via de sinalizacdo dependente da proteina
quinase ativada por mitégenos (MAPK). Assim, o bloqueio da via de sinalizacdo dependente
da tirosina quinase e também MAPK nos macrdéfagos hospedeiros, utilizando os inibidores
das respectivas vias pode abortar a infeccdo destas células pelo parasita, sugerindo que a
ativacdo das vias dependentes de quinases € um importante evento no processo de invasao
(TODOROV et al., 2000).

Elucidar os componentes moleculares reguladores da complexa interacdo entre o
parasita e os alvos celulares é imprescindivel para o entendimento da patologia da Doenca de
Chagas. Varios estudos tem examinado a dependéncia de T. cruzi da ativacdo das vias de
sinalizagéo e respostas transcricionais utilizando ampla variedade de tipos celulares diferentes
em experimentos que buscam elucidar as bases moleculares e celulares da resposta celular a
invasdo em modelos in vitro. Os resultados destes estudos sugerem que varios mecanismos de
sinalizacdo celular estdo envolvidos na sobrevivéncia e resposta da célula hospedeira a
invasdo do parasita (AOKI et al., 2006).

A invasdo das células por T. cruzi também parece desencadear um incomum
mecanismo que envolve o recrutamento e fusdo de lisossomos da célula hospedeira para o
sitio de invasdo, sugerindo que este parasita também interage com sistemas de sinalizacdo que
regulam o trafego de membrana (TODOROV et al., 2000).

1.3.1 Fosfatidilinositol-3-quinase (P13K)

Todos os tipos de células eucaritticas estudadas até o presente possuem esta via de
sinalizacdo, ela esta relacionada a um conjunto extraordinariamente diversificado de funcdes
celulares primordiais incluindo crescimento celular, proliferacdo, motilidade, diferenciagéo,
sobrevivéncia e trafego intracelular (BAO et al. 2008).

A PI3K pertence a uma grande familia de enzimas que sdo divididas em trés grupos

funcionais baseado nos seus dominios proteicos estruturais, substrato lipidico especifico e
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propriedades reguladoras. A classe | da PI3K foram as primeiras identificadas e s&o
importantes componentes das vias de sinalizacdo que regulam o crescimento das células
eucaridticas. A classe Il sdo pouco conhecidas, mas também parecem estar relacionadas a
regulacdo do crescimento celular e também regular a endocitose mediada por clatrina. A
classe Il retine algumas proteinas relacionadas com vacuolos/lisossomos de leveduras e seus
homdlogos pertencentes a outros eucariotos, esta classe parece estar envolvida em varios
outros eventos de transporte através da membrana, incluindo endocitose, acidificacdo de
vesiculas e autofagia (SCHOIJET et al., 2008).

A PI3K regula as redes de sinalizacdo celular envolvidas em processos ligados a
sobrevivéncia, crescimento, proliferacdo, metabolismo e outras fungfes especializadas e
diferenciadas das células. A subversdo desta via € comum em casos de cancer e esta
relacionada a outras desordens inflamatdrias, a elucidacdo das funcBes bioldgicas da PI3K
vieram dos estudos farmacol6gicos que utilizaram enzimas inibidoras desta via de sinalizag&o,
como wortmanina e LY294002 (GHARBI et al., 2007).

1.3.2 Proteina quinase B (AKT)

AKT é uma serina/treonina quinase recrutada para a membrana plasmatica de células
estimuladas por uma ampla variedade de estimulos como fatores de crescimento e citocinas.
O recrutamento de AKT para a membrana requer a associacdo do dominio PH (Pleckistrin
Homology) de AKT com o fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfato (PIP3), um produto da enzima
PI3K, o que resulta na fosforilagdo e ativacdo de AKT, que exerce importantes papeis em
maltiplos processos celulares como regulagdo do ciclo celular, sobrevivéncia celular,
remodelamento do citoesqueleto de actina e migracao celular (RAJARAM et al., 2006).

AKT1, AKT2 e AKT3 sdo importantes mediadores das vias de transducdo de sinais
relacionadas com a ativacdo de receptores tirosina quinasee PI3K. A ativacdo de
AKT promove a sobrevivénciada célula por inibir afuncdo das proteinas apoptéticas,
particularmente Bcl-2. A AKT interfere diretamente com a cascata de sinalizacdo da caspase
por fosforilar a pro-caspase-9 tornando-a inativa, inibindo assim a ativacdo das caspases
efetoras, quando ativada promove a sobrevivéncia celular através de interacbes com outras
cascatas de sinalizacdo tais como NF-kB, MAPKs, JNK e p38. Finalmente, a ativacdo de
AKT aumenta a sobrevivéncia celular por aumentar a absorcao de nutrientes, 0 metabolismo e
por manter o potencial de membrana da mitocondria (CHUENKOVA; PERRIN, 2008).
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1.3.3 Proteina quinase ativada por mitégenos - MAPK

Diversos estimulos celulares incluindo fatores de crescimento, hormdnios, choque
osmolar, estresse e elevacdo da temperatura resultam na ativacao da cascata de sinalizacdo da
MAPK, algumas vezes também conhecida como quinase regulada por sinal extracelular
(ERK). As MAPKs compreendem uma familia de proteinas quinases relacionadas que séo
ativadas umas pelas outras por fosforilagdo nos residuos de tirosina e treonina. Embora a via
de sinalizacdo da MAPK seja ativada sob muitas circunstancias em culturas de células, o
exato papel desta via in vivo permanece indefinido (DUDLEY et al., 1995).

As MAPKs formam vias de sinalizago intracelular compostas por trés componentes:
a MAPK, a MAPK quinase (MAPKK ou MAP2K) e a MAPKK quinase (MAPKKK ou
MAP3K), cujas funcbes e estruturas foram conservadas ao longo da evolucdo desde
organismos unicelulares, como as leveduras, até organismos complexos, como 0s mamiferos.
Elas sdo ativadas por numerosos mecanismos de estresse celular e por receptores que
respondem a determinados ligantes e desempenham papéis cruciais na regulacdo de funcdes
essenciais da célula, como sobrevivéncia, proliferacdo, diferenciacdo, morte, além de estar
relacionadas também a varias doencas humanas (RUNCHEL; MATSUZAWA; ICHIO,
2011).

1.3.4 Quinase regulada por sinal extracelular - ERK2

ERK1 e ERK2 foram as primeiras MAPKSs identificadas, elas tém sido extensivamente
caracterizadas devido as suas diversas funcdes fisioldgicas e também por estarem envolvidas
em uma série de doencgas. Como o préprio nome indica a ativacao desta via é iniciada através
do reconhecimento de um ligante pelo receptor tirosina quinase na membrana plasmatica,
levando a ativacdo da proteina G. ERK 1 e 2 fosforilam um grande nimero de substratos
levando a uma resposta celular apropriada, varios componentes basicos de outras vias de
sinalizacdo foram atribuidos como capazes de ativar ERK1/2, incluindo outros receptores
tirosina quinases, quinases Src, calcio, proteina quinase C e receptores acoplados a proteina G
(RUNCHEL; MATSUZAWA; ICHIJO, 2011).

ERK2 é uma proteina quinase amplamente distribuida, possui atividade maxima
guando seus residuos de Thr183 e Tyr185 sdo fosforilados pela MAPKK ou MEK1. Apos sua
ativacdo ERK2 fosforila muitas proteinas reguladoras, proteinas quinase e fatores de
transcricdo (FOX et al., 1998).
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1.3.5 Proteina alvo da Rapamicina em mamiferos (mMTOR)

A mTOR é uma Serina/Treonina proteina quinase que controla o crescimento celular,
proliferacdo e sobrevivéncia. A sinalizacdo de mTOR esta implicada no desenvolvimento do
cancer, por isso existe um grande interesse em desenvolver drogas que atuem nesta proteina.
O entendimento desta via de sinalizacdo foi facilitado enormemente com o uso da droga
Rapamicina que inibe as funces mTOR (BALLOU; LIN, 2008).

A mTOR exerce um papel central no controle do crescimento e metabolismo celular,
foi originalmente descoberta em leveduras, mas é bastante comum e conservada em todos 0s
eucariotos como plantas, helmintos, moscas e principalmente mamiferos. Controla o
crescimento em resposta a disponibilidade de nutrientes, fatores de crescimento e ATP. Sua
via ativa o crescimento celular por regulacao positiva ou negativa através de varios processos
anabolicos ou catabdlicos respectivamente, que coletivamente determina o acimulo de massa.
Além de mTOR ser um importante controlador do crescimento celular dependente de ciclinas
e quinases, também regula e controla a divisdo celular (HALL, 2008).

1.3.6 p38 — Proteina quinase ativada por mitégenos (p38™47X)

A familia das MAPKs controla um ndmero enorme de processos celulares como
expressao, metabolismo, proliferacdo celular, divisdo e diferenciacdo celular, apoptose e
embriogénese. A p38 ¢ uma MAPK cuja via de sinalizacdo foi inicialmente descrita como
sendo ativada por diferentes tipos de estresse celular e citocinas, varios estudos mostram o
envolvimento da via de p38 em um amplo espectro de processos celulares, desde o ciclo
celular, apoptose, senescéncia, regulacdo do splicing do RNA, formacdo de tumores e
crescimento/diferenciacéo de tipos especificos de células (BHANDARI et al,. 2010).

A p38 é uma subfamilia altamente conservada de MAPKS, reine um grupo de
moléculas que sdo importantes mediadoras da resposta celular a uma grande variedade de
estimulos ambientais estressantes, como radiacdo ultravioleta, estresse oxidativo, calor,
choque osmadtico, lipopolissacarideos de bactérias e citocinas pro-inflamatérias. Além disso, a
p38 exerce funcdes essenciais em muitos processos bioldgicos como crescimento celular,
proliferacéo, diferenciacdo, senescéncia, morte, cicatrizacdo de feridas, resposta inflamatoria
e metabolismo energético (GONG et al., 2010).
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1.3.7 Rat sarcoma virus (RAS)

Oncoproteinas Ras sdo comumente encontradas em muitos tipos de tumores humanos,
contribuem para desregular o crescimento celular, a diferenciacio e morte celular.
TransformagBes malignas induzidas por Ras e a manutengdo do fenétipo alterado requer a
associacao de Ras com a superficie interna da membrana celular, esta associa¢éo € promovida
pela COOH-terminal farnesil cisteina carboximetil ester comum em todas as proteinas Ras.
Quando a farnesilacdo é bloqueada, seja por mutacfes em residuos de cisteina modificados
pela enzima farnesil transferase, seja por a¢éo de inibidores da farnesil transferase, a proteina
Ras permanece no citosol e perde sua atividade (GANA-WEISZ et al., 2002).

As proteinas Ras sdo expressas em quase todos os tecidos adultos e fetais agindo como
interruptores moleculares ativando vias de transducdo de sinais que regulam a proliferacédo
celular, diferenciacdo e sobrevivéncia. Ao se ligarem a superficie interna da membrana celular
sdo ativadas por receptores que induzem a conversdao de sua forma inativa (guanosina
difosfato — GDP) para a forma ativa Ras-GTP, a superexpressdo de Ras causa proliferacao e
crescimento de tumores (NEVO et al., 2011).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivos gerais

A proteina recombinante de T. cruzi P21-Hiss pode ser purificada a partir dos corpos de
inclusdo (rP21-Hisg) e a partir da fragdo solivel do extrato bacteriano (sP21-Hisg) utilizando
protocolos distintos, com este trabalho planejamos comparar as proteinas obtidas por cada
protocolo e verificar se possuem a mesma estrutura secundaria, propriedades bioldgicas e
identificar as vias de sinaliza¢éo ativadas pela proteina.

Ainda neste trabalho planejamos identificar as vias de sinalizagdo envolvidas durante a
invasdo de macrdfagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6 por formas TCT
e AE da cepa G de T. cruzi, nas situacBes em que o0s parasitas estdo vivos, mortos ou

opsonizados.

2.2 Objetivos especificos

1. Verificar se a rnP21-Hisg e a sSP21-Hisg possuem a mesma estrutura secundaria.

2. Verificar se a sP21-Hiss promove 0 aumento da fagocitose por macrofagos peritoneais
inflamatorios de camundongos C57BL/6.

3. Verificar se a sP21-Hisg promove aumento da internalizacdo das formas TCT e AE da
cepa CL de T. cruzi em células ndo-fagociticas (Vero).

4. Identificar as vias de sinalizacdo ativadas pela rnP21-Hisg durante o processo de
fagocitose por macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6.

5. Identificar as vias de sinalizacdo ativadas no processo de invasdo celular de
macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6 por TCT e AE da

cepa G de T. cruzi nas situagdes em que eles estdo vivos, mortos ou opsonizados.
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3. JUSTIFICATIVA

Investigar diferentes aspectos da interacdo entre T. cruzi e a célula hospedeira é como
buscar pequenas pecas que faltam de um enorme quebra-cabeca que esta longe de ser
finalizado. Carlos Chagas deu aos pesquisadores a visao geral de todo o quadro, seus esforcos
dedicados a compreensdo de todo o ciclo de transmissdo do parasita com toda certeza
ultrapassaram varios limites existentes no seu tempo, mesmo apesar das limitacGes
tecnologicas da época. Porém, decorridos varios anos desde as primeiras descobertas de
Carlos Chagas, os pesquisadores da atualidade se deparam com inimeros questionamentos
mais complexos e novos limites para serem ultrapassados, mesmo dispondo dos modernos
recursos tecnoldgicos existentes neste século.

Estudar a interacdo parasita-célula hospedeira ¢ buscar compreender o “dialogo”
bioquimico e molecular que se estabelece entre estes organismos, traduzir esta linguagem é de
fundamental relevancia para que 0s pesquisadores possam compreender quais artificios o
parasita utiliza no processo de invasdo e quais sdo usados para burlar as defesas da célula
hospedeira, deixando-a tdo suscetivel a invasdo do parasita. A chave desta complexa
gramatica molecular pode estar no entendimento das vias de sinalizacdo envolvidas neste
processo e na caracterizacao das proteinas de superficie ou secretadas pelo parasita. Afinal, os
sinais para que T. cruzi entre e sobreviva no interior das células ndo sdo completamente
esclarecidos e algumas evidéncias sugerem que o parasita interaja com diferentes sistemas de
sinalizacdo da célula hospedeira (TODOROV et al. 2000).

O diédlogo entre T. cruzi e os componentes do citosol da célula hospedeira é
fundamental para a sobrevivéncia do parasita, para a difusdo e manutencdo da infeccdo em
hospedeiros mamiferos, no entanto, a base molecular subjacente a interacdo do parasita com o
meio intracelular também permanece largamente inexplorada (CHUENKOVA; PERRIN,
2008).

