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RESUMO

A Doenca de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi, compromete
fungcbes gastrointestinais e cardiacas de seus pacientes. Seus sintomas sao
altamente debilitantes e podem levar ao falecimento do individuo. Sua alta
incidéncia em paises da América Latina gera danos inestimaveis a economia dos
paises endémicos. As dificuldades no diagnéstico bem como o insucesso das
estratégias de combate a endemia em erradicar a doenca resultam em um nimero
elevado de pessoas infectadas. A ocorréncia de transmissao por transfusdes
sanguineas e transplante de orgédos levaram a disseminagéo dessa doenca a nivel
mundial, devido a migracdo de pessoas contaminadas. As terapias atuais sao
ineficazes em 50% dos casos, apresentam efeitos colaterais graves e nao
comportam o tratamento de pacientes cronicos. Por esse motivo, faz-se necesséria
a pesquisa por novas alternativas de prevencao e tratamento. Uma possivel
solucdo nesse ambito € o desenvolvimento de medicamentos que bloqueiem o
processo de endocitose nesses parasitas, eliminando-os. Entretanto, essa vertente
é pouco explorada e o conhecimento acerca da endocitose em Trypanosoma cruzi
€ escasso. Assim sendo, esse estudo prop6s a identificacdo da proteina epsina
nesse protozoario, por se tratar de um componente importante na via endocitica.
Para tanto, foram utilizadas ferramentas bioinforméticas que encontraram um gene
hipotético para epsina em T.cruzi. Esse gene foi ligado a uma etiqueta de GFP e
essa proteina recombinante foi expressa em formas epimastigotas do parasita. Por
meio de microscopia confocal, foi possivel encontrar a sublocalizacdo celular dessa
proteina na bolsa flagelar (onde ocorre a endocitose nesses organismos). A
colocalizacdo dessa epsina com a cadeia leve de clatrina (CLC), observada
também por microscopia utilizando anticorpos anti-CLC, corroborou os resultados
anteriores. A comprovacao da identidade dessa proteina contribui para com a
compreensdo do mecanismo de endocitose em T.cruzi e pode, no futuro, servir
como base para estudos que estabelecam estratégias farmacéuticas no combate a
Doenca de Chagas. Adicionalmente foram produzidos anticorpos policlonais anti-
epsina em camundongos BALBc. Estes poderdo ser utilizados em pesquisas
posteras que contribuam para com a elucidacdo da biologia do parasita.

Palawas-chave: Doenca de Chagas, Endocitose, Trypanosoma cruzi, produgdo de anticorpos,
localizac&o celular.



ABSTRACT

Chagas Disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, compromises
gastrointestinal and cardiac functions of the infected victims. ks symptoms are
highly debilitating and can lead to death of the individual. The great incidence in
Latin America generates inestimable economic damage to endemic countries.
Difficulties in diagnosis and the failure of combat strategies to eradicate the endemic
disease result in a high number of infected people. The occurrence of transmission
through blood transfusions and organ transplantations led to worldwide spread of
this disease, due to immigration of contaminated subjects. The current therapies are
ineffective in 50% of the cases; they present serious side effects and do not reach
chronic patients, making it necessary to search for new alternatives regarding
prevention and treatment. A possible strategy in this scope is to develop drugs that
block endocytosis process in these parasites, eliminating them. However, this
aspect is litte explored and the knowledge on T. cruzi’s endocytosis is scarce.
Therefore, this study was aimed in identifying the epsin protein in this protozoa, due
to its importance in the endocytic pathway. Bioinformatics tools were applied to find
a hypothetical gene to epsinin T. cruzi. This gene was fused to a GFP tag and the
recombinant protein was expressed in epimastigote forms of the parasite. Through
confocal microscopy, it was possible to find the cellular sublocation of this protein in
the flagelar pocket (where endocytosis of those organisms takes place). The epsin
colocalization with clathrin light chain (CLC), visualized also through microscopy by
using antibodies anti-CLC, corroborates the previous results. The confirmation of
the identity of this protein contributes to the knowledge on T. cruzi endocytosis
mechanisms and can, in the future, provide backgrounds to further studies that will
establish pharmaceutical strategies to combat Chagas disease. Additionally,
polyclonal antibodies anti-epsin were produced in BALBc mice. Those antibodies
may be applied in future research projects contributing to the parasite’s biology
elucidation.

Keywords: Chagas Disease, Endocytosis, Trypanosoma cruzi, production of antibodies, cellular
localization.
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1 Introdugao

Em 1909 o pesquisador brasileiro Carlos Justiniano Ribeiro Chagas
descreveu pela primeira vez a Doenca de Chagas (NUNES et al., 2013). De acordo
com estudos paleoparasitolégicos, entretanto, os primeiros casos de infeccao
teriam ocorrido ha cerca de 9000 anos atras (AUFDERHEIDE et al., 2004). Essa
enfermidade, que tem por agente etioldogico o parasita Trypanosoma cruzi, é
endémica na América Latina, sendo uma das principais causadoras de mortes
subitas no Brasil (RASSI et al., 2001).

Ao longo dos anos, a Doenca de Chagas teve relevante impacto na
economia do Brasil. Estima-se que, entre 1979 e 1981, a moléstia teria causado ao
pais um prejuizo de 259.152 anos em capacidade produtiva, devido a debilidade
fisica dos pacientes infectados, que os impossibilitava de trabalhar (MUNOZ-
SARANA et al., 2012). Ainda hoje, essa endemia se caracteriza pelo elevado custo
social, principalmente em decorréncia da sua incidéncia sobre os trabalhadores
agricolas (VINHAES e DIAS, 2000). Além disso, segundo calculos mais recentes
realizados por Alvaro Moncayo, publicados em 2003, para realizar cirurgia corretiva
em todos os pacientes cronicos com complicacdes cardiacas, seria necessario
desembolsar aproximadamente 750 milhGes de dolares por ano.

Estudos discutem as deficiéncias no sistema de notificagdo de Obitos
nacionais. A falta de acesso das populacdes carentes ao atendimento médico, erros
de diagnodstico e diferencas regionais estdo entre as principais causas de erros
estatisticos que comprometem a fidedignidade dos dados (FRIAS et al., 2008).
Acredita-se que haja subnotificacdo de casos da Doenca de Chagas, o0 que indica
gue o0s prejuizos causados por essa enfermidade seriam ainda maiores que 0s
calculados (RODRIGUES et al., 2013). Assim sendo, os danos que essa endemia
causa a economia e a saude sao, na realidade, inestimaveis.

Diante desse quadro, é possivel compreender aimportancia de projetos que
pesquisem maneiras para prevenir a transmissdo da doenca, pesquisas basicas
para compreensdo da biologia do parasita, iniciativas que conscientizem a
populacdo a respeito dos riscos e sintomas. Além disso, é essencial que haja

estudos que investiguem drogas para o tratamento para individuos j& infectados.



12

11 OVETOR

Acredita-se que, inicialmente, a tripanossomiase americana tenha surgido
como uma moléstia zoondtica. Sdo conhecidas mais de 100 espécies de
vertebrados passiveis de contaminacdo pelo parasita. Com o desmatamento de
florestas para construgcdo de casas em areas rurais, triatomineos passaram a se
adaptar ao ambiente domeéstico, vivendo principalmente em frestas de moradias de
pau a pique. Esses insetos se alimentam de sangue de vertebrados e,
ocasionalmente, ingerem T. cruzi presente no sangue de animais contaminados.
Assim, o homem passou a fazer parte do ciclo de vida do T. cruzi, que é transmitido
durante o repasto sanguineo do inseto infectado com o subsequente depdsito de
parasitas na corrente sanguinea do individuo (FERNANDES e ANDREWS, 2013).

Os principais triatomineos transmissores na América Latina sdo: o Triatoma
infestans, Triatoma brasiliensis e Panstrongylus megistus no Cone Sul; Rhodnius
prolixus e Triatoma dimidiata nos Andes e nha América Central; Triatoma dimidiata
e Triatoma barberi no México (Figura 1). Todos esses organismos sdo pertencentes
a familia Reduviidae, subfamilia Triatominae, ordem Hemiptera, subfilo Hexapoda,
filo Arthropoda (GORLA e NOREAU, 2010).
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Imciativa Amazonica (2004 )
Y - Rhodnius prolixus

Rhodnius robustus
Panstrongylus gemiculotus
Rhodnius brethes

Iniciativa Centroamericana (1997) = :
Rhodrius prolixus
Inatoma drvmadhats
Triaioma barber:

Rhodnius pallescens / ;

Imiciativa Andina (1997)
Rhodnius profixus
Trictoma dimidiate
Triotoma maculata
Rhodnius ecuadonensis

Iniciativa del Cono Sur (1991} ——
Tristoma infestans
Triatoma brasiliensis
Triatoma sordida

1000 =

FIGURA 1 - MAPA DA DISTRIBUICAO DAS DIFERENTES ESPECIES DE TRIATOMINEOS NA
AMERICA LATINA. FONTE: WESTPHALEN, BISUGO e ARAUJO (2012, p.24)

1.2 O PARASITA

O Trypanosoma cruzi € um tripanosomatideo flagelado pertencente ao reino
Protista, familia Trypanosomatidae. Por se tratar de um organismo unicelular
eucarionte, o T. cruzi compartilha de muitas organelas encontradas em mamiferos,
possuindo adicionalmente cinetoplasto, acidocalcisomo, reservossomo e
glicosomo. Esse protozodrio apresenta uma peculiar camada de microtibulos que
acompanha a membrana celular e confere rigidez a célula. Essa rede de proteinas
€ tdo estavel que resiste a altas temperaturas, estresse mecéanico e a drogas como
taxol e nocodazole, que despolimerizam microtibulos de mamiferos (RODRIGUES
et al., 2014).

A membrana plasmatica dos tripanosomatideos pode ser dividida em trés
principais dominios: o corpo da célula, o flagelo e a bolsa flagelar. Diferentemente

de outros organismos da familia Trypanosomatidae, o T. cruzi apresenta também
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um canal chamado complexo citostoma-citofaringe, através do qual realiza trocas
nutricionais com o ambiente (PORTO-CARREIRO et al., 2000).

1.2.1 Cinetoplasto

Estrutura caracteristica da ordem Kinetoplastida, a qual pertence o T. cruzi
(Figura 2). Surge como uma ramificacdo das cristas mitocondriais e tem como
funcdo alojar o DNA mitocondrial. Uma vez que cada forma evolutiva do parasita
apresenta um cinetoplasto de morfologia e posicéo caracteristicas, essa organela
é utilizada para identificacdo de diferentes fases do ciclo parasitico em microscopia
de fluorescéncia (BRENER, 1997).

1.2.2 Flagelo e bolsa flagelar

O flagelo tem inicio em uma estrutura denominada corpo basal e passa por
uma invaginacdo na membrana conhecida como bolsa flagelar. Ele permanece
conectado & membrana ao longo de uma grande extensdo do corpo celular. Apenas
nas formas tripomastigota e epimastigota, a ponta distal do flagelo encontra-se livre
do corpo celular. Dessa maneira, movimentos do flagelo resultam no deslocamento
do tripanosomatideo. Na forma amastigota o flagelo é muito curto e, algumas vezes,
conserva-se dentro da bolsa flagelar (DE SOUZA, 2002).

Na regido da bolsa flagelar a rede de microtdbulos é descontinua, permitindo
o intercambio de moléculas e a endocitose (Figura 2). Acredita-se, inclusive, que
toda a endocitose mediada pela proteina clatrina ocorra através dela (KALB, 2011).

Essa estrutura esta presente em todas as formas evolutivas do T. cruzi e é
preservada entre os tripanosomatideos. A presenca de hemidesmossomos entre a
bolsa flagelar e o flagelo restringe 0 acesso de materiais extracelulares ao corpo

celular. Por essa regido penetram apenas vesiculas revestidas pela proteina
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clatrina, que se fundem com endossomos no interior da célula (WEBSTER e
RUSSEL, 1993).

FIGURA 2 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA ESTRUTURA DA BOLSA FLAGELAR EM
TRIPANOSOMATIDEOS. EM DESTAQUE (VERMELHO), A BOLSA FLAGELAR. ADAPTACAO DE
WEBSTER E RUSSEL (1993, p. 202).

1.2.3 Complexo citéstoma-citofaringe

E uma invaginacdo da membrana que penetra o citoplasma e termina na
porcao posterior da célula, apds a regido nuclear. Em sua morfologia, apresenta
uma abertura circular (de 0,3 um de diametro aproximadamente) préxima a bolsa
flagela e ao Golgi, afunilando a medida em que se aprofunda (RODRIGUES et al.,
2014). Estudos de morfologia indicam que a invaginagao tem forma espiral e que
sua dimensdo varia entre diferentes organismos. De forma global, parasitas com
citofaringe diminuta apresentam menor capacidade endocitica (RAMOS et al.,
2011).

Em 1999, Okuda e colaboradores confirmaram a interacdo entre bolsa
flagelar e complexo citéstoma-faringe através de conexdes do citoesqueleto. Essa
conexao foi melhor descrita em 2014 por Alcantara e colaboradores. O vinculo entre
as duas estruturas foi demonstrado nesse estudo, sendo estabelecido que o
mesmo ocorre por intermédio de microtibulos citoplasmaticos. Esses microtibulos

ndo abrangem o cértex subpelicular, permitindo a endocitose.
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Esse aparelho diferencia o T. cruzi dos tripanosomatideos africanos
(MILDER e DEANE, 1969) e esta presente apenas na forma epimastigota e
amastigota do parasita, participando de processos endociticos (PORTO-
CARREIRO et al., 2000).

1.2.4 Ciclo de vida do parasita

O Trypanosoma cruzi € um protozoario capaz de infectar uma ampla gama
de células nucleadas. Para poder se propagar entre seus hospedeiros vertebrados
(dentre eles, o ser humano), utiliza-se de vetores supracitados da familia
Reduviidae como Triatoma infestans e Rhodnius prolixus (FERNANDES e
ANDREWS, 2013).

Assim sendo, esse organismo precisa conseguir se adaptar aos varios
habitats encontrados em seus diversos hospedeiros e células alvo. Utilizando-se
do maquinario celular, o T. cruzi regula sua expressdo génica de acordo com o
ambiente ao seu redor. A cada etapa do seu ciclo de vida, ele consegue se
reorganizar estruturalmente entre suas diferentes formas evolutivas (ARAUJO e
TEIXEIRA, 2011).

O ciclo € composto por dois hospedeiros: o vetor, também conhecido como
barbeiro, e o hospedeiro mamifero, por exemplo, o ser humano (CHAGAS, 1909).

Na circulagdo sanguinea do individuo o parasita se encontra na fase
tripomastigota sanguinea. Nessa etapa, 0 parasita tem por objetivo encontrar e
invadir células. Para tanto, apresenta flagelos emergindo da bolsa flagelar, que
auxiiam em sua locomocao através do sangue do hospedeiro. Para facilitar a
penetracdo celular, a forma tripomastigota sanguinea tem por caracteristica o corpo
longo e delgado, entre 16,3 e 21,8 um de comprimento (HORAE, 1972). A presenca
de um grande cinetoplasto circular na parte posterior do flagelo, em posigcao
terminal ou subterminal, caracteriza os espécimes sanguineos (SOUZA, 1999;
BRENER, 1997).

Esses protozoarios circulantes encontram uma célula e entram por

intermédio de um vacuolo parasitéforo. Segundo Mortara e colaboradores (2005),
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eles sdo capazes de induzir fagocitose até mesmo em células nado fagociticas.
Intracelularmente, o T. cruzi abandona o vacuolo parasitéforo e se diferencia em
amastigota, uma forma com alta capacidade de multiplicacdo. Nessa etapa, o
tripanosomatideo apresenta um corpo oval, de aproximadamente 3-5 pum de
didmetro, e um curto flagelo, de dificil visualizacdo (Figura 3A) (RODRIGUES et al.,
2014 e TYLER e ENGMAN, 2001). A replicacdo dentro da célula do hospedeiro é
um mecanismo do parasita para driblar seu reconhecimento pelo sistema imune
(SOUZA, 1999). Apés aproximadamente nove ciclos de divisdo binaria, ocorre
diferenciacdo para a forma tripomastigota sanguinea, que através do intenso
movimento do flagelo rompe a célula e € liberada novamente na circulacéo
(DVORAK e HYDE, 1973).

