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RESUMO

A doenga de Chagas tem como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi. O estudo
da composigao proteica da superficie do parasito € de extrema importancia, visto
que nela se encontra a primeira linha de contato com a célula hospedeira. A
forma replicativa no hospedeiro vertebrado (amastigota) possui a sua
composicao proteica da superficie ainda pouco descrita, mas sabe-se que
algumas das proteinas ja identificadas s&o de grande relevancia para a resposta
imune e persisténcia da infecgdo no decorrer da doenca. Dentre as proteinas
identificadas para esta forma destacam-se as amastinas, que sao 50 vezes mais
expressas em amastigota em comparacdo com as demais formas e possuem
expressao diferenciada em linhagens de T. cruzi. Elas sdo codificadas por
familias multigénicas é composta por 174 aminoacidos com 4 regides
transmembranas (sendo que no N-terminal existe um provavel peptideo sinal) e
3 hidrofilicas. Nessas proteinas € possivel identificar varios sitios potenciais de
O-glicosilagédo. No genoma de T. cruzi, cepa CL Brener, é possivel encontrar 3
tipos de amastinas as 6-amastinas, pd-amastina e 3-amastinas. A fim de elucidar
a fungcédo das amastinas, investigamos as alteragdes fenotipicas causadas pela
superexpressdao de ©O-amastinas mutadas fusionadas com GFP em
epimastigotas de cepa G T. cruzi (cepa que nao expressa amastina). Nos
optamos pelas mutagdes, porque estudos de funcdo génica das amastinas em
T. cruzi sao limitados, devido a sua estrutura multigénica e a auséncia da
maquinaria iRNA neste tripanossomatideo. Neste trabalho substituimos em -
amastina (TcA21) fusionada com GFP, residuos de aminoacidos conservados
de treonina nas posicoes 37, 40, 44, 55 e 60 (5TM), possiveis pontos de O-
glicosilagédo, e cisteina na posigéao 42 (1CM), que pode formar pontes dissulfeto,
por alanina. Também fizemos outra construgdo contendo a regido do provavel
peptideo sinal fusionado com GFP (SP). Os clones dos parasitos transfectados
superexpressando as amastinas selvagens em fusdo com GFP (AF) e 1CM,
apresentaram as proteinas em fusdo com GFP localizadas na membrana
citoplasmatica, ja o para o transfectado 5TM foi possivel notar que além da
localizacdo de membrana citoplasmatica o parasito apresenta uma localizagao
dispersa no citoplasma. A localizagdo do SP é evidenciada principalmente no
envoltério perinuclear, mas também apresenta uma localizacdo dispersa no
citoplasma. As analises dos Western blots do extrato protéico total confirmaram
a expressao das proteinas com os tamanhos esperados de 44,16 kDa para AF,
5TM e 1CM e 33,31 kDa para o SP. Os Western blots das fragdes enriquecidas
soluveis citoplasmaticas e organelares e fragcdo enriquecida de membrana,
confirmaram a localizagao das construgoes AF, 5TM, 1CM e SP nas fragdes
enriquecidas de membrana. As analises dos Western blots em diferentes
condicdes de desnaturagao sugerem que a amastina nao seja glicosilada e que
a banda de alto peso molecular encontrada seja um artefato, devido a agregacgéao
protéica gerada pela alta temperatura e a concentracao de B-mercaptoetanol. As
culturas dos transfectados ndao apresentam diferencas na taxa de crescimento,
mas apresentam uma alteracdo no numero de tripomastigota em cultura
envelhecida. O transfectado AF apresenta uma taxa de diferenciacédo
significativamente superior a dos demais. Ja os mutantes 5TM e 1CM se
comportam como o selvagem.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, amastigota, amastina.



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease. The study of protein
composition of the surface of the parasite is extremely important, since it is the
first line of contact with the host cell. The replicative form in the vertebrate host
(amastigotes) has its protein composition of the surface still poorly described, but
it is known that some of the proteins already identified are of great relevance for
the immune response and persistence of infection during the disease. Among the
proteins identified for this form amastins stand out, which is 50 times as
expressed in amastigotes in comparison with other forms and has differential
expression in strains of T. cruzi. They are encoded by multigene families are
composed of 174 amino acids with four transmembrane regions (where the N-
terminus has a potential signal peptide) and third hydrophilic proteins can be
identified that several potential sites for O-glycosylation. T. cruzi CL is possible
to find three types of the amastin, the §-amastins, pd-amastin and f-amastins. In
order to elucidate the function of amastins, we investigated the phenotypic
changes caused by over expression of d-amastinas mutated fused with GFP in
epimastigotes of strain G T. cruzi (strain that does not express amastin). We
opted for change because studies of gene function in T. amastins cruzi infection
are limited due to its structure and the absence of multigene machinery IRNA this
trypanosomatid. In this work we replace in &-amastin (TcA21) fused to GFP, the
amino acid residues conserved threonine at positions 37, 40, 44, 55 and 60
(5TM), possible points of O-glycosylation, and cysteine at position 42 (1cm) ,
which may form disulfide bonds, by alanine. We also made another construct
containing the region of probable signal peptide fused to GFP (SP). Clones of
transfected parasites over expressing the wild amastins fused with GFP (AF) and
1CM were located in the cytoplasmic membrane, as for the transfected 5TM was
possible to note that beyond the cytoplasmic membrane localization of the
parasite is located in a dispersed in the cytoplasm and nuclear envelope, the
same marking on the nuclear envelope and cytoplasmic was observed in
transfected SP (which has no marking on the cytoplasmic membrane). Analyses
of Western blots of total protein extracts confirmed the expression of proteins with
the expected sizes of 44.16 kDa for AF and 5TM and 1CM and 33.31 kDa for the
SP. The Western blots of fractions enriched organelares soluble cytoplasmic and
membrane-enriched fraction and confirmed the location of buildings AF, 5TM,
1CM and SP fractions enriched in the membrane. The analysis of Western blots
in different denaturing conditions suggests that amastina not glycosylated and
that the band of high molecular weight found to be an artifact due to protein
aggregation generated by the high temperature and concentration of [3-
mercaptoethanol. The transfected cultures do not exhibit the differentiation in
growth rate, but have a change in the number of aged trypomastigote in culture.
The transfected AF has a significantly higher rate of differentiation of the other.
Since the mutants 5TM 1CM and behave like the wild.

Keywords: Trypanosoma cruzi, amastigote, amastin.
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1. INTRODUGCAO

A doencga de Chagas é uma parasitose que acomete cerca 8 milhdes da
populagdo mundial e tem como agente etiolégico o Trypanosoma cruzi (WHO,
2010). Estima-se que aproximadamente 30% dos afetados possam evoluir para
a fase crénica, culminado no obito, devido a complicagdes decorrentes de
insuficiéncia cardiaca e/ou digestiva.

Diferente de outros eucariotos superiores, a transcricdo génica em
tripanossomatideos ocorre por meio de unidades de transcrigao policistrénicas
(UTP) que sao processadas por reacdes acopladas de ftrans-splicing e
poliadenilagédo, originando RNAs  mensageiros (mMRNA)  maduros
monocistronicos. A regulacdo ocorre principalmente a nivel pds-transcricional,
devido a falta de promotor classico para RNA polimerase IlI, gerando niveis
proteicos diferenciais estagio especifico. Uma das classes de genes
diferencialmente expressos em T. cruzi sdo da familia amastina, proteinas de
superficie que podem desempenhar um importante papel durante o processo
infectivo.

As amastinas apresentam ~174 aminoacidos (~20 kDa) organizados
estruturalmente em quatro regides hidrofébicas e trés porgdes hidrofilicas com
alto grau de variabilidade. Em T. cruzi existem trés subfamilias das amastinas,
delta (), pseudo-delta (p0) e beta (B). As amastinas do tipo & de T. cruzi s&o
diferencialmente expressas em amastigotas, apresentando um nivel de mRNA
50 vezes maior nesta forma quando comparado as demais. As funcdes destas
proteinas sdo desconhecidas, contudo acredita-se que possam estar envolvidas
com as interagdes parasito-hospedeiro e/ou na transdugéo de sinal ligado a
membrana. A amastina encontram-se entre os antigenos mais imunogénicos em
Leishmania spp., sendo uma forte candidata a vacina e biomarcador relevante
para diagnostico sorolégico.

Estudos de funcao génica das amastinas em T. cruzi sao limitados, devido
a sua estrutura multigénica e auséncia (ineficiéncia) do mecanismo de
interferéncia de RNA (iRNA) para silenciamento génico no parasito.

A fim de elucidar a fungcdo das amastinas, neste trabalho foi realizado a
superexpressdao de formas selvagem e mutadas de ©&-amastina em

epimastigotas. As formas mutadas contem mutacdes pontuais em treoninas

17



(provaveis sitios de O-glicosilagdo) ou cisteinas que sado conservadas na
estrutura primaria das amastinas. Estas abordagens tem como finalidade a
analise de alteracbes fenotipicas no parasito, que podem fornecer indicios do

papel das amastinas em T. cruzi.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1. ADOENCA DE CHAGAS

A Doencga de Chagas ou Tripanossomiase Americana é uma parasitose
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi € acomete cerca 8 milhdes da
populagdo mundial, principalmente na América Latina (WHO, 2010). A regido
endémica abrange todos os paises da América Central, do Sul e o México. As
maiores taxas de prevaléncia sdo encontradas na Bolivia (6,75%), Argentina
(4,13%) e Paraguai (2,54%). O Brasil e México possuem prevaléncia de 1%
(BERN e MONTGOMERY, 2009; VAZQUEZ-PROKOPEC et al., 2009; BERN et
al., 2011). Apesar da grande abrangéncia da infeccéo, nos ultimos anos houve
uma reducdo substancial, devido ao éxito do controle vetorial e a programas de
triagem dos sistemas de hemoterapia (WHO, 2010).

A forma de transmissao do parasito com maior prevaléncia ocorre por via
vetorial, por insetos hematéfagos da subfamilia Triatominae. Durante o repasto
sanguineo os parasitos sao eliminados nas excretas infectando o hospedeiro
mamifero por meio das descontinuidades da pele ou mucosas (COURA; DIAS,
2009). Outras formas de transmissdo incluem a transfusdo sanguinea, o
transplante de Orgdos, transmissdo congénita, acidentes laboratoriais e
recentemente a transmisséo por via oral (COURA e DIAS, 2009; BELTRAO et
al., 2009; BERN et al., 2011).

A sintomatologia da doenga de Chagas € variavel, dependente da cepa
infectante do parasito, resposta imunoldgica do hospedeiro e fase de curso da
doenca (WAGNER et al., 1990).

O periodo de incubacéo é de 1 a 2 semanas. Instalada a doenca, a fase
aguda perdura de 8 a 12 semanas, sendo caracterizada pela circulagdo de
tripomastigotas na corrente sanguinea. A maioria dos pacientes sao
assintomaticos ou apresentam sintomatologia inespecifica. Em alguns casos a
manifestagéo clinica aguda mais comum ¢é o inchago no local da inoculagdo
conhecida como Chagoma (BARRET et al., 2003; MONCAYO et al., 2009;
RASSI et al., 2010).

A infeccdo aguda oral pelo T. cruzi esta associada a uma maior
mortalidade (BELTRAO et al., 2009). Dados recentes sugerem que o contato do

parasito com o suco gastrico do hospedeiro torna a forma tripomastigota mais
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invasiva, pois favorece a modificagao da superficie celular com glicoproteinas
mais resistentes a acéo do suco gastrico (COVARRUBIAS et al., 2007).

Apds 12 semanas de infecgdo, a parasitemia diminui e os individuos
passam para a fase cronica da infeccao chagasica. Nesta fase, mesmo com
baixa parasitemia no sangue periférico, o potencial de transmissdo € mantido
tanto para o vetor triatomineo, quanto para outros mamiferos (BERN et al.,
2011). A forma indeterminada da fase cronica é caracterizada pela auséncia de
sintomatologia, exames radiolégicos do térax, esd6fago e cdlon normais e
sorologia anti-T. cruzi positiva. A evolugédo desta fase pode perdurar por toda a
vida do paciente. Estima-se que aproximadamente 30% dos individuos nesta
fase progridam para as formas mais severas, como cardiacas e/ou
gastrointestinal (BERN et al., 2011; MONCAYO et al., 2009).

O tratamento da doenga de Chagas é feito com Nifurtimox e Benzonidazol.
Farmacos que tém como mecanismo de ag¢ao a formagao de radicais livres e
metabdlitos eletrofilicos. No entanto, podem gerar efeitos citotoxicos. Estas
drogas sao eficazes na fase aguda da doenca e apresentam baixa eficacia na
fase cronica (DIAS et al., 2009; GONZALEZ et al., 2011).
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2.2. ASPECTOS GERAIS E BASES MOLECULARES DO Trypanosoma cruzi
2.2.1. Classificagdo taxonémica e aspectos celulares

Trypanosoma cruzi € um eucarionte unicelular flagelado, do reino Protista,
da Ordem Kinetoplastida, da Familia Trypanosomatidae, Género Trypanosoma
e espécie Trypanosoma cruzi.

Os principais membros da Familia Trypanosomatidae de importancia
médica séo: Trypanosoma cruzi, agente causador da Doenga de Chagas ou
Tripanossomiase Americana, Trypanosoma brucei, agente etiolégico da Doenga
do Sono ou Tripanossomiase Africana e Nagana e Leishmania spp., agentes
causadores das Leishmanioses (OPS/WHO/NTD/IDM, 2006).

Recentemente foi proposta a subdivisdo da espécie de T. cruzi em seis
grupos distintos (DTUs), nomeados Tc | — VI (ZINGALES et al., 2009). Os grupos
foram definidos de acordo com parametros de complexidade eco-
epidemioldgica, bioquimica e genética das linhagens, entre outros. As linhagens
referéncias para cada DTU s&o: Sylvio X10 cl1 (Tcl), Esmeraldo cI3 (Tcll), M5631
cl5 (Tclll), Can Il cl1 (TclV), Sc43 cl1 (TcV) e CL Brener (TcVI). As cepas
pertencentes a DTU Tcl estdo associadas principalmente ao ciclo silvestre da
doenga, sendo os mamiferos de pequeno porte como Didelphis marsupialis o
principal hospedeiro definitivo. As outras DTUs possuem uma maior associagao
ao ciclo domeéstico sendo o Homo sapiens o hospedeiro principal. As cepas TcV
e TcVI s&o hibridos das linhagens Tcll com Tclll (MILES et al., 2009; ZINGALES
et al., 2009).

Quanto a biologia celular de Tripanossomatideos pode-se destacar a
compartimentalizacao de vias metabdlicas e/ou especializacdo de organelas nao
usuais em outros eucariotos. Estruturalmente, T. cruzi apresenta superficie
celular composta por membrana plasmatica associada a camada de
microtubulos sub-peliculares (Figura 1). Possui flagelo unico com comprimento
variavel que emerge de uma estrutura denominada bolsa flagelar, regido de
invaginagao da membrana plasmatica isolada do meio extracelular especializada
em atividades endocitica e exocitica (DeSOUZA, 2009). O reticulo
endoplasmatico esta distribuido ao longo do corpo do parasito, enquanto as
cisternas do complexo de Golgi estdo localizadas na por¢ao anterior do corpo
celular proximo ao cinetoplasto e a bolsa flagelar. Assim como todos os
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organismos pertencentes a Ordem Kinetoplastida, o T. cruzi possui uma
mitocdndria unica, com um complexo arranjo de fibrilas de DNA na matriz
mitocondrial que forma uma estrutura conhecida como Cinetoplasto (DeSOUZA,
2009).

Glicossomo
Cinetoplasto

Bolsa flagelar
Vacuolo contratil

Haste paraflagelar

Mitocdndria
Acidocalcissomo

. Citéstoma

Nucléolo

Nucleo
Complexo de Golgi

Reservossomo

Microtabulos subpeliculares

FIGURA 1 - REPRESENTAGAO DAS ESTRUTURAS CELULARES DO T. cruzi
FONTE: Modificado de DoOCAMPO et al., 2005.

O nucleo possui forma e localizacao variavel, entretanto € composto por
membrana nuclear porosa como as demais células eucariéticas e possui uma
continuidade da membrana nuclear externa com o reticulo endoplasmatico
(DeSOUZA, 2009).

Os glicossomos, sdo organelas ricas em catalases, contém enzimas
responsaveis pela realizacdo da p-oxidacdo e apresentam as sete primeiras
enzimas de conversao da glicose a 3-fosfoglicerato da via glicolitica e enzimas
do metabolismo de pirimidina e da via das pentoses fosfato, exceto das purinas
(PENHA et al., 2009).