Compreender as vias de sinalizacdo e as proteinas envolvidas na invasao celular pelo
parasita é um trabalho arduo que podera ser gratificante e render bons resultados. Arduo pela
sua complexidade e principalmente devido a quantidade de novos gquestionamentos que
deverdo surgir a partir do entendimento destas vias. Gratificante porque despertara ainda mais
0 interesse dos pesquisadores em investigar, identificar e caracterizar os elementos do parasita
que ativam estas vias de sinalizacdo e quais receptores da célula hospedeira séo recrutados por
estes elementos. Pois, T. cruzi liga-se a receptores na superficie das células do hospedeiro, o

que leva a sua internalizagdo no vacuolo parasitoforo (CHUENKOVA; PERRIN, 2008).
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Atualmente os agentes terapéuticos disponiveis para tratamento da doenca provocada
por T. cruzi sdo altamente toxicos, no momento ndo ha nenhum tratamento efetivo para a
Doenca de Chagas em estagio crénico, por isso entender a biologia basica deste parasita é
essencial para o desenvolvimento de novos alvos para tratamento (BAO et al., 2008).

Identificar as proteinas do parasita, os receptores da célula hospedeira, assim como
compreender a cascata de sinalizacdo envolvida podera abrir um leque de possibilidades de
alvos terapéuticos com a finalidade de interromper o ciclo de invasdo do parasita a nivel
celular. Afinal, é sabido que a ativacdo de vias de sinalizacdo da célula hospedeira por T. cruzi
é conhecida por desempenhar um papel regulador crucial no processo de invasao celular por
este patogeno (WOOLSEY et al., 2003).
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4. MATERIAL E METODOS

4.1 Aspectos éticos e local do estudo

Este estudo foi realizado respeitando-se todas as normas de biosseguranca e esta
vinculado ao projeto: “Estudos de moléculas envolvidas na invasdo e trafego intracelular das
formas infectivas de T. cruzi in vitro e in vivo. Emprego da P21 na inducdo de protecédo contra
a doencga de Chagas”, aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa (CEUA), da Universidade
Federal de Uberlandia (Protocolo nimero 059/08).

Os procedimentos experimentais foram conduzidos em sua maior parte no Laboratério
de Tripanosomatideos (Bloco 6T sala 07) do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU
(ICBIM — UFU). Também realizamos varios experimentos e analises no Instituto de Fisica de
Sdo Carlos-SP da Universidade de Sdo Paulo (USP) sob supervisdo do Prof. Dr. Eduardo
Horjales Reboredo e colaboragdo da Doutoranda Heline Hellen Teixeira Moreira, e
Departamento de Microbiologia, Imunologia e Parasitologia (DMIP) da Universidade Federal
de S&o Paulo (UNIFESP) sob supervisdo do Prof. Dr. Renato Arruda Mortara e colaboragédo

do Prof. Dr. Fernando Real.

4.2 Animais

Utilizamos camundongos C57BL/6 e BALB/C, os quais foram cuidados, manipulados
e sacrificados conforme as normas estabelecidas. Os animais foram mantidos no Biotério da
UFU em condic¢des padrdes de 12 horas de luz e 12 horas no escuro, em temperatura de

25+2°C, com racdo e agua sendo repostos sempre gque necessario.

4.3 Cultura de células

Para execucdo deste estudo trabalhamos com dois tipos de células: macréfagos
peritoneais inflamat6rios de camundongos C57BL/6 foram utilizados nos estudos de
sinalizacdo celular durante a invaséo pela cepa G de T. cruzi e sinalizagéo celular ativada pela
proteina P21-Hisg durante a fagocitose de particulas de zymosan; células Vero (fibroblastos
de rim de macaco verde da Africa) foram utilizadas na manutencio do ciclo de T. cruzi in

vitro para obter as formas TCT do parasita, e nos ensaios de invasdo pela cepa CL de T. cruzi
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quando foi necessario trabalhar com um tipo de célula ndo-fagocitica para estudar a
capacidade da sP21-Hisg de induzir a fagocitose e aumentar a internalizacdo do parasita.

Os macrdéfagos peritoneais foram colhidos na cavidade abdominal dos animais apds 72
horas da administracdo prévia de solucdo de tioglicolato 3% estéril intra-abdominal em
camundongos C57BL/6, sacrificados por deslocamento cervical. Com seringas de 5 ml e
agulhas estéreis injetamos 5 ml de meio DMEM10% na cavidade peritoneal de cada
camundongo, no interior da cavidade a solucdo foi levemente agitada para soltar os
macrofagos da parede do peritonio, o lavado peritoneal contendo macrofagos foi aspirado da
cavidade com uma seringa estéril e depositado num tubo Falcon estéril mantido
temporariamente no gelo para evitar a aderéncia das células na parede do frasco. Para a
determinacdo do numero de células presentes no lavado peritoneal elas foram contadas
utilizando camara de Neubauer e posteriormente plaqueadas, em ambiente estéril, numa placa
de 24 pocos com laminulas circulares, para a realizacéo dos ensaios usamos 2x10° células por
pOCo.

Todas as células foram mantidas em DMEM (Dulbecco’s modified Eagle’s médium -
Vitrocell/Embriolife), com L-glutamina (2mM) e D-glicose (4500 mg/L), bicarbonato de
sodio (2000 mg/L), HEPES (2380 mg/L), piruvato de sédio (1100 mg/L), suplementado com
os antibioticos penicilina (60 mg/L), gentamicina (40 mg/L) e estreptomicina (10 mg/L), e
com soro fetal bovino (SFB - Vitrocell/Embriolife) a 10%, e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera umida e 5% de CO,. As culturas foram avaliadas diariamente e 0 meio substituido

sempre que necessario.

4.4 Parasitas

T. cruzi das cepas G e CL (TCT e AE), foram usados nos ensaios de invasao de
macrofagos peritoneais e invasdo de células ndo-fagociticas (\VVero) respectivamente. Até sua
utilizacdo nos experimentos eles foram mantidos in vitro em células Vero, cultivadas em
garrafas de cultura de 75cm? contendo 10 ml de meio DMEM com 2,5% de SFB, até ocorrer a
eclosdo dos parasitas na sua forma TCT. As formas AE foram obtidas incubando-se os TCT
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) pH 5.8, suplementado com 5% SFB, por 16 a 18
horas na estufa a 37°C e 5% de CO,. Posteriormente foram centrifugados a 4000 rpm durante
10 minutos, o meio LIT foi desprezado, o pellet dissolvido em DMEM para em seguida

efetuar a contagem dos parasitas em camara de Neubauer.
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4.5 Protocolos de purificacdo da P21-Hisg

4.5.1 Solugdes tamponantes, meios de cultura, antibidticos e outros reagentes

- Solugéo Salina Tamponada com Fosfato (PBS): 8g de NaCl, 0.2g de KCI, 1.44g de
Na,HPQ,, 0.24g de KH,PO,, 1L dd H,0, pH 7,4.

- Meio Luria Bertani (LB): 10g de Bacto-Triptona, 59 de Bacto-extrato de levedura, 10g de
NaCl, 1L ddH,0, pH7,0.

- Meio 2xYT: 169 de Bacto-Peptona ou Triptona, 10g de extrato de levedura, 5g de NaCl, 1L
ddH,0, pH 7,0.

- Solucdo de estoque de Ureia 6M.

- Tampédo de Ligacdo sem Ureia (BB): Imidazol 5mM, NaCl 500mM, Tris pH 8.0 20mM,
ddH,0;

- Tampéo de Ligacdo com Ureia 6M (BBUG6): Imidazol 5mM, NaCl 500mM, Tris pH 8.0
20mM, Ureia 6M;

- Tampédo de Lavagem com Ureia 6M (WBUG6): Imidazol 20mM, NaCl 500mM, Tris pH 8.0
20mM, Ureia 6M;

- Tampdo de Eluicdo com Ureia 6M (EBUG6): Imidazol 1M, NaCl 500mM, Tris pH 8.0
20mM, Ureia 6M;

- Solucdo de estoque de NaCl 4M.

- Solucédo de estoque de Tris 1M.

- Solucéo de estoque de Glicerol 50%.

- Tampdo 1 (B110): Tris 25mM, NaCl 300mM, Glicerol 5%, Imidazol 10mM, ddH,O, pH 8,8.
- Tampao 2 (B140): Tris 25mM, NaCl 300mM, Glicerol 5%, Imidazol 40mM, ddH,0, pH 8,8.
- Tampédo 3 (BI300): Tris 256mM, NaCl 300mM, Glicerol 5%, Imidazol 300mM, ddH,0O, pH
8,8.

- Tampdo GF: Tris 25mM, NaCl 150mM, pH 8,8.

- Tampao 1XTBST: Tris 50mM, NaCl 150mM, 10% Twen 20, ddH,O, pH 7,4.

- Tampdo 1xTBST 5% milk: Tris 50mM, NaCl 150mM, 10% Twen 20, ddH,0O, 50g de leite
em po desnatado, pH 7,4.

- Canamicina (50pg/mL).

- Coluna de Ni-Sepharose (GE Healthcare).

- IPTG 1M (Isopropyl-beta-D-thiogalactopyranoside, Invitrogen).

- Lisozima (50mg/mL, Sigma-Aldrich).
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- Membrana de diélise 3,5 kDa.
- Adjuvante Completo de Freud (Sigma).
- Adjuvante Incompleto de Freud (Sigma).

4.5.2 Equipamentos

Espectrofotémetro Microprocessor Single Beam UV-9200; Shaker New Brunswick
Scientific Innova 4400/4430 Large-Capacity Stackable Incubator Shaker; Centrifuga 5810R
Eppendorf; Centrifuga Sorvall RC 6 Plus, Sonicador Branson Sonifier 450; Coluna Superdex
75 10/300 GL (GE Healthcare); Sistema Purificador AKTA GE Healthcare/Amersham
Biosciences Purifier; Agitador magnético Stirrer; Thermo Scientific NanoDrop 2000; Tubos

concentradores; Espectrometro de Dicroismo Circular Jasco 815 CD Spectrometer;

4.5.3 Protocolo de purificagéo e renovelamento da rnP21-Hisg

A proteina recombinante P21-Hisg possui uma cauda de histidina. Proteinas que
possuem caudas de histidina podem ser purificadas facilmente através de protocolos
relativamente simples utilizando cromatografia de afinidade, como por exemplo, coluna de
niquel. A cauda de histidina € relativamente pequena e ndo interfere de forma sensivel nas
propriedades da proteina.

O protocolo de purificacdo e renovelamento da P21-Hisg utilizado neste trabalho é o
mesmo que foi descrito por Silva et al. (2009). Em que o vetor pET-28a (+) contendo o0 gene
completo para a forma nativa da proteina P21 de T. cruzi foi transfectado em E. coli BL21.
Uma colénia simples foi colhida e inoculada num frasco Erlenmeyer de 50 mL contendo 10
ml de meio LB estéril, onde adicionamos 7uL do antibidtico Canamicina (50ug/mL). O frasco
foi deixado sob agitacdo no shaker overnight a 37°C, este é o pré-indculo.

No dia seguinte o pré-indculo foi vertido num Frasco Erlenmeyer de 1L contendo 490
mL de meio LB estéril e 350 puL de Canamicina. O frasco foi deixado no shaker sob agitacdo
continua a uma temperatura de 37°C até atingir a densidade Optica (OD) de aproximadamente
0,5 a 0,9 aferida no espectrofotdmetro. Para estimular a producdo da proteina recombinante
acrescentamos IPTG 1M de modo que a concentracdo final fosse de 0,5mM, deixamos o
frasco no shaker sob agitacdo continua por trés horas.

Posteriormente os 500 mL de meio LB foram centrifugados a 5000 rpm por 20

minutos a 4°C, o sobrenadante foi autoclavado e descartado, e o pellet foi dissolvido em 10
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ml de PBS. Para induzir a lise celular utilizamos Lisozima (50 pg/mL por 20 minutos) e
fizemos sonicagdo no extrato bacteriano, usando o Sonicador Branson Sonifier 450, durante
seis ciclos de 30 segundos com um minuto de intervalo entre um ciclo e outro. O lisado
bacteriano foi centrifugado a 13000 rpm por 20 minutos a 4°C, o sobrenadante descartado e o
pellet formado basicamente pelos corpos de incluséo foi dissolvido em solucgdo de Ureia 6M.

Submetemos o lisado a cromatografia de afinidade usando coluna de Niquel. Usamos
2 mL de coluna, a qual foi lavada e equilibrada com agua destilada e tampdo de ligacdo por
trés vezes usando centrifugacdo a 2000 rpm por um minuto, desprezando o sobrenadante para
remover os tampdes indesejados. Em seguida, o lisado bacteriano foi incubado com a coluna
de niquel, mantida sob agitacdo por duas horas a 4°C e centrifugada a 2000 rpm por um
minuto.

Apbs centrifugacdo um pellet é formado pelas “beads” da coluna de Niquel com
proteina P21-Hiss desenovelada ligada a elas pela cauda de histidina. A coluna foi lavada com
BBUG e depois com WBUG trés vezes com cada tampéo, sendo centrifugada a 2000 rpm por
um minuto a 4°C e o sobrenadante desprezado. Em seguida a coluna foi lavada com EBU6
quatro vezes através de centrifugacdo e dessa vez o sobrenadante proveniente de cada lavada
é colhido, pois contém a proteina de interesse eluida. O proposito de lavar a coluna com estes
trés tampdes um apds o outro é que o BBUG, WBU6 e EBU6 apresentam concentracdes
crescentes de imidazol (5mM, 20mM e 1M respectivamente), isso faz com que a proteina seja
eluida ao final do processo devido as beads da coluna de Niquel apresentarem uma afinidade
maior pelo imidazol em relacdo a cauda de histidina da P21-Hisg.

Finalmente todo o eluido proveniente da lavagem com o EBU6 é inserido no interior
de uma membrana de 3,5 kDa semipermedvel e submetido a diélise contra 4L do tamp&o PBS
por 48 horas sob agitacdo continua a 4°C para remover impurezas e promover o
renovelamento da P21-Hisg. O tampao PBS é reposto ap6s o primeiro dia de dialise. Apos a
didlise a amostra purificada é aplicada num gel de eletroforese para confirmagdo da sua
presenca, pureza e a concentracao da proteina quantificada com o aparelho Nanodrop.