Eventualmente, a pessoa infectada tem o sangue ingerido pelo barbeiro
durante o repasto. Juntamente com o sangue, esses tripomastigotas sao ingeridos
pelo inseto. No tubo digestorio do Triatomineo o T. cruzi se diferencia para a forma
epimastigota, que é altamente replicativa (LOPEZ-ORDONEZ et al., 2009). Para
tanto, o corpo do parasita se alonga e o flagelo se estende. O cinetoplasto fica junto
a bolsa flagelar, anterior ao nicleo (Figura 3B). Nesse estagio, o protozoario chega
a atingir 30 um de comprimento (TYLER e ENGMAN, 2001).

No final do tubo digestivo as formas epimastigotas encontram um ambiente
de estresse nutricional, com baixos niveis de glicose e aderem ao tecido da
superficie do intestino (ALVES et al.,, 2007). Assim, o T. cruzi se diferencia
novamente, formando tripomastigotas metaciclicos infectivos, de aproximadamente
17-22 ym de comprimento e um corpo alongado e delgado (HORAE, 1972) com um
largo e arredondado cinetoplasto subterminal (Figura 3C) (SOUZA, 1999). Agora,
no intestino do vetor, sdo eliminados pelo aparelho excretor do inseto durante o
repasto sanguineo e penetram o organismo do mamifero atraves das
descontinuidades na pele do individuo. O ato de cocar as feridas da picada do
barbeiro facilita ainda mais a entrada de tripomastigotas metaciclicos na corrente
sanguinea, reiniciando o ciclo (TYLER e ENGMAN, 2001).
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@ § Amastigota

Epimastigota

Tripomastigota

FIGURA 3 — POSICAO DO CINETOPLASTO (kt) EM RELACAO AO NUCLEO (N) E A BOLSA
FLAGELAR (MARCADA COM SETA) NAS DIFERENTES FORMAS EVOLUTIVAS DO PARASITA.
A) AMASTIGOTA B) EPIMASTIGOTA C) TRIPOMASTIGOTA METACICLICA. ADAPTADO DE
ROSSI et al. (2003).

1.3 A DOENCA
1.3.1 Fase Aguda

Essa etapa ocorre, geralmente, logo apés a entrada do T. cruzi no
organismo. E sintomatica em apenas 5% dos individuos. Nesses casos atipicos,
geralmente ha febre, dores musculares, diarréia, cdlicas, cianose e distlrbios
respiratérios com inicio entre a primeira e segunda semana ap0s a exposicao
(TEIXEIRA et al., 2006). Quando a entrada do parasita ocorre através da pele,
frequentemente ha formacdo do chagoma, um inchaco caracteristico acompanhado
por eritema (Figura 4A). Em casos em que o parasita penetra por via das
membranas da mucosa ocular, surge o sinal de Romand, um edema unilateral na
palpebra e no tecido periocular (Figura 4B) (HEMMIGE et al., 2013).
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Adicionalmente, em menos de 1% dos casos de infec¢cdo aguda sintomatica
ha manifestacbes graves, com miocardite, efusdo pericardica e/ou
meningoencefalite (NUNES et al., 2013).

Em aproximadamente 5% dos casos graves o individuo vai a Obito.
Entretanto, a grande maioria evolui para uma remissdo espontanea dos sinais
clinicos, mesmo quando ndo ha intervencdo farmacéutica (TEIXEIRA et al., 2006).

Apos, em média, 3 a 4 meses 0s pacientes assintomaticos e sintomaticos
gue sobreviveram a fase aguda passam para a fase crénica. Nesse periodo, 40%
permanecem assintomaticos por décadas sendo que alguns jamais virdo a

apresentar sinais clinicos da doenca (DIAS, 1989).

FIGURA 4 - SINAIS CUTANEOS DA INFECCAO POR CHAGAS. A) CHAGOMA. B) SINAL DE
ROMANA. ADAPTADO DE KINOSHITA-YANAGA et al. (2009, p. 296) E COURA (2007, p. 118).

1.3.2 Fase crbnica

Conforme supracitado, a etapa crénica € a que sucede a aguda. Caracteriza-
se pelo surgimento de lesdes irreversiveis em orgédos e tecidos ligados ao sistema
cardiaco e gastrointestinal (MADRID et al., 2004).

Um terco dos individuos chagasicos em fase crbnica sdo sintomaticos
(SILVEIRA, 1999): 94,5% apresentam complicacbes cardiacas como arritmia e
insuficiéncia cardiaca e 4,5% sofrem de problemas gastrointestinais. Muitas dessas
desordens evoluem vagarosamente, podendo-se viver anos sem que 0s danos aos

tecidos sejam percebidos clinicamente (MENEGHELLI et al., 1982).
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Os mecanismos envolvidos no tropismo do parasita, que se estabelece
primordialmente no tecido cardiaco e gastrointestinal, ainda ndo foram

completamente elucidados.

1321 Alteracbes cardiacas

ApoOs a fase aguda, mesmo quando desaparecem 0s sintomas, 0 processo
inflamatodrio persiste, ainda que de maneira silenciosa. A persisténcia do parasita
no tecido cardiaco desencadeia uma infiltracdo de linfocitos. Como consequéncia
das reagBes imunes, h& perda celular e atté mesmo o surgimento de fibrose
reparativa (HIGUCHI et al., 1987). Estudos apontam que a agressdo direta do
parasita € menos danosa que os efeitos dos processos inflamatérios (PONUKOLLU
et al.,, 2007 e MARIN-NETO et al., 2007).

A hip6tese mais valida para o desenvolvimento de patologias cardiacas € a
de que haja reacdo cruzada entre os antigenos do protozoario e 0s presentes em
células do organismo humano. Dessa maneira, rea¢des autoimunes, causadas pela
similaridade estrutural dos epitopos das duas espécies, levaria a danos teciduais e
subsequente faléncia do miocardio (MARIN-NETO et al., 2007 e CUNHA-NETO et
al., 2006).

Adicionalmente, ha evidéncias de que haja danos ganglionares e perda de
inervacdo no coracdo de pacientes chagasicos atraves de mecanismos de
autoimunidade e inflamacdo. O comprometimento do sistema nervoso
parassimpatico nesse o0rgdo foi evidenciado por estudos farmacoldgicos e
fisiologicos. Como consequéncia, acdes de regulacdo autondmica séao
prejudicadas. Além disso, danos as terminagcdes parassimpaticas podem facilitar o
aparecimento de arritmias e a ocorréncia de morte subita (BAROLDI et al., 1997).

Assim sendo, o portador da doenca apresenta dificuldades na resposta a
mudangas de pressao cardiaca e no retorno venoso (RIBEIRO et al., 2007).
ReacOes inadequadas do coracdo a esses eventos levam a uma compensacao
morfolégica do organismo: para que haja maior dilatacdo ventricular e maior forca

de contracédo, o coracdo aumenta em tamanho (Figura 5) (MARIN-NETO, 2007).
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Por fim, o conjunto desses processos implica em diminuicdo no fluxo
sanguineo, isquemia focal, formacdo de trombos e agregamento de plaquetas,
necrose e fibrose. Em muitos casos, em longo prazo, esses distirbios culminam na
morte do individuo (ROSSI et al., 1984).

FIGURA 5—- ASPECTO MACROMORFOLOGICO DO CORACAO CHAGASICO. A) E POSSIVEL
OBSERVAR O AUMENTO EXACERBADO DO ORGAO DE UM PORTADOR DA
TRIPANOSSOMIASE. B) SECCAO FRONTAL DO MESMO CORACAO, EVIDENCIANDO O
ALARGAMENTO DAS QUATRO CAMARAS CARDIACAS. FONTE: MARIN-NETO et al. (2007, p.
1110).

1.3.2.2 Alteracdes gastrointestinais

Assim como ocorre no tecido cardiaco, com o intuito de combater ao parasita
alojado no organismo, o sistema imune desencadeia um processo inflamatério no
tecido gastrointestinal. Esse mecanismo de defesa muitas vezes resulta em
comprometimento dos plexos intramusculares, células ganglionares e fibras
nervosas submucosas e mioentéricas, por intermédio de uma reacdo auto imune
(KOBERLE, 1961 e ECKARDT et al., 1995), que interfere na sinalizacdo inibitoria
e excitatoria do sistema digestério (OLIVEIRA et al.,, 1995). Adicionalmente,
estudos recentes apontam para uma diminuicdo nas células de Cajal, que
participam da geracdo de atividade mioelétrica, importante para a motilidade

intestinal (MADRID et al., 2004). Como resultado dessas alteragbes, ha
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comprometimento da atividade esofagica (acalasia) e do transito intestinal
(manifestado pela constipacdo severa e crescimento exagerado de bactérias)
(TRONCON e IAZIGI, 1992). As lesbes neuronais degenerativas afetam a producéo
de oOxido nitrico e peptideo vasoativo intestinal, alterando a capacidade de
relaxamento do musculo liso da parede gastrointestinal (TRONCON et al., 1993).

Existem também relatos de disfuncbes na acomodacdo frente a
estiramentos: pacientes chagasicos apresentam menor capacidade de se adaptar
a distensdes causadas por ar e alimentos (TRONCON e IAZIGI, 1992). A
descoordenacdo dos esfincteres causa exacerbada dilatacdo nos Orgaos
digestorios e resulta na perda da capacidade contratil, favorecendo hiperplasias e
displasias (REZENDE et al., 1985).

A presenca de fibrose no plexo mioentérico e a infiltragdo de linfécitos
desencadeiam um mecanismo compensatorio de hipertrofia (TRONCON et al.,
1993). O crescimento anémalo de 6rgéos do aparelho digestério esta entre uma
das manifestacbes mais comuns de alteracéo gastrointestinal, exemplificadas pelo
megacolon, megaesbdfago, megaestdmago, megaduodeno e megajejuno (BERN et
al., 2007). Necrose do coélon e cancer de esbfago estdo entre as principais
complicagbes que causam morte em pacientes de Chagas com manifestacao
gastrointestinal da doenca (ROCHA et al., 2003).

1.4 DIAGNOSTICO

Mais de cem anos apés a descricdo da doenca por Carlos Chagas, 0
diagnéstico de Chagas permanece limitado. Os obstaculos ndo sdo apenas no
ambito técnico: aspectos socioecondmicos interferem na detec¢cédo da enfermidade.
Primeiramente, é necessario que o individuo tenha acesso a unidades de saude e
esteja disposto a procurd-las quando houver suspeita da doenca. Em segundo
lugar, é indispensavel que o profissional de saude saiba reconhecer a endemia e
seus sintomas, estando habilitado para sua identificacdo. E preciso, também,
aplicar o método diagnostico correto, de acordo com a fase da doenca em que se

encontra o paciente. Com frequéncia o mal de Chagas é confundido com outras
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doengas de sintomas semelhantes, levando a aplicagcdo de um tratamento ineficaz
(MONCAYO, 2003).

Acredita-se que a baixa sensitividade e especificidade de alguns testes
somadas ao alto indice de reatividade cruzada dos exames atuais compromete a
deteccédo da doenca (PEREZ et al., 2014; FRANK et al., 2003)

1.4.1 Diagnostico na fase aguda

A auséncia de sintomas na maioria dos pacientes dificulta o diagnoéstico
durante a fase aguda. Em contrapartida, nesse estagio inicial de infeccdo os
parasitas podem ser encontrados circulando na corrente sanguinea. Assim sendo,
€ possivel detecta-los através de exames soroldgicos, hemocultura, PCR ou
visualizacdo do parasita em laminas de sangue (MOROCOIMA et al., 2012 e
CABALLERO etal., 2007).

1.4.2 Diagnostico na fase intermediéaria

Durante a fase silenciosa da doenca, ha sinais de infeccdo, que podem ser
confirmados por testes soroldégicos ou parasitolégicos, mas a normalidade nas
radiografias do peito, eletrocardiogramas e auséncia de sinais clinicos/sintomas
dificulta em muito o diagnostico da Doencga de Chagas. Assim sendo, raramente a
doenca é detectada neste estagio, o que leva a evolucdo da tripanossomiase e a
fase cronica (RIBEIRO e ROCHA, 1998).
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1.4.3 Diagnéstico durante a fase crbnica

Geralmente, pacientes infectados pelo tripanosomatideo T. cruzi voltam a
procurar assisténcia medica apenas na fase crénica da Doenca, quando
apresentardo arritmia cardiaca, tromboembolismo, contragbes ventriculares
prematuras, dentre outras manifestacbes graves, que denotam lesfes e
comprometimento irreversiveis em um ou mais 6rgdos (ANDRADE et al., 2005).

A fase crénica possui uma ampla gama de possiveis manifestacfes clinicas.
Assim sendo, € recomendado recorrer as andlises bioquimicas para confirmacao
do diagnédstico. Exames que detectam anticorpos contra o T. cruzi podem ser
aplicados como, por exemplo, ELISA, imunofluorescéncia e hemoaglutinagdo (MS,
2005).

Se confirmado o diagnostico, podem-se realizar exames de
eletrocardiografia, que revelam anormalidades tipicas da manifestacédo cardiaca do
mal de Chagas. Por esse processo € possivel avaliar o grau de comprometimento
do individuo e determinar a severidade da doenca (RIBEIRO et al., 2012).
Pacientes com ECG normal, geralmente, possuem um bom progndstico e
raramente sdo vitimas de morte subita ou disfungdo global do ventriculo esquerdo
(RIBEIRO e ROCHA, 1998).

Em casos avancados de Chagas, é possivel realizar exames de radiografia
para detectar cardiomegalias (RASSI et al.,, 2007; PEREZ et al.,, 2003) e
ecocardiogafias para estudar a fungdo ventricular. Esses exames complementares

ajudam a determinar a melhor estratégia para tratamento (BARRAL et al., 2010).

1.5 TRANSMISSAO E ESTRATEGIAS DE COMBATE A ENDEMIA

A tripanossomiase americana dispde de uma ampla gama de vias para a

transmissao da doenca, conforme descrito a seguir.
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1.5.1 Vetorial

Conforme discutido anteriormente, o triatomineo barbeiro pode participar
como vetor na transmissdo da Doenca de Chagas. Quando o inseto hematofago
infectado pica um individuo com o intuito de se alimentar, surge uma
descontinuidade na pele da pessoa, que serve como porta de entrada para os
tripanosomatideos presentes nas fezes do barbeiro. O prurido causado pela picada
leva o sujeito a cocar a ferida, facilitando ainda mais a chegada do T. cruzi a
circulacdo sanguinea.

Essa via é considerada o principal meio de propagacdo da endemia,
chegando a ser responsével por 80% dos casos segundo dados de 1987 (TAFURI,
1987). Por esse motivo, o inseto foi alvo das medidas preventivas governamentais
e regionais nos Ultimos anos (GUTIERREZ et al., 2009). Fundou-se a Iniciativa del
Cono Sur (INCOSUR), que planejou o uso de inseticidas em mais de 2,5 milhdes
de residéncias (LOPEZ-ORDONEZ et al., 2009).

Aspectos socioecondmicos também foram determinantes. O crescimento
financeiro e a modernizagdo permitiram que o ser humano deixasse as moradias
de pau a pique e passassem a construir casas mais modernas, diminuindo a
presenca doméstica do vetor (SCHOFIELD et al., 2006).