Os acidocalcissomos sado organelas capazes de armazenar proétons e
calcio, possuem granulos de polifosfato inorganico (PoliP), que s&o polimeros de
fosfato responsavel pela acidez da organela. Varias enzimas ja foram detectadas
nesta organela, como polifosfato quinase, exopolifosfatase, pirofosfatase, para
compostos soluveis inorganicos, e metacaspase. (DeSOUZA, 2009; DoCAMPO
e MORENO, 2011).
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Os reservossomos sao organelas responsaveis pela digestao celular do
material endocitado e sdo compostos principalmente por lipideos (colesterol e
ergosterol). As analises protedbmicas dos reservossomos isolados e fracdo de
membrana identificaram a presengca de diversas proteases e enzimas
associadas ao metabolismo de lipidios, bem como proteinas transportadoras
ABC e um homoélogo da proteina Rab 18 de mamiferos que tem a capacidade
de se associar a GTP ou GDP (HUTAGALUNG e NOVICK, 2011; PEREIRA et
al., 2011).

2.2.2. Ciclo biolégico de Trypanosoma cruzi

O ciclo de vida do parasito Trypanosoma cruzi € heteroxénico (Figura 2),
envolvendo hospedeiros vertebrados (mamiferos) e invertebrados (vetores
triatomineos), com formas parasitarias especificas. No ciclo natural de infeccao
as formas tripomastigostas metaciclicas (formas infectivas para o hospedeiro
vertebrado) s&o eliminadas nas excretas do triatomineo no ato do repasto
sanguineo. Ao penetrarem no local lesionado, interagem com as células da pele
e/ou mucosa (YOSHIDA 2009; KEMMERLING, 2010). O mecanismo de entrada
dos tripomastigotas metaciclicos em células depende primeiramente do
reconhecimento e ligagdo aos receptores de superficie. Isso € possivel devido
ao enorme numero de proteinas de superficie do parasito (SIBLEY, 2011). As
principais proteinas de superficie desta forma séo glicoproteinas (GP), mucinas,
mucinas associadas a proteinas de superficie (MASPs) e trans-sialidase (TS)
(BARTHOLOMEU et al., 2009; YOSHIDA, 2009).
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FIGURA 2 — CICLO BIOLOGICO DO Trypanosoma cruzi

FONTE: Modificado de LIMA et al., 2010.

NOTA: Os epimastigotas presentes no intestino médio do triatomineo (vetor hematdfago)
diferenciam-se em tripomastigotas metaciclicos e sao liberados nas excretas durante o repasto
sanguineo e penetram nas células locais por meio da lesdo tecidual apos a picada (A, B). Os
parasitos sofrem internalizagdo e permanecem por algumas horas no interior do vacuolo
parasitéforo, que sofre lise, devido a acidificacdo do meio, ativando assim fatores liticos. Ao
atingirem o citoplasma o tripomastigotas metaciclicos diferenciam-se em amastigotas, que
sofrem sucessivas divisdes binarias (C). As formas amastigotas no interior da célula se
diferenciam em tripomastigotas sanguineos (F) que sao liberados apds o rompimento celular,
atingindo assim a corrente sanguinea infectando outros tecidos (G, H) ou outro triatomineo (I).
Alternativamente, os amastigotas que sdo prematuramente liberados das células infectadas, ou
derivados da diferenciacdo de tripomastigotas extracelulares, também podem invadir células e
sustentar assim um ciclo infeccioso (E).

Os passos do processo de interacao T. cruzi — células hospedeiras podem
ser divididos em trés fases: adesado/reconhecimento, sinalizacdo e invaséao
(DeSOUZA et al., 2010). A etapa de adesdo envolve o reconhecimento das
moléculas presentes nas superficies parasitaria e hospedeira, ndo excluindo a
possibilidade de moléculas secretadas também desempenharem um papel
importante neste processo. Diferentes cepas bem como diferentes formas
parasitarias expressam em sua superficie moléculas distintas, como por
exemplo, gp85 nas formas tripomastigotas e amastina em amastigota (TEIXEIRA
etal., 1994).
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A invasao pode acontecer por trés mecanismos distintos de entrada na
célula hospedeira (Figura 3): via lisossomo dependente, ativada pelo Calcio
(Ca?*) que promove o recrutamento de lisossomos para o sitio de entrada do
parasito; via dependente de actina, que ha despolimerizagao da actina do
citoesqueleto, promovendo expansao da membrana plasmatica e via lisossomo
independente, provocando invaginagdo da membrana, devido ao acumulo de
PIP3 (produto de ativacao da fosfatidilinositol-3-cinase). Estas 3 vias culminam
na fusdo da membrana da célula hospedeira e formagao do vacuolo parasitoforo
(MORTARA, 1991; DeSOUZA et al., 2010).

Lisosso
mo

PREIPRR S
S

Amastigotas et

FIGURA 3 — ESQUEMA DE INVASAO DA CELULA HOSPEDEIRA PELO T. cruzi

FONTE: Modificado de DeSOUZA et al., 2010.

NOTA: A) Via lisossomo-dependente. B) Via dependente de actina. C) Via lisossomo
independente. D) Diferenciagdo em amastigotas.

Apos a finalizagdo do processo de internalizagéo e formagao do vacuolo
parasitoforo, ha acidificacdo do meio e secrecao de fatores liticos, promovendo
a ruptura do vacuolo parasitéforo, dando ao parasito livre acesso ao citoplasma
da célula hospedeira. Uma vez no citoplasma os tripomastigotas metaciclicos se
diferenciam em amastigotas (amastigogénese) que se replicam por divisdes

binarias, diferenciando-se em formas tripomastigotas sanguineas né&o-
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replicativas, as quais podem infectar diferentes tecidos, ou serem ingeridas pelos
triatomineos durante o ato de hematofagia (LIMA et al., 2010).

No sistema digestorio do inseto, as tripomastigotas sanguineas entram
em contato com o suco gastrico diferenciando em epimastigotas (formas
replicativas no hospedeiro invertebrado) que migram para o intestino médio, local
em que realizam divisdes binarias simples. Estas formas migram para a porcao
terminal do tubo digestorio, onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicas
(metaciclogénese) que séo eliminadas nas excretas durante a hematofagia,
reiniciando assim o ciclo no hospedeiro vertebrado (OPS/WHO/NTD/IDM, 2006).

Uma estratégia alternativa de infecgao é a liberagdo prematura de formas
amastigotas extracelulares ou diferenciacao de tripomastigotas em amastigotas
extracelulares em ambiente com baixo pH. Esta via parece contribuir para a
persisténcia da infecgdo, contudo ndo é bem conhecida, acredita-se que algum
epitopo de carboidrato de glicoproteina de superficie possa estar envolvido neste
processo (LIMA et al., 2010).

A mimetizacdo dos processos de metaciclogénese e amastigogénese
pode facilitar a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na diferenciagao,
associados a regulacao da expressao génica em T. cruzi. Grande parte dos
estudos de diferenciacao é voltada para a metaciclogénese por disponibilizar um
maior nimero condigdes de cultivos axénicos (AVILA et al., 2003; LOUIS et al.,
2011).

A metaciclogénese in vitro pode ser induzida pelo cultivo de formas
epimastigotas em fase estacionaria em meio pobre de nutrientes que simula a
urina de triatomineo, denominado TAU (Triatomine Atrtificial Urine) seguido de
incubagdo em meio TAU suplementado com os aminoacidos L-prolina, L-
aspartato, L-glutamato e glicose (TAU3AAG) incubados a 28 °C (CONTRERAS
et al., 1984; AVILA et al., 2003; LOUIS et al., 2011).

Em condi¢des de estresse nutricional (meio deficiente em carboidratos —
principal fonte de carbono) o parasito passa a metabolizar as fontes secundarias
de energia como proteinas, aminoacidos e lipideos, gerando metabdlitos
secundarios como aménia e ions H*, que favorecem a metaciclogénese (AVILA
etal., 2003; LOUIS et al., 2011). Os aminoacidos mais utilizados séo o glutamato
e a prolina (aminoacidos presentes em maior quantidade na hemolinfa do

triatomineo), sendo que esta ultima pode estar envolvida na potencializagao da
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infectividade e é a segunda maior fonte de carbono mais utilizada pelo parasito.
Em Trypanosoma brucei brucei EATRO 1125 a L-prolina € essencial para o
crescimento das formas prociclicas independentemente da concentracdo de
glicose (BRINGAUD et al., 2012).

A amastigogénese in vitro também pode ser induzida pelo estresse
fisiolégico. Existem 2 tipos de amastigogénese: a primaria, em que as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos, sem a necessidade
de invasdao de uma célula hospedeira e a secundaria em que ha uma
necessidade prévia da invasdo (CONTRERAS et al.,, 2002; NAVARRO et al.,,
2003). A amastigogénese primaria pode ser induzida pelo meio MEMTAU, uma
combinagdao entre o meio MEM (Minimum Essential Medium) € o meio
TAU3AAG, enriquecido com soro fetal bovino e cultivado a 37 °C por 48 horas.
Neste processo, epimastigotas s&o cultivadas em meio TAU3AAG,
diferenciando-se em tripomastigotas metaciclicas que sao purificadas e
incubadas em meio MEMTAU. Acredita-se que o meio MEMTAU provoca
alteracdes nos padrées moleculares das formas tripomastigotas metaciclicas,
levando a diferenciagdo em amastigotas (CONTRERAS et al., 2002).

Na amastigogénese secundaria as formas tripomastigotas metaciclicas
provindas do meio TAU3AAG, sao purificadas e incubadas com células de
mamiferos para proceder o processo de infecgdo. As tripomastigotas liberadas
no meio sao cultivadas em meio MENTAU pH 5 a 37 °C, com 5% de CO2 por 12
horas diferenciam-se em amastigotas extracelulares (HERNANDEZ-OSORIO et
al., 2010). As amastigotas intracelulares sdo obtidas rompendo-se as células

hospedeiras infectada por tripomastigotas (NAVARRO et al., 2003).

2.2.3. O Genoma do Trypanosoma cruzi

A espécie T. cruzi apresenta uma alta heterogeneidade de cepas, com
grandes variagoes fenotipicas, reflexo do polimorfismo cromossdémico entre as
cepas. O genoma diploide da cepa CL Brener apresenta tamanho de ~101 Mpb.
Ha uma estimativa de 82 cromossomos no genoma diploide da cepa CL Brener
com tamanho variando entre 78 Kb a 2,3 Mb, entretanto, esta estimativa é
imprecisa devido a dificuldade em obter-se cromossomos metafasicos no T.
cruzi. A abordagem mais utilizada para a identificacdo de bandas
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cromossbmicas em Trypanosoma é a eletroforese em gel de campo pulsado
(PFGE), que permite a identificagdo de moléculas grandes de DNA e pode ser
associada com técnicas de hibridizagéo in situs (CANO et al., 1995; SOLARI et
al., 1995; HENRIKSSON et al., 2002).

A analise recente das sequéncias genémicas da cepa Sylvio X10 (Tcl)
mostra menor complexibilidade do genoma e uma variagado de ~10 Mb a menos
em relacdo ao tamanho do genoma haploide da cepa hibrida CL Brener. A
variagdo mais significativa no genoma foi observada no tamanho das familias
multigénicas que codificam proteinas de superficie. Tendo variagéo de até 40%
no contetido total de DNA entre as cepas e clones de T. cruzi (FRAZEN et al.,
2011; SOUZA et al., 2011).

Os dados de sequenciamento do genoma da cepa CL Brener, mostraram
a presenca de 50% de sequéncias repetitivas, que sao constituidas
principalmente por familias multigénicas, que codificam proteinas de superficie,
retrotransposons e repetigbes sub-teloméricas. As principais proteinas de
superficies codificadas sdo as MASPSs, trans-sialidases, mucinas e gp63
(glicoproteina 63), que estéo intimamente relacionadas com os mecanismos de
evasao do sistema imunoldgico e patogenicidade do parasito (REQUENA et al.,
1996; EL-SAYED et al., 2005; BRANCHES et al., 2006).

A maior familia multigénica é das trans-sialidases, que tem como principal
funcdo a hidrolise do acido sialico das células hospedeira, formando
glicoconjugados com as mucinas presentes na superficie parasitaria. Como o
parasito nao sintetiza acido sialico, este processo de sializagao rapida € uma
estratégia de evasdo utilizada como protecdo contra o sistema imunologico.
Outros grupos de trans-sialidases estao envolvidos com a adesao, invasao
celular e regulagao do sistema complemento (FREITAS et al., 2011).

Uma parte correspondente a 20% do DNA celular é pertencente ao
Cinetoplasto (kDNA). O kDNA é composto DNAs circulares, mini-circulos e maxi-
circulos (JUNQUEIRA et al., 2005). Os mini-circulos possuem um elevado
numero de copias e seus transcritos nao sado traduzidos em peptideos,
funcionam como RNAs guia (gRNAs), que estdo envolvidos no processo de
edicdo dos mRNAs mitocondriais. Os maxi-circulos apresentam um baixo
numero de copias, entretanto demonstram uma alta analogia com DNA

mitocondrial de outros eucariotos e contém o0s genes responsaveis pela
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manutencdo das fungdes do cinetoplasto (JUNQUEIRA et al, 2005;
VELAZQUEZ et al., 2008).

2.2.4. Expressao génica em Trypanosoma cruzi

Em tripanossomatideos, diferente de outros eucariotos superiores,
conjuntos de genes nao relacionados funcionalmente sao transcritos em
unidades policistrénicas (UTPs), de forma similar aos operons bacterianos. Este
conjunto de genes podem estar organizados no genoma de forma divergente ou
convergente, como indicado na Figura 4. Este tipo de transcricdo associada a
auséncia de promotor classico para RNA polimerase Il (RNA Pol IlI) € um forte
indicativo que o inicio da transcricdo ndo é um fator limitante na regulagao
transcricional desses parasitos (CLAYTON et al., 1999; HAILE et al., 2007;
ELIAS et al., 2009).

Com excecgao do promotor do spliced leader (SL), até 0 momento nao foi
reconhecido outros promotores para a Pol Il, contudo alguns fatores, como
variantes de histonas (H2AZ e H2BV), histonas modificadas por acetilagao e
metilagcdo (H4K10ac, H3K9,14ac e K4dme), fator de bromodominio (BDF3) e
fatores de transcricdo (TRF4 e SNAPS50), estdo intimamente associados a
cromatina em regides de inicio de transcricdo da RNA Pol Il (TSS) localizados a
montante do primeiro gene da UTP, ou internamente na UTP sendo
denominados de iTSS (MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010; TEIXEIRA et al.,
2012).

O processamento dos RNAs policistrénicos ou pré-mRNA, é feito por
reacbes acopladas de ftrans-splicing e poliadenilacdo originando os RNAs
monocistronicos (CLAYTON 1999; HAILE et al., 2007). No trans-splicing ha
adicao de uma sequéncia de 39 nucleotideos (SL) ou mini-éxon, n&do codificante
capeado, a jusante da regido rica em polipirimidina (PoliPi). Na poliadenilacéo
uma cauda poliA é adicionada a montante da regiao PoliPi (CLAYTON 1999;
HAILE et al., 2007; CAMPOS et al., 2008). Tem sido descrito em alguns casos
processamento alternativo do pré-mRNAs acarretando mudangas no cédon de
iniciacdo (AUG), alterando a traducao da proteina, resultando em segmentacao

e ou perda da fungdo proteica gerada. O splicing alternativo e poliadenilagéo
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podem levar a inclusao e/ou exclusao de elementos regulatérios presentes nas
regides UTRs (TEIXEIRA et al., 2012).

Inicio da Transcrigdo (TSS)

H4K10ac, H3K9,14ac K4me, H2AZ, H2BV, Terminador Transcricional (TTS)
BDF3, TRF4, e SNAP50 H3V and H4V
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FIGURA 4 — MODELO DE EXPRESSAO GENICA EM TRIPANOSOMATIDEOS

FONTE: Modificado de TEIXEIRA et al., 2012

NOTA: As unidades de transcricao policistdnicas (UTP) podem estar orientadas de forma
convergente ou divergente. A regido genémica entre duas UTP divergentes é tida como regido
de mudanga de fita transcrita divergente (dASSR) e em regido de convergéncia de UTPs como
cSSR. A dSSR é rica em guanina (G). Os sitios de inicio de transcricdo da RNA Pol Il (TSS)
geralmente estéo localizados a montante do primeiro gene da UTP ou internamente (iTSS). Na
TSS sao as variantes das histonas (H2AZ e H2BV), histonas modificadas (H4K10ac, H3K9,14ac
e K4me), fator de bromodominio (BDF3) e/ou fatores de transcricdo (TRF4 e SNAP50), que
podem levar a modificagbes na cromatina. Os pré-mRNAs sdo processados em mMRNA
monocistrénicos apds reacéo de trans-splicing, adicdo de uma sequéncia lider capeada (SL) a
jusante da regido de polipirimidina (PoliPi) e poliadenilacdo com adicdo de cauda de poliA a
montante desta regido. Os mRNAs maduros s&o exportados para o citoplasma local onde podem
sofrer estabilizacao, principalmente por elementos cis-regulatérios presentes nas regides nao
traduzidas (UTRs). Os pré-mRNAs podem sofrer processamento alternativo, culminando
em mudangas no iniciador AUG, alterando a tradugdo (A), a segmentagdo e/ou fungao
protéica (B). O splicing alternativo e poliadenilagao, também podem resultar na
inclusdo ou exclusdo de elementos regulatérios nas 5'UTRs (C)ou 3'UTRs (D), alterando
assim a expressao génica . A terminagao transcricional pode acontecer na regides de termino da
transcrigao (TTS) rica em H3V e H4V e/o genes codificadores de tRNA.