4.5.4 Protocolo de purificagéo da sP21-Hisg
A maior parte da proteina sintetizada pela E. coli permanece na fracédo insollvel, para

obter uma quantidade razoavel de proteina com este protocolo foi necessario preparar 8 litros

de meio 2xYT. Uma col6nia de E. coli, transfectada com o plasmidio que continha o gene da
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P21-Hiss, foi inoculada em 100 mL de meio 2xYT estéril com 70uL de Canamicina
(50pg/mL), este pré-indculo foi deixado sob agitagdo continua no shaker a 37°C overnight.

Preparamos 8 litros de meio 2xYT, dividimos o volume em oito Erlemeyers sendo que
cada frasco ficou com um volume de um litro cada, autoclavamos todos os frascos e deixamos
esfriar. Em seguida acrescentamos 700uL de Canamicina (50pg/mL) e um pouco do pré-
indculo com as bactérias crescidas em cada frasco, que foram deixados sob agitacdo continua
no shaker durante 2 horas a 37°C ate atingir a OD de 0,6-0,8 aferida no espectrofotémetro a
600 nm. O indutor de sintese proteica IPTG a 1M foi adicionado em cada frasco de forma a
deixar a concentragéo final de cada um a 0,5mM, para estimular a expresséo da P21-Hisg pela
E. coli, depois os frascos foram mantidos sob agitagéo por trés horas a 37°C.

Todo o volume de meio 2xYT foi distribuido em frascos especiais e centrifugados na
Sorvall RC-5C Plus High-Speed-Centrifuge a 4500rpm a 4°C por 40 minutos, o sobrenadante
foi autoclavado e desprezado, e o pellet foi dissolvido no tamp&o BI10. Acrescentamos
Lisozima (50 mg/mL, 160mL de pellet : 80 pL de Lisozima) para auxiliar na lise das
bactérias, deixamos agir durante 20 minutos e sonicamos o lisado bacteriano por 8 ciclos, na
poténcia méaxima, com intervalo de um minuto entre cada ciclo. Apds a sonicacdo
centrifugamos o lisado a 14000rpm a 4°C durante quarenta minutos e coletamos o
sobrenadante, que é a fracdo sollvel do extrato bacteriano.

A fragdo sollvel foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de Niquel,
sendo que a coluna foi previamente lavada com BI10 e depois com BI40 e posteriormente a
proteina foi eluida da coluna ap6s o uso do tampédo BI300. Em seguida o eluido foi submetido
a gel filtracdo utilizando a coluna Superdex 75 10/300 GL acoplada ao sistema de purificacdo
AKTA Purifier (GE). Finalmente a proteina foi coletada e concentrada utilizando tubos

concentradores centricom (MILLIPORE®) e centrifugacdo a 2700rpm.

4.6 Drogas inibidoras das vias de sinalizagéo

Em farmacologia e bioguimica o IC50 é um padrdo que expressa a concentracdo
necessaria para uma droga produzir 50% do seu efeito/inibicdo. Porém uma davida muito
comum de quem trabalha com drogas inibidoras das vias de sinalizacdo é a concentracéo de
uso gque devemos adotar nos experimentos. A quantidade requerida de cada inibidor depende
de muitos fatores como a acessibilidade do alvo, a permeabilidade celular, tempo de
tratamento, tipo de célula usada. Consultar a literatura disponivel é a melhor maneira de se

determinar a concentracéo inicial. Porém, se os valores de Ki (constante de inibi¢do) ou IC50
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forem conhecidos deve-se usar uma concentracdo cinco a dez vezes maior para obtermos a
méxima atividade da droga (Calbiochem® Inhibitor Sourcebook).

LY294005 ou Cy9H17NO3, também conhecido como 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-
1-benzopyran-4-one, € um potente inibidor da PI3K sendo permeavel a membrana celular
agindo no sitio de ligacdo ao ATP da enzima. A via PI3K é amplamente estudada por sua
capacidade de inibir a apoptose e regular as respostas inflamatérias mediadas por TLR
(InvivoGen®).

A droga LY294005 é um inibidor altamente seletivo da PI3K, possui um IC50 de
0,43ug/mL/1,4uM e um peso molecular de 307,35 g/mol. Quando usada na concentragdo de
50uM inibe especificamente a atividade da PI3K, ndo afetando outras proteinas quinases
como PI4 quinase, PKC ou MAP quinases. Esta droga é solivel em DMSO e para ser usada
em experimentos com células a cultura deve ser tratada previamente com a droga por no
minimo uma hora antes da estimulacéo (Cell Signaling Technology®).

O inibidor de AKT/PKB 124005, também conhecido como 1L6-Hydroxymethyl-
chiro-inositol-2-(R)-2-O-methyl-3-O-octadecyl-sn-glycerocarbonate (C3oHsgO10), € permeéavel
a membrana celular e inibe potencialmente e seletivamente a proteina quinase AKT/PKB,
possui um 1C50 de 5uM e peso molecular de 578,8 g/mol (Calbiochem®). Graham et al.
(2009) estudando a produgao do ligante do receptor NFkB por linfocitos T, usou este inibidor
na concentracao de 25uM tratando as células por duas horas com essa droga.

O inibidor PD98059 é um potente e seletivo inibidor de MAP quinase quinase
(também conhecido como MAPK/ERK quinase ou MEK quinase), ele desencadeia suas
propriedades inibitdrias ligando-se & MEK e prevenindo a fosforilacdo de ERK1/2 (p44/p42
MAPK) por MEK1/2. MAPK ERK1/2 esta envolvida na producdo de citocinas induzida por
TLR (InvivoGen®). Esta droga também & conhecida como 2’-Amino-3’-methoxyflavone
(C16H13NO3), possui 0 peso molecular de 267,28g/mol, sendo permeavel a membrana celular,
bloqueia seletivamente a ativagdo de MEK inibindo assim a fosforilagéo e ativacdo da MAP
quinase (Enzo Life Sciences®).

PD98059 inibe a ativacdo de MEK1 e MEK2 com concentracdes de IC50 em torno de
4uM e 50uM, respectivamente. Em experimentos com cultura de células recomenda-se tratar
as celulas com 50uM deste inibidor por no minimo uma hora, ele age in vivo como um
inibidor altamente seletivo da ativagdo de MEKL1 se ligando a formas inativas de MEK1
prevenindo sua ativagao por ligantes como c-Raf (Cell Signaling Technology®).

PD98059 foi identificado como o primeiro inibidor sintético da via de sinalizagdo da

MAPK, desde entdo tem sido extensivamente usado para identificar as funcdes biologicas da



37

ERK1/2. A droga se liga a forma inativa da MAPKK (MEK), que é a proteina quinase
imediatamente acima da ERK1/2, prevenindo sua ativacdo por Raf-1 e outros ativadores
(KIM; ABDELMEGEED; NOVAK, 2006).

Recentemente uma nova e mais potente droga inibidora de MEK foi desenvolvida,
trata-se da U0126, que inibe a atividade enzimatica de MEK1/2, pois PD98059 bloqueia a
fosforilacdo de MEK1, mas ndo inibe eficientemente a atividade de MEK1 uma vez que ela ja
esta fosforilada (NAMURA et al., 2001) .

U0126 (CigH16N6S,), também conhecido como (1,4-diamino-2,3-dicyano-1,4-bis [2-
minophenylthio] butadiene), peso molecular de 380,50g/mol, é um inibidor altamente seletivo
de MEK1 e MEKZ2, quando comparado ao PD98059, com uma alta afinidade ao MEK1. Para
experimentos com cultura de células recomenda-se trata-las com 10uM de U0126 por trinta
minutos a duas horas antes da estimulacéo (Cell Signaling Technology®).

5-lodotubercidina também conhecida como 4-Amido-5-iodo-7-(B-D-ribofuranosyl)
pyrrolo [2,3-d] pyrimidine (C11H13IN4O4) tem peso molecular de 392,2g/mol. E um potente
inibidor de adenosina quinase, caseina quinase, MAPK, proteina quinase A e também inibe
fortemente a ERK2 (Calbiochem®). Em estudos in vitro usa-se 1 a 10uM de ITU para inibir a
atividade desta enzima (PARKINSON; GEIGER, 1996). Os efeitos de ITU como inibidor de
adenosina quinase foram estudados incubando-se as células com essa droga por 60 minutos
(FLUCKIGER-ISLER; WALTER, 1993).

A Rapamicina é um macrolideo bacteriano com atividade antifingica e
imunossupressora. Ela forma um complexo com a imunofilina FKBP12, o qual inibe a
atividade da mTOR. Para experimentos com cultura de células recomenda-se trata-las com
10nM deste inibidor por no minimo uma hora antes da estimulacdo (Cell Signaling
Technology®). Essa droga, também é conhecida como Sirolimus (Cs;H7gNO13), tem peso
molecular de 914,2g/mol e costuma ser usada para prevenir rejeicdo de 6rgaos transplantados
ou enxerto de medula dssea. Rapamicina sendo uma droga que inibe a sinalizagdo de mTOR
pode ser usada no tratamento de céncer, diabetes e doencas cardiovasculares (Cayman
Chemical®).

O inibidor 506121 p38MAPK (C,3H21FN,4S), também conhecido como (RS)-{4-[5-(4-
Fluorophenyl)-2-methylsulfanyl-3H-imidazol-4-yl] pyridin-2-yl}-(1-phenylethyl) amine], tem
massa molecular de 404,5g/mol, € permeavel a membrana celular e age como um potente,
seletivo e reversivel inibidor de p38 MAPK (Calbiochem®). Nos experimentos com cultura de
células tratamos as culturas com 4uM deste inibidor, 0 que representa uma concentracdo dez

vezes maior do que seu IC50 (0,38uM para p38a) por até duas horas.
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O Acido Farnesil Tiosalicilico (FTA) ou 2-[[(2E,6E)-3,7,11-trimethyl-2,6,10-
dodecatrien-1-yl]thio]-benzoic acid (C2,H300,S) é um inibidor da via de sinalizacdo de Ras,
tem peso molecular de 358,5g/mol e age desalojando a proteina Ras da membrana celular
deixando-o suscetivel & degradacdo proteolitica (Cayman Chemical®). Alguns estudos in vitro
mostram que FTA usando nas concentragbes 50-100pM tem sido efetivo na supressao do
crescimento de um grande ndmero de tumores incluindo cancer de prostata e melanomas
(AMOS et al., 2006).

Altas concentraces de FTA sdo necessarias para promover o desligamento da
proteina Ras da membrana plasméatica das células, este inibidor provocou uma reducgédo
especifica e dose-dependente na quantidade de Ras em células de ratos, sendo que o efeito de
FTA na localizacdo de Ras nestas células foi examinado usando 5-50uM da droga sem que
houvesse citotoxicidade. Portanto, para desacoplar a proteina Ras da membrana plasmatica
recomenda-se usar a droga na concentragdo de 50uM (HAKLAI et al., 1998).

A tabela a seguir lista as drogas inibidores das vias de sinalizagcdo que utilizamos neste
estudo, assim como os parametros de uso preconizados pelos fabricantes e literatura

cientifica.

Tabela 1 — Inibidores das vias de sinalizagdo

. Via de Solucdo de Concentragdo  Tempo de
Inibidor L Marca

Sinalizacéo Estoque de uso tratamento
LY 294002 PI3K Cayman 10mM 50 uM 1-2h
PD98059 MEK1 Cell Signaling 20mM S0uM 1-2h
uQ0126 MEK1/2 Cell Signaling 10mM 10puM 1-2h
Rapamicina mTOR Cayman 10mg/mL 10nM 1-2h
FTA Ras Cayman 14mM S0uM 1-2h
ITU ERK?2 Santa Cruz 2,55mM 20uM 1-2h
124005 AKT Calbiochem 1,7mM 25uM 1-2h
p38 506121 p38 Calbiochem 10mM 4uM 1-2h

Fonte: Data sheet dos fabricantes/Calbiochem Inhibitor SourceBook

4.7 Espectropolarimetria de dicroismo circular da P21-Hisg

E um tipo de espectroscopia que utiliza a absorcdo diferenciada da luz polarizada

circularmente no sentido horario e anti-horario, este fenébmeno é empregado no estudo da
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estrutura secundéria das proteinas. Utilizando o Espectropolarimetro de Dicroismo Circular
Jasco 815 e cubetas de quartzo de 0,1 cm obtivemos os espectros das proteinas rnP21-Hisg €
sP21-Hisg medidos a partir de 250nm até 190nm a 10nm/minuto. A proteina na concentragdo
de 0,15mg/mL dissolvida em tampdo 10mM de fosfato de Sédio pH 7.4 foi aquecida a partir
de 37°C ate 80°C e posteriormente resfriada até a temperatura inicial, o espectro foi gravado
para analisar se a proteina recuperava a sua estrutura secundaria.

No protocolo de renovelamento da rnP21-Hisg a didlise contra tampédo PBS oferece as
condi¢cdes adequadas para o renovelamento da proteina ap0s ser desnaturada por ureia.
Empregamos a espectropolarimetria de dicroismo circular para analisar duas situacoes:
primeiro verificar a capacidade da proteina de recuperar sua estrutura secundaria apds ser
desnaturada pelo calor; segundo comparar 0s espectros da rnP21-Hisg e sSP21-Hisg € verificar

Se possuem ou ndo a mesma estrutura secundaria.

4.8 Obtencéo de soro anti-sP21-Hisg e ensaio de imunofluorescéncia

Para realizar mais analises comparando a rnP21-Hiss e sP21-Hisg tendo em vista
enriquecer os resultados obtidos com o dicroismo circular fizemos ensaios de Dot Blot e
Western blot, mas para executd-los foi necessario obter um soro contendo anticorpos
policlonais que fossem capazes de reconhecer e ligar a proteina recombinante.

Cinco camundongos BALB/C de vinte dias de idade foram submetidos a trés
imunizacbes consecutivas com intervalo de sete dias entre cada imunizacdo. Cada animal
recebeu 300uL de volume, via intraperitoneal, contendo a proporgéo de 1:1 de Adjuvante de
Freud e sP21-Hisg na concentracdo de 50ug/mL. Na primeira imunizagdo usamos Adjuvante
Completo de Freud, nas seguintes usamos o Adjuvante Incompleto de Freud, sendo que apos
sete dias decorridos da terceira imunizacao os animais foram sacrificados, o sangue coletado
por puncdo cardiaca e centrifugado a 2500rpm por cinco minutos para podermos coletar o
soro com anticorpos policlonais.