1.5.2 Transfusdo sanguinea e doacao de 6rgaos

A presenca de tripanosomatideos na corrente sanguinea de individuos
infectados fez de Chagas um problema de salde publica ainda maior em paises
endémicos (ASSAL e CORBI, 2011). Conforme mencionado anteriormente, muitos
pacientes chagasicos permanecem assintomaticos por muitos anos. Assim sendo,
uma grande parcela de pessoas contaminadas carrega formas tripomastigotas
sanguineas no sangue sem ter consciéncia disso. Esses carreadores da doenca
podem, acidentalmente, transmitir a moléstia ao doar sangue ou durante
transplante de 6rgéos (BERN etal., 2011).
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A grande problematica dessa via de transmissdo é o longo periodo de
incubacédo do parasita, que pode levar até quatro meses, e os fatores envolvidos
nesses procedimentos, que podem agravar o quadro clinico (como, por exemplo, a
imunossupressao e a debilidade do paciente) (BERN et al., 2011).

Com a popularizacdo de campanhas pro-doagdo de sangue, aumentaram 0S
casos de contaminacdo por transfusdo sanguinea. Foram entdo implementados
testes de triagem, obrigatérios em bancos de sangue e hospitais. Esses exames
realizam uma busca por anticorpos reativos contra proteinas do T. cruzi no sangue
de doadores para identificar os que foram expostos ao parasita. O mesmo foi
aplicado para doadores de 6rgdos (ASSAL e CORBI, 2011).

A presenca de imigrantes latinos em paises ndo endémicos levou a
propagacdo da moléstia em outros continentes, além da Ameérica Latina,
principalmente pela transfusdo de sangue e transplante de érgédos infectados. Por
esse motivo, foi necessario implantar esses testes em diversos paises, incluindo
USA e Canada (DODD, 2007).

1.5.3 Oral

Com o surgimento de campanhas de combate ao inseto vetor e a
implantacdo de triagens no sangue de doadores, outras formas de transmisséo da
Doenga de Chagas cresceram em relevancia. Dentre elas, a contaminagao por via
oral tem tido enfoque nos ultimos anos (TOSO etal., 2011).

Devido a alta resisténcia do T. cruzi ao suco géstrico (SILVEIRA, 2006), é
possivel adquirir a Doenca ao ingerir alimentos contendo fezes do vetor ou ao
comer carne crua de animais silvestres, que funcionam, nesse caso, como
reservatorios de tripanosomatideos. A presenca de tribos indigenas que utilizam
sangue animal como fonte de nutrientes demonstra a dificuldade em se controlar a
difusé@o por essa via (GUHL et al., 2014).

Mais recentemente, houve também relatos no Parana de pessoas que
contrairam a endemia ao beber caldo de cana com pedacos triturados do inseto
vetor (PINTO et al., 1990).
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Infelizmente, a Unica maneira de prevenir a disseminacdo da
tripanossomiase por esse meio € o controle do processamento de alimentos. A
aplicacdo de boas técnicas de armazenamento e transporte de pereciveis podem
ser promissoras nesse ambito (SILVEIRA, 2006). Entretanto, a alta resisténcia do
T. cruzi a variagdes de temperatura e pH e o envolvimento de animais silvestres no
habito alimentar de certas popula¢des dificultam a contencdo da transmissao por
essa via (TOSO et al., 2011). Ha caréncia de estudos que investiguem maneiras

praticas e baratas para eliminacdo do parasita presente em alimentos.

1.5.4 Congénita e por amamentacao

O primeiro relato da presenca dos parasitas no leite materno ocorreu em
1936, por Mazza e colaboradores. Entretanto, essa publicacéo foi controversa, uma
vez que nao foi possivel comprovar que o leite ndo estava contaminado pelo
sangue da mée. Todavia, estudos posteriores como os de Shikanai-Yasuda e
colaboradores (1990) indicavam essa via como a mais provavel forma de
contaminagdo em dois casos estudados. O contetdo protéico presente no leite bem
como a temperatura ao qual € submetido dentro do corpo seriam, segundo Norman
e Lopez-Vélez (2013), indicios de que a transmissdo pela amamentacdo seria
possivel e seriam necessarios estudos posteriores para comprovacdo dessa teoria.

Quando a mée € portadora da doenca, pode ocorrer contagio através da
placenta, conforme reportado na Espanha e Suica (MUNOZ et al., 2009; MUNOZ
et al., 2007). O risco de transmissao congénita de uma mae infectada para o filho
e de 0,13 a 17% de acordo com a densidade de parasitas materna (OLIVEIRA et
al., 2010). Essa via tem um forte impacto, uma vez que a maioria das criangas
segue um curso clinico assintomatico, resultando na falta de diagnostico e
tratamento, progredindo para a fase cronica da doenga durante a vida adulta
(SICURI et al., 2009).

Ainda ndo foi desenvolvida nenhuma medida preventiva para a transmissao
congénita. Entretanto, quando detectada a parasitemia na mae, é necessario

impedir que ela amamente a crianga, evitando, assim, a transmissao pelo
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aleitamento (CARLIER et al., 2011). Em casos em que 0s beneficios nutricionais
da amamentacdo sobreponham os riscos de transmissdo da doenca, pode haver
aleitamento, desde que o estado de saude da crianca seja acompanhado e o
tratamento seja administrado aos menores sinais de manifestagdo de sintomas
(NORMAN e LOPEZ-VELEZ, 2013).

1.5.5 Acidentes laboratoriais

Esse meio de transmissédo ja havia feito mais de 50 vitimas em 1980.
Considera-se que esse numero seja subestimado uma vez que, nessa via, O
contagio pode passar despercebido e ndo ser diagnosticado. Adicionalmente, ndo
ha interesse na divulgacdo desses casos, pois contaminacdo laboratorial denota
inaptidao técnica e falta de preparo/seguranca em centros de pesquisa (BRENER,
1984). Dados atuais sdo escassos, mas com a criagcdo de diversos institutos de
pesquisas focados no estudo da Doenca (como é o caso da FIOCRUZ), ha
inlmeros cientistas sob risco de acidentes. Assim sendo, é primordial o treinamento
desses profissionais e a oferta de condi¢cdes adequadas de trabalho (DIAS e NETO,
2011).

1.6 EPIDEMIOLOGIA

A transmissédo através do vetor tem area relativamente delimitada, ocorrendo
em grande parte entre 42°N a 40°S de latitude nas Américas, abrangendo desde o
sul dos Estados Unidos da América até o sul da Argentina, acompanhando o padrao
de distribuicdo do triatomineo vetor. Entretanto, outras vias de contagio conferem

a doenca um perfil ainda mais amplo de transmissdo (MONCAYO, 2013).
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1.6.1 Em areas endémicas

Acredita-se que, no principio, o mal de Chagas acometia, majoritariamente,
populagbes rurais e periurbanas, cujas habitacdes eram construidas proximas a
matas e animais silvestres, conforme discutido anteriormente. Entretanto, com o
éxodo rural entre as décadas de 1970 a 1980, intensificou-se 0 nimero de casos
na area urbana. Esse fenébmeno foi relacionado principalmente a transmissao por
meio de transfusdo sanguinea (LEVY etal., 2014).

Os paises endémicos de maior prevaléncia da doenca sao: Bolivia (6,8%),
Argentina (4,1%), EI Salvador (3,4%), Honduras (3,1%) e Paraguai (2,5%).
Entretanto, controversamente, trés paises detém, em conjunto, 60% de todos os
casos de Chagas. Sao eles: Brasil, México e Argentina (MONCAYO, 2003).

No Brasil, em 1975, a area endémica atingia 36% da extensao total do pais,
incluindo 2493 municipios em 12 estados, principalmente entre a caatinga e o
cerrado (MONCAYO, 2003; COSTA et al., 2003). Estima-se que, atualmente, mais
de 4 milhdes de brasileiros estariam infectados pela endemia, com até 6% de
prevaléncia (CAROD-ARTAL, 2014). Somente em Séo Paulo esse nUmero chega
a 300 mil e no Rio de Janeiro, mais de 200 mil casos (DIAS, 2011). A maior parte
dos casos de infeccdo ocorreu por meio de vetores ou transfusbes sanguineas.
Entretanto, h&d casos esporadicos de contaminacdo oral que sao relevantes,
principalmente na Amazonia brasileira (MONCAYO e SILVEIRA, 2009 e YOSHIDA,
2008).

N o Peru e na regido do Chaco, a transmissao vetorial ainda é marcante,
provavelmente pela infestacdo do parasita em materiais de construgdo e animais
domesticos (MADY et al., 1994; MONCAYO, 2009). No Peru, estima-se que haja
aproximadamente 394 mil casas infestadas por Triatoma infestans e 24 mil pessoas
infectadas.

Segundo dados de 1991, aproximadamente 16 a 18 milhdes de pessoas em
areas endémicas sao portadoras da enfermidade (WHO, 2007). Nesses locais, 20%
da populacéo esta exposta ao risco de contrair a moléstia.

Maiores detalhes a respeito da distribuicAo da doenca podem ser

observados na Figura 6.
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1.6.2 Em &areas ndao endémicas

Com a migracdo de pessoas infectadas por T. cruzi, a moléstia atingiu
localidades ndo endémicas como, por exemplo, Canada e paises europeus
(GUERRI-GUTTENBERG et al., 2008; SCHMUNIS, 2007), sendo que 0s mais
afetados sdo EUA e Espanha. Contagio através da transfusdo sanguinea é a maior
causa de disseminacdo de Chagas nesses paises (STRASEN et al., 2014). Em
2011, Basile e colaboradores reportaram 4290 casos na Europa, com 3821
pacientes na Espanha (Figura 6).

A proporcdo de latino-americanos infectados que migraram para EUA,
Canada e Europa também é significativa, chegando a 5,2% em alguns casos
(BASILE et al., 2011). Em 2007, nos EUA, 2% dos 17 milhdes de imigrantes eram
carreadores da doencga, enquanto no Canada essa propor¢cdo chegava a 3,5%
(nimero que representa 157 mil pessoas). Além disso, acredita-se que esses
nimeros estejam abaixo darealidade, uma vez que levam em consideragdo apenas
imigrantes legalizados e que tiveram acesso a métodos diagnosticos (BERN et al.,
2011).

Outra via comum de transmissdo nesses paises € a congénita. Em
Barcelona, por exemplo, a seroprevaléncia de Chagas em mulheres bolivianas
gravidas foi de 27,7%, sendo que a taxa de transmissdo vertical atingia 7,3%
(MUNOZ et al., 2009).

Esses dados indicam que qualquer pais em que ha imigracdo de latino-
americanos esta sujeita a casos da doenca e ao contagio por transfusdo de sangue,

transplante de 6rgdos, dentre outras vias de contaminagéao.
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Estimated number of cases
o <1,000 .
o 1,000-99,999
O 100,000-999,999

O 21,000,000
e No official estimates

Status of vector transmissions
O without vector transmission
O with accidental vector transmission
[ with ongoing vector transmission

FIGURA 6— DISTRIBUICAO DOS CASOS DA DOENGCA DE CHAGAS EM PAISES ENDEMICOS
E NAO ENDEMICOS. FONTE: RIBEIRO et al. (2012, p. 576).

1.6.3 Aspectos socioecondmicos

A Doenca de chagas ainda € considerada uma enfermidade negligenciada,
pois esta associada a pobreza e a paises em desenvolvimento (WHO, 2010).
Conforme ja ressaltado, os primeiros registros de contdgio ocorreram devido a
coexisténcia entre 0 homem e o vetor em residéncias humildes, que davam vazao
a sobrevivéncia do inseto dentro de frestas da construcdo (MAC CORD et al.,
1983).

Por muitos anos essa tripanossomiase ndo recebeu a devida atengédo de
programas de saude e causou morte de muitos habitantes de zonas rurais (WHO,
2010). Mesmo hoje, o atendimento médico nos paises mais afetados ndo € capaz
de alcancar algumas areas mais afastadas, onde vivem pessoas carentes, no
interior de pequenas cidades. A falta de acesso ao diagnéstico e ao tratamento
ainda estdo entre os fatores que contribuem para com a morte de pacientes

chagasicos.
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1.7 IMPACTO DO CONTROLE

Iniciativas governamentais e regionais de combate aos triatomineos
reduziram em 70% a incidéncia de Chagas na América Latina, em conjunto com a
triagem sanguinea em bancos de sangue (MONCAYO, 2003).

Em paises ndo endémicos, entretanto, ndo h& programas de controle
vetorial. Além disso, o exame de sangue para detec¢do de pessoas infectadas nao
€ obrigatorio em muitos paises ndao-endémicos. Assim sendo, é possivel que haja
transmissdo através da transfusdo sanguinea nessas localidades (SCHOFIELD et
al., 2006; PETHERICK, 2010).

Adicionalmente, regides que, anteriormente, haviam sido consideradas livres
da doenca, hoje em dia relatam regressdo nesse quadro, com relatos de
contaminacdo oral e através de animais selvagens (SHIKANAY-YASUDA e
CARVALHO, 2012; COURA e JUNQUEIRA, 2012; AGUIAR et al., 2007). Assim
sendo, Chagas permanece entre as maiores causas de doengas cardiacas e morte
em pessoas acima de 60 anos nas regides endémicas (MARTINS-MELO et al.,
2012). A enfermidade ainda é a maior causadora de insuficiéncia cardiaca na
América Latina (ANDRADE et al., 2011).

1.8 TRATAMENTOS ATUAIS

Quando ha identificacdo de pacientes em fase aguda, o procedimento
padrdo € a administracdo de Nifurtimox, entre o 50° e o 120° dia de infec¢éo, ou
Benzonidazol, apds o 60° dia da contaminagcdo. Esses medicamentos tém como
principio a reducdo de grupos nitro através da nitroredutase, gerando espécies
citotoxicas que danificam DNA, lipideos e proteinas, com o intuito de combater o
parasita (DOCAMPO e MORENO, 1986). Ambos compostos sdo associados a
frequentes efeitos colaterais que incluem alergias, neuropatias e, em alguns casos,
até mesmo leucopenia, granulocitopenia e agranulocitose (MANOEL-CAETANO e
SILVA, 2007).
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Em 50% dos pacientes, o T. cruzi desenvolve resisténcia as drogas,
indicando que o tratamento quimioterapico € ineficiente em boa parte dos casos. O
alto risco desses medicamentos associado a baixa eficacia sdo fatores limitantes
no tratamento da Doenca de Chagas (MUNOZ-SARAIVA et al., 2012).

No caso de pacientes crdénicos ndo € possivel medicar o paciente com
drogas anti-tripanosomais, pois a terapia em longo prazo seria altamente téxica ao
organismo (ANDRADE et al., 2011). Além disso, as lesGes causadas aos tecidos
nessa etapa sao irreversiveis e comprometem o bem estar do hospedeiro. Assim
sendo, o Unico recurso atualmente disponivel para individuos em fase crénica nao
abrange o combate ao parasita nem a doenca: consiste meramente em amenizar
0s sintomas para que o portador de Chagas tenha uma melhor qualidade de vida e
uma expectativa de vida maior. Em outras palavras, nessa etapa, essa moléstia é
incuravel: seus efeitos podem ser apenas remediados (RIBBEIRO et al., 2012).

Os procedimentos mais comuns na etapa crénica sao:

- administragdo de [-bloqueadores, bloqueadores dos receptores de
angiotensina Il e enzima de conversdo da angiotensina (ECA). Os trés compostos
tém como objetivo atenuar os episodios de manifestacéo clinica dos problemas
cardiacos, diminuindo a possibilidade de insuficiéncia cardiaca e morte subita
(BOTONI et al., 2007).

- transplante cardiaco € uma opcéo em casos de grave comprometimento do
coracdo (ANDRADE et al., 2011). Essa op¢éao deve ser bem estudada, pois 0 uso
de imunossupressores, comumente aplicados ap0s a cirurgia, pode reativar a
doenca (BOCCHI e FIORELLI, 2001).

- administracdo de anticoagulantes em sujeitos sob risco de desenvolver
tromboembolismo (ANDRADE et al., 2011).