A terminacdo da transcricdo pode esta relacionada com os sitios de

terminacao da transcricao (TTS) das unidades policistrénicas, cuja cromatina
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contém um aumento no conteudo de formas variantes das histonas H3 e H4
(H3V e H4V, respectivamente) e sequéncias génicas de RNAs transportadores
(tRNA). Sendo assim, apesar de pouco estudada a transcrigédo policistrénica por
RNA Pol Il em tripanossomatideos parece ser regulada por fatores epigenéticos
(SIEGEL et al., 2009; MARTINEZ-CALVILLO et al., 2010).

Depois de processados, os mRNAs maduros sao exportados para o
citoplasma, onde a estabilidade pode ser alterada pela acao de fatores protéicos,
que se ligam a sequéncias especificas presentes em regides néo traduzidas
(UTR). Acredita-se que este processo pode contribuir de maneira substancial na
modulacao nos niveis de expressao (TEIXEIRA et al., 1994 e 1995; NOZAKI et
al., 1995; BOUCHER et al., 2002; ARAUJO e TEIXEIRA et al., 2011).

Varios trabalhos tém sido realizados para identificar os elementos
regulatorios nas regides 3’'UTR que controlam a expressao dos niveis de mRNA
em resposta a cada estagio especifico, dentre estes podemos citar a regulacéo
da expressao da trans-sialidase, alfa- e beta-tubulina em epimastigostas, trans-
sialidase gp85, gp82 e FL-160 em tripomastigotas e amastina em amastigotas
(TEIXEIRA et al., 1995; COUGHLIN et al., 2000 ARAUJO e TEIXEIRA 2011).

Outra forma de regulacao pos-transcricional se da pela intensificagéo na
taxa de traducdo de um mRNA pela formagdo de polissomos, que uma vez
formados aumentam a meia vida do mRNA (CONTRERAS et al.,, 1985). Em
Leishmania major a amastina tem a expressao regulada por um elemento em
sua regidao 3'UTR que acredita ser modulado pela associagao do transcrito deste

gene a polissomos aumentando sua tradugédo (BOUCHER et al., 2002).

2.3. PROTEINAS DE SUPERFICIE DIFERENCIALMENTE EXPRESSAS EM T.

cruzi

A andlise protebmica dos quatro estagios do ciclo de vida do T. cruzi,
conduziu a identificagdo de 5720 peptideos que foram pareados em 1168 grupos
de proteinas, contendo 2784 genes no total. Desse total de genes as principais
classes identificadas foram: proteinas funcionais como ribossGmicas e
proteassoma/ubiquitina, proteinas de choque térmico, proteinas de transcricdo e
histonas, familias multigénicas como trans-sialidases, proteinas retrotransposon

hot spot (RHS), gp63, cisteina protease, MASP e mucinas, e genes hipotéticos.
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Porém mais da metade destes genes hipotéticos possuem genes ortélogos em
Leishmania major e/ou T. brucei (ATWOOQOD, et al., 2005).

As proteinas que compdem as classes funcionais listadas tendem a ser
expressas em niveis semelhantes nos quatro estagios de vida do parasito.
Todavia os genes originados de familias multigénicas apresentam uma maior
diferenca no nivel de expressao nas diferentes formas do parasito (ATWOOD et
al., 2005).

A familia das trans-sialidases (TS) € altamente polimérfica e apenas
alguns membros possuem atividade catalitica. Esta atividade possibilita a
incorporagao de acido sialico do hospedeiro nas mucinas, proteinas ancoradas
a membrana parasitaria por glicosilfosfatidilinositol (GPI). Até o momento 8
grupos de TS tém sido descritos com base na similaridade das sequéncias e
propriedades funcionais. A TS | é representada pelas enzimas com atividade
catalitica, que s&do compostas por um dominio amino-terminal, que contém o sitio
catalitico e um carboxi-terminal que apresenta um numero variado de unidades
repetitivas de 12 aminoacidos, denominados SAPA (Shed Acute Phase Antigen),
por gerarem forte resposta imune em pacientes infectados na fase aguda e sao
expressas principalmente em tripomastigotas e epimastigotas. A TS Il é
composta pelas glicoproteinas de superficie gp85, TSA-1, SA85, gp90, gp82 e
ASP-2, que estdo associados a invasio e fixacdo a célula hospedeira. ATS Il é
representada pelo FL-160, uma proteina reguladora do sistema complemento
(CRP) que inibe a via classica de ativagdo do complemento. A TS 13 cuja fungéo
€ desconhecida, € representante do grupo IV, porém contém o motivo
VTVXNVXLYNR conservado, que é compartilhado por todos os membros
conhecidos (ATWOOD et al., 2005; SANTOS et al., 1997; VERDUN et al., 1998;
SIBLEY, 2011; FREITAS et al, 2011). Algumas sequéncias s&o altamente
conservadas nas TS como, a VTVTNVELYNRPLN, que é denominado motivo
FLY que esta conservado na extremidade carboxi-terminal e pode atuar como
fator de viruléncia, o ASP Box (SXDXGXTW) e os motivos FRIP (xRxP) podem
estar associados a propriedade de ligagao a carboidratos (FREITAS et al., 2011).

As amastinas foram descritas inicialmente como glicoproteinas de
membrana expressas diferencialmente em formas amastigotas de T. cruzi
(TEIXEIRA et al., 1994). Encontram-se entre os antigenos mais imunogénicos

em Trypanosoma e Leishmania, sendo um forte candidato a vacina e
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biomarcador relevante para diagnostico sorologico (STOBER et al., 2006;
RAFATI et al., 2006). Acredita-se que possa estar envolvida na interagao
parasito-hospedeiro e na transducdo de sinal ligada a membrana, permitindo
deste modo uma modificagdo do ambiente intracelular, contudo a sua funcao
permanece desconhecida (ROCHETTE et al., 2005; JACKSON, 2010).

O fato de ser uma proteina estagio especifico de amastigota tém chamado
atencao, por ser esta forma responsavel pela manutencdo do parasito no

hospedeiro vertebrado.

2.4. AMASTINAS

As amastinas sdo codificadas por familias multigénicas com
aproximadamente 12 cépias no genoma haploide do T. cruzi da cepa CL Brener.
Estes genes sdo compostos por uma regido 5’UTR curta, seguida de uma ORF
(open reading frame) e uma regido 3’ UTR longa (TEIXEIRA et al., 1994).

A cadeia peptidica apresenta ~172 aminoacidos e massa molecular de
~20 kDa, a qual é arranjada em quatro regides hidrofébicas (transmembrana) e
trés regides hidrofilicas, duas extracelulares e uma intracelular (Figura 5). Na
maioria das amastinas a primeira regiao hidrofébica localizada na extremidade
amino-terminal é corresponde a um provavel peptideo sinal de enderegamento
ao reticulo endoplasmatico rugoso. A quarta regido hidrofébica esta localizada
no carboxi-terminal, que alguns autores sugerem ser um potencial sinal de
ancoragem a membrana por GPl (ROCHETTE et al., 2005; CERQUEIRA et al.,
2008).
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FIGURA 5 — CONSERVACAO DE RESIDUOS DE AMINOACIDOS DAS SEQUENCIAS DE
AMASTINAS DE SEIS CEPAS DE T. cruzi PERTENCENTES AS LINHAGENS | E II.

FONTE: Modificado de Cerqueira et al., 2008.

NOTA: Conservagédo das amastinas em T. cruzi. A altura das caixas envolvendo cada residuo
de aminoacidos com cédigo de uma letra representa a frequéncia do aminoacido para cada
posicao.

As amastinas, de acordo com proposig¢ao recente, sao classificadas em
pelo menos quatro subfamilias: a (alfa) amastinas, B (beta) amastinas, & (Delta)
amastinas e y (gama) amastinas. Entretanto para T. cruzi até o momento foram
descritas somente - e 3-amastinas (Figura 6) [JACKSON, 2010].
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(A) ©-amastinas

TCChr34-S b0 s BRI 4130, s TR 150, b

Proteina Tuzina Ama 130 Ama 150
hipotética
EDHE) w120 110 >
Tuzina Ama 120 Cadeia pesada
da miosina Bl

(B) ,b-amastinas

TecChr26-S _;'&qu-_

Proteina Proteina Tuzina  Ama 40 Proteinas
conjugadora de hipotética  (pseudogene) hipotéticas
ubiquitina (E2)

(C) p-amastinas

TcChr32-8 ——&_‘l—l 300 et 370 s

Proteina hipotética Ama 394 Ama 390 dTDP-glucose  Adenosina
4 ,6-desidrogenase quinase

FIGURA 6 — ESQUEMA DA ORGANIZACAO GENOMICA DAS AMASTINAS NA CEPA CL
BRENER DE T. cruzi.

FONTE: O Autor (2011)

NOTA: (A) organizagao genémica das d-amastinas (Ama 130, 150 e 120) no cromossomo 34
(TcChr34-S) intercalada a genes de Tuzina e genes vizinhos. (B) pd-amastina (Ama 40), no
cromossomo 26 (TcChr26-S), intercalada a pseudogene de Tuzina. (C) B-amastinas (Ama 394 e
390) no cromossomo 32 (TcChr32-S) e genes vizinhos.

As a-amastinas sdo conservadas entre os tripanossomatideos como um
par de isoformas estruturalmente distintas e podem ser encontradas em
Leishmania spp., Crithidia spp. e Trypanosoma brucei. As B-amastinas sao
isoformas estruturalmente distintas descritas em Leishmania major, Leishmania
infantun, Leishmania brasiliensis, Crithidia sp. e Leptomonas seymouri. Em T.
cruzi sdo encontradas no cromossomo 32 (Ama390 e 394). As y-amastinas
também sido ausentes em T. cruzi, contudo apresentam alta conservacdo em
Leishmania spp. As 0&-amastinas em T. cruzi sao isoformas altamente
conservadas e estdo localizadas no cromossomo 34 (Ama 130, 150 e 120)
[JACKSON, 2010]. Os genes deste subgrupo sao intercalados a genes de tuzina

na mesma UTP, todavia nao é descrito relacdo entre eles (TEIXEIRA, et
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al.,1994). As pd-amastinas sao intercaladas a pseudogene de tuzina na mesma
UTP no cromossomo 26 (Ama40) em T. cruzi [JACKSON, 2010].

Apesar das amastinas se diferenciarem quanto a localizacdo nos
cromossomos, o humero de copias e subfamilia as quais fazem parte, quando
comparadas elas apresentam uma conservacao de aminoacidos, principalmente
nas transmembranas, sugerindo uma provavel conservagao funcional entre as
amastinas de T.cruzi (Figura 7). A maior variabilidade presente nas sequéncias
das amastinas esta localizada nas regides hidrofilicas, principalmente nas
regides extracelulares, que possuem uma maior superficie de contato com meio
externo, podendo facilitar deste modo a interagcdo com uma gama de moléculas
(CERQUEIRA et al., 2008).

Ensaios de imunolocalizacdo utilizando anticorpos anti-peptideos de
amastinas realizados por Teixeira e colaboradores (1994), mostram uma
localizagdo de membrana plasmatica em amastigotas intracelulares de T. cruzi.
Em Leishmania major também foi descrita a mesma localizagao de superficie em
amastigotas expressando a proteinas d-amastina fusionada a GFP.

A taxa de transcri¢do dos genes de d-amastinas € semelhante nos quatro
estagios de vida do parasito, porém os niveis de mMRNA sao 50 vezes mais
abundantes em amastigotas, para as 0-amastinas, quando comparado a
epimastigotas (TEIXEIRA et al., 1994). O acumulo diferencial de mRNA de
amastina em amastigotas sugere uma regulagao pés-transcricional. Para as 6-
amastinas de Leishmania foi descrito um dominio de 200 nucleotideos
localizados na porgao 3’'UTR, onde se liga um fator proteico que estabiliza o
MmRNA em amastigotas, favorecendo um aumento nos niveis proteicos de
amastinas neste estagio (COUGHLIN et al., 2000).
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FIGURA 7 — REPRESENTAGCAO DO ALINHAMENTO DAS DIFERENTES SUBFAMILIAS DE AMASTINAS PRESENTES NO GENOMA DE CL BRENER DE

T. cruzi

NOTA: Os aminoacidos representados por letras maiores sdo mais conservados quando feita a comparagao das diferentes classes de amastinas. As regides

sublinhadas destacam as regides hidrofébicas e as nao sublinhadas as hidrofilicas.

FONTE: O Autor (2011)
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Analises de Northern blot comparando os niveis de expressao das
diferentes subfamilias de amastinas no clone CL Brener de T. cruzi mostram que
as 0- e pd-amastinas apresentam regulagéo diferencial com maiores niveis de
RNA nas formas amastigotas, j4 os mRNAs das 3-amastinas sdo acumulados
em formas epimastigotas (Kangussu-Marcolino e Araujo, artigo em preparagao).

Neste presente trabalho propomos caracterizar parcialmente as ©-
amastinas encontradas em multiplas copias no cromossomo 34 de T. cruzi. Estas
isoformas de amastinas apresentam um grau de similaridade de 91% (Figura 8).

Recentemente, o grupo de pesquisa do Prof. Dr Renato Arruda Mortara
(Unifesp-SP) em colaboracdo com nosso grupo identificou que a cepa G de T.
cruzi, possui 6-amastinas em seu genoma, contudo ndo é capaz de expressa-
las em niveis detectaveis e de forma diferencial em amastigotas, contrapondo as
cepas Tulahuén e CL Brener (Cruz et al, artigo em preparagéo). Cabe destacar
que os tripomastigotas da cepa G exibem baixa viruléncia na infeccdo em
camundongo (parasitemia nao detectavel) contrariamente a Cepa CL Brener
(YOSHIDA, 2006). Por outro lado, as formas amastigotas extracelulares da cepa
G apresentam alta infectividade em cultura de células (MORTARA et al., 2005).
Na tentativa de avaliar o papel das ©&-amastinas em T. cruzi, Cruz e
colaboradores (artigo em preparagado) geraram uma populagdo da cepa G
superexpressando ©0-Amastina em fusdo a GFP que foi analisada
fenotipicamente. Os resultados mostraram que os parasitos superexpressores
apresentam uma maior taxa de diferenciacdo de formas epimastigotas em
tripomastigotas e parasitemia tecidual precoce em camundongos quando

comparadas com a selvagem (Cruz, et al., artigo em preparagao).
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A andlise fenotipica de mutantes tem sido uma importante abordagem
para a determinacédo da fung¢ao dos genes. Usualmente, a fungdo de um gene

pode ser bloqueada principalmente pela delegdo do gene e interferéncia de RNA

(RNAI). Um nocaute verdadeiro ou mutagdo nula obtém redugédo funcional
completa ou parcial do gene codificado, possibilitando uma posterior analise
fenotipica e genotipica. Estudos de fungé&o génica de amastina em T. cruzi sdo
limitados devido a sua estrutura multigénica (CERQUEIRA et al., 2008). Além da
estrutura multigénica das amastinas, DaRocha e colaboradores (2004)
mostraram que o mecanismo de RNAI neste parasito é ineficiente, devido a
auséncia completa ou parcial da maquinaria envolvida no bloqueio da expressao
génica por RNAI, diferentemente do T. brucei.

Avaliando todas as dificuldades de silenciamento e delegdo das
amastinas, neste presente trabalho optamos pela analise fenotipica de
transfectantes superexpressores de formas mutadas das &-amastinas em
aminoacidos com um alto grau de conservagao na primeira regido extracelular,
onde se encontra a assinatura amastina (C-[IVLYF]-[TS]-[LF]-[WF]-G-X-[KRQ]-
X-[DENT]-C) descrita por Rochette e colaboradores (2005).