Para confirmar se o soro dos animais imunizados continha anticorpos policlonais
capazes de se ligar a sP21-Hisg e também a rnP21-Hisg realizamos ensaios de
imunofluorescéncia, em que 40ug/mL das proteinas foram adsorvidas em pogos numa lamina
de RIFI e deixadas a temperatura ambiente até secarem. Fixamos com formaldeido 4% nos
pogos durante 30 minutos, lavamos com PBS e colocamos o soro anti-sP21-Hiss em
diferentes proporcdes (1:50, 1:100: 1:200, 1:500 e 1:500), deixamos agir por uma hora e

lavamos com PBS. Como controle, executamos o0 mesmo procedimento utilizando soro de
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animal saudavel ndo submetido as imuniza¢Ges. Em seguida as amostras foram incubadas
com anticorpos secundarios anti-mouse IgG conjugados com Alexa Fluor 488 verde (rnP21-
Hisg) ou Alexa Fluor 568 vermelho (sP21-Hisg) por uma hora, lavamos com PBS, colocamos
0 agente anti-decaimento de fluorescéncia PPD, e obtivemos as imagens utilizando o

microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M.

4.9 Dot Blot

Para detectar, analisar e identificar a P21-Hisg nas preparagdes a partir dos corpos de
incluséo e também fracdo solGvel do extrato bacteriano realizamos o Dot blot, onde inserimos
preparacdes da sP21-Hisg e rnP21-Hisg, integra e desnaturada pelo calor (100°C por 5
minutos), em diferentes concentracbes (4 pg, 2 g e 1 pg) sobre uma membrana de
nitrocelulose (GE Healthcare) e deixamos secar. Bloqueamos os possiveis sitios inespecificos,
com tampdo TBST com 5% de leite em p6 desnatado dissolvido, durante uma hora sob
agitacdo. Decantamos a solucéo de blogueio, lavamos a membrana com tampdo 1XTBST trés
vezes sob agitacdo durante oito minutos cada lavada. Diluimos o soro anti-sP21-Hisg no
tampdo TBST com 5% de leite desnatado na proporcdo de 1:50 e deixamos a membrana
incubando com o anticorpo primario sob agitacdo overnight.

No dia seguinte lavamos a membrana trés vezes com tampéo TBST com 5% de leite
desnatado, diluimos o anticorpo secundario peroxidase conjugada com anti-mouse 1gG
(Sigma Aldrich) no mesmo tampdo na proporcdo de 1:1000 e deixamos a membrana
incubando por uma hora. Depois lavamos a membrana com tampdo 1xTBST trés vezes sob
agitacdo por oito minutos cada lavada e fizemos a reacdo de eletroquimioluminescéncia

(Amersham ECL Plus Western Blotting Detection Reagents).

4.10 Western Blot

As proteinas rnP21-Hisg (2,02mg/mL) e sP21-Hisg (0,56mg/mL), na condi¢do integra
e desnaturada pelo calor a 100°C durante cinco minutos, foram aplicadas num gel de
poliacrilamida/SDS a 13% para separacéo eletroforética. Apos a eletroforese as bandas foram
transferidas para uma membrana de nitrocelulose (GE Healthcare) sob corrente elétrica de
100 V durante uma hora (Sistema Biorad). Apos a transferéncia das bandas para a membrana
de nitrocelulose, esta foi submetida ao mesmo tratamento dado a membrana no ensaio de Dot

Blot para revelacdo das bandas transferidas a partir do gel.
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4.11 Ensaio de invasao em células ndo-fagociticas

Ja sabemos que a rnP21-Hisg é capaz de estimular a fagocitose de particulas de
zymosan e aumentar a internalizacdo de parasitas intracelulares (SILVA et al., 2009;
RODRIGUES et al., 2012). Para verificar se sP21-Hiss também aumentaria a internalizacdo
de parasitas na célula hospedeira realizamos ensaios de invasdo em que utilizamos células
Vero como um modelo de células ndo-fagociticas e parasitas T. cruzi da cepa CL nas formas
AE e TCT, por se tratar de uma cepa pouco infectiva.

Numa placa de 24 pogos contendo laminulas circulares semeamos 2x10° células Vero
em DMEM10% por pogo, deixamos a placa overnight na estufa a 37°C com 5% de CO, para
as células aderirem. No dia seguinte AE e TCT, na propor¢ao de 20 e 10 parasitas por célula
respectivamente, foram adicionados a pocos para invadir estas células, na presenca e na
auséncia de 40ug/mL de sP21-Hisg, por duas horas dentro da estufa.

As células foram fixadas com Bouin por 15 minutos, coradas com Giemsa por uma
hora, as laminulas foram submetidas a banhos com concentragdes decrescentes de acetona
(100%, 90%, 70% e 30%) e crescentes de xilol (10%, 30%, 70% e 100%), em seguida foram
coladas em laminas de vidro usando Entellan®. Com o microscépio 6ptico contamos a
quantidade de parasitas internalizados a cada 100 células e obtivemos as imagens com o
microscopio Optico de captura de imagem LEICA ICC50 HD.

4.12 Ensaio de fagocitose de particulas de zymosan por macréfagos para estudo das

funcdes bioldgicas da sP21-Hisg

A rmP21-Hisg tem a capacidade de aumentar a fagocitose de particulas de zymosan.
Este ensaio teve como finalidade verificar se sP21-Hisg também seria capaz de aumentar a
fagocitose destas particulas na mesma situacdo. Utilizamos macréfagos peritoneais
inflamatérios de camundongos BALB/C, 2x10° células por poco foram semeadas em placas
de 24 pocos contendo laminulas circulares e deixados overnight para aderirem.

No dia seguinte adicionamos particulas de zymosan na proporcao de 20 particulas por
célula diluidos em DMEM10%, na presenca ou na auséncia de 40ug/mL de sP21-Hisg, a placa
foi incubada na estufa por duas horas a 37°C e 5% de CO,. As células foram fixadas com
Bouin por 15 minutos, coradas com Giemsa por uma hora, as laminulas foram submetidas a
banhos com concentracGes decrescentes de acetona (100%, 90%, 70% e 30%) e crescentes de

xilol (10%, 30%, 70% e 100%), em seguida foram coladas em laminas de vidro usando
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Entellan®. Com o microscopio Optico contamos a quantidade de particulas internalizadas a
cada 100 células e obtivemos as imagens com o microscépio éptico de captura de imagem
LEICA ICC50 HD.

4.13 Ensaio de fagocitose para estudo da sinalizacdo celular ativada pela rnP21-Hisg

Macrofagos peritoneais inflamatdérios de camundongos C57BL/6 foram colhidos,
contados e semeados em uma placa de 24 pocos contendo laminulas circulares, plagueamos
2x10° células por poco e deixamos em meio DMEM10% no interior de uma estufa a 37°C e
5% de CO; overnight para que os macrofagos aderissem as laminulas.

No dia seguinte tratamos os macrofagos com as drogas inibidoras das vias de
sinalizacdo (LY 294002, PD 98059, U0126, Rapamicina, FTA, 5-iodotubercidina, 124005)
por uma a duas horas, lavamos as células trés vezes com PBS para retirar os inibidores e
colocamos as particulas de zymosan, na propor¢do de 20 particulas por célula, para serem
fagocitadas por duas horas, na presenca e na auséncia de 40ug/mL de rnP21-Hisg. Durante
esse tempo mantivemos a placa dentro da estufa nas condicdes descritas.

Ao término do tempo de fagocitose lavamos a placa trés vezes com PBS, as células
foram fixadas com Bouin por 15 minutos, coradas com Giemsa por uma hora, as laminulas
foram submetidas a banhos com concentragdes decrescentes de acetona (100%, 90%, 70% e
30%) e crescentes de xilol (10%, 30%, 70% e 100%), em seguida foram coladas em laminas
de vidro usando Entellan®. Com o microscépio 6ptico contamos a quantidade de particulas de
zymosan internalizadas a cada 100 células, nos po¢os que representavam o controle e nos
tratados com cada droga inibidora das vias de sinalizacdo individualmente, obtivemos as

imagens com o microscépio éptico de captura de imagem LEICA ICC50 HD.

4.14 Obtencéao de soro com anticorpos policlonais anti-T. cruzi e ensaio de

imunofluorescéncia

No estudo das vias de sinalizagdo ativadas por T. cruzi, principalmente na etapa que
utilizamos parasitas opsonizados, precisavamos de um soro com anticorpos policlonais que
reconhecessem e se ligassem tanto a forma TCT quanto AE do parasita. Para obter esse soro
trés camundongos C57BL/6 de 20 dias de idade foram submetidos a trés imunizagdes
consecutivas com intervalos de sete dias entre cada imunizacdo. Usamos parasitas da cepa G

de T. cruzi nas formas TCT e AE, os quais foram contados em camara de Neubauer e fixados
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em formaldeido 4%. Apos fixacdo retiramos o excesso de formaldeido centrifugando os
parasitas a 4000rpm durante 10 minutos trés vezes lavando o pellet com PBS.

Cada animal foi imunizado, por via intraperitoneal, com um volume total de 300uL
contendo 10’ de parasitas, usamos a proporcdo de 1:1 de parasitas e Adjuvante de Freud,
sendo que na primeira imunizagdo usamos Adjuvante Completo de Freud e nas duas
imunizagdes seguintes usamos Adjuvante Incompleto de Freud. Sete dias decorridos da
terceira imunizagdo os animais foram sacrificados, o sangue foi colhido no plexo orbital e
centrifugado a 2500rpm por 5 minutos para coletar o soro contendo os anticorpos policlonais
anti-T. cruzi G.

Para confirmar se o soro dos animais imunizados continha anticorpos policlonais
capazes de se ligar as formas TCT e AE da cepa G de T. cruzi realizamos ensaios de
imunofluorescéncia, em que colocamos formas TCT e AE (10’ parasitas) em pocos distintos
de uma lamina de RIFI, deixamos a temperatura ambiente até secar. Fixamos colocando
formaldeido 4% nos pogos durante 30 minutos, lavamos com PBS e incubamos com o soro
anti-T. cruzi em diferentes proporc6es (1:50, 1:100, 1:200, 1:500 e 1:500), deixamos agir por
uma hora e lavamos com PBS. Como controle, executamos 0 mesmo procedimento utilizando
soro de animal saudavel ndo submetido as imunizagBes. Em seguida as amostras foram
incubadas com anticorpos secundarios anti-mouse IgG conjugados com Alexa FlGor 488
(verde) por uma hora em camara Umida e escura, depois colocamos PPD, montamos as
laminas e obtivemos as imagens utilizando o microscépio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta,

Germany), Zeiss Axiovert 200M.

4.15 Ensaios de invasdo para estudo da sinalizagdo celular ativada pela cepa G de T.

cruzi

Macrdfagos peritoneais inflamatorios de camundongos C57BL/6 foram colhidos
conforme protocolo estabelecido, 2x10° células por poco foram semeadas em placas de 24
pocos contendo laminulas circulares de 13 mm de didmetro em sub-confluéncia, foram
deixados na estufa a 37°C e 5% de CO, overnight para aderirem. Os macrofagos foram
tratados previamente com drogas inibidoras das vias de sinalizacdo (LY294002, PD98059,
U0126, Rapamicina, FTA, 5-iodotubercidina, 124005, P38) por uma a duas horas.
Posteriormente os inibidores foram retirados lavando-se as células trés vezes com PBS para
em seguida colocarmos os parasitas para invadir por uma hora. Utilizamos formas TCT (10

parasitas/célula) e AE (20 parasitas/célula) da cepa G de T. cruzi, analisando separadamente a
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internalizacdo nas situagbes em que os parasitas estavam vivos, mortos e opsonizados. Os
ensaios foram realizados de acordo com protocolos previamente estabelecidos para ambas as
formas (YOSHIDA et al., 1989; FERNANDES et al., 2006; SILVA et al., 2009).

Na situacdo em que estudamos a internalizacdo de parasitas mortos eles foram fixados
com formaldeido 4% durante uma hora, centrifugados a 4000 rpm por 10 minutos para
remover o formaldeido, o pellet foi ressuspendido com DMEM10%, os parasitas mortos
foram contados em camara de Neubauer e colocados para serem internalizados pelos
macrofagos por uma hora. Em alguns ensaios nés também promovemos a morte dos parasitas
pelo calor, submetendo-os a uma temperatura de 100°C por 15 minutos.

Nos ensaios com parasitas opsonizados, AE e TCT foram contados e incubados com
soro de camundongos imunizados contra parasitas mortos da cepa G de T. cruzi, na propor¢do
de 1:50 durante uma hora e colocados para invadir os macrofagos.

Posteriormente as células foram lavadas com PBS trés vezes, fixadas com formaldeido
4% durante uma hora e lavadas com PBS trés vezes. Procedemos a realizacdo de reacdo de
imunofluorescéncia para este estudo, marcamos a actina dos macrofagos usando Faloidina
(tetramethylrhodamine isothiocyanate TRITC-Phalloidin - Sigma-Aldrich: P1951), na
proporcdo 1:500 em PGN-saponina (PBS + gelatina-0,2% + azida e saponina-0,1%) e com
4’,6’-diamidino-2-fenilindol (DAPI), na proporgdo de 1puL de DAPI para 250 pL de PGN-
saponina para marcar os nucleos. Também usamos soro de animal imunizado na proporgao
1:50 como anticorpo policlonal priméario e Alexa Fldor 488 IgG na proporcao de 1:100 como
anticorpo secundario, ambos diluidos em PGN-saponina, para marcar os parasitas e assim
podermos localiza-los para contagem no interior das células. Deixamos as laminulas em
camara Umida e escura durante uma hora. As laminulas foram lavadas trés vezes com PBS 1x
e as laminas foram montadas em glicerol tamponado com 0,1M Tris pH 8,6 e 0,1%
parafenilenodiamina (PPD, agente “anti-fading”). As imagens foram adquiridas através de
microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M, acoplado com
sistema de aquisi¢do de imagem digital.

Em outra ocasido o mesmo experimento foi repetido utilizando coloracdo de Giemsa,
onde as células foram fixadas com Bouin por 15 minutos, coradas com Giemsa por uma hora,
as laminulas foram submetidas a banhos com concentracdes decrescentes de acetona (100%,
90%, 70% e 30%) e crescentes de xilol (10%, 30%, 70% e 100%), em seguida foram coladas
em laminas de vidro usando Entellan®. Com o microscépio dptico ou de fluorescéncia

contamos a quantidade de parasitas internalizados a cada 100 células.
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4.16 Ensaio de fagocitose para estudo da sinalizagdo celular ativada em macrdéfagos por
particulas de zymosan

Este ensaio teve como finalidade verificar quais as vias de transducdo de sinais séo
ativadas em macrofagos durante o processo de fagocitose de particulas de zymosan. Também,
comparar as vias ativadas em macréfagos pelas particulas de zymosan com aquelas ativadas
por AE e TCT mortos.