- marca-passos apresentam um bom prognostico em individuos com
bradicardia (de PAOLA et al., 1995).
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1.8.1 Problemas nos tratamentos atuais

Os tratamentos vigentes sao limitados, sendo que a maior parte se ocupa
estritamente em remediar as consequéncias da Doenca (GUTIERREZ et al., 2009).
As quimioterapias sao utilizadas apenas nos primeiros dias de infeccdo da Doenca
e apresentam baixa eficacia associada a ocorréncia de efeitos colaterais.

Sobretudo, é crucial o desenvolvimento de uma terapia que possa abranger

também os pacientes em fase cronica da doenca.

1.9 ENDOCITOSE EM TRIPANOSOMATIDEOS

Endocitose € o processo essencial de internalizacdo do material extracelular
através de invaginacdes na membrana. Essas invagina¢ces dao origem a vesiculas
individuais no citoplasma. Esse processo possui grande importancia para a
fisiologia da célula e do organismo como um todo. A endocitose esta presente no
transporte de proteinas da méae para o filho, na internalizacao de nutrientes por uma
célula, no metabolismo do colesterol, na remocdo de células senescentes,
transducdo e dispersdo de sinais dentro da célula e entre células, eliminacdo de
organismos patogénicos, dentre outras atividades vitais (BESTERMAN e LOW,
1983; SAMAJ et al., 2004).

Existem varios tipos de endocitose como, por exemplo, endocitose
dependente de caveolina, endocitose dependente de clatrina, macropinocitose,
fagocitose e endocitose independente de clatrina e caveolina. Geralmente, esse
procedimento envolve diversas proteinas que auxiliam na identificacdo das
moléculas a serem internalizadas (como € o caso dos receptores de membrana),
facilitam a invaginacdo da membrana (por exemplo, a clatrina), atuam como
adaptadoras entre proteinas (proteinas adaptadoras), dentre outras (SAMAJ et al.,
2004). Drogas que blogueiam/alteram a atividade dessas proteinas comprometem
sistemas de captacdo importantes nesses patdégenos, levando a morte desses
parasitas (SILVERSTEIN et al., 1977).
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1.9.1 Endocitose em T. cruzi

Os tripanosomatideos séo protozoarios flagelados que apresentam algumas
particularidades na sua arquitetura celular, quando comparados com as demais
células eucaridticas, que se refletem nas vias de captacdo de nutrientes por estes
organismos. Nos tripanosomatideos a membrana plasmatica, que limita o
citoplasma da célula, estd disposta sobre um arcabouco de microtibulos,
estabilizados por ligacdes cruzadas e associados com a prépria membrana
(LANDFEAR e IGNATUSCHENKO, 2001; MORGAN et al., 2002). Devido a
presenca deste arcabouco, invaginacdes de membrana sao dificultadas na maior
parte da superficie do protozoario. No entanto, este arranjo de microtdbulos é
descontinuado na porcao anterior da célula, onde ha uma grande invaginacao da
membrana plasmatica, a bolsa flagelar, de onde o flagelo emerge da célula. Em
tripanosomatideos, todas as modalidades da endocitose, bem como a exocitose,
ocorrem exclusivamente neste local, com excecdo das espécies que apresentam
citdstoma/citofaringe (como o Trypanosoma cruzi), cuja endocitose pode ocorrer
por estes dois portais (SOARES e DE SOUZA, 1991; WEBSTER e RUSSEL, 1993;
OVERATH et al., 1997; De SOUZA, 2002; MORGAN et al., 2002).

O T. cruzi, ao contrario dos tripanosomas africanos, apresenta uma estrutura
tipica diretamente envolvida na captacdo de macromoléculas (além da bolsa
flagelar): o citostoma. Esta estrutura é uma invaginacdo especializada na
membrana plasmética que se origina na porcao anterior da célula e penetra
profundamente no citoplasma, terminando na porcdo posterior da célula apés o
nicleo. A invaginacdo (citofaringe) apresenta sua abertura para 0 meio externo
(citostoma) localizada lateralmente ao corpo da célula, préximo a regido da bolsa
flagelar (MILDER e DEANE, 1969; De SOUZA, 2002).

O citéstoma esta presente apenas em formas epimastigotas e amastigotas,
sendo uma regido de grande interesse, uma vez que a maior parte da atividade
endocitica no T. cruzi ocorre a partir desta estrutura, ao invés de ocorrer via bolsa
flagelar (PORTO-CARREIRO et al., 2000; VATARUNAKAMURA et al., 2005).
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Assim, o T. cruzi se apresenta como uma célula polarizada, com duas estruturas
relacionadas a endocitose: o citéstoma e a bolsa flagelar.

Diversos estudos anteriores mostraram morfologicamente a capacidade de
formas epimastigotas de T. cruzi de captar proteinas do meio extracelular por
endocitose. Diferentes abordagens demonstraram que a captacdo de LDL e
transferrina ocorrem por endocitose mediada por receptor e que estas moléculas
uma vez no interior do corpo celular, se acumulam em uma organela denominada
reservosomo, considerada um compartimento pré-lisossomal (SOARES e DE
SOUZA, 1991; De FIGUEIREDO e SOARES, 2000; PORTO-CARREIRO et al.,
2000).

Correa e colaboradores (2007) identificaram em base de dados genémicos
do T. cruzi a presenca de genes necessarios a expressao das principais proteinas
gue mediam o brotamento de vesiculas revestidas por clatrina nesse parasita. Além
dos dados computacionais, dados experimentais identificaram a expressédo e
localizacdo da proteina clatrina (cadeia pesada) em formas epimastigotas do
parasita. Analises ultraestruturais de albumina marcada com ouro coloidal
permitiram identificar o brotamento de vesiculas contendo o tipico revestimento
externo que em outros modelos celulares tém sido descritos como clatrina. Foi
demonstrado que estas vesiculas estdo majoritariamente associadas a bolsa
flagelar, ndo sendo observadas associadas ao fundo do citéstoma, sugerindo que
0s receptores envolvidos na captura de albumina estejam restritos a bolsa flagelar
no T. cruzi. Além disso, a visualizacdo de vesiculas revestidas associadas a regiao
do complexo de Golgi sugere que o brotamento de vesiculas mediado por clatrina
(e proteinas do complexo adaptador AP1) possa fazer parte de uma das vias
exociticas em T. cruzi (SANT'ANNA et al., 2004; CORREA et al., 2007).

1911 Epsina

A endocitose mediada por clatrina é responsavel pela captacdo de moléculas
essenciais, permitindo a internalizacdo rapida de uma grande variedade de

moléculas. A associacdo da clatrina a membrana promove o revestimento
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citoplasméatico das vesiculas, desencadeando um rapido brotamento da vesicula
endocitica. A medida que a clatrina vai se associando & membrana plasmatica o
revestimento formado gera a forca necesséria para curvar a membrana
(SCHEKMAN e ORCI, 1996; COSSON E LETOURNEUR, 1997). Um grupo de
proteinas chamado proteinas de interacdo Epsl15 (epsina), definido pela presenca
de dominios N-terminais homélogos a Epsina (ENTH), contem proteinas que se
associam a clatrina (clathrin-associated sorting proteins - CLASPs) (CHEN et al.,
1998).

Estudos iniciais em células de mamiferos, levaram a classificacdo dos
membros desta familia como epsinas ou proteinas relacionadas a epsina (epsinaR),
com base na sua funcdo, arquitetura do dominio de ligacéo e localizacdo celular. A
funcdo pode ser dividida em endocitose de cargas ubiquitinadas (epsinas) ou
triagem/reciclagem de cargas dentro de compartimentos celulares (epsinaR); a
arquitetura pode ser dividida entre as que tem uma porcdo de interagdo com
ubiquitina na porcdo C-terminal de sua sequéncia (epsina) ou ndo (epsinaR);
enquanto que a localizacdo celular pode ocorrer na membrana plasméatica (epsina)
ou em compartimentos intracelulares (epsinaR) (MILLS et al., 2003; HAWRYLUK
et al., 2006). Epsinas estdo envolvidas com endocitose tanto em células de
mamiferos quanto em fungos (CHEN et al., 1998; WENDLAND et al., 1999)
enquanto que a epsinaR foi associada com transporte retrogrado apenas em
células de mamiferos (SAINT-POL et al., 2004).

Em Arabidopsis, proteinas com dominios ENTH estdo envolvidas no trafego
vacuolar (SONG et al., 2006) e transporte a partir da rede trans-Golgi (TGN) por
interagir especificamente com SNAREs atuando na fusdo das vesiculas na TGN
(funcdo esta que também foi observada em leveduras e mamiferos)
(CHIDAMBARAM et al., 2004). Em Dictyostellium, a epsina interage diretamente
com outra proteina também associada a clatrina, chamada HIP1r (REPASS et al.,
2007), que desempenha um papel de regulacdo da actina. O citoesqueleto de
actina também é um componente vital do processo endocitico, regulando tanto
eventos iniciais de endocitose por facilitar a deformacdo da membrana interna,
guanto por participar do transporte de vesiculas endocitadas até os compartimentos
intracelulares de destino (ROTH, 2007). Curiosamente, um trabalho recente

mostrou uma interacdo de adaptadores do tipo epsina com fatores que regulam o
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citoesqueleto de actina, sugerindo um papel importante da epsina também neste
processo (REPASS et al., 2007; MALDONADO-BAEZ et al., 2008).
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVO GERAL

O objetivo central deste trabalho é identificar o gene para a Epsina em T.

cruzi e avaliar sua localizagao subcelular.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

-Clonar o gene da epsinade T. cruzi e expressar a proteina recombinante em
E. coli;

- Produzir anticorpos especificos para a epsina de T. cruzi;

- Avaliar a localizacéo celular da epsina em formas epimastigotas de T. cruzi
por imunofluorescéncia através de microscopia confocal;

- Constatar, por imunofluorescéncia, a colocalizacao de epsina com clatrina.
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3 MATERIAIS E METODOS
3.1REAGENTES E SOLUCOES

3.1.1 Tampdes e solucdes

PBS: NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, Na2HPO4 4,3 mM e KH2P0O4 1,5 mM

Solucéo de bloqueio paraimunofluorescéncia: PBS e BSA 1%

Solucéo de coloragédo para géis de proteina: Coomassie blue R-250 0,1% em
metanol/acido acético (45%/10%)

Solucgéo paradescoloracdo de géis de proteina: Metanol 4%, acido acético 7,5%
Tampéo da Fosfatase alcalina: Tris-HCI pH 9,5 1M, NaCl 5M, MgCl2 5M
Tampéao de amostra para DNA 10X: Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0,25% e
xileno cianol FF 0,25%

Tampado de amostra para proteina 4X: Tris-HCI 40 mM pH 6,8, SDS 1%, B-
mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6% e azul de bromofenol 0,005%

Tampaéo de eletroporacao: 140 mM NaCl; 25 mM Hepes acido; 0,74 mM NazHPOa4
Tampéo de eletroforese para SDS-PAGE: Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS
0,1%

Tampéao Taq DNA polimerase 1x: Marca Amersham-Parmacia Biotech

Tampéao TBE: Tris-HCI 89 mM, acido borico 89 mM e EDTA 2 mM

TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM

3.1.2 Meios de cultura

LB: Triptona 1%, extrato de levedura 0,5% e NaCl 1%

Meio LB &gar - Meio LB suplementado com 15 g/l de &gar
LIT: infuso de figado 0,5%, NaCl 75,3 mM, KCI 5,4 mM, glicose 10 mM, bacto-

triptose 0,5%, Na2HPO4 56,4 mM, hemina 0,0025%, soro fetal bovino 10% e

extrato de levedura 15 g/l



3.1.3 Procedéncia dos reagentes

Amersham-Parmacia Biotech:
e Anti-histidina
e Anti-lgG de camundongo
e dNTPs
e Hybond C
e Taq DNA polimerase

Appligene:
o IPTG

Bioagency:

e Xileno cianol

Bio Rad:
e Acrilamida
e Agarose
e Azul de bromofenol

e Bis-acrilamida

Cult-lab:

e Soro fetal bovino

Difco:
e Bacto-triptona
e Extrato de levedura

e Infuso de figado
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Triptose

Electron Microscopy Science

poli-L-lisina

Invitrogen:

Alexa Flaor 488

Benchmark

EDTA

Gateway® BP Clonase™ ||
Gateway® LR Clonase™
Gateway® pDEST™17
Gateway® pDONR™221
Hoechst 33342 DNA staining
Marcador de massa molecular
30% PEG 8000/30 mM MgCl2

Proteinase K

MERCK:

Acido acético

Acido cloridrico

Cloreto de magnésio
Cloreto de potassio
Cloreto de sédio

Fosfato diabasico de soédio
Glicose

Metanol

SDS

Microbioldgica:

Hemina
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New England Biolabs:

1 kb Plus DNA Ladder.

Promega:

Tripsina
NBT
BCIP

Qiagen:

QIA filter plasmid mini kit
QIA filter plasmid mid kit

Sigma:

Acido borico

Adjuvante completo de Freund
Agar

Ampicilina
B-mercaptetanol
Brometo de etidio

BSA

Canamicina
Coomassie blue R-250
Estreptomicina

Ficoll

Formaldeido

Fosfato monopotassico
G418

Glicerol

Glicogénio

Hepes

N-propil-galato

Penicilina
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e Triton x 100

USB Corporation:

e Tris

Whatman:
e Papel 3MM

e Membrana de nitrocelulose

3.2 SELECAODO GENE

Foi realizada uma busca em bancos de dados genémicos (GeneDB) com o
intuito de identificar a existéncia do gene para a epsinaR no genoma de T. cruzi,
utiizando uma proteina relacionada a epsina com dominio ENTH em T. brucei
(ThEpsinR - Th11.50.0006) como molde.

3.3 AMPLIFICACAO E PURIFICACAO DO GENE

Oligonucleotideos foram construidos com base na sequéncia codificante do
gene selecionado de T. cruzi disponivel no GeneDB (www.genedb.org) com adicéo
de sitios de recombinacédo as extremidades, que serdo identificados por clonases
especificas para clonagem no vetor de expressédo em E. coli do sistema Gateway®.

As amplificacbes por PCR foram realizadas com a enzima Taq DNA
polimerase somada ao tampéao Taq DNA polimerase 1x, extrato de DNA total de T.
cruzi, 10 pmol de cada oligonucleotideo, 200 uM de cada dNTP, MgClz 1,5 mM,
agua qsp 100 pl.

Foram realizados 35 ciclos de PCR com 30 segundos de desnaturacdo a

94°C, 3 minutos de anelamento dos iniciadores a 55°C e polimeriza¢do por 1 minuto
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a 72°C. Antes do primeiro ciclo, as amostras eram mantidas a 94°C por 4 minutos.
As reacdes ocorreram em termociclador Eppendorf Mastercycler.

Foi realizada a purificacdo dos produtos da PCR com extracdo
PEG/MgClz. Para tanto, foram utilizados 200ul da PCR, 1ul de glicogénio, 600pl
de agua ultrapura, 400ul de PEG/MgCl2 (conforme o protocolo fornecido pelo
sistema Gateway®). A mistura foi vortexada e, na sequéncia, centrifugada por 2
minutos a 13000 x g. Apds o descarte do sobrenadante, foi adicionado 10ul de
agua ultrapura para diluir a amostra.

A amplificacéo foi verificada por meio de eletroforese de DNA em matriz
de agarose horizontal, conforme descrito por Sambrook et al. (1989). Houve
diluicdo das amostras em tampao de amostra de DNA 10x, com subsequente
aplicagdo em matriz de agarose 1% em TBE, utilizando padrdo de massa
molecular 1 Kb Plus. As amostras foram entdo submetidas a tenséo de 100V e,
apos isso, o DNA foi marcado com brometo de etideo (5ug.mit) e analisado sob
luz ultravioleta em transiluminador. O perfil eletroforético foi registrado em um

sistema de fotodocumentacdo UVP (Biorad).