Em nossas analises in silico avaliamos aminoacidos com caracteristicas
peculiares como treoninas que podem sofrer modificagcbes pds-traducionais
como O-glicosilagao e cisteinas que possuem um papel estrutural importante por
formarem pontes dissulfeto inter e intra cadeias proteicas. Nas ®-amastinas
identificamos 5 provaveis sitios de O-glicosilagdo na primeira regiao
transmembrana nos residuos de treoninas 37, 40, 44, 55 e 60 e duas cisteina
altamente conservada na posigao 42 e 139 (Figura 8). Partindo destas analises,
geramos formas de amastinas mutadas nestes residuos para uma avaliacédo
preliminar do impacto funcional e estrutural deste residuos na proteina e/ou

fendtipo do parasito.
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3. JUSTIFICATIVA

O estudo funcional das amastinas € relevante para um melhor
entendimento da proteina nos processos biologicos do parasito, especialmente
nas interagdes parasito/célula hospedeira. Pesquisas de homologia em bancos
de dados tém mostrado que as amastinas sao especificas de
tripanossomatideos, nao apresentando ortdlogos em mamiferos, uma
caracteristica interessante em candidatos a alvo quimioterapicos.

As d-amastinas sdo altamente expressas na membrana citoplasmatica
das formas amastigotas, estagio replicativo no hospedeiro vertebrado. Estas
formas contribuem para a manutencgéo da infecgédo no hospedeiro vertebrado.
Uma vez que as O-amastinas estdo na superficie do parasito, estas
provavelmente podem contribuir na interacdo com o hospedeiro.

Estudos de fungéo génica das amastinas em T. cruzi sdo limitados devido
a sua estrutura multigénica que desfavorece a geragéo de nocautes verdadeiros
e além disso n&o é possivel a utilizacdo de mecanismos de silenciamento génico
por RNAI, devido a sua inexisténcia neste tripanossomatideo. Uma alternativa &
a superexpressao de d-amastinas. Resultados preliminares apontam a amastina
como um fator de viruléncia de T. cruzi. No presente estudo avaliamos as
alteragdes fenotipicas causadas pela superexpressao de amastinas mutadas em
residuos de aminoacidos conservado que podem ser potenciais alvos de O-
glicosilag&o (Treoninas) ou participar de interagdes inter e intramoleculares.

A identificagdo das regides funcionais dentro da proteina facilita o
entendimento da funcdo ou possiveis interatores da amastina no contexto

bioldgico na relagao parasito/hospedeiro.
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4. OBJETIVOS

4.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar alteragdes fenotipicas causadas pela superexpressao de formas

mutadas de &-amastina na cepa G de Trypanosoma cruzi.

4.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Superexpressar d-amastina selvagem e mutantes em fusdo a GFP na
cepa G de Trypanosoma cruzi. Sendo as formas mutantes, 5TM contendo
cinco residuos de treoninas substituidos por alaninas e 2CM com duas
cisteinas substituidas por alanina, ambas as mutagdes inseridas na
primeira regido extracelular da amastina.

e Caracterizar alteragbes fenotipicas de parasitos superexpressores da
forma selvagem e mutantes de 6-amastina em fusao a GFP.

e Avaliar a expressao ectépica das proteinas de fusdo nos parasitos
selvagem e superexpressores.

e Determinar a localizagdo subcelular das ©&-amastinas selvagem e

mutadas.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1. INICIADORES, MICRORGANISMOS E PLASMIDEOS

Os iniciadores, microrganismos e plasmideos utilizados neste trabalho

estdo nomeados nas Tabelas 1, 2 e 3 respectivamente.

TABELA 1 — INICIADORES

T. cruzi cepa G,
forma epimastigota

alE15; galK16;
nupG; rpsL;
AlacX74;
®80/acZAM15;
araD139;A(ara,leu)
7697; mcrA ;A(mrr-
hsdRMS-mcrBC) A

Estirpe selvagem

X SITIO DE
NOME SEQUENCIA RESTRICAO
Ama 5’ 5'-CATCTAGAAAGCAATGAGCAAAC-3' Xba |
Ama 5 OUT 5'-CTGGATCCCTAGCATACGCAGAAGCAC-3" Bam HI
GFP50EcoRI 5-GATGAATTCATGAGTAAAGGAG-3’ Eco RI
GAPDHBspEI 5-ATATTGTCCGGAGGGTCGCTC-3 Bsp El
3TMut 5'-GGGAGCCGCTGGCAATGCGCCGTGCATAG .
CGTTGTGG-3'*
2TMut 5-CCAACGGCGAATTCATACTTCGCGCTGTG _
G-3'*
1Cm 5'-CAATACGCCGGCCATAACG-3'* _
2Cm 5-TTCCAAAGGCATTGTCCACG-3' * _
HX1 5-TTCTTCAAAATATGCAGCGG-3 L
* Em destaque as bases mutadas
TABELA 2 — MICRORGANISMOS

MICRORGANISMO FENOTIPO RESISTENCIA REFERENCIA
E. coli DH10B F-;:endA1; recA1; Estreptomicina Invitrogen

Cedido por Mario
Costa Cruz-UNIFESP
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TABELA 3 — PLASMIDEOS

PLASMIDEO CARACTERISTICA RESITENCIA REFERENCIA
pBlueScriptNeo1 Cassete de Ampicilina e Stratagene
neomicina clonado neomicina
EcoRI/Hindlll no
vetor pBlueScript Il
KS
pTREXGFP Gene reporte para Neomicina DaRocha, et al., 2004
GFP
pROCKGFP Gene reporter para Neomicina DaRocha, et al., 2004
GFP
pTREXAmaWTGFP Regiado codificadora Neomicina

da amastina TcA21

5.2. VETORES
5.2.1. Vetor pTREXFGFPNeo (pTREXGFP ou pTGFP)

O vetor pTREXGFP é um vetor de expressao transiente ou estavel
derivados do vetor pTREX (VAZQUEZ e LEVIN, 1999), que possui os sitios de
Xba | e Xho | utilizados na inser¢ao da regido codificadora de GFP (DaROCHA
et al., 2004). Este plasmideo é composto por: regido promotora de RNA
ribossémico (rRNA), que assegura um alto nivel de transcri¢cao; regido 5UTR do
gene TcP2beta (HX1), sinal altamente eficiente para processamento do mRNA
por trans-splicing; regiao codificadora de GFP; regido intercodificadora dos
genes de gGAPDH I e Il, que funcionam como sinais para poliadenilagao de GFP
e trans-splicing do mRNA de Neo e regido codificadora para a neomicina
fosfotransferase (Neo) que confere resisténcia a neomicina e ao seu analogo
G418. Na mesma fase de leitura do gene de resisténcia a neomicina contém a
regido intercodificadora do gene de gGAPDH Il, que sinaliza a poliadenilagao de
Neo (Figura 9).
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FIGURA 9 — MAPA DO VETOR PTREXGFPNEO

FONTE: DaROCHA et al., 2004.
NOTA: Mapa esquematico do vetor pTREXGFPNeo, com os principais sitios de digestdo. Em

destaque as regides codificadoras de neomicina (Neo) e GFP e as promotoras de rRNA, HX1 e
gGAPDH I e Il.
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5.2.2. Vetor pTREXAmaFGFPNeo (pTAF)

Para superexpressar a amastina na cepa G de T. cruzi, a sequéncia
codificadora da amastina do clone de cDNA da TcA21 (Teixeira et al., 1994;
numero de acesso U04339) foi amplificada por PCR utilizando iniciador senso
Ama 5’ (5'-CATCTAGAAAGCAATGAGCAAAC-3 ") e anti-senso Ama 5’ OUT (&'
-CTGGATCCCTAGCATACGCAGAAGCAC-3 "), que contém sitios de restricao
para as enzimas Xba | e Bam HI, respectivamente. O produto amplificado foi
digerido com Xba | e Bam HI, tratado com a enzima SAP (fosfatase alcalina de
camaréo) e ligado ao vetor p TREXGFPNeo digerido com Bam HI/Xho |, gerando
o vetor pTREXAmaFGFPNeo. A confirmagdo da construgao feita por

sequenciamento e digestdo com as enzimas Xba | e Xho | (Figura 10).

Promotor de

Sac | rRNA

BamH |

5’ UTR HX1
Xbal
Amastina
BamH |
pTREXAmaFGFPNeo
(7535 pb) GFP
Xho

Regiao intergénica
Nhe | de gGAPDH le I
Regiao intergénica
de gGAPDH 1

(R) Neo

FIGURA 10 — MAPA DO VETOR pTREXAmaFGFPNeo

FONTE: O autor 2011.

NOTA: Mapa esquematico do vetor p TREXAmaFGFPNeo, com os principais sitios de digestao.
Em destaque as regides codificadoras da amastina, neomicina (Neo) e GFP e as promotoras de
rRNA, HX1 e gGAPDH | e I
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5.2.3. Vetor pTREXAmastinaS5TmFGFPNeo (pT5TM)

A construcado do vetor pT5TM com mutagdes sitio dirigidas para os 5
residuos de treoninas foi realizada por reacdo em cadeia da polimerase (PCR)
utilizando um megaprimer (Figura 11). Inicialmente, a regido codificadora da
amastina em fusdo a GFP (AmastinaF::GFP) foi removida do vetor
pTREXAmastinaFGFP por restricdo com as endonucleases Xba | e Xho | e ligada
para o vetor pBluescript, previamente digerido com as mesmas enzima, dando
origem ao vetor denominado pBSAmaFGFP.

Para gerar a proteina mutada com 5 residuos de treonina substituidos
para alanina (Amastina5Tm), foi realizada uma PCR com Pfu DNA polimerase
(Stratagene), com o DNA molde pBSAmaFGFP e os iniciadores 3TMut, que
anela na regido correspondente as treoninas 37, 40 e 44, substituindo o cédon
de treonina para alanina e 2TMut que anela na regido correspondente as
treoninas 55 e 60, substituindo o codon de treonina para alanina. A condi¢éo da
reacao de PCR foi: Desnaturagao inicial 95 °C por 2 minutos, 30 ciclos de
amplificagdo com desnaturagdo a 95 °C por 20 segundos, anelamento 55 °C por
20 segundos e amplificagédo 72 °C por 2 minutos e 30 segundos. Apos os ciclos

de repeticao a reacao foi mantida a 72° C por 3 minutos e 4 °C por 10 minutos.
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O produto da amplificagao foi submetido a eletroforese em gel de agarose
1% e corado em solugdo de brometo de etidio 0,1 mg/mL. A banda visualizada
foi de aproximadamente 84 pb, tamanho esperado para o fragmento
correspondente ao megaprimer. Esta banda foi purificada utilizando o Kit de
purificacdo de banda de DNA do gel (GE Healthcare), conforme instrugdes do

fabricante e utilizada em uma segunda reagao de PCR.

A fim de obter o vetor pBS5TMutFGFP, foi realizada uma segunda reagao
de PCR com pBSAmaFGFP como molde e o megaprimer como iniciador unico.
A condic¢ao da reacao de PCR foi a mesma da anterior, entretanto ao produto da
amplificacao foi adicionado 1 U Dpn | - endonuclease que reconhece a sequéncia
metilada 5'-GMSATC-3 ' da fita parental e a degrada deixando somente o DNA
com as mutagdes (WEINER, 1994). O produto com Dpn | foi incubado por 2
horas a 37 °C. Ao final da digestédo, a Dpn | foi inativada por 20 min a 80 °C. O
produto pBS5TMutFGFP foi transformado, o DNA plasmidial obtido e

sequenciado para a confirmacao das mutagoes.

Para a obtencdo do vetor de expressdo em T. cruzi com a
AmastinaSTmFGFP. O vetor pPBS5TMutFGFP foi digerido com Xbal e Xhol, para
a obtencdo do fragmento AmastinaS5TmFGFP (1300 pb). O fragmento foi
purificado e ligado ao vetor pTREXAmastinaF GFP previamente digerido com as
mesmas enzimas, substituindo desta forma a proteina de fusdo ndo-mutada
(AmastinaFGFP) pela AmastinaS5TmFGFP. Dando origem ao vetor
pTREXAmastinaS5TmFGFP que foi transformado e sequenciado para

confirmacao das mutagdes.

5.2.4. Vetor pTREXAmastina2CmFGFPNeo (pT2CM)

Para a construgao do vetor pT2CM optamos por modificar a estratégia de
clonagem utilizada anteriormente para as cinco treoninas (Figura 12). Nesta
estratégia utilizamos o pTREXAmastinaFGFP na primeira reagcdo para a
amplificagdo do megaprimer com os cédons das cisteinas mutadas.

Foram utilizados os iniciadores 1Cm que anela na regiado correspondente

a cisteina 42, mutando o cédon de cisteina para alanina e 2Cm para modificar o
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coédon da cisteina 139. O protocolo da reagao de PCR utilizado foi semelhante
ao do item 5.2.3.

O megaprimer de 267 pb foi purificado e utilizado como iniciador da
segunda reacgao de PCR utilizando pTREXAmastinaFGFP como DNA molde. A
reacao foi tratada com Dpn |, deixando somente o vetor de expressdo em T. cruzi
com 0s cédons de cisteinas mutados para alanina,
pTREXAmastina2CmFGFPNeo. Este vetor foi transformado e as mutagdes

confirmadas por sequenciamento.
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5.2.5. Vetor p TREXSPFGFPNeo (pTSP)

Para superexpressar a primeira por¢cao hidrofobica (provavel peptideo
sinal de enderegcamento a membrana) da amastina na cepa G de T. cruzi, a
sequéncia codificadora de GFP foi amplificada do vetor de expressao
pROCKGFP (que n&o possui o sitio de Eco Rl) com os inciciadores GFP50EcoRI
(senso) e GAPDHIR Bsp El (anti-senso) que contém locais de restricdo para as
enzimas EcoRI e Bsp El, respectivamente. O produto amplificado foi digerido
com EcoRI e Bsp El e tratado com a enzima SAP. O produto foi purificado e
clonado no vetor pTREXAmastinaWT (que contém somente a amastina TcA21
nao fusionada a GFP) previamente digerido com as enzimas EcoRIl e Xho |

originando o vetor pTSP. O vetor pTSP foi verificado por sequenciamento.

5.3. PREPARO DE CELULA COMPETENTE

As células bacterianas da estirpe Escherichia coli DH10B, foram
cultivadas a partir do estoque de glicerol 50% estriado em placa contendo meio
LA suplementado com Estreptomicina (80 pg/mL), incubada em estufa a 37 °C.
Apods o crescimento durante a noite, uma colbénia foi coletada e feito um pré-
in6culo em 4 mL de LB suplementado com antibiético e incubado a 37 °C por
cerca de 16 h sob agitagao constante de 150 rpm. Decorrido este tempo o pré-
inoculo foi diluido 100 vezes em meio LB sem antibiotico e cultivado nas mesmas
condigdes até atingir a DO 0,4 a 0,6. A cultura foi mantida em banho de gelo por
20 minutos, com posterior centrifugacao de 4000 rpm 8 minutos a 4
°C. O sobrenadante foi descartado, o precipitado foi suspenso em 30 mL de
MgClz 100 mM e foi centrifugado nas mesmas condi¢des anteriores. O
sobrenadante foi descartado, o precipitado suspenso em 30 mL de CaClz 100
mM e incubado em banho de gelo por 30 minutos. Em seguida, foi centrifugado
a 4000 rpm 8 minutos 4° C, subsequentemente o sobrenadante foi descartado e
o precipitado suspenso em 2 mL de uma solugdao CaCl2 85 mM Gilicerol 15%.
Foram feitas aliquotas de 200uL e estocadas a -80° C (SAMBROOK et al., 1989).
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5.4. TRANSFORMAGAO EM CELULA Escherichia coli DH10B

As reacgbes de interesse (produto de PCR, ligagcdo ou plasmideo
purificado) foram incubadas com 200 pL da suspensdao de E. coli
quimiocompetente por 30 minutos em banho de gelo. Passado este tempo, foi
feito um choque térmico pela incubagao a 42 °C por 2 minutos, seguido de
incubacao de 3 minutos no gelo e posterior adigdo de 800 uL de meio LB para
incubagao sob agitagéo constante de 150 rpm a 37 °C por 45 minutos.

Aliquotas de 100 pL e 900 pL foram espalhadas em meio LA
suplementado com ampicilina (100 pg/mL) e incubadas a 37 °C por 16 horas. As
colbénias crescidas nessas condigdes foram analisadas conforme descrito nos

itens a seguir.