Utilizamos macréfagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6, 2x10°
células por poco foram semeadas em placas de 24 pogos contendo laminulas circulares e
deixados overnight para aderirem.

No dia seguinte tratamos os macréfagos com drogas inibidoras das vias de sinalizacéo
por duas horas. Ap6s o tratamento as células foram lavadas trés vezes com PBS e
adicionamos as particulas de zymosan, na proporc¢do de 20 particulas por célula, diluidos em
DMEM10%, a placa foi deixada na estufa por duas horas a 37°C e 5% de CO,. As células
foram fixadas com Bouin por 15 minutos, coradas com Giemsa por uma hora, as laminulas
foram submetidas a banhos com concentracdes decrescentes de acetona (100%, 90%, 70% e
30%) e crescentes de xilol (10%, 30%, 70% e 100%), em seguida foram coladas em laminas
de vidro usando Entellan®. Com o microscépio 6ptico contamos a quantidade de particulas
internalizadas a cada 100 celulas.

4.17 Analise estatistica

Os experimentos foram realizados em triplicata, trés experimentos independentes cada
um com trés réplicas. A significancia dos experimentos foi determinada pelo método ANOVA
pelo GraphPad Prism (©GraphPad Software Inc, 1992-2007) versdo 5.01. Os resultados
foram considerados estatisticamente significantes quando p<0,05 e foram expressos como

média + desvio-padréo.
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5.1 Purificacdo da P21-Hisg
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Com o Protocolo de purificagdo e renovelamento da rnP21-Hisg, formulado por Silva

et al. (2009), obtemos a proteina a partir dos corpos de inclusdo do extrato bacteriano de E.

coli em quantidades satisfatorias usando apenas 500 mL de meio LB, cromatografia de

afinidade por coluna de Niquel e Dialise contra tampdao PBS.
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Figura 1: Esquema do protocolo de purificacdo e renovelamento da rnP21-Hisg.

No Protocolo de purificacdo da sP21-Hisg, elaborado pela equipe do Instituto de

Fisica

de S&o Carlos-SP da Universidade de Sao Paulo (USP), obtemos a proteina a partir da fracdo

soltvel do extrato bacteriano, ndo havendo a necessidade de desnaturd-la com ureia ou

executar o renovelamento, pois a proteina ja estd na sua configuracdo correta. Este método

demanda mais gasto de material e requer o emprego de uma sofisticada tecnologia de

purificacdo, fornecendo uma quantidade menor de proteina em comparacdo ao protocolo de

renovelamento.
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Figura 2: Esquema do protocolo de purificagéo da sP21-Hisg.
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Para verificar a quantidade de P21-Hisg nas diferentes frag0es do extrato bacteriano
aplicamos num gel de poliacrilamida amostras de diferentes fracdes do lisado bacteriano: (Al)
antes da inducdo com o indutor de sintese proteica IPTG; (FI) fracdo insollvel e (FS) fracdo
soltvel apos a indugdo com IPTG. Analisando o padrdo das bandas que representam a
proteina recombinante nas diferentes fracbes verificamos que a banda que representa a P21 na
coluna Al é muito discreta, quase indistinguivel das outras. Em contrapartida a banda da
fracdo insolavel (FI) é bem maior em comparacdo com a banda da fracdo soluvel (FS),
indicando que a quantidade da proteina recombinante presente nos corpos de incluséo € maior
naquela fragcdo em comparagao com as demais.

MM(KDa) Al FI FS

. +

66 m—

P21

Figura 3: Gel de poliacrilamida das fracfes soluvel e insolivel da P21-Hise. A figura mostra
as bandas que representam a P21-Hisg em diferentes fracGes do extrato bacteriano. (Al) antes
da inducéo, (FI) fragdo insolavel e (FS) fracéo soluvel.

Durante a purificacdo da sP21-Hiss usando o sistema AKTA o software do aparelho
fornece um cromatograma que permite observarmos no gréafico os picos que representam as
diferentes fracdes percoladas na coluna Superdex 75 10/300. Esta coluna funciona como uma
peneira molecular promovendo a exclusdo por tamanho, onde moléculas de tamanho maior

percolam primeiro e em seguida moléculas de tamanho menor.
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Figura 4: Perfil cromatografico da purificacdo da sP21-Hisg usando a coluna Superdex 75
10/300 GE Healthcare/Amersham Biosciences. A leitura foi realizada pelo Sistema AKTA
Purifier a 280nm. Nas figuras A e B as setas apontam, da esquerda para direita, o primeiro
pico (6 a 8mL) que representa as impurezas, o segundo pico (12, 13 e 14 mL) que representa
a sP21-Hisg purificada e o Gltimo pico é o Imidazol. A unidade mAU significa miliunidades

de absorbancia.

Para comparar o rendimento obtido por cada protocolo de purificagdo em fornecer a

proteina recombinante em quantidades satisfatorias montamos uma tabela com dados de

purificacdo e concentracdes da proteina obtida utilizando cada um dos protocolos

Tabela 2 — Rendimento da P21-Hisg obtida por protocolo de purificagéo

. : : Concentragéo
Me'_co_do c!e Meio de Quantld_ade Temperatura IPTG da P21-H?se
purificacao Cultura de meio 1M

(mg/mL)
1° Renovelamento LB 0,5L 37°C 0,5mM 1,40mg/mL
2° Renovelamento LB 0,5L 37°C 0,5mM 2,02mg/mL
3° Renovelamento LB 0,5L 37°C 0,5mM 1,00mg/mL
4° Renovelamento LB 0,5L 37°C 0,5mM 0,73mg/mL
5° Renovelamento LB 0,5L 37°C 0,5mM 0,87mg/mL

1° Solavel 2xYT 6-8L 37°C 0,5mM 0,50mg/mL
2° Solavel 2xYT 6-8L 37°C 0,5mM 0,70mg/mL
3° Solavel 2xYT 6-8L 37°C 0,5mM 0,60mg/mL
4° Solavel 2xYT 6-8L 37°C 0,5mM 0,32mg/mL
5° Soluvel 2xYT 6-8L 37°C 0,5mM 0,56mg/mL

Fonte: Laboratdrio de Tripanosomatideos-UFU/InFis-USP
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A tabela mostra os dados provenientes de dez purificagdes diferentes, sendo que cinco
purificacbes foram realizadas com um protocolo e cinco com outro. Percebemos que as
purificacbes a partir dos corpos de inclusdo do extrato bacteriano fornecem maiores
quantidades da proteina utilizando uma quantidade menor de meio de crescimento de

bactérias, em comparacéo a fracéo soltvel do mesmo extrato.
5.2 Espectropolarimetria de dicroismo circular da P21-Hisg
Para estudar o renovelamento da P21-Hiss e a capacidade de recuperar sua estrutura

secundaria quando submetida a aumentos de temperatura e posteriormente resfriamento

analisamos a proteina utilizando Espectropolarimetria de Dicroismo Circular.

“H 1 sP21-His, 20°C
] sP21-His, 37°C
] sP21-His, 80°C
= sP21-His_ 37°C - Resfriamento
3 5
5
£ 01
o 5-
-10 4
15
-20 T T T T T T T T T T T T 1
190 200 210 220 230 240 250

Wavelength (nm)

Figura 5: Espectropolarimetria de Dicroismo Circular da sP21-Hisg. A proteina foi submetida
a variacOes de temperatura desde 20°C até 80°C e posteriormente resfriada até 37°C tendo em
vista avaliar sua capacidade de recuperacédo da estrutura secundéria.

O gréafico mostra que os espectros que correspondem as temperaturas de 20°C e 37°C
(azul e verde respectivamente) estdo intimamente proximos indicando que a estrutura
secundaria da proteina ndo sofreu modificacdes nestas temperaturas. Porém, temperaturas

acima de 37°C provocaram alteraces na estrutura tridimensional da sP21-Hisg, de modo que
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a 80°C (espectro vermelho) o perfil do espectro se distancia claramente dos demais sugerindo
que houve uma brusca mudanca na conformacédo da proteina. Entretanto, apds o resfriamento
até a temperatura de 37°C (espectro amarelo) houve uma aproximacédo ao estado inicial, isso
indica que uma fracdo de toda sP21-Hiss presente na amostra recupera sua estrutura
secundéria.

Ainda, utilizando o dicroismo circular comparamos 0s espectros obtidos com a
proteina recombinante renovelada (espectro azul) com o espectro da proteina solavel
(espectro verde) a 20°C. A partir das andlises realizadas por Espectropolarimetria de
Dicroismo Circular percebemos que as proteinas purificadas a partir de cada protocolo,
embora obtidas de fragdes distintas do extrato bacteriano, possuem a mesma estrutura
secundaria. Além disso, outros experimentos foram realizados para verificarmos se a sP21-

Hisg possui as mesmas funcdes bioldgicas ja observadas na rnP21-Hisg.

20

rnP21 -His6 20°C
sP21 -Hiss 20°C

15 S

10 +

CD (mdeg)
o

Y I L | X | ! | N | ’ I
190 200 210 220 230 240 250
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Figura 6: Comparacdo entre a rnP21-Hisg e a sP21-Hisg por Espectropolarimetria de
Dicroismo Circular. As amostras purificadas a partir dos corpos de incluséo e fragdo soltvel
do extrato bacteriano respectivamente foram analisadas por Dicroismo Circular a 20°C e seus
espectros comparados a fim de verificar se possuem a mesma estrutura secundaria.



5.3 Ensaio de imunofluorescéncia da P21-Hisg

Utilizando soro de camundongos imunizados contra sP21-Hisg fizemos ensaios de
imunofluorescéncia para verificar se os anticorpos policlonais presentes no soro seriam
capazes de reconhecer e se ligar tanto a sP21-Hiss quanto a rnP21-Hisg, quando comparado

com o soro de animal saudavel ndo imunizado.

Figura 7: Ensaio de Imunofluorescéncia da rnP21-Hisg e sP21-Hisg. (A) rnP21-Hisg incubada
com soro de animais imunizados contra sP21-Hisg e marcada com IgG Alexa Fluor 488
(verde), (B) controle com rnP21-Hisg incubada com soro de animais saudaveis nao
imunizados; (C) sP21-Hisg e incubada com soro de animais imunizados contra sP21-Hisg e
marcada com IgG Alexa Fluor 568 (vermelho), (D) controle com sP21-Hisg incubada com
soro de animais saudaveis ndo imunizados. Microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta,
Germany), Zeiss Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisicdo de imagem digital.
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Nas imagens podemos observar que apesar dos anticorpos policlonais terem sido
produzidos em animais imunizados contra sP21-Hiss, eles também foram capazes de
reconhecer e se ligar a rnP21-Hisg. Dessa forma, somente as laminas incubadas com 0 soro

dos animais imunizados contra a proteina recombinante exibiram a marcacéo do fluoréforo.

5.4 Dot Blot

Realizamos o Dot Blot em que aplicamos concentraces decrescentes de sP21-Hisg e
rnP21-Hisg (integras e desnaturadas pelo calor) em duas membranas de nitrocelulose, uma
delas incubamos com o soro de camundongos imunizados contra sP21-Hiss contendo

anticorpos policlonais, a outra foi incubada com soro de animais saudaveis nao-imunizados.

Controle dsP21-Hisg sP21-Hisg drnP21-Hisg rnP21-His,

Figura 8: Dot Blot comparando a rnP21-Hisg e sP21-Hisg integras e desnaturadas pelo calor.
O soro de animais imunizados contra a sP21-Hisg continha anticorpos policlonais capazes de
reconhecerem e se ligarem a rnP21-Hisg e também a sP21-Hisg nas suas formas integras e
desnaturadas pelo calor (dsP21-Hisg e drnP21-Hisg) a 100°C por 5 minutos.

Ap0s a reacdo de eletroquimioluminescéncia observamos que somente a membrana
incubada com soro de animais imunizados contra a proteina recombinante os anticorpos
foram capazes de reconhecer e se ligar as duas proteinas, ndo s6 nas situaces em que elas
estavam integras, mas também quando foram desnaturadas pelo calor, os anticorpos
policlonais anti-sP21-Hiss reconhecem as proteinas nas duas condigdes, integras e
desnaturadas pelo calor, em relagéo ao controle tratado com soro de animais saudaveis ndo

imunizados.
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5.5 Western Blot
Tal como aconteceu no ensaio de Dot blot, por Western Blot também verificamos que

0s anticorpos policlonais provenientes do soro de animais imunizados contra sP21-Hisg

reconheceram ambas as proteinas, na forma integra e na forma desnaturada pelo calor.

sP21-His, dsP21-His; rnP21-His, drnP21-His,

0,56 mg/mL 2,02 mg/mL

Figura 9: Western Blotting em membrana de nitrocelulose evidenciando a rnP21-Hisg e
sP21-Hisg na forma integra e desnaturada (d). A rnP21-Hiss apresenta uma marcacdo mais
escura devido a concentracdo da solucao estoque ser maior que a da sP21-Hiss.

5.6 Ensaio de invaséo de células ndo-fagociticas

Segundo Silva et al. (2009) a rnP21-Hisg é capaz de aumentar a invasdo celular por
formas AE e TCT de T. cruzi. Para avaliar se a sP21-Hiss também possui esta mesma
capacidade de aumentar a internalizacdo dos parasitas realizamos ensaios de invasdo de
células ndo-fagociticas, neste caso usamos células Vero, T. cruzi da cepa CL nas formas AE e

TCT, tratadas ou ndo com 40ug/mL da proteina.
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Figura 10: Ensaio de Invasdo de células ndo-fagociticas por AE de T cruzi. Células Vero
tratadas ou ndo com 40pug/mL de rnP21-Hisg ou sP21-Hisg incubadas com AE de T. cruzi, (A)
Controle ndo tratado, (B) células Vero tratadas com rnP21-Hisg, (C) células Vero tratadas com
sP21-Hisg. As setas indicam os AE internalizados, possuem um halo claro ao seu redor.
Imagens obtidas com o microscopio éptico de captura de imagem LEICA ICC50 HD aumento
de 100x. (D) Resultados do ensaio de invasdo de células ndo-fagociticas, o tratamento com a
rnP21-Hiss ou sP21-Hiss induziu o aumento da invasdo das formas AE (20 parasitas/célula)
de T. cruzi em células Vero (* P<0,05). Andlise estatistica: One-way ANOVA, “Post test”
Bonferroni.
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Figura 11: Ensaio de Invasdo de células ndo-fagociticas por TCT de T. cruzi. Células Vero
foram tratadas ou ndo com 40ug/mL de rnP21-Hisg ou sP21-Hisg e incubadas com TCT de T.
cruzi. (A) Controle ndo tratado, (B) células Vero tratadas com rnP21-Hisg, (C) células Vero
tratadas com sP21-Hisg. As setas indicam os TCT internalizados, possuem um halo claro ao
seu redor. Imagens obtidas com o microscopio optico de captura de imagem LEICA ICC50
HD aumento de 100x. (D) Resultados do ensaio de invasdo de células ndo-fagociticas, o
tratamento com a rnP21-Hisg ou sP21-Hisg induziu o aumento da invasdo das formas TCT (10
parasitas/célula) de T. cruzi em células Vero (* P<0,05). Andlise estatistica: One-way
ANOVA, “Post test” Bonferroni.