34 CLONAGEM DO GENE DA EPSINA EM VETOR DE ENTRADA
pDONR™221 DO SISTEMA GATEWAY

O gene foi ligado ao vetor pDONR™221 (Figura 7), por meio de
recombinacdo em sistema Gateway®. Para tanto, foram utilizados 150 fmol do
amplicon, 150 fmol do vetor pPDONR™221 e 8 pl de TE. A mistura foi incubada com
2 pl de BP clonasse, enzima fornecida pelo kit Gateway® de recombinacdo da
Invitrogen. A reacgdo foi mantida a 25°C por 16 horas. Logo apo6s essa incubacéo,
foram adicionados 4 pg da enzima Proteinase K, fornecida pelo kit Gateway ® de
recombinacdo, por 10 minutos a 37°C.

As ligacbes foram usadas para transformar cepas DHS5a de E. coli

eIetrocompetentes.
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M13 M13

pDONR™221
pDONR"/Zeo

pDONR™221 pDONR™/Zeo
4761 nucleotides 4291 nucleotides

FIGURA 7 - VETOR pDONR™221. NA IMAGEM ESTA ESQUEMATICAMENTE REPRESENTADO
O SITIO PARA GENES QUE CODIFICAM PROTEINAS DE RESISTENCIA A CLORAFENICOL E
CANAMICINA; OS SIiTIOS PARA RECONHECIMENTO DA ENZIMA BP CLONASE (attB)
RESPONSAVEL PELA RECOMBINACAO; O GENE CODIFICANTE PARA A PROTEINA CcdB,
ALTAMENTE TOXICA EM BACTERIAS.

3.5 IMUNOLOCALIZACAO DE EPSINA POR MICROSCOPIA
3.5.1 Transformacédo dos plasmideos pDONR™221 ligados a epsina

As reacdes de ligacdo foram incubadas com bactérias competentes e em
seguida foi realizada a eletroporacdo com 0s seguintes parametros: tensdo =
2500V, resisténcia = 0200 Q, capacitor = 0025 mF. ApGs a emissao de pulso pelo
eletroporador BioRad (GenePulser Il Electroporator), meio LB foi adicionado ao
tubo e as células foram incubadas a 37°C por 1 hora e depois plaqueadas em

placas de Petri contendo meio de cultura seletivo (LB, agar 15% e canamicina).

3.5.2 Selecédo dos clones recombinantes

Clones contendo plasmideos recombinantes foram selecionados mediante a

técnica de PCR de colbnia. Para tanto, foram testadas 7 colénias da placa de Petri,
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crescidas em meio seletivo (LB, agar 15% e canamicina). Cada uma foi transferida
para um tubo de centrifuga e diluida em 10 pl de agua ultrapura. Para a reacao de
PCR, 1 pl de cada diluicdo foram adicionados 7 pl de Tag mix (0.05 U.ult Tag DNA
polimerase, 3ul de tampéo de reacédo, 4 mM MgClI2, 0.4 mM de cada dNTP), 0,1 ul
dos oligonucleotideos construidos anteriormente e 9,8 ul de agua ultrapura. Foram
realizados 35 ciclos de PCR, cada um contendo etapas de 5 minutos a 94°C para
desnaturacdo do DNA, 30 segundos a 55°C para anelamento dos oligonucleotideos
e 72° por 3 minutos para polimerizacéo das fitas de DNA.

As amostras foram analisadas por eletroforese em gel de agarose a 1%,
usando o plasmideo original como controle. Ao fim da eletroforese o gel foi marcado
com brometo de etideo (0,5 pg.mit), lavado com agua ultrapura e analisado em luz

ultravioleta. O gel foi fotografado no sistema de foto-documentagdo UVP (Biorad).

3.5.3 Obtencdo dos plasmideos recombinantes

As colbnias selecionadas foram inoculadas em meio LB contendo o
antibiético de resisténcia (canamicina) e cultivadas por 18 horas a 37°C sob
constante agitacdo. As células obtidas foram centrifugadas a 12.000 x g por 1
minuto e o sedimento obtido foi utilizado para a extragdo dos plasmideos através
do sistema “QlAprep spin miniprep kit” (QIAGEN). Nestas condicdes, cerca de 5 a
10 pg de DNA dos plasmideos foram recuperados e foi realizada uma PCR dessas

amostras para confirmar a presenca do inserto de epsina no plasmideo.

3.5.4 PCRda miniprep

Cada amostra foi diluida pela adicdo de 9 pl de TE a 1 pl de cada amostra
da miniprep separadamente. Para a PCR, foi utilizado 1 pl de cada diluicdo
adicionado a 5 pl de Taq Mix 3X, 2 pl da solugdo contendo os oligonucleotideos e

7 ul de &agua ultrapura. Os ciclos realizados no termociclador Eppendorf
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Mastercycler foram idénticos aos utilizados para o PCR de colénia e a andlise da

reacao foi feita em gel de agarose, conforme descrito anteriormente.

3.5.5 Recombinacdo LR do gene daepsina em vetor ptc GFP do sistema Gateway

Com atecnologia Gateway® de recombinacéo, foi realizada a fusdo do gene
codificante para epsina ao vetor contendo a proteina GFP. 3,27 pl da solugéo
contendo o vetor ptc GFP C-terminal (BATISTA, 2008) (o equivalente a 150 ng)
foram adicionados a 4,89 pl de TE, 1 pl de LR Clonase e 0,84 pl da solucao
contendo os plasmideos portadores da epsina (0 equivalente a 150 ng).
Separadamente, 7 pl da solucdo contendo o vetor ptc GFP N-terminal (BATISTA,
2008) (o equivalente a 150 ng) foram adicionados a 1,16 ul de TE, 1 pl de LR
Clonase e 0,84 pl da solucédo contendo os plasmideos portadores da epsina (o
equivalente a 150 ng).

A reacdao foi mantida a 25°C por 16 horas. Logo ap0s essaincubacéao, foram
adicionados a 4 pg da enzima Proteinase K, fornecida pelo kit Gateway® de
recombinacéao por 10 minutos a 37°C.

As ligagdes foram wusadas transformar cepas DH5a de E. coli
eletrocompetentes conforme descrito anteriormente. Os clones foram selecionados
por intermédio de uma PCR de colénia com as células transformadas. Em seguida,
os plasmideos contendo as sequéncias codificantes das proteinas recombinantes
foram obtidos através do sistema “QlAprep spin miniprep kit” (QIAGEN). Houve
confirmacgdo da presenca da proteina recombinante nos plasmideos pela realizagédo

de um PCR da miniprep. A PCR foi analisada em gel de agarose 1%.

3.5.6 Transfeccédo do vetor ptc GFP-epsina em T. cruzi

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi cepa Dm28c foram mantidas

em cultura a 28°C em meio LIT, com passagens semanais. A obtencdo dos
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parasitas ocorreu no terceiro dia de cultivo (que corresponde a fase logaritmica de
crescimento) por centrifugacdo do meio de cultura a 7000 x g por 5 minutos com
subsequente descarte do sobrenadante.

Cerca de 2,4x108 tripanosomatideos foram ressuspendidos em 1,2 ml de
tampdo de eletroporacdo. Volumes iguais a 400 pl dessa suspensdo foram
transferidos para 3 cubetas de eletroporacdo estéreis (0,2 cm de GAP)
(BioAgency). Na primeira cubeta, foram adicionadas 40 ug do plasmideo contendo
epsina fusionada a GFP-C terminal. Na segunda, foram adicionadas 40 pg do
plasmideo contendo epsina fusionada a GFP-N terminal. A terceira cubeta
contendo apenas a suspensao de parasitas foi utilizada como controle. As cubetas
foram resfriadas a 0°C por 10 minutos.

O processo de eletroporacdo ocorreu em eletroporador GenePulser® Il
Apparatus (BioRad) com os seguintes parametros: 2 pulsos de 450 V e 500 uF. As
amostras foram incubadas novamente por 10 min no gelo e em seguida foram
transferidas para garrafas de cultura de 25 cm?, contendo 10 ml de meio LIT
(suplementado com 10.000 U.ml'! de penicilina e estreptomicina a 10 yg.ml1). As
culturas foram incubadas a 28°C. Apds 24 horas, foi adicionado o antibiético G418

a uma concentracdo de 300 pg.ml?.

3.5.7 Imunolocalizagdo por microscopia confocal

Para os ensaios de imunofluorescéncia, formas epimastigotas de T. cruzi
foram cultivadas em meio LIT até a concentracdo de 1x107 células.mlt. As células
foram coletadas por centrifugagcédo a 6.000 g por 1 min., lavadas em PBS pH 7,2 e
novamente coletadas por centrifugacdo nas mesmas condi¢cdes descritas acima.
As células foram entdo ressuspensas em uma concentracdo final de 5x10°
células.ml! e depositadas em laminulas tratadas com poli-L-lisina a 0,01% diluida
em PBS. O material foi fixado em paraformaldeido a 4% diluido em PBS durante 5
minutos. A fixacdo foi interrompida por duas lavagens com glicina 0,1 M por 3
minutos. As laminulas foram entdo lavadas duas vezes por 5 minutos (cada

lavagem) com PBS e incubadas com Triton X-100 (Sigma) a 0,1% diluido em PBS
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por 3 minutos atemperatura ambiente. As laminulas foram novamente lavadas com
PBS, incubadas em tampé&o de bloqueio por 16 horas e em seguida incubadas por
1 hora com o antissoro policlonal anti-GFP (produzido em camundongo) para
reforcar a fluorescéncia da amostra quando analisada por microscopia confocal. O
anticorpo foi diluido em tampéao de bloqueio na proporgéo 1:150. Posteriormente as
laminulas foram lavadas com PBS e incubadas por 30 minutos com anti-igG de
camundongo conjugado a AlexaFluor 488 (Sigma), diluido 1:400 em tampao de
bloqueio. ApGs este tempo, as laminulas foram incubadas com Hoechsta 0,1 ug.ml
1 em PBS por 5 minutos, lavadas em PBS e montadas com N-propil-galato sobre
uma lamina de microscopia o6tica, para posterior analise em microscépio confocal

laser Leica SP5.

3.6 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS ANTI-EPSINA

3.6.1 Recombinacdo da proteina recombinante com pDEST

ApoOs a entrada do gene que codifica para TcEpsina em pDONR™221, foi
feita recombinacdo LR para entrada no vetor de destino pDEST. Este plasmideo
insere uma etiqueta contendo 6 histidinas na por¢ao N-terminal da proteina. (Figura
8).

wm ATG 6xHis |attR1 Cm?  ccaB atR2
l |

FIGURA 8 - ESQUEMA DO PLASMIDEO pDEST. O pDEST POSSUl UMA SEQUENCIA
CODIFICADORA PARA 6 HISTIDINAS E PARA UM GENE QUE CONFERE RESISTENCIA A
AMPICILINA.
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Para esse procedimento, 150 fmol de vetor pDONR™221 (ligado a epsina)
foram adicionados a 150 fmol de vetor pDEST 17, 1 ul de LR Clonase e 7 ul de TE.
A reacdo foi mantida a 25°C por 16 horas. Logo ap0s essa incubagéo, foram
adicionadas 4 pg da enzima Proteinase K, fornecida pelo kit Gateway®, por 10
minutos a 37 °C.

O produto dessa reagao foi transformado em células DH5a e plaqueado em
meio seletivo contendo ampicilina (LB, agar 15% e ampicilina), seguindo o0 mesmo
protocolo utilizado para transformacédo de plasmideos pDONR™221. Em seguida,
os clones foram purificados pelo sistema “QIAprep spin miniprep kit” (QIAGEN) e a
presenca do inserto nos plasmideos foi confirmada por meio de uma PCR da

miniprep.

3.6.2 Transformacdo da proteina recombinante epsina ligada ao vetor pDEST

As reagbes de ligagcdo (150 fmol) foram incubadas com bactérias DH5a
célcio competentes e, em seguida, foi realizado um choque térmico para insergdo
das reacfes de ligacdo. Meio LB foi adicionado ao tubo e as células incubadas a
37°C por 1 hora e depois plaqueadas em placas de Petri contendo meio de cultura
seletivo (LB, agar 15% e ampicilina). Clones contendo plasmideos recombinantes
foram selecionados por PCR de colénia (com 5 pl de Tag mix, 0,2 pl de
oligonucleotideos, 9 pl de agua ultrapura). As amostras foram submetidas a
eletroforese em gel de agarose a 1%, usando o plasmideo original como controle.
Ao fim da eletroforese o gelfoi marcado com brometo de etideo (0,5 pg.mi?), lavado
com agua ultrapura e analisado em luz ultravioleta. O gel foi fotografado no sistema

de foto-documentacdo UVP (Biorad).
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3.6.3 Expressdo da proteina recombinante em Escherichia coli e teste de

solubilidade

Coldnias recombinantes foram inoculadas em meio LB com o antibiético de
resisténcia do plasmideo (ampicilina) e cultivadas durante 16 horas a 37°C (pré-
indculo). Uma aliquota de 20 ml de cada pré-inéculo foi inoculada em 180 ml de
meio LB e antibiético, com duplicata. As culturas foram incubadas por uma hora a
37°C. Apos esse periodo foi adicionado IPTG na concentracdo final de 1 mM a uma
das culturas (cultura induzida). A cultura sem adicdo de IPTG (nédo induzida) serviu
de controle negativo da expressdo. Foi coletada uma amostra de 1 ml de cada
cultura para ser utilizada como controle (fragdo total) no teste de solubilidade.
Ambas as culturas foram incubadas a 37°C por mais trés horas. As bactérias foram
obtidas por centrifugacdo a 12.000 x g por 2 minutos e ressuspensas em tampdes
apropriados. A suspensdo bacteriana foram lisada por ultrasom (Ultrasonic
Homogenizer 4710 Series, Cole-Parmer Instrument Co.). Por centrifugacéo foi

separada a porcéo soltvel e insolivel de cada amostra (Tabela 1).

TABELA 1 - AMOSTRAS FINAIS.

Colbnia 1

Col6nia 2

Colbnia 3

Fracao total

Fracao total

Fracao total

Fragdo soliwel

Fracdo sol(wel

Fracdo soliwel

Frac&o insoliwel

Fracdo insoliwel

Fracéo insoluwel

Vinte microlitros dessas amostras (contendo o extrato proteico de
aproximadamente 1x107 células.ult) foram adicionados a 5 pl de tampéo de
amostra, sendo em seguida foram incubados por 5 minutos a 100°C. Cada amostra
foi submetida a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida,com SDS (SDS-
PAGE) a 30 mA, como descrito por Laemmlli (1970). Ap6s a eletroforese as
proteinas foram coradas com solugdo de Coomassie Blue R-250 e descoradas com

trocas sucessivas de solucdo de descoloracao para geéis de proteina.
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3.6.4 Purificacdo da proteina recombinante expressa em E. coli

A fracdo insolivel foi adicionado 1 ml de tampdo de amostra e houve
purificacao por eletroforese em gel preparativo de poliacrilamida a 8%, com 15 cm
de largura por 10 cm de altura. O gel foi submetido a eletroforese por 16 horas a 20
mA e marcado com solugdo de KCI 100 mM, a banda correspondente foi cortada e
eletroeluida por 2 horas a 60 Volts em tampao de SDS-PAGE.

3.6.5 Teste da purificacdo da proteina recombinante expressa em E. coli

Para avaliacdo da purificacdo da proteina recombinante, foi realizado um
ensaio de Western Blot. Nesse ensaio, foram submetidos a eletroforese em gel
desnaturante de poliacrilamida as seguintes amostras: 10 ul de extrato proteico de
E. coli, 10 ul da fracéo total, 10 pl da fragdo soltvel e 10 ul da eluicdo da proteina
recombinante (cada um contendo o extrato proteico de aproximadamente 1x10’
células.ull; as amostras foram somados 5 pl de tamp&o de amostra para proteina
4x e foram incubadas a 100°C por 5 minutos). ApGs a eletroforese, as amostras
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham
Biosciences), seguindo o protocolo de Towbin (1979). Essa membrana foi
submetida a uma reagdo com anticorpos anti-histidina na propor¢cado 1:3000. Os
anticorpos ligados foram visualizados por meio da reacdo com fosfatase alcalina

utilizando como substratos o BCIP (50 pg.puLt) e o NBT (50 pg.pL?t) (Promega).