5.5. SELECAO DOS CLONES BACTERIANOS POSITIVOS

As colbnias selecionadas apés transformacéao foram repicadas em placas
estéreis de LA e meio LB contendo 100 pg/mL de ampicilina. Os clones crescidos
em meio LB foram coletados para extracdo de DNA plasmidial. Ao final do
processo as amostras foram ressuspensas e armazenadas a -20 °C até a sua
utilizacdo. A quantificacdo do DNA foi realizada por espectofotometria no
aparelho NanoDrop™.

As digestdes diagnésticas foram realizadas com as endonuclease Xba |l e
Xho | (Fermentas) para confirmar a clonagem dos vetores pTGFP, pTAF, pT5TM,
pT2CM e pTSP. Os tamanhos dos fragmentos esperados para cada digestao

estao listados na tabela 4.
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TABELA 4 — LISTA DOS FRAGMENTOS LIBERADOS DOS VETORES APOS DIGESTAO
COM AS ENZIMAS Xba | E Xhol

VETOR FRAGMENTO TAMANHO DO FRAGMENTO
(pb)
pTGFP GFP 826
pTAF amastina + GFP 1330
pT5TM amastina 5Tm + GFP 1330
pT2CM amastina 2Cm + GFP 1330
pTSP peptideo sinal da amastina + GFP 914

5.6. OBTENCAO DE DNA PLASMIDIAL EM PEQUENA ESCALA — MINIPREP

Os clones bacterianos positivos foram inoculados em 4 mL de meio LB
suplementado com 100 yg/mL de ampicilina e incubados a 37 °C por 16 h sob
agitacado a 150 rpm. Apds o tempo de crescimento a cultura foi entdo coletada e
o DNA plasmidial extraido pelo método de lise alcalina como descrito por
Sambrook e colaboradores, 1989. O DNA foi precipitado com isopropanol 0,61
volumes, lavado com etanol 70%, ressuspenso em 30 pyL de agua ultrapura e
mantido a -20 °C até a sua utilizagdo. A quantificacdo do DNA plasmidial foi

realizada por espectofotometria no aparelho NanoDrop.

5.7. OBTENCAO DE DNA PLASMIDIANO EM LARGA ESCALA — MIDIPREP

Quantidades maiores de DNA plasmidial com uma melhor qualidade
foram extraidas utilizando o Kit QIAGEN Plasmid Plus Midi, conforme descrito
no manual da QIAGEN. Foi feito um pré-inéculo das col6nias positivas em 4 mL
de meio LB suplementado com 100 ug/mL de ampicilina e incubadas a 37 °C por
16 h sob agitacdo constante de 150 rpm. Transcorrido este tempo, a cultura foi
diluida 100 vezes em 200 mL de meio LB suplementado com 100 ug/mL de
ampicilina e novamente incubada nas mesmas condigdes anteriores. As culturas

foram centrifugadas a 5000 rpm e o DNA foi extraido conforme instru¢ées do
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fabricante. O DNA foi suspenso em 100 yL de agua ultrapura e mantido a -20 °C
até a sua utilizacdo. A quantificacdo do DNA foi realizada por espectofotometria

no aparelho NanoDrop.

5.8. SEQUENCIAMENTO DOS VETORES pT5TM E pT1CM

Os sequenciamentos dos vetores foram realizados para confirmar a as
substituicbes dos residuos de treonina e cisteina. O método realizado foi o de
terminacao de Sanger e colaboradores (1977), com o iniciador HX1 e Ama
5'0OUT. As amostras foram sequenciadas no sequenciador automaticos 3500
Genetic Analyzer (Applied Biosystems) e as sequéncias geradas foram

analisadas para confirmar as mutag¢des usando o programa Clustal WI.

5.9. CULTURAS DE T. cruzi

Neste trabalho foram utilizados os parasitos da cepa G (grupo |,
Amazonas-Brasil Opossum) [ZINGALES et al., 2009]. As culturas axénicas das
formas epimastigotas destas estirpes foram mantidas em fase logaritmica de
crescimento, com densidade celular entre 1 e 2 x 107 parasitos/mL, em meio
Liver Infusion Tryptose — LIT, suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino -
SFB (TEIXEIRA e YOSHIDA, 1986).
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5.10. TRANSFECCAO DE FORMAS EPIMASTIGOTAS DO Trypanosoma cruzi

As culturas de epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
transfectadas segundo o protocolo de DaRocha e colaboradores (2004)
modificado. Um total de 4 x 107 parasitos foi utilizado por eletroporagdo. Os
parasitos foram coletados por centrifugagcéo a 5000 rpm por 5 minutos 4 °C. O
sobrenadante foi descartado e o precipitado foi lavado 1X com tampao de
eletroporagao gelado. Seguidamente o precipitado foi suspenso em 400 uL de
tampao de eletroporagéo gelado e foram adicionados 50 ug de DNA plasmidial
(diluido para ficar em um volume final de 50 pL). O homogenato (450 pL)
parasito/DNA foi transferido para a cubeta de eletroporagao estéril (Bio-Rad, 0,2
cm de GAP), pré-resfriada. As amostras foram submetidas a 3 pulsos de 300
volts, 500 uF, utilizando o eletroporador GenePulser® Il Apparatus (Bio-Rad)
com intervalos de 60 segundos entre eles. Os parasitos foram mantidos em
banho de gelo entre os pulsos.

ApoOs a eletroporacédo as cubetas foram transferidas para um banho de
gelo por 3 minutos, sendo os parasitos em seguida transferido para garrafas de
cultura estéril (25 cm?) contendo 5 mL de meio LIT suplementado com 10% de
SFB. Esta cultura foi incubada por 24 h a 28 °C.

5.11. SELECAO DOS PARASITOS TRANSFECTADOS

Vinte quatro horas apos a eletroporagéo foram adicionados ao meio 200
pg/mL de G418 (analogo da Neomicina) para iniciar a selegdo, que foi
considerada eficiente apds a morte do controle negativo (MOCK), representado
pelos parasitos selvagens da cepa G que passaram por todos os passos da
transfecgdo mas nao receberam nenhum vetor.

Os parasitos transfectados com as construcdes pTREXGFPNeo,
pTREXAmastinaFGFPNeo pTREX5TMutFGFPNeo, pTREXCys1MutFGFPNeo
e pTREXSPFGFPNeo foi acrescido ao meio LIT com 10% de SFB doses
crescentes de G418 (100-500 ug/mL) para a obtencao dos parasitos estaveis por
30 dias. Posteriormente foi realizado um decréscimo gradual das doses de 500
a 100 pg/mL de G418 para a manutengao da cultura. Para a cepa G selvagem

(MOCK) a dosagem letal para a selecéo foi de 500 pg/mL de G418.
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5.12. MICROSCOPIA DE FLUORESCENCIA E CONFOCAL

Apoés a obtengao dos parasitos por transfecgao transiente (1 dia apos a
transfecgdo), 200 pyL da cultura foi centrifugado a 3000 rpm 5 minutos. O
sobrenadante foi descartado e acrescido ao precipitado 600 pL de
paraformaldeido 4 %. A suspenséo foi incubada a temperatura ambiente por 5
minutos em seguida centrifugada nas mesmas condi¢gdes anteriores para a
remocao do paraformaldeido. Ao precipitado foi adicionado e 600 uL de DAPI
(4",6-diamidino-2-phenylindole) 1,0 pg/mL diluido em PBS 1 X e incubado em
temperatura ambiente 5 minutos. Em seguida os parasitos passaram por uma
nova centrifugacdo, foi descartado o sobrenadante e o precipitado foi
ressuspendido em 20 pL de fluoromount. A Iamina foi montada com 4 uL da
suspensao e analisadas nos microscopios de fluorescéncia (Zeiss) e/ou confocal
(Radiance 2100, Bio Rad, Hemel Hempstead, UK) [PIRES et al., 2008].

5.13. ANALISE DO T. cruzi POR CITOMETRIA DE FLUXO

Para avaliar a populagdo de parasitos fluorescentes nas culturas
selecionadas, epimastigotas de T. cruzi em meio LIT em fase logaritmica de
crescimento, foram diluidas em LIT para uma densidade de 2 x 10° parasitos/mL
e analisadas em citdmetro de fluxo FACSCalibur (Becton Dickinson). Os
parametros estabelecidos para a analise foram fixados baseados no valor de
corte da autofluorescéncia das formas selvagens da cepa G de T. cruzi. A
fluorescéncia de GFP foi determinada em filtro FL1 (530/30), no total de 10.000
eventos. Os dados gerados pela citometria de fluxo foram analisados pelo

programa Cyflogic versao 1.2.1
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5.14. CURVA DE CRESCIMENTO DOS PARASITOS TRANSFECTADOS

As formas epimastigotas em fase logaritmica de crescimento foram
avaliadas quanto a sua taxa de crescimento partindo-se de um in6culo de 0.5 x
108 parasitos/mL em meio LIT suplementado com 10% com auséncia de G418.
Durante 7 dias uma aliquota foi retirada e as células foram contadas em camara
de Neubauer em duplicata nos quadrantes menores em microscopio Optico
(Leica) na objetiva de 40X. A analise estatistica foi verificada mediante trés
experimentos independentes, pelo programa GraphPad Prism 5, utilizando o

teste de two-way Anova.

5.15. DIFERENCIACAO CELULAR DE EPIMASTIGOTAS EM
TRIPOMASTIGOTAS

A metaciclogénese foi analisada por meio do crescimento de
epimastigotas em meio LIT suplementado com 10% de SFB sem G418 por 13
dias. Durante este periodo, o metabolismo celular intenso gera um meio
deficiente de nutrientes e com pH mais acido, ambiente ideal para o processo de
metaciclogénese. Este experimento foi realizado em conjunto com a curva de
crescimento de epimastigotas. Nos dias 6, 9 e 13 foram retiradas aliquotas de
10 uL da curva, que foram pipetadas em laminulas de vidro e permaneceram a
temperatura ambiente até a sua secagem na capela de fluxo laminar. Em
seguida os parasitos foram fixados com metanol por 10 minutos, lavados 2X com
agua de torneira, corados com Giemsa na diluicao 1:9 por 40 minutos e lavados
3X com agua de torneira. Apds a coloracao, as laminulas foram lavadas com
agua destilada e apos secagem foram montadas com Entellan®. A contagem
diferencial das formas em culturas envelhecidas foi realizada ao microscépio
Optico e as porcentagens de tripomastigotas metaciclicos foram determinadas
apo6s contagem de 300 células de cada ponto. A analise estatistica foi realizada

em 3 experimentos independentes como descrito no item anterior.
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5.16. OBTENCAO DE EXTRATO PROTEICO TOTAL DE EPIMASTIGOTAS DE

T. cruzi

Para avaliar o nivel de express&o das proteinas em formas epimastigotas
do T. cruzi foram preparados extratos proteicos totais das cepas selvagens (wild-
type “WT") e superexpressores. Um total de 1 x 107 parasitos foram coletados
por centrifugacdo a 5000 rpm por 5 minutos a 4 °C e lisados em 100 uL de
tampao de amostra SDS-PAGE 1X, as amostras foram desnaturadas por 5
minutos a 95 °C e passadas extensivamente em seringa de 1 mL com agulha de

3,8 nm de didmetro. As amostras foram mantidas a -80 °C até a sua utilizagao.

5.17. OBTENCAO DA FRAGAO ENRIQUECIDA DE MEMBRANA DE
EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

O fracionamento de proteinas membranares foi realizado para investigar
a presencga de d-amastina WT e mutantes de acordo com o protocolo de Berger
e Kretzler (2002) modificado. Epimastigotas em fase logaritmica de crescimento
(1 x 10° parasitos), foram coletadas por centrifugagdo a 5000 rpm por 5 minutos
a 4 °C, lavadas uma vez em PBS 1X e suspensas em 3 mL de tampao de
extracao de fracdo de membrana. Em seguida os parasitos foram lisados em 5
ciclos de congelamento no nitrogénio liquido e descongelamento em agua a 50
°C. O lisado foi centrifugado a 5000 rpm por 10 min e o sobrenadante (extrato
proteico total - ET) foi submetido a ultracentrifugagado a 105.000 g, 4 °C por 1 h.
O sobrenadante desta centrifugacao continha a fragao enriquecida de proteinas
citoplasmaticas (CFr) e o sedimento a fracao enriquecida de membrana (MFr). A
fracao enriquecida de membrana foi suspensa em 100 uyL de tampé&o de extracao
de proteina de membrana. As concentracbes proteicas das amostras foram
determinadas segundo o método quantitativo de Bradford (1976) pela leitura das
absorbancias a 600 nm, comparando os resultados com uma curva padrao de

BSA. As amostras foram armazenadas a -80 °C até a sua utilizacao.
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5.18. SDS-PAGE DO EXTRATO PROTEICO TOTAL E DAS FRACOES
ENRIQUECIDAS

Para analises de eletroforese em gel SDS-PAGE, a quantidade de
proteina aplicada foi normalizada pelo nimero de parasitos por canaleta (1 x 10°
parasitos/canaleta). Cerca de 10 uyL do extrato proteico total (1 x 107
parasitos/mL) foram submetidos a separagdo eletroforética em gel de
poliacrilamida 12% (solugéo 29:1 de acrilaminda 4% e bisacrilamida 0.1%; Tris-
HCI 375 mM pH 8.8; 0.1% de SDS) [SOBIESZEK, 1994]. A corrida foi feita em
cuba de eletroforese vertical (Bio-Rad) com tampao SDS-PAGE 1X a 100 V até

o desaparecimento do marcador de peso molecular.

5.19. COLORACAO COM AZUL DE COMASSIE

Os géis corados com Azul de Coomassie foram incubados em uma
solugdo de Azul de Coomassie (0.1% de azul de coomassie em solugéo de
metanol: acido acético: agua, na razéo 5:2:2) por 3h, seguida de descoramento

em solugao de metanol 30% e acido acético 10%.

5.20. COLORACAO COM PRATA

Depois de realizada a corrida eletroforética, gel foi lavado por 5 minutos
com agua destilada e fixados em solugdo fixadora (etanol 40%; acido acético
12% e formaldeido 0.02%) por no maximo 16 h. Em seguida foi lavado 2X com
etanol 30% por 10 minutos e 1X com agua destilada por 20 minutos sob agitagéao.
Foi entdo sensibilizado com tiossulfato de sédio 0.02% por 1 minuto e lavado 3X
com agua destilada. Subsequentemente, foi corado com nitrato de prata 0.1%
sob agitagdo em banho de gelo por 20 minutos. Transcorrido este tempo foi
lavado 5X com agua destilada e revelado em solucao de revelagao (carbonato
de sddio 3% e formaldeido 0.05%) até o aparecimento das bandas. Apos este
passo foi lavado 3X com agua destilada e a revelagao foi interrompida com a

adicao de acido acético 5% por 1 minuto. O gel foi lavado 3X com agua destilada
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por 10 minutos e armazenado com agua destilada em frasco vedado a 4 °C por

no maximo 3 dias.

5.21. WESTERN BLOT DE PROTEINAS DE EPIMASTIGOTAS DE T cruzi

As proteinas submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida 12%
foram transferidas para uma membrana de nitrocelulose Hybond-C (Amersham)
e incubadas com o anti-soro primario de interesse por 1 h (anti-GFP camundongo
Santa Cruz 1:3000, cedido gentilmente pela Prof.2 Dr.2 Santuza Teixeira - UFMG;
anti-PEPCK coelho 1:200 cedido gentiimente pelo Dr. Sténio Perdigéo Fragoso
ICC-FIOCRUZ e anti-TcHOLA coelho 1:1000 cedido gentilmente pela Dr.2
Daniela Fiori Gradia ICC-FIOCRUZ). Posteriormente foram incubadas 1h com
IgG conjugado a peroxidase de camundongo (BioRad 1:5000) ou coelho (BioRad
1:1000) e reveladas por quimioluminescéncia (Kit Amarsham ECL Western

blotting detection reagent).
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6. RESULTADOS

6.1. CONSTRUCAO DOS VETORES DE EXPRESSAO ECTOPICA DE &-
AMASTINAS MUTADAS EM Trypanosoma cruzi

Para investigar a fungdo das proteinas ®-amastinas, foram construidas
versoes do vetor expressao de T. cruzi p TREXGFPNeo, contendo a d-amastina
TcA21 selvagem e formas mutadas. Para isso foram feitas 4 construgbes
fusionadas ao gene repérter GFP: -amastina selvagem (AF); 8-amastina com 5
residuos de treoninas conservados (posigdes 37, 40, 44, 55 e 60), na primeira
regido extracelular das d-amastinas, mutados para alanina (5TM); amastina com
2 residuos de cisteinas conservados (posigoes 42 e 139), mutados para alanina
(2CM) e proteina truncada contendo somente a primeira regiao transmembrana,
provavel peptideo sinal de enderegcamento a membrana (SP) [Figura 13 A].