5.7 Ensaio de fagocitose de particulas de zymosan para estudo das fungdes biologicas da
sP21-Hisg

Conforme Rodrigues et al. (2012) a rnP21-Hiss é capaz estimular macréfagos
inflamatorios peritoneais de camundongos C57BL/6 a aumentarem a fagocitose de particulas
de zymosan. Neste ensaio buscamos verificar se a sP21-Hiss também seria capaz de induzir
este mesmo evento.
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Figura 12: Ensaio de fagocitose de particulas de zymosan. Macréfagos inflamatdrios
peritoneais de camundongos BALB/C tratados (B) ou néo tratados (A) com 40ug/mL de
sP21-Hisg. As setas indicam as particulas de zymosan (20 particulas/célula) fagocitadas.
Imagens obtidas com o microscopio éptico de captura de imagem LEICA ICC50 HD aumento
de 100x.
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Figura 13: Resultado do ensaio de fagocitose de particulas de zymosan. O tratamento com
sP21-Hisg foi capaz de aumentar de forma intensa o processo fagocitico das particulas de
zymosan por macrofagos (*** P<0,001). Analise estatistica: One-way ANOVA. “Post test”
Bonferroni.

Contamos o nimero de particulas internalizadas a cada 100 células, este ensaio deixou
bem evidente que a sP21-Hisg tem a mesma capacidade de estimular o processo de fagocitose
ja comprovado com outros experimentos realizados com a rnP21-Hisg.
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5.8 Ensaio de fagocitose para estudo da sinalizacéo celular ativada pela P21-Hisg

Sabemos que a rnP21-Hisg e a sSP21-Hisg possuem a mesma estrutura secundaria, sao
capazes de aumentar a internalizacdo de parasitas nas células e também estimulam os
macrofagos a aumentarem o processo de fagocitose de particulas de zymosan. Mas para
entender mais profundamente o0 modo como a proteina atua nas células realizamos ensaios de
fagocitose por macrofagos peritoneais inflamatérios de camundongos C57BL/6, tratados ou
ndo com 40ug/mL de rnP21-Hisg e drogas inibidores das vias de sinalizacdo celular para
descobrir quais vias sdo na verdade ativadas pela proteina durante sua atuacao nas células.

As drogas inibidoras das vias de sinaliza¢do utilizadas e as respectivas concentragdes
de uso foram: 50uM do inibidor de PI3 quinase LY294002, 50uM inibidor de nRas FTA,
10nM do inibidor de mTOR Rapamicina, 10uM do inibidor de MEK1/2 U0126, 50uM do
inibidor de MEK1 PD98059, 20uM do inibidor de ERK2 a 5-lodotubercidina (ITU) e 25uM
do inibidor de AKT 124005.
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Figura 14: Sinalizacdo celular
ativada pela P21-Hisg. Ensaio de
Fagocitose de particulas de
zymosan por macrofagos tratados
com inibidores das vias de
sinalizacdo e 40pg/mL de P21-
Hiss. Analise estatistica: One-
way ANOVA. “Post test”
Bonferroni (* P<0,05 ** P<0,01
*** p<0,001)
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5.9 Ensaio de imunofluorescéncia: teste do soro contendo anticorpos policlonais anti-T.
cruzi cepa G

A Overlay |

Overlay

Figura 15: Ensaio de imunofluorescéncia com AE de T. cruzi da cepa G. Em (A) AE foram
incubados com soro de camundongos imunizados contra a cepa G de T. cruzi e marcados com
IgG Alexa Fluor 488 (verde/seta). Em (B) controle com AE incubados com soro de animais
saudaveis ndo imunizados, os parasitas ndo exibiram a marcacdo em verde do fluoréforo. As
setas apontam para 0s AE. Imagens adquiridas com o microscépio confocal (Zeiss, LSM 510
Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisicdo de imagem
digital.

Na figura 16 podemos ver que 0 soro dos animais imunizados possuem anticorpos
policlonais capazes de reconhecer e se ligar aos AE, quando comparado ao soro de animais

saudaveis ndo imunizados que ndo demonstrou nenhuma marcagao especifica.
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Figura 16: Ensaio de imunofluorescéncia com TCT de T. cruzi cepa G. Em (A) TCT foram
incubados com soro de camundongos imunizados contra a cepa G de T. cruzi e marcados com
IgG Alexa Fluor 488 (verde). Em (B) controle com TCT incubados com soro de animais
saudaveis ndo imunizados, os parasitas ndo exibiram a marcacdo em verde do fluoroforo. As
setas apontam para os TCT. Imagens adquiridas com o microscopio confocal (Zeiss, LSM
510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M, acoplado com sistema de aquisi¢cdo de imagem
digital.

Em relacdo aos TCT de T. cruzi, tal como foi possivel ver na figura 17, os anticorpos
policlonais do soro dos animais imunizados também reconheceram e se ligaram a esta forma

do parasita quando comparamos com 0 soro de animais saudaveis nao imunizados.

5.10 Ensaio de invasdo para estudo da sinalizacdo celular ativada pela cepa G de T. cruzi

Neste ensaio AE e TCT foram opsonizados durante uma hora sob agitacdo, usamos o
soro de camundongos imunizados contra parasitas da cepa G de T. cruzi contendo anticorpos
policlonais, os parasitas foram marcados com anti-mouse 1gG Alexa Fluor 488 (verde), os
macrofagos peritoneais inflamatorios de camundongos C57BL/6 tiveram seu citoesqueleto de
actina marcado com Faloidina-TRITC (Sigma), vermelho.
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MEK1/2

Figura 17: Ensaio de imunofluorescéncia com macréfagos tratados com drogas inibidoras das
vias de sinalizacdo e AE opsonizados. As setas brancas indicam 0s parasitas opsonizados com
soro de animais imunizados contra T. cruzi cepa G e marcados com IgG Alexa Fluor 488
(verde). A actina dos macréfagos foi marcada com Faloidina-TRITC (vermelho). Imagens
obtidas com o microscopio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M.
Barras 20pum.
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Figura 18: Ensaio de imunofluorescéncia com macré6fagos tratados com drogas inibidoras das
vias de sinalizacdo e TCT opsonizados. As setas brancas indicam os parasitas opsonizados
com soro de animais imunizados contra T. cruzi cepa G e marcados com IgG Alexa Fltor 488
(verde). A actina dos macréfagos foi marcada com Faloidina-TRITC (vermelho). Imagens
obtidas com o microscépio confocal (Zeiss, LSM 510 Meta, Germany), Zeiss Axiovert 200M.
Barras 20pum.

Contabilizamos o numero de parasitas internalizados a cada 100 células utilizando o
Microscopio de fluorescéncia, pelas imagens percebemos que a quantidade de parasitas que
invadiram foi muito grande. Sugerindo que o0 processo de opsonizagao dos parasitas aumentou
a captacdo dos mesmos pelos macrofagos. Os resultados obtidos estdo representados na
Figura 20, onde verificamos que o tratamento com as drogas inibidoras ndo mostrou
resultados muito diferentes do controle ndo tratado, o que quer dizer que a opsonizagdo com

soro de animal imunizado aumentou sensivelmente a captacdo de parasitas por macréfagos.
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Figura 19: Resultado do ensaio de imunofluorescéncia com macréfagos, AE opsonizados e
TCT opsonizados. Mesmo apesar dos macréfagos estarem sob efeito das drogas inibidoras a
guantidade de parasitas internalizados foi grande em todas as vias estudadas, ndo
apresentando diferengas significativas em relagdo ao controle ndo tratado. O processo de
opsonizacdo aumentou a internalizacdo das duas formas de desenvolvimento de T. cruzi
estudadas, AE (A) e TCT (B).

Nossa analise também abrangeu o estudo das vias de transducéo de sinais ativadas em
macrofagos peritoneais nas situacfes em que eles foram expostos a invasdo por formas AE e
TCT vivas ou mortas, em ensaios distintos. Da mesma forma, a quantidade de parasitas
internalizados foi quantificada a cada 100 células e os resultados estdo representados nos

graficos a seguir.
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Figura 20: Resultados do ensaio de internalizagdo dos AE vivos e mortos por macréfagos
tratados com inibidores das vias de sinalizacdo. Andlise estatistica: One-way ANOVA. “Post
test” Bonferroni (*** P<0,001).
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Figura 21: Resultados do ensaio de internalizacdo dos TCT vivos e mortos por macréfagos
tratados com inibidores das vias de sinalizacdo. Andlise estatistica: One-way ANOVA. “Post
test” Bonferroni (*** P<0,001).

5.11 Ensaio de fagocitose de particulas de zymosan por macréfagos tratados com

inibidores das vias de sinalizacéo.

Pensando no caso de parasitas mortos terem ativado as vias de sinalizagéo celular
diferentes daquelas ativadas por parasitas vivos, realizamos ensaios de fagocitose de
particulas de zymosan por macrofagos tratados com inibidores das vias de sinalizacdo e

comparamos o resultado com os obtidos nos ensaios com parasitas mortos.
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Os resultados da Figura 23 mostram que a quantidade de particulas de zymosan

internalizadas foi menor naqueles macrofagos tratados com os inibidoras das vias de
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sinalizagdo de MEK1/2, mTOR, RAS e AKT, o que indica o envolvimento destas vias na
internalizacdo destas particulas. Obtivemos resultados semelhantes nos ensaios de invaséo em
que usamos macrofagos peritoneais tratados com inibidores e formas AE e TCT mortas pelo
calor, onde constatamos que AE mortos foram menos internalizados naquelas células tratadas
com inibidores de MAPKs, e TCT foram menos internalizadas nas células tratadas com
inibidores de MAPKS, PI3K, Ras e mTOR.

Tabela 3 — Vias de sinalizacdo celular ativadas em macrofagos por T. cruzi cepa G e
particulas de zymosan

. Vias de sinalizacao celular ativadas
Parasitas/

Particulas PI3K Proteinas quinase ativadas por mitégenos RAS mTOR

Amastigotas
Opsonizados
Amastigotas
Vivos
Amastigotas
mortos
Tripomastigotas
opsonizados
Tripomastigotas

PI3K MEK1 MEK1/2 ERK2 p38 - -

- MEK1 MEK1/2 ERK2 p38 - -

PI3K MEK1 MEK1/2 ERK2 p38 Ras mTor

Vvivos

Tripomastigotas  pa  MEK1  MEK1/2 ERK2  p38  Ras  mTor
mortos

Particulas de i i MEK1/2 - - Ras mTor
Zymosan

Fonte: Laboratério de Tripanosomatideos-UFU
Nota: - Via de sinalizacdo ndo ativada.
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6.0 DISCUSSAO

6.1 O renovelamento da P21-Hiss gera uma proteina biologicamente ativa

A P21-Hisg é uma proteina recombinante baseada na forma nativa secretada pelo
parasita T. cruzi. Para estudar, caracterizar e descobrir as fungdes bioldgicas dessa proteina
Silva et al. (2009) teve que clonar o gene da proteina nativa, inseri-lo no vetor pET28a(+),
transformar a bactéria E. coli de modo que ela pudesse expressar a proteina em quantidades
satisfatorias para efetuar estudos bioldgicos. Todo esse processo resultou na elaboragcdo de um
protocolo que descreve 0 método de purificacdo da proteina recombinante a partir dos corpos
de inclusdo do extrato bacteriano, trata-se do “Protocolo de purificacdo e renovelamento da
rnP21-Hisg”, 0 qual estd descrito neste trabalho.

Por meio do protocolo de renovelamento os corpos de incluséo sdo dissolvidos em
solucdo de Ureia 6M que desnatura as proteinas, para posteriormente realizarmos a
cromatografia de afinidade em coluna de Niquel e dialise contra tampdo PBS, sendo que esta
ultima etapa vai remover o excesso de ureia e imidazol do eluido fazendo com que a proteina
recupere sua estrutura secundaria, este processo é chamado de “Refolding” ou renovelamento.
Este protocolo estd de acordo com o que Yang et al. (2011) estabelece quando diz que para
obter proteinas ativas a partir de corpos de inclusdo é preciso dissolvé-lo numa solucéo
desnaturante e depois submeté-las a uma etapa de renovelamento.

Da mesma forma Alibolandi e Mirzahoseini (2011) preconizam que para obter a
proteina ativa a partir dos corpos de inclusdo quatro passos sao necessarios: o isolamento
destes corpos por centrifugacdo, sua solubilizacdo usando solucdes desnaturantes, a
purificacdo e o renovelamento realizado em condicGes especiais.

Recentemente a equipe do Instituto de Fisica da USP de Sao Carlos-SP elaborou um
protocolo alternativo de purificacdo da P21-Hiss obtendo a proteina a partir da fragdo soltvel
do extrato bacteriano de E. coli. Obtivemos o perfil cromatografico da proteina purificada por
este método a partir do sistema de purificacdo AKTA Purifier. Por ndo ter sido submetida a
condicBes desnaturantes a proteina j& esta na sua estrutura conformacional correta, sendo
desnecessario submeté-la a processos de renovelamento.

Neste trabalho mostramos a imagem de um gel de poliacrilamida em que destacamos
das bandas da rnP21-Hiss e sP21-Hisg, presentes na fragdo insoltvel e solivel do extrato

bacteriano respectivamente. Percebe-se que a banda que representa a proteina na fracdo
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insoltvel é maior que a banda da fracdo soluvel, sugerindo que hd uma quantidade muito
maior de P21-Hisg nos corpos de inclusdo em relacdo a fracdo soltvel do extrato bacteriano.

Por dispormos de dois métodos de purificagdo surgiram varias duvidas a serem
esclarecidas, como: o processo de purificacdo que usa o método de renovelamento fornece a
proteina na conformacdo correta? A proteina purificada a partir da fragdo soltvel (sP21-Hisg)
possui as mesmas func@es bioldgicas que a proteina obtida por renovelamento (rP21-Hisg)?
Qual protocolo de purificacdo é mais adequado para laboratorios pequenos e com recursos
limitados? Assim, boa parte deste trabalho foi dedicada a obter respostas a essas perguntas.