3.6.6 Teste pré-imune do soro de camundongos BALBc

O teste pré-imune foi realizado por Western Blot. O soro de 4 camundongos

BALBc foram testados em membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham
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Biosciences) contendo extrato proteico de T.cruzi (1x10°7 células.ult), transferidos
seguindo o protocolo de Towbin, 1979. Apds isso, a andlise foi realizada atraves da
reacdo da fosfatase alcalina na presenca de BCIP (50 pg.uLt) e o NBT (50 pg.uL-
1) (Promega). O uso de animais seguiu as normas do Comité de Etica para

Utilizagcao de Animais da Fiocruz (Anexo | e II).

3.6.7 Producao de anticorpos policlonais

A proteina recombinante purificada foi inoculada via intraperitoneal em
camundongos da linhagem BALBc, por via intraperitoneal, com 5 aplica¢cbes de
aproximadamente 50 uyg de antigeno em intervalos de 15 dias. O antigeno foi
emulsificado em adjuvante completo de Freund na primeira inoculagdo, e em
adjuvante incompleto (adjuvante a base de hidroxido de aluminio - Alu-Gel, Serva)
nas inoculacbes subsequentes. A obtencdo do soro uma semana apos a ultima
inoculacdo ocorreu por puncao cardiaca logo apds a anestesia dos animais com

guetamina e xilazina via intraperitoneal (100 e 10 mg/kg respectivamente).

3.6.8 Andlise de especificidade do antissoro

A especificidade do anti soro produzido foi verificada por ensaio Western
Blot, que consistiu em submeter extratos proteicos da forma epimastigotas T. cruzi
(cada um contendo o conjunto de proteinas de aproximadamente 1x107 células.pl
1) a eletroforese em gel desnaturante de poliacrilamida e posteriormente transferir
para uma membrana de nitrocelulose (Hybond C, Amersham Biosciences) de
acordo com protocolo padrdo (Towbin et al.,, 1979). ApOs a transferéncia, a
membrana foi incubada com o anti soro na proporgao 1:200, e os anticorpos ligados
visualizados através da reacdo da fosfatase alcalina utilizando como substratos o
BCIP (50 pg.uL1) e o NBT (50 pg.pLt) (Promega).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

Conforme abordado anteriormente, a Doenca de Chagas acomete
populacées da Ameérica Latina ha alguns séculos. Por se tratar de uma enfermidade
debilitante, que pode levar & morte, essa moléstia tem desfalcado a forca produtiva
dessas comunidades, gerando prejuizos econdmicos e sociais. Atualmente, essa
endemia compreende uma ampla extensdo territorial, afetando ndo apenas areas
endémicas, mas também paises europeus e norte-americanos. As medidas de
prevencdo e combate ao vetor vém diminuindo o nimero de casos de Chagas ao
longo dos anos. Entretanto, essas acdes ndo tém sido suficientes para erradicar a
doenca. Ainda ndo se sabe, por exemplo, como impedir que haja transmisséo
transgénica.

Nao obstante, o parasita possui um complexo mecanismo de regulacdo da
expressdo génica, permitindo que ele alterne entre suas formas replicativa e
infectivas. Sua adaptacdo ao organismo humano favorece que esse
tripanosomatideo resista a ambientes stress nutricionais drible o sistema imune,
estabelencendo-se de forma duradoura em alguns tecidos. Sua ac¢ao inicial muitas
vezes € assintomatica, fazendo com que a doenca passe despercebida pelo
individuo, dificultando o diagndstico.

Mesmo na auséncia de manifestacdes clinicas, a tripanossomiase
americana pode se estabelecer de forma crénica no organismo, evoluindo para um
guadro de lesBes cardiacas e gastrointestinais irreversiveis. Geralmente, quando
identificada, j& ha comprometimento desses tecidos, o que interfere com a
gualidade de vida do paciente.

Quanto ao tratamento, as op¢des sao limitadas e ineficazes. Muitas vezes o
T. cruzi desenvolve resisténcia ao tratamento e, com frequéncia, ha necessidade
de interromper-se a medicacédo devido a efeitos colaterais. Quando ha formacgéo de
lesGes nos tecidos, os danos séo irreparaveis sendo necessario o uso de recursos
paliativos focados apenas na diminuicdo dos sintomas. Essas medidas n&o
proporcionam a cura ao paciente, apenas visam melhorar a qualidade de vida da

pessoa.
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O conjunto desses fatores enfatiza a necessidade de se desenvolver novas
terapias para a Doenca de Chagas, que sejam mais eficazes, menos toxicas e que
oferegam melhor progndstico aos pacientes crénicos.

As proteinas participantes do processo de endocitose tem sido alvo de
guimioterapias contra diversos patdgenos. Parte-se da premissa de que a
endocitose é um procedimento vital em organismos vivos. O desenvolvimento de
drogas que interfram com a atividade de proteinas dessa via,
bloqueando/dificultando mecanismos de endocitose pode ser uma estratégia
promissora na eliminacdo dos parasitas. Microrganismos incapazes de captar
nutrientes do meio tém seus recursos energéticos esgotados e morrem.

Assim sendo, a elucidacdo do processo endocitico em T. cruzi pode servir
de base para o desenvolvimento de novos tratamentos. O passo inicial € a
identificacdo das proteinas envolvidas, principalmente as essenciais para que o

processo aconteca, como € o0 caso da clatrina e da epsina.

4.1 IDENTIFICACAO DOS GENES PARA EPSINA EM T. cruzi

7

Uma analise genbmica comparativa mostrou que o dominio ENTH é
conservado nos genomas de representantes de todos o0s principais supergrupos
eucaridticos (FIELD et al., 2007). Em linhagens de fungos e metazoarios que
produzem subtipos ndo-redundantes de epsina e epsinaR, parece ter ocorrido uma
duplicacéo e consequente especializacdo, cujo principal ganho foi a inclusdo de
uma porcao de interacdo com ubiquitina (UIM), além dos dominios ENTH e de
reconhecimento de clatrina. A presenca de uma porcéo de interagdo com ubiquitina
parece ser essencial para a separacao das cargas ubiquitinadas e, potencialmente
esta envolvida no acoplamento da endocitose a dindmica de actina. A analise
gendmica comparativa também sugeriu que a endocitose dependente de caveolina
€ uma aquisicao recente. A endocitose independente de clatrina em T.cruzi foi
sugerida em 2014, por Kalb e colaboradores. Entretanto, a endocitose dependente
de clatrina e os complexos adaptadores associados estéao significativamente mais

conservados em todos os eucariotos (FIELD et al., 2007).
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Tripanosomatideos estao filogeneticamente muito distantes dos organismos-
modelo nos quais as proteinas com dominios ENTH foram mais bem estudadas
(animais e fungos). T. brucei tem um Unico dominio ENTH relacionado a epsina
codificado no genoma (Tb11.50.0006). Gabernet-Castello e colaboradores (2009)
mostraram que esse dominio ENTH relacionado a epsina em T. brucei (TbEpsinR)
tem uma localizacdo celular semelhante a epsina e epsinaR, isto €, tanto em
regides de brotamento de vesiculas de clatrina na membrana plasmatica quanto
em compartimentos endossomicos, e sao capazes de se associar a clatrina (como
demonstrado através de ensaios de imunoprecipitacdo). TbEpsinR mantém um
papel semelhante ao da epsina na endocitose em metazoarios e participa deste
processo como um adaptador associado a clatrina. Devido a falta de uma porcao
de interacdo com ubiquitina, os autores sugerem que esta por¢do de ligacdo a
ubiquitina ndo é essencial para a participacdo da TbEpsinR na endocitose de
moléculas ubiquitinadas e é, presumivelmente, uma inovacdo especffica restrita a
eucariotas superiores.

Por intermédio de ferramentas de bioinformatica, utilizando uma proteina
relacionada a epsina em Trypanosoma brucei como molde, foi encontrado em
bancos de dados gendémicos um gene (TcCLB.506925.70) que codificaria uma
epsinaR (Figura 9).
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Te00.10470535065925.70 / TeCLE.S06925.70
epsin, putative

ATGASTATTCCAA CCTOCATTCAT GUCGCGCEEEACATGAT CCGTGTGATEGCATCTGEC
ARTGAGTTTGTTGT ZCTTGTTCACGAGGCALCCARCGAGGACCCTT GEGEECCALCEEET
FCACACATGEAT AR GTCT GTCGAGCCTTIGCCCGCGEET CATTIGATATTAT GGAGGAS
ATRARRCTECETCT CARLCACCET GARAAGGOET GECGACCTTGTTACALARAGCCTACTT
CITCT T GACCATCT TGO TCGCAA G T GOCGEAGT CoGERCTGCCGGECATTTGTACT GTA
AT O AT CTTO e TAC AT AT CTCAGT CGT TCTATTACACGGGEASTALGEEGACAGAT
CACGETTTGT T GT GAGAGARCG G IR A A MG CTCTSTGATCTTCTCAGCGAT GECRATC
TTACTCCGTGRGGAGCECEAGAACECGECCTTEACACGCTTCARGCTCTCTGECGIEICT
GECGTTGECEETGECGETTACCCARCTTCECACTACCAGGGCTACTTARACAGCCOGATS
oGO AT CECTTT OGO ACGAT GCGTACGARAATAAGACCCATTTTGET CECACGAGE
FAGGARCAGERGCEETACGATAT AL CTTGCAGCTCGACT GCARCACGAR GRARGAGETC
eI T T GG IGIGT T G TGEGEAT GCAGARAGEAT T TTAACCGGCARGTTCARCGECAL
oA T CARTGRRAR CAGE GG TCGCART T CTGACCTTGAGT TAGCACSGTCGCCTT CAG
GAGGARGAGERAA R RGO ETCARATGAATTTTGCCARATGAGGCCTTGCCTTCCGEACAG
AGCGCACCCACTOC AL MG CCAGCRRATTCTCOGCCCCCTGCEICTIGCCGOCCCTCCIGIC
ARGCCAGAN OO AL AR A AT TTCTTGEATGACTTAT TTGCTCCAGCACCTGTALTE
ACGECTANCACCT TG TCARCARCCTGET T GRACGEARAGCGCACCET TTCATCAGCAR
A GGCTTCTGT AT CCTITI GAT GOGT TTT TERACACACGTATTCGECALCAR CAR
CAGCAGCAGCRA A TECTCT CAGCACAATTTCCACAGCAGC OGO CACAGCAGCAGCAGCAG
CAGCRAR A TG AT ACGETAGTTATT CACCGT CEAT GEOCCCACCACAGCAGTATATT GGC
ATGET GECAGETGECGEAGETGEAT GEACCEETGUCACACARCCAT CEATEATGATTCCE
CCTGECGCAGEAGEEAGTGEGTGET CeAGT GEEGT CCCTACACARGEET CGTAT GRAGGE
CCCCCRATTCRARACTTCTTGEEGT GTGCCET CCT CeACRAGCARTGECGGUGICTCALGT
GERA AR A GGG CCATTTTTTTCTAATGEARATAGCEATATGCARGEGARGGETTCC
TTTACARLTCTCAGT GALGETGOCARA AR CATEAGCCTRAATTGARCAGCARATEGIT CAG
TTTGCCGEACRAGTGAGTGECCAGCCTCAGCARCAGCOGAAST CGCTGARCGICCTGATS
FCGEAGCECCEACAGTCTGAGTAR

FIGURA 9 - SEQUENCIA DE NUCLEOTIDEOS DO GENE HIPOTETICO TcCLB.506925.70.

Uma comparacédo do gene para epsina identificado em T. cruzi com aqueles
presentes em Homo sapiens, Leishmaniamajor, Leishmaniabraziliensis e T. brucei
comprovou relevante similaridade entre eles (Tabela 2). Simultaneamente, as
diferengas entre as sequéncias em T. cruzi e H.sapiens favorecem o
desenvolvimento de farmacos que antagonizem a ac¢ao da proteina epsina em T.

cruzi sem que haja comprometimento da atividade da epsina humana.
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Identidade | Similaridade | ID da sequéncia
T. brucei 71% 37,57% | emb | FN554974.1
L. major 65% 33,96% | emb | FR799000.1
L. braziliensis 67% 32,06% | emb|FR796421.1
H. sapiens 83% 26,19% | ref | NG_022988.2

TABELA 2 - PORCENTAGEM DE IDENTIDADE E SIMILARIDADE DO GENE
HIPOTETICO DE EPSINA EM T. cruzi COMPARADO COM O GENE DE EPSINA EM T. brucei, L.

major, L. braziliensis E H. sapiens.

A presenca de genes codificantes para epsina em organismos
evolutivamente e filogeneticamente tdo distantes, como € o caso do ser humano e
do T. brucei preconiza a importancia dessa proteina no decurso das espécies. Isso
ocorre devido a funcdo dessa proteina no processo vital que é a endocitose.
Portanto, € possivel inferir que a epsina esteja também presente no genoma do T.
cruzi. Essa analise bioinformética levou a descoberta de um possivel gene da
epsina nesse parasita. Para corroborar com essa hipétese, ferramentas de biologia
molecular foram utilizadas para investigar a sublocalizacdo celular da proteina
encontrada.

Por bioinformética (GeneDB) foi realizada a converséao in silicoda sequéncia

de nucleotideos de TcEpsina em sequéncia de aminoacidos:

MSIPTSIHAAREMIRVMASGNEFVVLVHEATNEDPWGPTGAQMDEVCRAFARGSFDIMEEIKLRLKHREK
AWRPCYKSLLLLDHLARNVPESGLPAICTVIPTLRTISQSFYYTGSKGTDHGLSVRERAKKLCDLLSDGTLLREE
REKAALTRFKLSGASGVGGGGYPTSHYQGYLNSPMPPSLSPHDAYENKTHFGRTREEQERYDMELAARLQ
HEEEVRSGVSAGDAERMFNRQVQRQPTSVEQAARNSDLELARRLQEEEEKKROQMNFANEALPSAQSAPT
PKPANSPPPASAAPPVKPEPPKKDFLDDLFAPAPVMTANTSAQQPGWTESAPFHQQKPASVDPFDAFLDT
RIRQQAQQOAQCMLSAQFPQQOPPQOQQAQAMAYGSYSPSMAPPQQYTGMVAGGGGGWTGATQPSM
MIPPGAGGSGWSSGVPTQASYGGPPIQTSWGVPSSTSNAGASSGTQRAPFFSNGNSDMQGKASFTNVSE
GAKNMSLIEQQMAQFAGQVSGQPQQQPKSLNALMAERRQSE

A partir dessa sequéncia, foi possivel detectar um motivo ENTH que a
classifica como epsina (Pfam) e sitios para glicosilacdo da proteina (YinOYang
Predictions) (Tabela 3).
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SeqName Residue ©O-GlcMAc Potential Thresh. Thresh.
result (1) (2)
gi_ 71659691 2 5 ++ @.6173 0.4242 @8.5222
gi_ 71659691 196 T + B.5761 9.4699 @.5838
gi 71659691 178 s + @.5278 0. 4646 @8.5766
gi_71659691 292 T ++ @.5541 a.4877 @.500a
gi_ 71659691 243 5 +4+ @.6144 @.4167 @.5120
gi 71659691 281 5 + @.3944 8.3849 @.4692
gi_71659691 284 T ++ @.4449 8.3628 9.4394
gi 71659691 298 5 ++ @.4498@ @.3567 @.4312
gi_ 71659691 295 5 +4++ @.6183 8.3921 @.479@
gi_71659691 321 T ++ 2. 6018 0.4600 @.5785
gi 71659691 324 T ++ @.6019 0.4326 @.5335
gi_ 71659691 332 T + @.4578 8.4226 B8.5200
gi_ 71659691 387 5 + @.5a57 8.4592 9.5693
gi 71659691 399 T + @.4883 8.4551 @.5638
gi_71659691 438 5 + @8.4729 8.4439 @.5488
gi 71859691 437 S + @.4386 @.4256  @.5241
gi 71659691 445 T +++ @. 6806 0.4393 @.5425
gi_71659691 446 5 + @.5412 8.4531 @.5611
gi 71659691 451 5§ + @.4893 8.4296 @.5295
gi_ 71659691 452 5 ++ @.6164 0.4243 @.5224
gi_71659691 453 T +++ @.6424 9.4142 @.5e87
gi 71659691 454 5§ + @.4738 8.4116 @.5852
gi_ 71659691 459 5 + @.4259 8.4197 9.5162
gi 71659691 460 S ++ @. 5646 @.4156  @.5898
gi 71659691 469 5 ++ @.5826 0.4424 @.5467
gi_71659691 485 5 + @.5198 8.4418 8.5459
gi 71659691 586 5 +4+ @.6418 @.4263 @.5258
gi 71659691 526 5 ++ @.4653 8.3307 @.3962

TABELA 3 — PREDICAO DE POSSIVEIS SITOS DE GLICOSILAGAO NA SEQUENCIA DE
AMINOACIDOS DA PROTEINA HIPOTETICA.