Na geragao dos vetores com as formas mutantes foi utilizada uma técnica
chamada PCR megaprimer, que € um método com duas etapas de PCR. Etapa
1: Reacédo de PCR utilizando iniciadores para a insercdo das mutagdes no
amplicon chamado megaprimer. Etapa 2: Reagdao de PCR utilizando o

megaprimer para a amplificacdo do vetor inteiro (Figura 13 B).
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A [ G )> AF (1330 pb)
[ [ e GER)> 5TM (1330 pb)
(]

T37,40,44,55,60A

l lI [T Ill [GFRE > 2CM (1330 pb)

C42A C139A

[ I CFER)> SP (940 pb)

- BamHl (817) - BamHl (817)
o HEL HXL
1 Xbal (1050) 1 Xbal (1050)

BamHI (1584)

BamHI (1584)

pT5TM
7531 bp

Xhol (2376) Xhol (2376)

S
7

FIGURA 13 — ESQUEMA DAS PROTEINAS DE FUSAO E VETORES DE EXPRESSAO DAS
FORMAS DE 6—~AMASTINAS MUTADAS.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: (A) Representagdo esquematica das proteinas geradas fusionadas a GFP. AF: ©&-
amastina selvagem em fusdo a GFP. 5TM: d-amastina com mutagdes pontuais nas 5 treoninas
para alaninas (T37A, T40A, T44A, T55A e T60A) em fusdo a GFP. 2CM: d-amastina com
mutagdes pontuais em 2 cisteinas (C42A, C139A) em fusdo a GFP. SP: proteina truncada
contendo apenas o peptideo sinal de enderecamento para membrana em fusdo a GFP. As
regides hidrofébicas estdo destacadas em rosa e hidrofilicas em laranja. As linhas pretas estao
destacando os locais de inser¢cao das mutagdes nas treoninas e cisteinas. A regido em verde
representa o gene repoérter GFP fusionado na regido C-terminal de cada proteina. (B) Desenho
esquematico dos vetores pT5TM e pT1CM.

Para as construcdes feitas com essa metodologia utilizamos nas reagdes
de PCR a Pfu DNA polimerase que com alta capacidade revisora. Na construcao
da d-amastina com 5 treoninas mutadas para alaninas (Amastina5Tm), fizemos
a primeira reagao para gerar o megaprimer de 84 pb contendo os cdédons
modificados para alaninas nas posi¢des (T37A, T40A, T44A, T55A e T60A). Para
as cisteinas o megaprimer gerado foi de 267 pb com as mutagbes C42A e
C139A. Os pesos moleculares de cada megaprimer purificado apds a reagao

foram confirmados por eletroforese em gel de agarose 1% (Figura 14).
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FIGURA 14 — GEL DE PURIFICACAO DO MEGAPRIMER PARA A INSERCAO DAS
MUTACOES NAS CISTEINAS.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: Gel contendo a purificagdo do megaprimer (MegaP) — 267 pb — amplificado pela reacéo
de PCR com a Pfu DNA polimerase, utilizando os primers (1CM e 2CM) para inserir os cédons
mutados nas cisteinas 42 e139. Os valores a esquerda do gel correspondem ao tamanho dos
fragmentos em pares de base do marcador (Kb).

Os megaprimers purificados foram utilizados em uma segunda reagao de
PCR como descrito anteriormente, e os produtos de amplificacdo foram tratados
com Dpn | para a degradacédo do DNA parental.

Para certificar que os plasmideos extraidos das bactérias transformadas
possuiam os tamanhos correto, foram realizadas digestdes com as
endonucleases Xba | e Xho |, indicando que os vetores continham os fragmentos
de tamanho esperado (Figura 15). Para o controle pTGFP de 826 pb,
correspondente ao tamanho da regido codificadora de GFP e um fragmento de
1330 pb para os vetores pTAF, pT5TM e pT1CM, correspondente ao peso
molecular do fragmento de amastina (selvagem ou mutante) em fusao a GFP. A
proteina truncada pTSP possui um fragmento de 914 pb, peso molecular da
regido codificadora da primeira transmembrana em fusdo com GFP (possivel

peptideo sinal).
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1500 ==
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750 ~ <4— 826 pb
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250 =

FIGURA 15 — PERFIL DE RESTRICAO DOS VETORES DIGERIDOS COM AS
ENDONUCLEASES Xba | E Xho .

FONTE: O autor (2011).

NOTA: A primeira canaleta mostra o marcador de peso molecular, com os valores em pares de
bases para cada fragmento a esquerda. As demais canaletas exibem o perfil de restricdo para
cada vetor pTGFP (826 pb), pTAF, pT5TM e pT1CM (1330 pb) e pTSP (914 pb).

As clonagens dos vetores com as mutagbes foram confirmadas por
sequenciamento utilizando o primer HX1 que anela no final da regido HX1 do
vetor pTREX. Os resultados dos sequenciamentos mostram as insercdes
corretas das mutagdes das 5 treoninas para alaninas (Figura 16 A e B) e somente
a cisteina 42 mutada para alanina (Figura 17 A e B). Os passos para a mutacao
da cisteina 139 foram repetidos, mas nado obtivemos éxito nas estratégias
utilizadas. Devido ao fato de somente a cisteina 42 ser mutada nés renomeamos
o vetor pT2CM para pT1CM.
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A Tchzl
5TH

TchZl
5TH

TchZl
3TH

TcaZl
5TH

TchZl
5TH

TchZl
3TH

TcaZl
5TH

TchZl
5TH

TchZl
5TH

B) s
TcAzl
5TM
TcAz1
5TM

TchZl

———-ATGAGCAAACTTGECGCGATTCI CTACGGT GTGGTGGECTICCTIGCCTTCCTGT 55
AGCAATGAGCRRACTTGECGCGATTCTCTACGGIGIGGTIGGECTICCTIGCCTTCCTGT 240

o oy o o o o o o o e e o o o e o o o o o o e o o o o o o o e o e o e ol o o o e o o e o o e o

TCGIGCIGGTITGGEACGICEATAGACCAGITCCGCGOGARAGRGRRGEEAGCC GGCA 115
TCGTGCTGETTGEEACGLCGAT AGACCAGT TCCGCGEGAR AGRGRAGEEAGCC GGCA 300

o R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R R R RO R R R R R R R R OR R R R R

AC CCGIGCAT TGIGGEGAATTAAGGRAGRCTGCCACAGT GTATGAAT 175
AC CCGIGCAT TEIGGEGAATTRAAGGRAGACTGCCACAGT GTATGAAT 360

HH EAEEEREEEERERE AAAEAAAAAAEAAAAEAAEAAAAAAAARAAAAARER AAAAAR AR AR R

TC GITGGEEAAGATTTTCGTGRAAT GCCCCTCAGT CTT GAGGCTIGTTICAGGAT GGCCE 235
IC GITGGEEAAGATTTTCGTGAAT GCCCCTCAGT CTT GAGGCIGTICAGGAT GGECE 420

o e o e o o o o o o o o o o o e o e o o o e oo o o o o e oo o o o o e ol o o ol o ol o o o o e o e o o e o

AGGCGITCTCCATTATTICCATITTGITGCTGCTITGCTGCCACCGCACTTGECGIGECGE 255
AGGCGITCTCCATTATTTCCATTITTGI TGCTGCTTGETGCCACCGCACTTGECGTIGGEGE 480

o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R O R R R R R R R o R R

CACACTICTIGCCTARAAT CTCTCRARAGATCTTTGCGACCCTGCIGTIGGT GGTCAGCATTG 355
CACACTICTIGCCTARRAT CTCTCRARAGATCTTTIGCGACCCTGCTGTIGGI GG CAGCATTG 540

A R A R A A AR A A A AR AR AR AR AR R AR A AR AR R AR kR

TGACGETTGGGCTCGTTIGGATACCCATGECCTACTITTACARCCATGACGTGGACAATT 415
TGACGETTIGGECTCGITIGGATACCCATGECCTACTITTACARCCATGACGTIGGACARATT 600
g B R R O R e e o B o RO R R R R R o R R R R R R e e

GCTITTGGAACACCGCTCARRRCAGGTICEGARATACGETGETGECTITGICATCATTGIGA 475
GCTITTGGAACACCGCTCARRRCAGGTICEARATACGETGETGECTITGICATCATTGIGA 660

o R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R O R R R R R R R o R R

ITTGGATGGTGCCTEATATTTGT CGCCGTCGTGCITCIGCGTAT GCTAGEGATCC—————— 523
ITTGGATGGTGCCTEATATTTIGT CGCCGTCGT GCTITCIGCGTAT GCTAGEGAT CCAAGRAG T20

o oy o o o o o R o o o R o o o R o o o o oo o o o o o o o o o o o o o R o o R o o o e o

L FLEVLVGIPIDQFRARERGARGHNRPCINLWGIEEDCHS

228 LXFLFVLVGIPIDQFRARERGARGNAPCIALWGIEEDCHS
15 LAFLFVLVGIPIDQFRAKEFGRARGNEPCIELWGIEEDCHS

FEMAEAFSITISILLLLAATALGVARAFCLESLEIFATLLLVVSIVIVGLVNIFMAYFYNH

GEDFRECPSVLEL 407
GEDFRECPSVLEL
GEDFEECPSVLRL 74

72 FEMAEAFSIISILLLLAATALGVAAHFCLESLEIFATLLLVVSIVIVGLVWIFMAYFYNH 134

588 DVDNCFGIPLETGSKYGGGFVIIVIGWNCLIFVAVVLLEML 707
DVDNCFGIPLETIGSKYGGGFVIIVIGWCLIFVAVVLLEML
135 DVDNCFGIPLETGSKYGGGFVIIVIGWNCLIFVAVVLLEML 174

FIGURA 16 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS E AMINOACIDOS DA
O0-AMASTINA TcA21 COM O MUTANTE 5TM.
FONTE: O autor (2011).

NOTA: (A) mostra o alinhamento das sequéncias de nucleotideos da TcA21 e 5TM realizado
pelo programa Clustal IW 2 e a marcagdo em verde destaca as mudangas dos 5 cédons de
treoninas para alaninas. No painel (B) a comparagédo de aminoacidos da TcA21 e 5TM utilizando
como ferramenta de bioinformatica blastx e em verde a confirmagao das 5 mutagdes T/A.
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A) 2cH ATGAGCARACTTGECGCGATTCTCTACGETGT GGTGEGCTTCCTTGCCTTCCTETTC 240
Tch21 ATGAGCAAACTTGECGCGATTCTCTACGETGT GETEEGCTTCCTTGCCTTCCTETTC 57
AR R AR R AR AR AR A AR A AR A AR A A AR AR AR R AR R R R AR R AR R Rw
2cM GTGCTGGTTGEGACGCCGATAGRCCAGTT COBCGCGARAGAGARGGGAGCCACT GECARL 300
TcA21 GTGCIGGTTGGGACGCCGATAGACCAGTTCCGCGCGARAGAGAAGGGAGCCACTGGCARC 117
R A A R R A A AR R A AR A AR AR A AR A AR AR A AR R RE R AR R AR R AR R AR R Rw
2cM ACGCCGBCCATAACGTT GTGEGGAATTAAGGARGACT GCCACAGCACGAAGTAT GAATTC 360
TcAZ1 ACGCCGTGCATAACGTTGTGGGGAATTAAGGAAGACTGCCACAGCACGARAGTATGRAATTC 177
o o o o o o oy o o o o o o R ok o o o oo o o o oo o o ok R o o oo o o o R o o o o o R o o o o o
2cM ACCGTTGGGGARGATTTTCGTGAATGCCCCTCAGT CTTRAGGCTGTTCAGGATGGCCGAG 420
TcAZ1 ACCGTITGGGGAAGATTTTCGTGAATGCCCCTCAGTCTTGAGGCTGTTCAGGATGGCOGAG 237
o oy o o o ok o o o o o o R o R o o R o o o ool R ok o o o R o o o o oo o o ok o oo o oo o o o R o R o R
2cM GCGTTCTCCATTATTTCCATTTTGTTGCTGCTTGCT GCCACCGCACTTGGCGTGEORGCA 480
TcAZ1 GCGTICTCCATTATTTCCATTTTGTTGCTGCTTGCTGCCACCGCACTTGGCGTGGCGGCR 297
o oy o o o ok o o o o o o R o R o o R o o o ool R ok o o o R o o o o oo o o ok o oo o oo o o o R o R o R
2cM CACTTCTGCCTARAATCTCTCAAGAT CTTTGCGACCCTGCTGT TGGTGGTCAGCATTGTG 540
TcAZ1 CACTICTGCCTARAATCTCTCAAGATCTTTGCGACCCTGCTGTIGGTGGTCAGCATIGTG 357
o o o o o o o o o o o o e o e o o o o ol ol e oo o ol o o ol o o o o o o o ol o ool o e o e o R o e
2cM ACGGTTGGGCTCETTTGGATACCCAT GECCTACTTTTACAACCAT GACGTGGACARTIGE 600
TcAZ1 ACGGITGGGCTCGTTTGGATACCCATGGCCTACTTTTACARCCATGACGTGGACAATEGE 417
o R R R ok R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R R R R R R R R R
acM TTTGGAACACCGCTCAARACAGET TCGARATACGGTGGTGECTTTGTCATCATT GTGATT 660
TcAZ1 TTITGGAACACCGCTCAARRCAGGTTCGAAATACGGTGGTGGCTTTGTCATCATTGTGATT 477
o R R R ok R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R R RO R R R R R R R R R R R R
2cM ACGGARANTACC 852
Teh2l ————m——m -
B) 2CM 238 FVLVGTPIDQFRAKERGATGNTPATTLWGIKEDCHSTRYEFTVGEDFRECPSVIELFRMA 417
FVLVGTPIDQFRAKEKGAT GNT PCI TLWGIKEDCHS TRYEFTVGEDFRECPSVIELFRMA
TcA2l 1% FVLVGTPIDQFRAKERGATGNTPCITLWGIKEDCHSTRYEFTVGEDFRECPSVIELFRMA 78
2CM 418 EAFSIISI111laatalgvaaHFCLESLKIFATLLLVVSIVIVGLVWIPMAYFYNHDVDN 537
EAFSIISILLLLAATALGVARHFCLKSLKIFATLLLVVSIVIVGLVWIEPMAY FYNHDVDN
TcA2l 79 EAFSITSILLLLAATALGVAAHFCLESLKIFATLLLVVSIVIVGLVWIPMAYFYNHDVDN 138
2CM 593 EFGTPLETGSKYGGGFVI IVIGWCLIFVAVVLLEML 705

EFGTPLETGSEYGGEFVI IVIGNCLIFVAVVLLEML

Tcaz2l 13% CEFGTPLETGSRYGGGFVIIVIGNCLIFVAVVLLEML 174

FIGURA 17 — ALINHAMENTO DAS SEQUENCIAS DE NUCLEOTIDEOS E AMINOACIDOS DA
0-AMASTINA TcA21 COM O MUTANTE 2CM.
FONTE: O autor (2011).

NOTA: (A) mostra o alinhamento das sequéncias de nucleotideos da TcA21 e 2CM realizado
pelo programa Clustal IW 2 e a marcagdo em amarelo destaca a mudancga do cédon da cisteina
42 para alanina (C42A) e em azul mostra que o codon da cisteina 139 néo foi mutado. O painel
(B) mostra a comparagéo de aminoacidos da TcA21 e 2CM utilizando como ferramenta de
bioinformatica blastx, em amarelo a confirmagado da mutagdo C42A e em azul a confirmacgéao a
nao mutacao da cisteina 139.

67



6.2. OBTENCAO DOS TRANSFECTANTES COM OS VETORES pT5TM,
pT1CM E pTSP

As culturas de epimastigotas da cepa G de T. cruzi foram transfectadas
por eletroporagdo com aproximadamente 100 ug de cada vetor nao linearizado.
Ap0s vinte quatro horas da eletroporagéo, foi acrescentada a cultura 100 ug/mL
de G418 e as células resistentes a droga foram selecionadas com um aumento
gradual de G418 a cada semana por 30 dias até atingir 500 ug/mL. Os parasitos
considerados resistentes foram os que se apresentaram viaveis ao término
destes 30 dias quando comparados com o controle negativo (parasitos
eletroporados sem DNA).