Para verificar a capacidade da P21-Hisg de recuperar sua estrutura secundaria apds ser
desnaturada realizamos a Espectropolarimetria de Dicroismo Circular submetendo a proteina
a acdo do calor, aguecendo-a de 20°C até 80°C e depois resfriando até 37°C. Pelo espectro
obtido verificamos que a partir de 60°C a proteina perde sua estrutura secundaria, tanto é que
a 80°C o perfil do espectro contrasta completamente dos demais indicando a perda de sua
conformacdo. Porém, ao resfriarmos a amostra até 37°C constatamos que o perfil do espectro
referente a esta temperatura retorna proximo ao estado inicial, evidenciando que uma fracéo
significativa da proteina recupera gradativamente sua estrutura secundaria apos ser resfriada.

A sP21-Hisg purificada a partir da fracdo sollvel encontra-se na estrutura
conformacional nativa, pois ndo foi submetida a condigdes desnaturantes. Para verificar se a
rnP21-Hisg recuperaria sua estrutura tridimensional correta, apos a etapa de renovelamento do
processo de purificacdo, usamos novamente a Espectropolarimetria de Dicroismo Circular
para comparar os espectros das duas amostras da proteina a 20°C. Os espectros obtidos sao
bem similares estando intimamente préximos, sugerindo que a rnP21-His6 e a sP21-Hisg
possuem a mesma estrutura secundaria. Por este mesmo método Wang e Engel (2009)
compararam a glicose-6-fosfato desidrogenase nativa e renovelada e verificaram que a
estrutura secundaria da amostra obtida por renovelamento era indistinguivel da forma nativa
da enzima.

Da mesma forma, Alibolandi e Mirzahoseini (2011) estudando a purificacdo e o
renovelamento do fator de crescimento de fibroblastos humanos comparou a forma nativa e de
renovelamento por Dicroismo Circular e obtiveram espectros similares de ambas as amostra.
O que deixa claro que alguns pesquisadores se valem deste méetodo para comparar formas
nativas de proteinas com formas obtidas por renovelamento a partir de corpos de inclusdo, ou
fracdo insoltvel do extrato bacteriano de E. coli para comprovar que possuem a mesma

estrutura.
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Porém, apesar da similaridade dos espectros, os dados obtidos com o Dicroismo
Circular foram enriquecidos com resultados de outros ensaios que fizemos comparando as
amostras. Imunizamos camundongos BALB/C contra sP21-Hiss para obtermos o soro
contendo anticorpos policlonais contra essa proteina, ao testarmos o soro verificamos com
ensaios de imunofluorescéncia que os anticorpos se ligaram a proteina satisfatoriamente.
Realizamos outros ensaios de imunofluorescéncia com esse mesmo soro e constatamos que 0S
anticorpos policlonais anti-sP21-Hiss também reconheceram e se ligaram a rnP21-Hisg em
relacdo ao soro de animal saudavel ndo imunizado que usamos como controle nas duas
situacoes.

Usamos o0 soro com anticorpos policlonais capazes de reconhecer a P21 recombinante
purificada a partir de ambos os protocolos e realizamos mais dois ensaios, um Dot blot e um
Western Blot, comparando as duas proteinas nas situacdes em que elas estavam integras e
desnaturadas pelo calor a 100°C por cinco minutos. Os dois experimentos mostraram que 0s
anticorpos marcaram as proteinas nas duas condi¢oes.

O processo de endocitose € essencial para todas as células eucarioticas, por meio deste
mecanismo as células internalizam nutrientes, antigenos, patdgenos e receptores de superficie,
a partir da membrana celular para o interior de vesiculas endociticas que estdo envolvidas nos
mais diversos processos celulares como promover a homeostasia, sinalizagdo celular e o
desenvolvimento. Mecanismos distintos controlam a captacdo de uma grande variedade de
particulas de diferentes tamanhos, sejam pequenas moléculas a virus ou bactérias (KRAUS;
HAUCKE, 2012).

Silva et al. (2009) realizando ensaios distintos de invasdo celular utilizando formas
TCT e AE das cepas G e CL de T. cruzi, utilizando células ndo fagociticas (HeLa) como
hospedeiras, incubadas com rnP21-Hisg constatou que o tratamento com esta proteina
promovia o aumento da internalizacdo das duas formas do parasita. Tendo em vista verificar
se a sP21-Hisg apresentava essa mesma propriedade realizamos ensaios de invaséao celular de
células Vero (também ndo fagociticas), tratadas ou ndo com essa proteina, com parasitas da
cepa CL de T. cruzi nas formas TCT e AE, verificamos que nas duas situaces o tratamento
com a sP21-Hisg promovia 0 aumento da internalizacdo de ambas as formas do parasita nas
células Vero, quando comparado com o controle ndo tratado, estes resultados estdo de acordo
com os achados publicados por Silva et al. (2009).

Em Rodrigues et al. (2012) nosso grupo estudou a relagdo existente entre a rnP21-
Hisg, 0 processo de invasédo celular e a fagocitose, verificamos em ensaios distintos que esta

proteina foi capaz de aumentar a invasdao de outros tipos de parasitas intracelulares
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(Leishmania amazonensis e Toxoplasma gondii), assim como estimulou a fagocitose de
particulas de zymosan por macrdfagos. Restava saber se a sP21-Hisg também seria capaz de
estimular os macrofagos a aumentarem a internalizacdo de particulas de zymosan através do
processo fagocitico, fizemos ensaios de fagocitose por macrofagos peritoneais tratados ou néo
com sP21-Hisg e incubados com particulas de zymosan. Confirmamos que a sP21-Hiss, tal
como a rnP21-Hisg, também estimulava o processo fagocitico aumentando a internalizacdo de
particulas de zymosan de forma intensa.

De posse destes resultados constatamos que a rnP21-Hiss e a sP21-Hisg possuem a
mesma estrutura secundaria e as mesmas propriedades bioldgicas, evidenciando que embora a
rnP21-Hiss tenha sido purificada a partir de um processo de renovelamento este foi
completamente satisfatério. Pois segundo Willis et al. (2005) a producdo de proteinas
eucaridticas soltveis e funcionais € um desafio com uma baixa taxa de sucesso em expressar
proteinas sollveis eucaridticas em relacdo as procariéticas, sendo que uma alternativa
promissora para se obter quantidades suficientes de proteina solivel é o renovelamento de
proteinas insollveis presentes nos corpos de inclusdo da E. coli, sendo que a literatura mostra
gue podemos obter numerosas proteinas nas suas formas ativas através do renovelamento das
mesmas.

Ao compararmos o rendimento dos dois protocolos de purificagdo, tendo por base os
dados de rendimento da Tabela 1, a quantidade de proteina obtida em cinco purificacbes
distintas realizadas separadamente com cada protocolo, apresentou um rendimento maior
guando utilizamos o processo de renovelamento. Pois, além de fornecer uma quantidade
maior de proteina o Protocolo de purificagdo e renovelamento da rnP21-Hisg € mais viavel
para os laboratérios que se disporem a estudar essa proteina, mas possuem recursos limitados,
pois este método consome menos material e dispensa o uso de tecnologia sofisticada de
purificacdo. N&o pretendemos aqui mostrar que um protocolo € melhor do que o outro, apenas
deixar evidente que os dois protocolos sdo bem sucedidos em fornecer a proteina
biologicamente ativa.

Em relacdo a P21-Hisg a Ultima questdo a ser esclarecida pelo nosso trabalho é saber
quais as vias de sinaliza¢do sdo ativadas por esta proteina. Realizamos ensaios de fagocitose,
em que utilizamos macrdfagos peritoneais inflamatorios de camundongo C57BL/6 tratados e
ndo tratados com a proteina, drogas inibidoras das vias de sinalizacdo e incubados com
particulas de zymosan. Posteriormente efetuamos a contagem do numero de particulas
internalizadas pelos macréfagos, os resultados mostram que a capacidade da P21-Hisg de

estimular a fagocitose € dependente da via de PI3K, uma vez que a proteina recombinante nao
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mostrou atividade pré-fagocitica na situagdo em que os macréfagos foram tratados com o
inibidor LY294002, o qual inibe a via da PI3K.

Também verificamos que houve uma pequena diferenca estatisticamente relevante nos
casos em que os macrofagos foram tratados com a proteina e os inibidores das vias de
sinalizacdo de MTOR e ERK2 em relacdo ao controle ndo tratado. Como ja esperdvamos, em
todos os casos em que macrofagos foram tratados apenas com a P21-Hisg constatamos
novamente que a quantidade de particulas internalizadas era muito maior em relagcdo aos nao-
tratado. As demais vias de sinalizacdo avaliadas (AKT, n-Ras, MEK1 e MEK1/2) néo
mostraram diferencas em relacdo aos controles ndo-tratados. Estes dados foram publicados
em Rodrigues et al. (2012).

6.2 Sinalizacao celular ativada durante a invasdo de T. cruzi cepa G

Pesquisadores que se dedicam a estudar os eventos de transducgéo de sinais envolvidos
na interacdo T. cruzi-célula hospedeira devem levar em conta vérias especificidades que
envolvem ndo s6 o parasita, mas também o tipo de célula hospedeira usada nos ensaios. Ou
seja, cepas diferentes do parasita possuem estratégias diferentes de invasdo e provocam
respostas celulares e eventos de sinaliza¢do proprios. Mas as diferengas ndo restringem apenas
a cepas diferentes, formas diferentes de desenvolvimento de uma mesma cepa induzem
respostas celulares distintas nas células, e o tipo de células hospedeiras usadas nos ensaios
responde de uma maneira propria a invasio (PROCOPIO et al., 1998; EPTING; COATES:;
ENGMAN, 2010; LIMA et al., 2010; MORTARA et al., 2005; FERNDES et al., 2006).

A invasao de células Vero ou células HeLa por formas AE e a invasdo destas mesmas
células por formas tripomastigotas metaciclicos utilizam mecanismos de invasdo celular
distintos uma da outra. No processo de invasdo de células hospedeiras formas tripomastigotas
metaciclicos das cepas G e CL diferem amplamente na sua infectividade, ligam-se a
moléculas distintas na superficie de células hospedeiras (FERNANDES et al., 2006).

Amostras de T. cruzi das cepas G e CL apresentam diferencas nas suas habilidades de
invadir células hospedeiras. Em tripomastigotas metaciclicos, as formas de desenvolvimento
que iniciam a infeccdo em células hospedeiras, a variabilidade entre essas amostras esta
associada com a expressao diferencial de glicoproteinas de superficie, as quais se ligam as
células alvo e exibem atividades de sinalizagdo dependentes de Ca®* distintas. Uma

possibilidade interessante é que a interagdo entre essas moléculas com seus receptores ativem
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diferentes vias de sinalizacdo em formas metaciclicas de T cruzi, mostrando diferentes
estratégias de invasao celular (NEIRA; FERREIRA; YOSHIDA, 2002).

Assim, numa mesma cepa do parasita pode haver ativacdo de vias de sinalizacao
distintas, que podem variar também em células hospedeiras diferentes. As vias de sinalizagdo
ativadas pela invasdo de células HeLa por formas amastigotas de T. cruzi sdo distintas das
rotas usadas pelas formas tripomastigotas metaciclicas das cepas G e CL. As drogas que
afetam diferencialmente a invasdo das formas tripomastigotas metaciclicas de ambas as cepas
tiveram pouco ou nenhum efeito sobre as formas amastigotas (EPTING; COATES;
ENGMAN, 2010; FERNANDES et al., 2006).

Formas tripomastigotas metaciclicas, TCT e AE de T. cruzi expressam proteinas de
superficie diferentes, e cada uma provavelmente ativa uma via de sinalizacdo distinta. Pois
Segundo Mortara et al. (2005), estudos com cepas de T. cruzi | e Il mostram que a expressao
de epitopos definidos por anticorpos monoclonais pode variar consideravelmente entre
amastigotas intracelulares e extracelulares de ambas as cepas.

Para Kahn et al. (1996) varios estudos mostram que glicoproteinas de superficie
contribuem para a adeséao e invasao de células hospedeiras, estudos de ultraestrutura indicam
que formas amastigotas de T. cruzi e tripomastigotas se ligam a diferentes regiGes na célula
hospedeira sugerindo que estas duas formas expressam diferentes componentes de superficie
que levam a diferentes mecanismos de adesdo e invasdo. A transialidase de T. cruzi é expressa
em tripomastigotas e ndo em amastigotas, decora tripomastigotas com ligantes de acido
sidlico que participam no processo de invasdo de células hospedeiras por estas formas.
Receptores de manose facilitam a entrada de formas amastigotas em macréfagos, todos os
estagios de desenvolvimento de T. cruzi expressam glicoproteinas de superficie conjugadas
com manose, s6 que formas amastigotas expressam glicoproteinas conjugadas com manose
distintas daquelas expressas por formas tripomastigotas e epimastigotas.

Varias estratégias usadas pelo parasita, incluindo o uso de diferentes formas infectivas
(tripomastigotas metaciclicas, TCT e AE), distintas cepas, assim como diferentes capacidades
infectivas, provam ser um obstaculo dificil de ultrapassar. Embora a variedade de células
hospedeiras e componentes do parasita envolvidos na invasdo de formas tripomastigotas
sejam bem conhecidos, 0os componentes que participam no processo de invasdo de formas

amastigotas estdo somente comegando a ser descobertos (LIMA et al., 2010).



74

6.2.1 Parasitas opsonizados

Nos ensaios de invasdo de macrofagos por formas AE e TCT de T. cruzi opsonizados
verificamos uma grande quantidade de parasitos internalizados, mesmo apesar dos
macrofagos estarem sob efeito do tratamento com as drogas inibidoras das vias de sinalizacéo.
Antes da invasdo, AE e TCT foram incubados por uma hora com soro de animais imunizados
contra essas formas do parasita. A eficiéncia dos anticorpos policlonais do soro em marcar 0s
parasitas adequadamente foi testada com resultados satisfatorios.

Acreditamos que a grande quantidade de parasitas internalizados pelos macrofagos
seja devido a ativacdo do receptor Fcy dos macrofagos pelos anticorpos presentes na
superficie dos parasitas e também devido a acdo de proteinas secretadas pelo parasita que
promovem e facilitam sua internalizacdo em macréfagos, como por exemplo, a proteina P21
(SILVA et al., 2009; RODRIGUES et al., 2012) e o Ca*? agonista (CALER et al., 1998).