Utilizando a ferramenta ProDom (prodom.prabi.fr), um dominio de ligacdo a

proteina cadeia pesada de clatrina também foi encontrado.

4.2  AMPLIFICACAO DO GENE

Foram desenhados iniciadores diretos e reverso com base na sequéncia
encontrada. A esses oligonucleotideos foram adicionados sitios de recombinacéo
attB, que sédo sequéncias de recombinacdo de DNA designadas pela plataforma
Gateway® (Invitrogen, EUA) (Figura 10). Esses sitios permitem a ligacdo de

proteinas necessarias para que ocorra a recombinacéo.
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epsin F - 5° - GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGAGTATTCCAACCTCCATTCA 3’

epsin R - 5 GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCCCTCAGACTGTCGGCGCT 3

FIGURA 10 - OLIGONUCLEOTIDEOS INICIADORES DIRETO E REVERSO (F e R,
RESPECTIVAMENTE) DO GENE TcCLB.506925.70 ADAPTADOS PARA O SISTEMA
GATEWAY® DE RECOMBINAGAO. EM PRETO E POSIIVEL OBSERVAR AS SEQUENCIAS QUE
CODIFICAM PARA SITIOS DE RECOMBINACAO attB. TM = F = 52°C/ R = 49°C.

Esses iniciadores foram utilizados na amplificacdo da sequéncia do gene
hipotético TcCLB.506925.70. Por intermédio de purificagdo com o sistema
PEG/MgClzfoi possivel separar o amplicon dos oligonucleotideos e demais reagentes
da PCR. O resultado da reacdo de PCR pbde ser observado através do perfil
eletroforético das amostras (Figura 11).
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FIGURA 11 - AMPLIFICACAO POR PCR DO GENE CODIFICANTE PARA A PROTEINA
HIPOTETICA DE EPSINA. ELETROFORESE EM MATRIZ DE AGAROSE 1%. CONTROLE
POSITIVO: PADRAO DE MASSA MOLECULAR 1 KB PLUS (BANDA1). E APRESENTADA A
BANDA CORRESPONDENTE AO GENE DE INTERESSE A ALTURA DE 1584 pb, CONFORME
PREVISTO, INDICANDO O SUCESSO NA AMPLIFICACAO DA PROTEINA HIPOTETICA.
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43 CLONAGEM DO GENE EM VETOR PDONR™221 E SELECAO EM
CELULAS DH5A DE E. coli

O gene hipotético de epsina amplificado por técnica de PCR foi clonado em
vetor pDONR™221 utilizando a enzima BP Clonase do sistema de recombinagéo
Gateway®. Esse sistema de clonagem possui alta eficiéncia utilizando dois
mecanismos de selecdo para distincdo das células que receberam o inserto.
Primeiramente, a presenca do gene ccdB realiza a selecdo negativa, conforme
llustrado na Figura 12. Em seguida, o gene de resisténcia ao clorafenicol atua como
seletor positivo. Assim sendo, as colénias de células DH5a transformadas com o
vetor ligado a epsina foram submetidas a um rigido processo de triagem. Somente
os clones contendo o inserto foram capazes de crescer em cultura. Os demais
foram eliminados pela toxicidade da proteina ccdB ou em razdo de sua

incapacidade de sobreviver ao meio seletivo (Que contém o antibiotico canamicina).
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contendo essas células ndo sobrevivem

FIGURA 12 - ILUSTRACAO ESQUEMATICA DA SELECAO NEGATIVA QUE A PROTEINA CCDB
EXERCE NO SISTEMA GATEWAY® DE RECOMBINACAO. A) O VETOR DE ENTRADA RECEBE
O INSERTO, QUE SUBSTITUI OS GENES CODIFICANTES PARA A PROTEINA TOXICA CCDB.
ASSIM SENDO, A CELULA QUE RECEBE ESSE VETOR SOBREVIVE, POIS NAO EXPRESSARA
CCDB E, PORTANTO, NAO SOFRERA SEUS EFEITOS CITOTOXICOS. B) QUANDO O VETOR
DE ENTRADA NAO RECEBE O INSERTO, A CELULA TRANSFORMADA CONTINUA A
EXPRESSAR A PROTEINA CCDB CUJA TOXCIDADE TERMINA POR IMPEDIR SEU
CRESCIMENTO.

Entretanto, para assegurar o sucesso da reacdo de recombinacdo, foi
realizada uma PCR de colonia com os clones crescidos no meio seletivo utilizando
oligonucleotideos especificos para a sequéncia de epsina. O resultado da PCR
confirmou a presenca de bandas a altura correspondente a do gene de interesse,

indicando a presenca do inserto nos clones testados (Figura 13).
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FIGURA 13 - PCR DE COLONIA COM CELULAS DH5a TRANSFORMADAS COM O VETOR
pDONR™221 LIGADO A EPSINA. ELETROFORESE EM MATRIZ DE AGAROSE 1%. CONTROLE
POSITIVO: PADRAO DE MASSA MOLECULAR KB PLUS (COLUNA 3). A AMPLIFICACAO DOS
CLONES SELECIONADOS (COLUNAS 1,2,4,5,6) RESULTOU EM PRODUTOS CUJAS BANDAS
CORRESPONDEM AO TAMANHO DO INSERTO DE EPSINA FUSIONADO A attB.

As amostras foram sequenciadas (Macrogen, Coreia do Sul, Seul). O
resultado do sequenciamento confirmou a presenca da sequéncia para epsina no
vetor pPDONR™221.

4.4 LOCALIZAQAO SUBCELULAR DE EPSINA RECOMBINADA COM GFP
4.4.1 Extracdo das construcdes contendo o vetor pDONR™221 e recombinacao
em vetor pTc GFP

Para a extracdo plasmidial das células selecionadas por PCR de colénia com
o kit “QIAprep spin miniprep” (QIAGEN). Com o intuito de assegurar novamente a
presenca do vetor pPDONR™221 ligado ao inserto, foi conduzida uma reacéo de
PCR de plasmideo empregando novamente os oligonucleotideos desenhados para
amplificacdo do gene de epsina. O perfil eletroforético da reacdo permitiu a
corroboracao dessa predicao.
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Por conseguinte, o inserto clonado foi transferido para o vetor pTc GFP C-
terminal e pTc GFP N-terminal, que contém a sequéncia codificante para a proteina
GFP, empregando, novamente, o sistema Gateway®. Esse vetor foi escolhido
devido as caracteristicas da proteina bioluminescente GFP, extraida da agua viva
Aequoria victoria, capaz de emitir fluorescéncia quando excitada (CHALFIE, 1995).
A sequéncia codificante para essa proteina é frequentemente utilizada para formar
proteinas recombinantes fluorescentes, permitindo que a localizacdo celular das
mesmas seja mapeada através da microscopia. Assim, a adicao de uma sequéncia
que codifica GFP a sequéncia génica da epsina permite que a posicdo dessa

proteina na célula seja rastreada.

4.4.2 Selecédo dos clones contendo a proteina recombinante

Apo6s a recombinagdo da epsina no vetor pTc GFP e transformacdo dessa
construcdo em células DH5a os clones foram selecionados por PCR de colbnia
utilizando os oligonucleotideos desenhados para a proteina TcEpsina. Através
desse ensaio, foi verificado que a clonagem no vetor foi bem sucedida pois
apresentou bandas com tamanho previsto para o gene hipotético, demonstrando

sua presenca no DNA das colbnias testadas (Figura 14).
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FIGURA 14 - ANALISE POR PCR PLASMIDIAL DA RECOMBINACAO DE EPSINA COM O VETOR
pTc GFP C-TERMINAL (COLUNA 1) E N-TERMINAL (COLUNA 2). ELETROFORESE EM MATRIZ
DE AGAROSE 1%. PADRAO DE MASSA MOLECULAR 1 KB PLUS (COLUNA 3). E POSSIVEL
OBSERVAR QUE AS BANDAS AMPLIFICADAS CORRESPONDEM AO TAMANHO PREVISTO
(RELATIVA AO GENE HIPOTETICO DE EPSINA FUSIONADO A attB), INDICANDO A PRESENCA
DA PROTEINA RECOMBINANTE NO PLASMIDEO.

4.4.3 Localizacdo subcelular da epsina

Depois da extracdo das construgBes contendo a proteina epsina ligada a
GFP foi realizado o processo de transfeccdo, que permite que a proteina
recombinante seja expressa em T. cruzi. Por esse método, a célula do parasita
passou a expressar epsina com um sinal de fluorescéncia rastreavel. Apos a
traducdo da sequéncia codificante para a proteina em estudo, o tripanosomatideo
realizou um processo de enderecamento celular, permitindo que a epsina fosse
enviada ao seu sitio nativo na célula. A posicdo dessa localizacdo pbde ser

observada por microscopia de luz (Figura 15). O ensaio com tripanosomatideos
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Wild type (ou seja, ndo transformados com a proteina recombinante) também foi
executado como controle negativo e ndo obteve marcacéo, como esperado.

As analises bioinformaticas revelavam diferengcas biomoleculares entre a
proteina hipotética de epsina em T. cruzi quando comparada a epsina em outras
espécies. Foi necessario utilizar estratégias diferentes para investigar outras
propriedades dessa proteina, que pudessem confirmar sua identidade. O método
utilizado foi averiguacdo da localizacdo subcelular da epsina nesse parasita. Com
esse ensaio, esperava-se comprovar a presenca da epsina em regido compativel
com a de endocitose em T. cruzi. Na figura 14 (abaixo), pode se observar que a
marcacao fluorescente ocorre no sitio correspondente a bolsa flagelar em formas
epimastigotas de Trypanosoma cruzi — a regido anterior ao cinetoplasto. Isso
corrobora a hipétese de que essa proteina hipotética participe do processo de
endocitose da célula, pois esta presente em uma regido de alta atividade
endocitica.

Somente os parasitas contendo a proteina GFP na regido N-terminal
exibiram fluorescéncia. Os parasitas transfectados com a construgdo contendo a

proteina GFP na regido C-terminal foram descartados.
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FIGURA 15 - IMAGEM DE MICROSCOPIA DA LOCALIZACAO DA EPSINA EM FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi. A PROTEINA GFP FOlI MARCADA COM ANTISSORO
POLICLONAL ANTI-GFP E MARCADA COM UM ANTICORPO SECUNDARIO CONJUGADO A
ALEXAFLUOR 488 (SIGMA). A EXCITACAO DESSE FLUOROFORO COM LASER RESULTA NA
EMISSAO DE FLUORESCENCIA VERDE, PERMITINDO A VISUALIZACAO DE SUA
LOCALIZACAO SUBCELULAR. EM AZUL, E POSSIVEL OBSERVAR O NUCLEO E O
CINETOPLASTO, MARCADOS COM HOECHST 33342.

Entretanto, conforme pdde ser observado, poucas células de parasitas
emitiram fluorescéncia. Isso indica que nem todos os tripanosomatideos da cultura
estdo expressando a proteina GFP. Por esse motivo, foi necessério realizar uma
triagem nessas células, para que fossem selecionadas apenas as que expressam

a proteina recombinante. Para tanto, houve colaboracdo com o doutorando Rafael
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Luis Kessler do Instituto Carlos Chagas — FIOCRUZ que realizou o sorting dos
parasitas fluorescentes utilizando o aparelho citofotbmetro.

A eficacia da triagem foi analisada em microscopia confocal. Para tanto, foi
repetido o ensaio de imunolocalizacdo utilizando uma cultura contendo apenas 0s
parasitas selecionados. O resultado desse experimento pode ser observado na

Figura 16.

FIGURA 16 - IMAGEM DE MICROSCOPIA CONFOCAL DA LOCALIZACAO DA EPSINA EM
FORMAS EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi POS SORTING. A €) O NUCLEO E O CINETOPLASTO
ESTAO MARCADOS EM AZUL COM HOECHST 33342. B e F) LOCALIZACAO DA EPSINA
MARCADA EM VERDE PELO ANTICORPO SECUNDARIO CONJUGADO A ALEXAFLUOR 488
(SIGMA). C e G) SOBREPOSICAO DAS IMAGENS DE HOECHST E ALEXAFLUOR 488
(MERGED). D e H) IMAGEM DO CORPO DOS PARASITAS POR CONTRASTE INTERFERENCIAL
(DIC). BARRA =5 pM.

4.4.4 Colocalizagéo de epsina e cadeia leve de clatrina

Conforme descrito anteriormente, é na bolsa flagelar que ocorre o processo
de endocitose mediado por clatrina. A cadeia leve de clatrina foi descrita por Kalb
et al. (2013) como biomarcador para a bolsa flagelar em formas epimastigotas de
T. cruzi. Para que essa proteina desempenhe seu papel no curvamento da
membrana, € preciso que haja interacdo da mesma com diversas outras proteinas

como, por exemplo, a epsina (CORREA et al., 2007).



70

De acordo com Garbenet-Castello (2009), a epsina em tripanosomatideos
tem localizacdo préxima a da clatrina na bolsa flagelar. Assim, para confirmar os
resultados anteriores, que indicam a presenca da epsina na regido da bolsa
flagelar, foi realizada uma analise da posicao subcelular de epsina em relacédo a

clatrina (Figura 17).

FIGURA 17 —IMUNOCOLOCALIZAGCAO DE EPSINA E CADEIA LEVE DE CLATRINA EM FORMAS
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi. A e F) NUCLEO E CINETOPLASTO FORAM MARCADOS COM
HOECHST 33342. B e G) LOCALIZACAO DA EPSINA MARCADA EM VERDE PELO ANTICORPO
SECUNDARIO CONJUGADO A ALEXAFLUOR 488 (SIGMA). C e H) COLOCALIZACAO DA
EPSINA MARCADA EM VERDE PELO ANTICORPO SECUNDARIO CONJUGADO A
ALEXAFLUOR 594 (SIGMA) E DA CLATRINA MARCADA EM VERMELHO (ALEXA FLUOR 594).
D e l) SOBREPOSICAO DAS IMAGENS DE HOECHST, ALEXAFLUOR 488 E ALEXAFLUOR 594
(MERGED). E e J) IMAGEM DO CORPO DOS PARASITAS POR CONTRASTE INTERFERENCIAL
(DIC). BARRA =5 pM.

Com base nesse experimento foi possivel concluir que epsina e cadeialeve
de clatrina ocupam a mesma posi¢ao subcelular no corpo do T. cruzi evidenciando
0 possivel papel dessa proteina na endocitose nesse organismo. Ambas

colocalizam na regido da bolsa flagelar.