Neste tempo de selecao também foi verificada a selecado por meio da
expressao do gene reporter GFP. Observamos que a eficiéncia da transfeccao
pela quantidade de parasito expressando GFP apds 24 horas foi menor que 1%,
mas ao fim da selecao (30 dias apds a transfecg¢ao), a quantidade de parasitos
fluorescentes aumentou consideravelmente, como mostram os resultados de
citometria de fluxo dos parasitos transfectados (Figura 18). A figura 18 A mostra
as porcentagens de epimastigotas expressando o gene repérter GFP para as
culturas controle transfectadas com o pTGFP e pTAF cedidas pelo grupo do Prof.
Dr Renato Motara da UNIFESP. Podemos observar que 97,58% da cultura
transfectada com pTGFP, expressa o gene repoérter mostrando a
homogeneidade de fluorescentes da cultura. Isto também €& observado nos
parasitos expressando amastina em fusdo com GFP (AF::GFP) com uma
porcentagem de 86,43% de fluorescentes.

Quando comparados com as demais culturas, os parasitos carregando
formas mutadas de amastina apresentaram uma redugao consideravel da
porcentagem de parasitos fluorescentes, principalmente para o mutante
expressando 5TM::GFP (Figura 18 B) que foi de 4,36% e SP::GFP 44,58%
(Figura 18 D). Ja o mutante 1CM::GFP (Figura 18 C) apresentou uma maior
homogeneidade de fluorescentes 78,5%, um valor bem préximo aos dos

controles.
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6.3. AVALIACAO E LOCALIZAGAO DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS
FLUORESCENTES

A localizagéo das proteinas selvagem (AF::GFP) e mutadas (5TM::GFP e
1CM::GFP) com GFP fusionada no N-terminal, foi realizada apds a seleg¢ao dos
parasitos transfectados. Para averiguar as suas localizagdes foram preparadas
laminas para analise de microscopia confocal e extrato protéico total para a
confirmagao por meio de Western blots com anti-GFP.

As laminas para as analises por microscopia confocal das culturas de
epimastigotas expressando GFP, AF::GFP , 5TM::GFP, 1CM::GFP e SP::GFP
em fase exponencial de crescimento foram preparadas por centrifugagéo a 3000
rom 10 minutos, ressuspendidas em PBS 1X para lavagem e tratadas com DAPI
para a coloracido do nucleo e cinetoplasto. Posteriormente foram realizadas as
localizagdes no microscopio confocal a laser. A Figura 19 mostra os parasitos
transfectados expressando 5TM::GFP, 1CM::GFP e SP::GFP e os controles de
GFP e AF::GFP.

Observa-se que no parasito expressando GFP (Figura 19 A-C) a
marcacao da proteina esta fortemente dispersa por toda a célula indicando uma
marcacgao citoplasmatica. Ja no expressando AF::GFP ha uma marcagao de
membrana plasmatica e um sinal fraco disperso no citoplasma (Figura 19 D-F).

Para as d-amastinas mutantes é observado um padrao de localizacéo de
membrana para a 1CM::GFP, semelhante aos observados na AF::GFP (Figura
19 J-M). Entretanto a 5TM::GFP apresenta um sinal diferenciado, com pouca
marcagao de membrana, acumulo citoplasmatico, possivelmente em alguma
organela, e envoltério perinuclear (Figura 19 G-I). A localizagdo da SP::GFP
(Figura 19 N-P) é perinuclear com marcagao dispersa em organelas

citoplasmaticas.
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FIGURA 19 — LOCALIZACAO SUBCELULAR DAS PROTEINAS 5-AMASTINA SELVAGEM E
MUTADAS EM FUSAO COM GFP EXPRESSAS EM FORMAS EPIMASTIGOTAS DA CEPA G
DE T. cruzi.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: As imagens foram obtidas por microscopia confocal utilizando a objetiva de 100x e zoom
de 2,2x (Confocal Radiance 2100, Bio Rad, Hemel Hempstead, UK). (A-C) superexpressao de
GFP (proteina verde fluorescente). (D-F) d-amastina (TcA21) em fusdo com GFP (AF). (G-I) &-
amastina com as 5 mutagdes treoninas/alaninas (5TM) em fusdo com GFP. (J-M) d-amastina
com 1 mutagéo cisteina/alanina (1CM) em fusdo com GFP. (N-P) possivel peptideo sinal da 6-
amastina em fusdo com GFP. (A, D, G, J e N) marcagéo do cinetoplasto “C” e do nucleo “N” com
DAPI. (B, E, H, L e O) marcagédo do GFP com o filtro de FITC. (C, F, I, M e P) sobreposi¢ao das
imagens com a marcagéo de DAPI e GFP.
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A fim de confirmar a expressado correta destas proteinas realizamos
ensaios de Western blot com anticorpos especificos anti-GFP e anti-PEPCK em
diferentes condi¢des. A Figura 20 mostra os resultados do Western blots das
amostras do extrato protéico total de epimastigotas WT, GFP e AF::GFP em
diferentes condicoes.

Os dados do imunoblote mostram um proteina da 26,8 kDa para o
superexpressor de GFP e 44,16 kDa para a proteina AF::.GFP, tamanhos
preditos por analises in silico. No entanto ao alteramos as condi¢cdes de preparo
das mostras notamos alteracdes neste perfil esperado. Notamos que ao aquecer
as amostras a 100 °C por 10 minutos na presenga do agente redutor B-
mercaptoetanol a migragao da proteina € alterada (Figura 20 A). A banda que é
de 44,16 kDa apresenta com um peso maior que 66 kDa. Nas demais condi¢cdes
este padrdo nao é encontrado.

Como controle de aplicacdo das amostras, avaliamos a presenca da
proteina glicossomal chamada fosfoenolpiruvato carboxiquinase (PEPCK), com
o anticorpo anti-PEPCK e observamos que todas as amostras apresentaram
quantidades semelhantes da proteina e seu padrao de migragao nao foi afetado
nas diferentes condigdes desnaturantes (peso molecular tedrico ~58,9 kDa).

Na Figura 20B é possivel observar que as amostras nao fervidas néo
exibem alteragcdo no padrédo de migracdo das proteinas GFP e AF::GFP nos
diferentes tratamentos. Este resultado sugere a formacdo de um artefato de
migragdo, como formagao de aglomerados proteicos devido a utilizagdo do
agente redutor B-mercaptoetanol somado a fervura da amostra e ndo um

aumento do peso molecular por glicosilacdo da proteina como se pensava.
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FIGURA 20 — ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DE FUSAO EM DIFERENTES
CONDICOES DESNATURANTES POR MEIO DE WESTERN BLOT.

FONTE: O autor (2011).
NOTA: Extratos protéicos totais de 0,8 x 107 parasitos por pogo foram analisados com anticorpo

monoclonal anti-GFP (1:3000) e com anti-PEPCK (1:200). Nos painéis (A e B) os numeros do
lado esquerdo representam os pesos moleculares do marcador molecular e as nomenclaturas
na porgado superior os parasitos analisados. WT = T. cruzi da cepa G selvagem, GFP =
transfectante expressando GFP, AF = transfectante expressando &-amastina (TcA21) em fuséo
com GFP. As diferentes condigbes desnaturantes estdo representadas na porgao direita dos
painéis: DTT 5mM, B-mercaptoetanol 5% e aquecimento de 100° C por 10 min. (A) apresenta as
amostras fervidas e (B) as néo fervidas. A proteina controle utilizada foi a PEPCK. Todas as
amostras foram tratadas com tampao SDS-PAGE (Tris-HCI 50mM, pH 6,8, Glicerol 10%, SDS
2%, azul de bromofenol 0,1%). * GFP peso molecular 26,8 kDa. **PECK peso molecular de 58,9
kDa.

Depois de analisadas as diferentes condi¢cées de preparo das amostras
para eletroforese, optamos por ndo aquecermos as amostras e tratarmos com 5

mM de DTT. Fixada estas condi¢cbes realizamos outro Western blot com as
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amostras dos extratos protéicos dos parasitos transfectados GFP, AF::GFP,
5TM::GFP, 1CM::GFP e SP::GFP (Figura 21).

Observamos a presenca das proteinas com os tamanhos esperados de
aproximadamente 26,8 kDa para o GFP, 44,16 kDa para as proteinas AF::GFP,
5TM::GFP e 1CM::GFP e 33,31 kDa para SP::GFP (Figura 21A).. A intensidade
da banda corrobora com os dados de citometria de fluxo, que mostram a baixa
expressao de GFP para o transfectado 5TM quando comparado com os demais.
Na Figura 21B foi possivel observar que a quantidade da proteina controle

PEPCK (58,9 kDa) nao foi alterada em todas as amostras.

A) kDa WT GFP AF 5TM 1CM SP

Anti-GFP*

B)
<« Anti-PEPCK**

FIGURA 21 - ANALISE DA EXPRESSAO DAS PROTEINAS DE FUSAO MUTADAS E
SELVAGENS.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: Extratos protéicos totais de 0,8 x 107 parasitos por pogo foram analisados com anticorpo
monoclonal anti-GFP (1:3000) no painel A e com anti-PEPCK (1:200) no painel B. No painel (A)
os numeros do lado esquerdo representam os pesos moleculares das proteinas do marcador
molecular e as nomenclaturas na porgao superior os parasitos analisados. WT = T. cruzi da cepa
G selvagem, GFP = transfectado expressando GFP, AF = transfectado expressando &-amastina
(TcA21) em fusdo com GFP, 5TM = transfectado expressando &-amastina com 5 treoninas
mutadas em fusdo com GFP, 1CM = transfectado expressando &-amastina com 1 cisteina
mutada em fusdo com GFP e SP = regido do provavel peptideo sinal da d-amastina fusionado
com GFP. Em (B) a analise da proteina PEPCK utilizada como controle nesta andlise. As
amostras foram tratadas com tampéao SDS-PAGE com 5mM de DTT e nao foram aquecidas a
100° C. * GFP peso molecular 26,8 kDa. **PECK peso molecular de 58,9 kDa.
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6.4. CONFIRMACAO DA EXPRESSAO NA SUPERFICIE DE EPIMASTIGOTAS

Depois de verificar a expressao das proteinas mutadas por microscopia
confocal e Western blot do extrato protéico total, nés decidimos obter fragdes
enriquecidas de membranas em condi¢gdes n&o desnaturantes, uma vez que
temos como perspectiva utilizar essas fragdes em ensaios de co-
imunopreciptagado para identificar proteinas parceiras. Previamente, as culturas
de epimatigotas transfectadas em fase exponencial foram homgeneizadas com
tampao de extracéo de fragdo de membrana e armazenados por 48 horas a -20
°C. Posteriormente, estes parasitos foram lisados com cinco ciclos de
congelamento e descongelamento, centrifugados a 3000 rpm e
ultracentrifugados a 105.000 g, o sobrenadante da ultracentrifugacao
corresponde a fragao de proteinas soluveis citoplasmaticas e organelares (S) e
precipitado com a fragdo enriquecida de membrana (M).

Estas fracbes foram submetidas a coloracdo com prata (dados nao
mostrados) e analises por Western blot utilizando o anticorpo anti-GFP e anti-
TcHola, como mostrado na Figura 22. Na Figura 22A, com a incubagéo com
anticorpo anti-GFP, podemos observar um enriquecimento de GFP (26,8 kDa)
na fracdo S e auséncia na fragcdo M, confirmando os dados de localizagao
citoplasmatica por microscopia confocal.

Para os parasitos expressando a AF::GFP, 5TM::GFP e 1CM::GFP (44,16
kDa) e SP::GFP (33,31 kDa) é possivel observar o inverso, com um maior
enriquecimento M e auséncia na fragdo S. Estes dados também corroboram os
dados de microscopia, para a AF::GFP e 1CM::GFP que possuem localizagao
de membrana. Ele também torna mais conciso os dados da localizagado da
5TM::GFP que é dispersa no citoplasma, envoltério perinuclear e membrana,
mostrando que a mutagcdo levou a uma localizacdo diferenciada, mas que a
proteina continua localizada na membrana, sendo parte localizada na membrana
plasmatica e parte na membrana de outras organelas.

A eficiéncia do fracionamento subcelular foi confirmada por meio do
Western blot (Figura 22A) dessas fragdes utilizando anti-TcHola diluido (1:1000).
A TcHola é uma GTPase de 45 kDa que pode se encontrar associada a
ribossomos, podendo fazer parte do complexo de ribonucleoproteinas

relacionadas com o processo traducional em T. cruzi (GRADIA, et al., 2009).
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Porém de acordo com os resultados encontrados, notamos que nao foi uma boa
escolha para a confirmacado da eficiéncia, visto que pode ser encontrada
associada ou ndo a ribossomos, isto explica o seu aparecimento tanto na fracéo

enriquecida de membrana quanto na fragao soluvel.

GFP AF 5TM 1CM
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PT S M PT § M
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35—
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45 WD @GNS - GNP == QU < Anti-TcHola™

FIGURA 22 — LOCALIZACAO DAS PROTEINAS DAS FRACOES SUBCELULARES DOS
EPIMASTIGOTAS TRANFECTADOS.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: As fragdes enriquecidas foram analisadas com anticorpo monoclonal anti-GFP (1:3000)
e com anti-TcHola (1:1000) no painel A e B. Os nimeros do lado esquerdo representam os pesos
moleculares das proteinas do marcador molecular e as nomenclaturas na por¢géo superior 0s
parasitos analisados e as respectivas. GFP = transfectado expressando GFP, AF = transfectado
expressando &-amastina (TcA21) em fusdo com GFP, 5TM = transfectado expressando ©&-
amastina com 5 treoninas mutadas em fusao com GFP, 1CM = transfectado expressando &-
amastina com 1 cisteina mutada em fusdo com GFP e SP = regido do provavel peptideo sinal da
O0-amastina fusionado com GFP, PT = proteinas totais, S =fragdo sollveis citoplasmatica e
organelares enriquecida e M = fracdo de membrana enriquecida. As amostras foram tratadas
com tampao SDS-PAGE com 5mM de DTT e ndo foram aquecidas a 100° C. * GFP peso
molecular 26,8 kDa. **TcHola peso molecular de 45 kDa.

A figura 22B, mostra o Western blot mostra o enriquecimento da proteina
contento o SP::GFP na fragdo de membrana (33,31 kDa), corroborando com os
dados de microscopia. A TcHola também foi utilizada como controle no

experimento.
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6.5. ANALISES FENOTIPICAS DOS TRANSFECTANTES

6.5.1. Morfologia dos transfectados

A morfologia dos parasitos foi observada apos selegcdo. As culturas dos
epimastigotas transfectados expressando GFP, AF:GFP, 5TM:GFP e
1CM::GFP em fase de crescimento exponencial (1 x 107 parasitos/mL), foram
coradas com Giemsa e analisadas ao microscopio otico. Nao foi possivel
observar alteragdes morfolégicas visiveis nas epimastigotas transfectadas
quando comparadas aos parasitos selvagens. odos os parasitos apresentaram
aspectos tipicos de epimastigotas, com flagelo longo, nucleo e cinetoplasto na

porcao anterior (dados ndo mostrados).

6.5.2. Taxa de crescimento dos parasitos transfectados

Os parasitos foram avalizados quanto a sua capacidade de crescimento
apos selecao. Os parasitos WT e superexpressores em fase exponencial de
crescimento foram diluidos para uma densidade de 5 x 10° parasitos/mL em meio
LIT sem antibidtico e foram mantidos durante 7 dias a 28° C (Figura 23). Nao
observamos diferenga significativa na taxa de crescimento entre os parasitos

analisados.
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FIGURA 23 — CURVA DE CRESCIMENTO DOS EPIMASTIGOTAS TRANSFECTADOS E
SELVAGEM.

FONTE: O autor (2011).

NOTA: O numero de parasitos por mL é representado no eixo Y e o tempo de contagem no eixo
X. A curva em azul representa a taxa de crescimento do epimastigota selvagem (T. cruzi G WT)
e os demais dos transfectados selecionados. Os dados representam trés experimentos
independentes analisados estatisticamente no programa GraphPad Prism 5, todos apresentaram
p>0,05.

6.5.3. Metaciclogénese in vitro dos parasitos transfectados

A taxa de diferenciacdo de formas epimastigotas em tripomastigotas foi
analisada nos parasitos transfectados. A metaciclogénese foi feita em culturas
envelhecidas mantidas por 13 dias a 28° C sem realizagcdo de repiques. A
contagem foi realizada nas laminas coradas com Giemsa no microscopio 6tico.
Foram contados 500 parasitos nos dias 6, 9 e 13 e analisada a porcentagem de
tripomastigotas metaciclicos para cada contagem (Figura 24).

Observamos que os superexpressores de AF:.GFP possuem uma
capacidade de diferenciacdo mais precoce que os parasitos WT, ou os
expressando GFP, 5TM::GFP e 1CM::GFP. Foi possivel notar este aumento para
o AF::GFP a partir do dia 9 (p<0,001). Ao analisarmos os mutantes 5TM::GFP e
1CM::GFP notamos que o comportamento de diferenciacdo € semelhante ao
WT.
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FIGURA 24 — PORCENTAGEM DE TRIPOMASTIGOTAS DOS TRANSFECTADOS EM
CULTURA ENVELHECIDA.