De acordo com Sharfstein e Morrot (1999) dependendo do isotipo e da especificidade
do anticorpo a opsonizacdo pode ocorrer e assim aumentar a captacdo de parasitas por
macrofagos. Segundo Sanches-Mejorada e Rosales (1998) os receptores Fcy de
imunoglobulinas sdo diferentes de outros receptores, a ligagdo de imunocomplexos
polivalentes como células opsonizadas a estes receptores resulta numa ativacéo celular efetiva
que leva a fosforilacdo de varios residuos de tirosina nas caudas citoplasmaticas, que uma vez
ativadas catalisam a fosforilagdo e ativacéo de varios substratos como a Fosfolipase Cyl1, a
PI3K, a MAPK, etc; sendo que o substrato especifico envolvido depende do tipo de célula, da
funcdo celular ativada, e do tipo particular de receptor envolvido.

De acordo com Vieira, Carvalho e Souza (1994) inibidores de proteinas quinase como
a genisteina e estaurosporina podem inibir a infeccdo por T. cruzi de macrofagos tratados com
essas drogas, para eles a fosforilacdo de residuos de tirosina é um etapa critica na sinalizacao
celular mediada pelo receptor Fc no processo de fagocitose por macré6fagos, sendo que
inibidores de proteinas quinase, especialmente tirosina quinase, blogquearam a invasao destas
celulas.

Nos ensaios com parasitas opsonizados, os anticorpos policlonais provenientes do soro
de animais imunizados se ligaram a superficie dos parasitas formando imunocomplexos que
foram reconhecidos pelos receptores Fc dos macrdofagos, o que pode ter disparado a
sinalizacdo via Fosfolipase C deste receptor, a qual ndo estava inibida por drogas,
promovendo a captacdo dos parasitas por fagocitose dependente do rearranjo do citoesqueleto

de actina. Além disso, 0 processo de opsonizagdo nao interferiria com a capacidade dos
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parasitas de secretar proteinas Uteis ao processo de invasdo, como a proteina P21, que também
poderia intensificar o processo de fagocitose por meio da sua ligagdo ao receptor acoplado a
proteina G, chamado CXCR4 que também pode sinalizar via Fosfolipase C.

Os anticorpos policlonais que marcaram 0s parasitos na opsonizagdo aumentaram a
probabilidade do reconhecimento dos patdgenos pelos macrofagos ter ocorrido por meio dos
anticorpos presentes na superficie dos parasitas opsonizados. Segundo Burleigh e Andrews
(1995) complemento e opsonizagdo com anticorpos, entre outros fatores, exercem um
importante papel na infeccdo in natura e a opsonizacdo dos parasitas com anticorpos
policlonais resulta numa ligacdo mais eficiente & superficie das células que expressam o
receptor Fc e facilita a invaséo.

De acordo com Aderem e Underhill (1999) muito do nosso entendimento sobre as
principais vias de sinalizacdo envolvidas na fagocitose por macréfagos vieram de estudos com
0 receptor Fc. Os receptores Fc responsaveis pela fagocitose por macr6fagos humanos sdo
FcyRI, FcyRIIA e FcyRIIl. Os receptores FcyRI e FcyRIIIA possuem um dominio Fc
extracelular, mas carecem da por¢do ITAMs (Immunoreceptor tyrosine-based activation
motif) em suas caudas intracelulares. Dessa forma, para uma adequada expressdo e
sinalizacdo estes receptores precisam interagir com pequenas proteinas transmembrana que
possuem porcdes ITAM necessérias para a transducdo de sinal, resultado de ligacBes cruzadas
e fosforilagdo de residuos de tirosina nos dominios ITAM das suas subunidades vy.

A proteina tirosina quinase responsavel por essa fosforilacdo inicial € um membro da
familia Src. Subsequentemente uma segunda proteina quinase, a p72Syk, é recrutada para 0s
dominios ITAMs fosforilados, isso ativa a Syk quinase, a qual por sua vez ativa uma
multiplicidade de vias relacionadas a transcri¢do, rearranjo do citoesqueleto e libera
mediadores inflamatorios. O mecanismo pelo qual os receptores Fcy estimulam a
polimerizacdo do citoesqueleto de actina e a formacdo do fagossomo é pouco conhecido,
embora a via da PI3K, a Fosfolipase C, a familia rho de GTPases, a PKC e proteinas motoras
parecem participar. Proteinas de citoesqueleto como F-actina, vinculina, actinina alfa, paxilina
e proteinas contendo fosfotirosina estdo difusamente distribuidas em fagossomos contendo
particulas revestidas com 1gG, sendo que a fagocitose mediada pelo receptor Fcy é bloqueada
por inibidores de PKC e inibidores de tirosina quinase (ADEREM; UNDERHILL, 1999).

No caso da proteina P21 secretada pelos parasitas, conforme Rodrigues et al. (2012)
esta proteina induz o processo fagocitico e o rearranjo do citoesqueleto de actina em
macrofagos peritoneais, durante a internalizagdo de T. cruzi, por se ligar ao receptor acoplado

a proteina G conhecido como CXCR4 e ativar a via de sinalizagcdo da PI3K. Porém, neste
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ensaio tratamos 0s macrofagos peritoneais com a droga LY294002, a qual inibe a via de
PI3K. Entdo, neste caso, estaria a funcdo da proteina P21 anulada? Pensamos que ndo, pois a
sinalizacdo disparada pelo receptor CXCR4 ativado € complexa, ramificada e relaciona-se a
ativacdo de varias outras proteinas, entre elas a Fosfolipase Cp.

Segundo Garcia-Garcia e Rosales (2002) a Fosfolipase Cy usa PIP2 para a geracdo de
IP3 e DAG. O IP3 induz a liberacéo de Ca?* a partir dos estoques intracelulares, e 0 DAG é
necessario para a ativacdo de varias isoformas de PKC. A ativa¢do da Fosfolipase Cy via
receptor Fcy ja foi descrita em outros estudos e inibidores desta enzima prejudicam a
fagocitose por macrofagos, sendo que o exato papel da Fosfolipase Cy na fagocitose ainda nao
esta claro.

Segundo Teicher e Fricker (2010) o CXCR4 é amplamente expresso em ceélulas
hematopoiéticas, inclusive mondcitos e macréfagos, sendo que a ativacdo deste receptor é
mediada pelo seu acoplamento a uma proteina-G intracelular e heterotrimérica localizada na
superficie interna da membrana plasmatica. Esta proteina-G ¢ formada pelas subunidades Ga,
GPB e Gy ligadas a uma GDP, quando ativada por um ligante o GDP se converte a GTP e
acorre a dissociagao das subunidades By da subunidade aGTP. A subunidade Ga esta dividida
em quatro familias: Gas, Gai, Gaq e Gal2, cada uma relacionada a diferentes rotas. A familia
Gagq age via Fosfolipase C (PLC), como a PLCP, que hidrolisa PIP2 para gerar dois segundos
mensageiros, o IP3 e 0 DAG, 0s quais aumentam a concentracao intracelular de Ca?* livre e
ativam um grande nimero de proteinas quinases, especialmente a PKC (GARCIA-GARCIA;
ROSALES, 2002).

Assim, acreditamos que a proteina P21 secretada pelo T. cruzi age também via PLCP,
uma vez que a via da PI3K estava inibida, a PLCP por sua vez hidrolisa PIP2 formando IP3,
gue aumenta a concentracdo citosolica de célcio (uma condicdo essencial para a invasdo do
parasita), e também DAG que ativa a PKC. Um dos substratos da PKC sdo as MARCKS
(Myristoylated, alanine-rich, C-kinase substrate), proteinas de ligacdo a actina, que estdo
envolvidas nas vias de sinalizacdo do complexo célcio/calmodulina e também PKC. Quando
ndo estdo fosforiladas elas se ligam a actina promovendo liga¢Ges cruzadas entre oS
filamentos, quando sdo fosforiladas promovem a desmontagem da actina. PKC e MARCKS
séo recrutadas durante a formacdo do fagossomo, as MARCKS possui um importante papel
modulando as ligagGes cruzadas dos filamentos de actina durante a internalizagcdo de
particulas sendo reguladas pela PKC, pois a inibicdo da PKC bloqueia a internalizacdo de
particulas de zymosan (ALLEN; ADEREM, 1995).
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O aumento intracelular de Ca®* é necessario para a internalizagio dos parasitas, sendo
que a desmontagem da F-actina durante a invasdo por formas TCT de T. cruzi é uma
consequéncia direta deste aumento. O Ca?* intracelular é mobilizado em células hospedeiras
devido a ativacdo de uma via de transducdo de sinal induzida pelo parasita e necessaria para
sua internalizacdo. Extratos provenientes de AE das cepas G e CL aumentaram o0s niveis de
Ca’" intracelular de forma dose dependente em células Hela, indicando que AE das duas
cepas ativam a sinalizacdo dependente de célcio nestas células, o que pode ter um importante
papel no sucesso da invasdo destas formas (FERREIRA et al., 2006; FERNANDES et al.,
2006; FERREIRA et al., 2012).

De acordo com Maeda et al. (2012) formas TCT do parasita secretam um fator de
estrutura desconhecida capaz de ativar a mobilizagdo das reservas de Ca*" das células
hospedeiras de forma dependente de IP3. Dessa forma, a mobilizagdo de Ca®* pela célula
hospedeira € um importante fator para a internalizacdo de T. cruzi (SOUZA et al., 2010;
MANQUE et al.; 2003).

Aumento de Ca*? intracelular na célula hospedeira é necessarios para o processo de
invasdo por T. cruzi pela via lisossomal, tripomastigotas promovem o aumento de calcio
intracelular em uma grande variedade de células hospedeira de mamiferos, tamponamento ou
deplecéo de Ca*? intracelular inibe significantemente a invaséo de células de mamiferos por
tripomastigotas. A oligopeptidase B é uma enzima citosolica de T. cruzi que age sobre um
substrato gerando uma Ca*? agonista que ¢ liberada pelo parasita, liga-se a um receptor na
superficie da célula hospedeira ativando a PLC que gera IP3, o qual se liga a um receptor no
reticulo endoplasmatico e promove a liberacdo de Ca** para o citoplasma, que estimula o
recrutamento e fusdo de lisossomos no sitio de invasdo da célula hospedeira (CALER et al.,
1998).

Acreditamos que nestes ensaios com parasitas opsonizados e macrofagos tratados com
inibidores das vias de sinalizagéo, a via de sinalizacdo da FLC pode estar sendo ativada tanto
pela ligacdo dos imunocomplexos ao receptor Fc, quanto pelas proteinas P21 (ligando-se ao
receptor CXCR4) e o Ca*? agonista. Como a via da Foslipase C ndo foi estudada neste
trabalho ela sera alvo de futuras investigacbes para confirmar seu envolvimento e

importancia.
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6.2.2 Parasitas vivos e mortos

Nos ensaios em que tratamos macrofagos peritoneais com as drogas inibidoras das
vias de sinalizacdo e em seguida incubamos estas células com formas AE vivas e mortas pelo
calor, verificamos que nos ensaios com AE vivos a invasdo é dependente das vias de
sinalizacdo de P13K e MAPKS, pois nas situagdes em que os macrofagos foram tratados com
o0s inibidores destas vias a internalizacdo de parasitas foi menor em comparagdo ao controle
ndo tratado. O que esta de acordo com varios estudos que confirmaram a importancia das vias
de sinalizacéo de PI3K e MAPKS no processo de invasdo das células hospedeiras por T. cruzi
(MAEDA et al. 2012; FERNANDES et al., 2003; WOOLSEY et al., 2003; .AOKI et al.,
2006; MUKHERJEE et al., 2004; TODOROV et al., 2000).

Segundo Woolsey et al. (2003) a modulagédo da via de PI3K da célula hospedeira por
microorganismos parasitas é considerada uma importante estratégia para infectar e sobreviver
no meio intracelular da célula hospedeira, a invasao de T. cruzi, ativa a via de PI3K para uma
eficiente internalizacdo em células nao-fagociticas e macréfagos.

Segundo Fernandes et al. (2006) a ativacdo de PI3K é necessaria para a invasdo de
células HeLa por formas AE das cepas G e CL de T. cruzi, sendo que o tratamento destas
células com a droga wortmanina reduziu a infectividade dos AE, isso sugere que a atividade
desta via de sinalizagdo é necessaria ao processo de invasdo de AE em células ndo fagociticas.
Barrias et al. (2010) também descreveu que o0 uso de drogas inibidoras da via de PI3K
prejudicou em 60% a internalizacdo de AE da cepa Y em macréfagos peritoneais.

Conforme Maeda et al. (2012) em diferentes tipos de células a ativacdo de PI3K
emerge como uma caracteristica comum no processo de invasdo também das formas TCT, a
ativacdo desta via em células ndo fagocitica facilita a entrada do parasita por uma via
dependente dos lisossomos, sendo que no caso dos macréfagos detectou-se a ativacao da via
de PI3K e rearranjo do citoesqueleto no sitio de invasdo destas células por formas TCT.

De acordo com Aoki et al. (2006) multiplos eventos de transducdo de sinais sao
ativados na célula hospedeira durante a invasao de T. cruzi, moléculas presentes na superficie
das formas tripomastigotas sdo capazes de ativar as vias de PI3K /AKT em células fagociticas
e ndo fagociticas, também muitas evidéncias sugerem que os membros da familia das
MAPKSs, incluindo as ERKs, JNK e p38 MAPK exercem um importante papel na
sobrevivéncia e morte celular, sendo que as vias de MEK1/ERK estdo envolvidas na invasao

de T. cruzi em cardiomidcitos.
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Para Mukherjee et al. (2004) as vias de MAPK exercem um importante papel na
regulagdo celular, principalmente na resposta imune, proliferacdo celular e invaséo
microbiana de células de mamiferos, varios estudos mostram que as vias da MAPK séo
ativadas como resultado da interacao parasita-hospedeiro.

Conforme Todorov et al. (2000) a invasdo celular por T. cruzi induz a fosforilagéo de
residuos de tirosina em proteinas de macrofagos, assim como ativagdo de MAPK, e bloqueio
da proteina tirosina quinase e MAPK de macréfagos com inibidores evita a infec¢do destas
células pelo parasita, sugerindo que a ativacdo destas vias € um importante evento neste
processo.

Ao analisarmos os resultados dos AE mortos duas situa¢bes chamaram nossa atencéo.
Primeiro vimos que a internalizacdo dos parasitas AE mortos é dependente da via das
MAPKSs, mas ndo da via de PI3K. Segundo, quando comparamos as barras referentes aos AE
Vivos e mortos, verificamos que o0s parasitas