45 PRODUCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Estudos a respeito do processo endocitico em Trypanosoma cruzi Sao
escassos. Andlises recentes indicam a participacdo de componentes como clatrina

e proteinas adaptadoras (KALB, 2012), de maneira semelhante a que ocorre em
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outros organismos eucariontes. Apesar disso, diversos elementos essenciais para
a endocitose nessas espécies ainda ndo foram encontrados em T. cruzi. Pesquisas
nesse ambito sdo importantes para a compreensdo da biologia celular desse
parasita.

Com o intuito de aperfeigcoar o conhecimento a respeito da endocitose em
Trypanosoma cruzi foram produzidos anticorpos policlonais anti-epsina em
camundongos BALBc. O objetivo principal foi utilizar esses anticorpos para
confirmar a localizacdo de epsina nesses organismos. Adicionalmente, eles
poderdo ser aplicados futuramente como ferramenta em projetos relacionados a
biologia de tripanosomatideos, contribuindo para com a elucidacdo dos processos
vitais em protozoarios.

45.1 Recombinacéo de epsina em pDEST e transformacao em E. coli

A fim de desenvolver anticorpos policlonais anti-epsina, foi realizada a
recombinagcdo de epsina com o plasmideo pDEST, um vetor de expressdo em E.
coli. O vetor pDEST é capaz de adicionar uma etiqueta contendo 6 histidinas a
proteina de interesse.

A sequéncia poli-histidina compreende varias aplicac6es a nivel de biologia
molecular. Ela foi escolhida para esse ensaio pois possui apenas 6 kDa de
mobilidade aparente, podendo ser utlizada em experimentos que envolvem
purificacao de proteinas sem que haja, obrigatoriamente, necessidade de remové-
la apds a purificacdo. Com o uso de solugbes tampédo adequadas, essa sequéncia
pouco interfere com as propriedades fisico-quimicas da epsina.

Através de uma PCR de miniprep, realizada ap0s a extracdo da construgéo,
foi possivel analisar a ocorréncia de recombinacédo. Utilizando oligonucleotideos da
Figura 9, foram detectadas bandas de DNA com o tamanho previsto para a proteina

recombinante, indicando sucesso na fusdo da epsina com pDEST (Figura 18).
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FIGURA 18 — ANALISE POR PCR PLAMIDIAL DA RECOMBINACAO DE EPSINA COM O VETOR
pDEST. ELETROFORESE EM MATRIZ DE AGAROSE 1%. CONTROLE POSITIVO: PADRAO DE
MASSA MOLECULAR 1 KB PLUS (BANDA 2). AS BANDAS 1, 3 E 4 DEMONSTRAM A
AMPLIFICACAO DE TRES CLONES DE EPSINA EM pDEST (APROXIMADAMENTE 1584 pb).

46 EXPRESSAO DA PROTEINA RECOMBINANTE EM E. coli E TESTE DE
SOLUBILIDADE

Os clones em pDEST, cuja fusdo com epsina foi confirmada por PCR, foram
expressos em E. coli DH5a. A analise do perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida das expressdes heterélogas permitiu demonstrar que a proteina foi
expressa majoritariamente na fracdo insolavel (Figura 19). O tamanho das

proteinas expressas foi correspondente ao esperado (aproximadamente 60 kDa).
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FIGURA 19 — TESTE DE EXPRESSAO E SOLUBILIDADE DE EPSINA RECOMBINANTE EM
CEPAS DH5a DE E. coli. O PERFIL ELETROFORETICO DA EXPRESSAO DE E. coli SEM
INDUCAO POR IPTG FOI UTILIZADO COM CONTROLE NEGATIVO (E); COMO PADRAO DE
MASSA MOLECULAR FOI UTILIZADO BENCH MARK (INVITROGEN) (B); AS FRACOES TOTAIS,
CONTENDO AS PROTEINAS EXPRESSAS PELA BACTERIA NA FASE SOLUVEL E INSOLUVEL
FORAM REPRESENTADAS PELO PERFIL ELETROFORETICO EM F1, F2 E F3 (OS NUMEROS
REPRESENTAM ASDIFERENTES COLONIAS ANALISADAS); AS FRAGCOES SOLUVEIS FORAM
RETRATADAS EM S1, S2, S3, S4 E S5; AS FRAGOES INSOLUVEIS CORRESPONDEM A 11, 12,
13, 14 E 15 COM TAMANHO DE APROXIMADAMENTE 60 kDa E POSSIVEL RECONHECER A
BANDA CORRESPONDENTE A PROTEINA RECOMBINANTE PRESENTE, SOBRETUDO, NA
FRACAO INSOLUVEL DAS AMOSTRAS, CONFORME INDICADO PELAS SETAS.

Esse resultado foi confirmado por Western Blot, com anticorpos anti-
histidina, que reconheceram a etiqueta de histidina inserida na proteina
recombinante (Figura 20). Novamente, a proteina foi reconhecida no tamanho
esperado. A disponibilidade comercial desses anticorpos reitera a importancia da
adicdo de histidina a sequéncia: por intermédio dela, foi possivel detectar
indiretamente a presenca de epsina na por¢ao insolivel do extrato proteico de E.
coli, na auséncia de anticorpos contra a proteina de interesse. Essa abordagem s6
foi possivel devido a recombinacao de epsina com o vetor pDEST.

A analise da solubilidade foi importante para que fosse estabelecida a
estratégia apropriada a purificacdo da proteina recombinante. Com base nesses

resultados, foi resolvido obter a epsina a partir da fracéo insolavel.
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FIGURA 20 — CONFIRMACAO DA INSOLUBILIDADE DA PROTEINA RECOMBINANTE EM
WESTERN BLOT. B) MARCADOR DE MASSA MOLECULAR BENCH MARK (INVITROGEN). T)
AMOSTRA DA FRACAO TOTAL CONTENDO AS PROTEINAS EXPRESSAS PELA BACTERIA NA
FASE SOLUVEL E INSOLUVEL. S) AMOSTRA DA FRACAO SOLUVEL. ) AMOSTRA DA FRACAO
INSOLUVEL. O ANTICORPO ANTI-HISTIDINA REVELOU A PRESENCA DA PROTEINA
RECOMBINANTE NA FRAGCAO INSOLUVEL, CONTENDO O TAMANHO ESPERADO
(APROXIMADAMENTE 60 kDa). REVELAGAO POR FOSFATASE ALCALINA.

4.7 PURIFICACAO DA PROTEINA RECOMBINANTE

Conforme demonstrado por Western Blotna Figura 20, a epsina fusionada a
etiqueta de histidina esta presente na fracdo insolivel. Para que a proteina de
interesse fosse separada das demais proteinas expressas em E. coli, foi realizado
um processo de purificacdo dessa fracdo por eletroluicdo dessa banda a partir de
um gel preparativo.

Mediante essa metodologia foi possivel isolar a proteina recombinante,

etapa crucial na obtencdo de amostras para inoculacdo em camundongos. A fim de
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gue 0s animais experimentais produzam anticorpos especificos para a proteina
epsina, é indispensavel a realizacdo de uma purificacdo de qualidade. Caso
contrario, 0 animal passara a desenvolver anticorpos que reagem com outras
proteinas presentes em bactérias, que podem apresentar reacdo cruzada com
proteinas de T.cruzi. A presenca desses anticorpos inespecificos no soro do
camundongo inviabiliza seu uso para determinados estudos de microscopia e
expressdo génica, pois podera haver marcacdo de outras proteinas,
impossibilitando a distincdo da proteina de interesse.

Para avaliar a eficiéncia do processo de purificacdo adotado, foi realizado
um ensaio de Western Blot, testando as amostras purificadas com anticorpos anti-
histidina (Figura 21). As amostras R2 e R3 possuem marcacdo em mais de uma
banda, revelando degradacdo da proteina recombinante, indicando que R2 e R3
sao inadequadas para a producdo de anticorpos em animais experimentais.

Todavia, foi possivel observar a presenca de uma Unica banda na amostra
1, com o tamanho esperado para a proteina recombinante (aproximadamente 60
kDa). Dessa maneira, foi comprovada a eficacia do método, possibilitando o uso

dessa solugdo para imunizagdo dos camundongos.

50 kDa -

40 kDa -
30 kDa -

25 kDa - -

20 kDa -

B R1 R2 R3

FIGURA 21 - ANALISE POR WESTERN BLOT DA PURIFICACAO DA PROTEINA
RECOMBINANTE COM ANTICORPOS ANTI-HISTIDINA. FOI UTILIZADO O MARCADOR DE
MASSA MOLECULAR BENCH MARK (INVITROGEN) (B). AS AMOSTRAS DA PURIFICACAO DE



76

EPSINA ESTAO REPRESENTADAS POR R1, R2 E R3. REVELAGAO POR FOSFATASE
ALCALINA.

4.8 IMUNIZACAO DE CAMUNDONGOS BALBC

Antes do inicio das imunizagbes, foram coletados os soros dos
camundongos a fim de verificar se 0s mesmos estavam reagindo ou ndo com o
extrato protéico de T. cruzi. Essa andlise permite a certificacdo de que o
camundongo nao possui anticorpos produzidos previamente, que reajam contra
proteinas do parasita. Animais previamente expostos ao parasita devem ser
descartados, assim como 0s que apresentam anticorpos que interajam por reacao
cruzada com os antigenos de T. cruzi.

O resultado confirmou a falta de reconhecimento dos anticorpos dos
camundongos por proteinas inespecificas de T. cruzi, 0 que poderia comprometer

os resultados de experimentos futuros (Figura 22).

50 kDa -

40 kDa - : ,
30 kDa -

25 kDa -

20 kDa -

B T1 T2 T3 T4

FIGURA 22 — TESTE DO SORO PRE-IMUNE. WESTERN BLOT DOS EXTRATOS PROTEICOS
DE T. cruzi CONTRA O SORO DE CAMUNDONGOS ANTES DE SEREM IMUNIZADOS COM A
PROTEINA RECOMBINANTE. B) PADRAO DE MASSA MOLECULAR BENCH MARK
(INVITROGEN). T1 AT4) O SORO DOS CAMUNDONGOS 1 A 4. REVELACAO POR FOSFATASE
ALCALINA. CADA AMOSTRA CONTINHA 15 L PREPARADOS COM TAMPAO DE AMOSTRA 4X
NA PROPORCAO 2:1.
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Com base nesses dados, os quatro camundongos testados foram inoculados

com a proteina recombinante.

4.9 ANALISE DO ANTICORPO

Os camundongos imunizados foram anestesiados e seu soro foi coletado por
puncdo cardiaca com subsequente sacrificio dos animais. Para avaliar a eficacia
das imunizagbes, os anticorpos obtidos foram testados por Western Blot em
membranas contendo a proteina recombinante e extrato proteico de formas
epimastigotas de T.cruzi (Figura 23). Com essa abordagem foi possivel verificar se
houve producdo de anticorpos e se os anticorpos desenvolvidos eram especificos

para a proteina recombinante.

o i

- 60 kDa
e 50 kDa
-40 kDa

- 30 kDa

-25 kDa
-20 kDa

FIGURA 23 — TESTE DO SORO IMUNE. WESTERN BLOT UTILIZANDO O SORO DOS
CAMUNDONGOS IMUNIZADOS COM A PROTEINA RECOMBINANTE EPSINA. A CADA
CAMUNDONGO FOI AFERIDO UM NUMERO DE 1 A 4. C) REACAO CONTRA EPSINA
RECOMBINANTE INSOLUVEL. T) REACAO CONTRA EXTRATO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS
DE T. cruzi. B) PADRAO DE MASSA MOLECULAR BENCH MARK (INVITROGEN). REVELAGCAO
POR FOSFATASE ALCALINA.

Foi constatada a producdo de anticorpos em todos os camundongos
submetidos ao experimento. Os anticorpos produzidos apresentaram

especificidade para com a proteina recombinante.



78

Em contrapartida, no teste utilizando extrato de formas epimastigotas de
T.cruzi foi evidenciada a producédo de anticorpos inespecificos no camundongo 1,
gue realizam reacdo cruzada com outras proteinas do parasita. Assim, o soro do
animal 1 foi descartado.

O soro dos demais camundongos foi armazenado a temperatura de -20°C e
podera ser utilizado futuramente em experimentos concernentes a biologia de

tripanosomatideos.
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5 CONCLUSOES E RECOMENDACOES

Métodos de bioinformatica foram aptos na busca por um possivel gene de
epsina no genoma de Trypanosoma cruzi. A sequéncia encontrada apresenta
semelhancas quando comparada as de outros tripanosomatideos e a do ser
humano. Essa andlise, realizada pelo calculo da identidade e similaridade, permitiu
notabilizar a conservagcao desse gene ao longo do processo evolutivo, evidenciando
sua importancia para a sobrevivéncia das espécies.

Ferramentas em biologia molecular e celular complementaram esses dados
e forneceram informacdes a respeito da localizacdo celular dessa proteina. Foi
possivel constatar que essa proteina, em formas epimastigotas de Trypanosoma
cruzi, encontra-se na bolsa flagelar desses parasitas. Esta informacao forneceu um
indicio adicional de que a sequéncia encontrada codifica, de fato, para a proteina
epsina. Adicionalmente, sua colocalizacdo com clatrina corroborou a hipétese de
sua participagdo no processo endocitico.

Os resultados foram conexos e coerentes, enfatizando sua confiabilidade.
Nesse ambito, recomenda-se que, no futuro, sejam realizadas andlises da
expressdo dessa proteina em outras formas evolutivas desse protozoario. Nao
obstante, a confirmacdo da localizacdo desse polipeptidio através de microscopia
eletrdnica podera fornecer dados valiosos a nivel tridimensional.

A imunizacdo de camundongos BALBc, utilizando a proteina recombinante,
permitiu o desenvolvimento de anticorpos policlonais especificos para a proteina
epsina. Esses anticorpos poderao ser utilizados posteriormente em experimentos
referentes a biologia de tripanosomatideos. O soro desses animais podera ser
empregado como ferramenta em técnicas de imunolocalizacdo para identificar a
posicao subcelular de epsina em formas tripomastigotas e amastigotas do parasita,
bem como para confirmacdo dos resultados obtidos em formas epimastigotas.
Sugere-se também a investigacdo das proteinas que interagem com epsina, pela
adesao dos anticorpos a uma matriz, com subsequente cromatografia de afinidade.

Adicionalmente, os anticorpos poderao ter sua reatividade testada em outros

tripanosomatideos para determinar a ocorréncia de reacfes cruzadas e a
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aplicabilidade desses anticorpos em experimentos envolvendo diferentes espécies
de protozoarios.

Em conclusdo, a identificagdo dessa proteina em T.cruzi propicia a ciéncia
insights a respeito do processo endocitico nesse parasita. Os anticorpos gerados
por este estudo poderdo ser aplicados em estudos relativos a compreensao da
maquinaria vital em tripanosomatideos.
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LICENCA LW-15/13

Certificamos que o protocolo (P-47/12-3), intitulado “Caracterizagdo de proteinas de
tripanossomatideos”, sob a responsabilidade de DANIELA PARADA PAVONI, atende ao disposto na Lei
11794/08, que dispde sobre o uso cientifico no uso de animais, inclusive aos principios da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratorio (SBCAL). A referida licenga nao exime a observancia
das Leis e demais exigéncias legais na vasta legislagio nacional.

Esta licenga tem validade até 11/03/2017 e inclui o uso total de :

Mus musculus
- 200 Machos de BALB/c, Idade: 45 Dia(s), Peso: 20,0000 Grama(s).
- 200 Fémeas de BALBI/c, Idade: 45 Dia(s).

Mus musculus
- 600 Machos de Swiss Webster, ldade: 45 Dia(s), Peso: 20,0000 Grama(s).
- 600 Fémeas de Swiss Webster, Idade: 45 Dia(s), Peso: 20,0000 Grama(s).

Rio de Janeiro, 11 de margo de 2013

Octavio Augusto Franca Presgrave
Coordenador da CEUA

Vice-presigéncla
Av. Brasll, 4035 - Prédio da Expans30 - s3la 200 - Manguinhos - Rio de Janeiro | RJ
Telefone: (21) 36829121  e-mail: ceua@fiocna br
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