FONTE: O autor (2011).
NOTA: A porcentagem de tripomastigotas a cada 500 parasitos contados na cultura envelhecida
€ representada no eixo Y e os dias de contagem no eixo X. Os dados representam trés

experimentos independentes analisados estatisticamente no programa GraphPad Prism 5.
*** p<0,001

Para observarmos a fluorescéncia das culturas envelhecidas de parasito
selvagem (WT), ou expressando GFP, AF:GFP, 5TM:GFP, 1CM::GFP e
SP::GFP foi realizada a citometria de fluxo com os parasitos das culturas
envelhecidas no 13° dia de crescimento (Figura 25). A figura 25 A mostra a
fluorescéncia do WT, AF::GFP e GFP, observamos que a fluorescéncia do
AF::GFP (98,6%) e GFP (99,72%) manteve-se elevada, resultados estes
semelhantes aos encontrados para a fluorescéncia das epimastigotas
analisadas por citometria de fluxo apresentados anteriormente (Figura 18A). Ja
o transfectado 5TM::GFP (Figura 25 B) houve um aumento na quantidade de
fluorescentes (40,57%), que para as epimastigotas era de 4,36% (Figura 18 B).
Os transfectados 1CM::GFP e SP::GFP (Figura 25 C e D) tiveram reduc¢ao da
fluorescéncia nas culturas envelhecidas de aproximadamente 35% e 44%

respectivamente, quando comparados com os epimastigotas analisados (Figura
18 C e D).
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7. DISCUSSAO

As amastinas s&o glicoproteinas codificadas por grandes familias
multigénicas que apresentam aproximadamente 23 copias no genoma do T.
cruzi da cepa Tulahuén. Sua fungdo €& desconhecida, mas acredita-se esta
envolvida na interagdo parasito-hospedeiro e transducdo de sinal ligada a
membrana (TEIXEIRA et al., 1994; ROCHETTE et al., 2005; JACKSON, 2010).

A distribuicdo gendmica das amastinas é distinta nos cromossomos, entre
as cepas de T. cruzi e o tipo de subfamilia da amastina também é variavel entre
as cepas. Elas sao classificadas em a-amastinas, B-amastinas, 6-amastinas, pd-
amastinas e y-amastinas. Em T. cruzi da cepa CL Brener as subfamilias
encontradas sao as PB-amastinas (Ama390 e 394) no cromossomo 32, o-
amastinas (Ama 130, 150 e 120) no 34, pd-amastinas (Ama 40) no 26
(JACKSON, 2010). As d-amastinas sao as amastinas classicas, representadas
por isoformas com similaridade de ~91%, intercaladas a genes de tuzina. Os
niveis de mMRNA desta subfamilia sdo 50 vezes mais abundantes em amastigotas
quando comparado a epimastigotas. Acredita-se que estes altos niveis podem
estar relacionados com uma estabilizacdo pos-transcricional na regido 3'UTR
(TEIXEIRA et al.,1994; COUGHLIN et al., 2000).

A amastina é composta estruturalmente por quatro regides hidrofdbicas e
trés regides hidrofilicas que possuem numerosos sitios conservados com grande
potencial para O-glicosilag&o localizados na superficie do parasito (TEIXEIRA et
al., 1994; ROCHETTE et al., 2005). A maioria das amastinas apresenta um
provavel peptideo sinal na extremidade N-terminal que acredita ser o
responsavel por direcionar a proteina para o reticulo endoplasmatico rugoso. A
extremidade C-terminal é considerada um potencial sinal de ancoragem a
membrana por GPlI (ROCHETTE et al., 2005; CERQUEIRA et al., 2008).

Neste trabalho avaliamos o papel das proteinas d-amastinas de T. cruzi
por meio da superexpressao de formas mutadas desta proteina na cepa G de T.
cruzi, cepa que naturalmente expressa baixos niveis dessa amastina
comparadas a cepas CL Brener, Y e Tulahuén. Esta estratégia se deve a
dificuldade da geracdo de nocautes (por ser codificada por uma familia
multigénica) e silenciamento génico por iRNA ser dificultado por falta da

maquinaria necessaria neste tripanossomatideo.
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ApoOs a obtencéo dos epimastigotas de T. cruzi da cepa G transfectados,
nos primeiramente detectamos a presenca dos vetores pT5TM, pT1CM e pTSP,
através da fluorescéncia das proteinas fusionadas ou ndo com GFP em
microscopia de fluorescéncia e citometria de fluxo. Observamos que apoés 24
horas de transfecg¢ao a quantidade de parasitos fluorescentes era menor que 1%,
contudo com a selegdo com G418 em doses crescentes em até 500 ug/mL por
30 dias, foi possivel notar um aumento de fluorescéncia consideravel de 78,5%
e 44,58% para os transfectados expressando as proteinas 1CM::GFP e SP::GFP
respectivamente, ja para a 5TM::GFP a taxa de fluorescéncia ndo ultrapassou
0s 5%.

Os nossos dados corroboram com os encontrados por Vazquez e Levin
(1999), que ao transfectarem parasitos com o vetor pTREXn (que contém como
gene reporter clorafenicol acetiltransferase “CAT”) observaram que com o
aumento de G418 em até 500 ug/mL houve um aumento na atividade da CAT e
uma selecao dos parasitos em até 10 dias de tratamento. Neste mesmo estudo
mostram que o vetor pTREX integra no locus ribossomal, mesmo quando
introduzido como DNA circular para a cepa Tulahuén de T. cruzi. A nossa
evidéncia de que o vetor esta integrado € a manutengao da fluorescéncia mesmo
na auséncia de selecdo do G418, porém pretendemos realizar outros ensaios
como Southern blot e PFGE para identificarmos se realmente esta havendo a
integracao no genoma e em qual cromossomo.

E importante ressaltar que em estudos realizados por DaRocha e cols.
(2004) com o clone CL Brener e por Pires e cols. (2008) com as cepas CL Brener,
Tulauhén e Colombiana, utilizando o pTREXGFP a eficiéncia da transfecgao nao
ultrapassou 10%, e mesmo na presenga da droga a fluorescéncia decaiu
drasticamente com o passar de 12 dias. Isto sugere que para o pTREXGFP a
eficiéncia de integragdo pode variar entre as cepas, por isso a necessidade de
mais ensaios.

Em 1994, Teixeira e cols. fizeram ensaios de crioimunomicroscopia
utilizando anticorpos contra peptideos de amastina em amastigota e observaram
uma localizagdo na superficie celular dos parasitos, estes mesmos dados foram
observados por Rochette e cols. (2005) para amastigotas de Leishmania spp.
em parasitos transfectados com amastina em fusdao com GFP. De modo similar

em nossos estudos também observamos uma localizagdo das proteinas

82



AF::GFP, 5TM::GFP e 1CM::GFP na superficie celular de epimastigotas da cepa
G de T. cruzi. Observamos que a localizagdo da proteina 1CM::GFP é
semelhante a da AF::GFP, mostrando que a substituicdo no residuo de cisteina
42 por alanina nao afetou significativamente a localizagao na superficie celular,
entretanto para a proteina 5TM::GFP foi possivel observar uma marcacao mais
dispersa principalmente em organelas citoplasmaticas, entretanto ainda é
possivel observar uma marcagao na superficie celular. Assim podemos sugerir
que as substituicdes das treoninas nas posicées 37, 40, 44, 55 e 60 sao
importantes para a localizacdo da amastina, que pode estar sendo acumulada
em alguma organela devido um mal dobramento da proteina. A proteina
SP::GFP que contém o provavel peptideo sinal fusionado a GFP apresenta uma
localizac&o perinuclear, como o esperado para a via de sintese de proteinas de
membrana.

Com o intuito de investigarmos a expressao das proteinas nos parasitos
selecionados, fizemos o Western blot do extrato protéico total dos epimastigotas
expressando as proteinas GFP, AF::GFP, 5TM::GFP, 1CM:.GFP e SP::GFP
utilizando anti-GFP. Nestes ensaios identificamos as bandas de
aproximadamente 26,8 kDa (GFP), 44,16 kDa (AF:GFP, 5TM::GFP e
1CM::GFP) e 33,31 kDa (SP::GFP). A banda de 44,16 kDa corresponde ao peso
da amastina em fusdo com GFP sem o provavel peptideo sinal (massa molecular
predita pelo programa PeptideMass), que possivelmente pode esta sendo
removido durante o processo de sintese protéica. Porém este dado de clivagem
para o peptideo sinal ndo pode ser confirmado certamente pelo dado da
eletroforese, ja que a diferenga de massa para a proteina SP::GFP com e sem o
peptideo sinal é pequena. Dados publicados por Souza et al. (2011) mostram
que para algumas proteinas de membrana este peptideo pode ser clivado. Neste
estudo eles observaram que para proteinas de membrana externa a clivagem do
peptideo sinal era mais comum, pois geralmente ele nao fazia parte da estrutura
transmembrana, ficando mais acessivel a acao de peptidases, porém os autores
ressaltam que se o peptideo sinal for parte da transmembrana ele geralmente
nao é clivado, por causa da inacessibilidade da peptidase ao local de clivagem.
Para uma maior confirmacgao destes resultados pretendemos realizar ensaios de

espectometria de massa.
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O Western blot utilizando o anti-GFP das fragées enriquecidas soluveis
citoplasmaticas/organelares e de membrana, evidenciaram uma forte marcacao
na fragcdo enriquecida de membrana para as proteinas AF::GFP, 5TM::GFP,
1CM::GFP e SP::GFP, sugerindo que por mais que a localizagao protéica seja
alterada, a proteina se encontra acoplada a membrana plasmatica da superficie
do parasito ou associada a membrana de outras organelas. As bandas
encontradas de 44,16 kDa (AF::GFP, 5TM::GFP e 1CM::GFP) e 33,31 kDa sao
correspondentes as esperadas. Desta forma € importante salientar que a
proteina AF::GFP e 1CM::GFP apresentam a mesma localizagdo de membrana
da amastina encontrada no estudos de Teixeira e cols. (1994) e Rochette e cols.
(2005).

Em dados n&o publicados de Western blot realizados por Teixeira et al.
(1994) utilizando anticorpos anti-peptideos sintéticos para a amastina foi relatado
uma banda de alto peso molecular que se liga a concanavalina A, que € uma
proteina globular de origem vegetal, utilizada para identificar glicoproteinas e
polissacarideos. Esses dados sugerem que a amastina € uma provavel
glicoproteina que pode sofrer inumeras modificagdes pos-traducionais, dentre
elas O-glicosilagdes nos residuos de treoninas. Entretanto os dados encontrados
em nosso trabalho vao de encontro aos dados apresentados neste trabalho, ja
que o peso encontrado em nossos estudos para a amastina foi de
aproximadamente 44,16 kDa, peso esse semelhante ao predito in silico. Os
dados apresentados por nés em diferentes condicdes de temperatura e reducao
para as amostras ndo aquecidas mostram que em diferentes condicbes
redutoras (DTT 5 mM e B-mercaptoetanol 5 %) néo é observada alteragéo no
padrao de migragdo das proteinas dos extratos protéicos totais dos
transfectados GFP e AF. Entretanto quando aquecidas a 100 °C é possivel notar
uma alteracdo no padrao de migragao da proteina AF::GFP na presenca de [3-
mercaptoetanol.

No extrato protéico do superexpressor AF::GFP tratado com 5 % de B-
mercaptoetanol nés observamos uma banda de alto peso molecular, que nao
migra para o gel de separagédo (nas condigdes de eletroforese utilizada), esta
banda seria semelhante a encontrada por Teixeira e cols. (1994). Nos sugerimos
que esta banda encontrada seja um artefato de preparagdo da amostra. Em

estudos realizados por Tasheva e Dessev em 1983, foi observado que amostras

84



de extrato proteico total de células de carcinoma mamario (tumor de Ehrlich)
tratadas com [(-mercaptoetanol e aquecimento de 96° C por 5 minutos,
apresentaram bandas com alto peso molecular correspondente a 68 e 54 kDa,
eles sugerem que estes resultados sejam devido a artefatos de eletroforese,
causado por agregacao protéica.

Os pesquisadores Kaur e Bachhawat em 2008 realizaram experimentos
para aumentar a sensibilidade de detecgao de proteinas no Western blot, eles
observaram que para o transportador de glutationa em levedura (Hgt1p), que é
uma proteina de membrana, a fervura da amostra a 100° C pode aumentar a
agregacao. Isto se deve principalmente a maior tendéncia apresentada por
proteinas de membrana a se agregarem em ebulicdo. Os autores nesse trabalho
ressaltam que a utilizagcdo de baixas concentragdes de B-mercaptoetanol (2%)
em conjunto com uma temperatura de 55° C ou menos, pode favorecer a ligagao
de anticorpos por diminuirem a agregacao protéica tornando os epitopos mais
acessiveis aos anticorpos. Em 1978, Shepherd e Kaplan também encontraram
agregados protéicos de 100 a 200 kDa em amostras de polipeptideos de
membrana de Rhodopseudomonas sphaeroides, tratados com -mercaptoetanol
e aquecimento a 100° C por 2 minutos.

Desta forma os resultados encontrados em nossos trabalhos nos levam a
inferir que a d-amastina em formas epimastigotas ndo seja glicosilada, pois
apresentam a massa predita de aproximadamente 20 kDa e que a banda de alto
peso molecular ndo seja representativa de uma proteina glicosilada e sim um
artefato de manipulacdo da amostra. Deste modo, torna-se necessario testar em
outras formas do parasito. Os nossos dados sugerem que na amastina nao deve
existir ancora GPI, pois na fusdo a amastina tem GFP no C-terminal (o possivel
local de ancoragem) e ela continua indo para a membrana. A predi¢cdo da
proteina AF::GFP utilizando programa: big-Pl Predictor Version 3.0 (2005),
mostra que a proteina ndo tem potencial sitio de modificagao GPI.

As investigacoes fenotipicas nds observamos que a taxa de crescimento
dos mutantes nao foi alterada significativamente, quando comparada com o
selvagem. Entretanto ao analisarmos a quantidade de tripomastigotas nas
culturas envelhecidas observamos uma grande alteragao para o superexpressor
de &-amastina selvagem, principalmente a partir de 9° dia de cultivo dos

epimastigotas em meio LIT sem G418. Nos transfectados superexpressando
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AF::GFP a porcentagem de tripomastigotas € maior que nos demais (selvagem
e mutantes), este dado pode sugerir que a amastina pode estar envolvida no
processo de diferenciagao celular e logo também no processo de invasao celular
por tripomastigotas. Outra observagao plausivel € que nos parasitos mutados a
quantidade de tripomastigotas metaciclicas formadas ¢é dificultada. Desse modo
podemos propor que esses residuos de treoninas e cisteinas mutados podem
ser importantes para que a proteina exerga a sua fungao de maneira correta, ou
nao apresentam niveis de expressao satisfatorios.

Em estudos realizados em colaboracdo com Mario Costa Cruz da
UNIFESP, com o objetivo de identificar possiveis moduladores negativos da
invasdo celular pelos amastigotas extracelulares de T. cruzi, foi possivel
observar que para essas formas extracelulares as cepas que expressam altos
niveis de d-amastina, como a CL, apresentam menor capacidade de invasao que
a cepa G que exibe baixos niveis de expressado desta proteina. Neste mesmo
estudo foi possivel observar que células de mamiferos pré-incubadas com a
proteina recombinante purificada contendo a primeira regido hidrofilica da
amastina fusionada com GST (glutationa-S-transferase), diminuem em ~34% a
capacidade de invasdo das amastigostas extracelulares da cepa G de T. cruzi,
funcionando assim como um modulador negativo para esta forma.

Neste trabalho também foi observado que as formas amastigotas
extracelulares da cepa G superexpressando a proteina AF::GFP, apresentaram
menor capacidade de invasao quando comparado com o parasito selvagem e o
expressando GFP, corroborando com os dados de inibicdo observados nas
células de mamiferos tratadas com a proteina purificada em fusdo com GST.
Contudo, quando o numero de tripomastigotas de cultura de tecidos liberados no
sobrenadante de células HelLa infectadas 96 e 120h apds a invaséo foi avaliado,
este se apresentou maior nas células infectadas com os parasitas que
superexpressam a amastina, sugerindo que a amastina pode estar relacionada
com o crescimento e diferenciacao celular dos amastigotas intracelulares.

Mais ensaios sao necessarios para a investigacao da verdadeira fungao
da amastina. NoOs pretendemos realizar ensaios de metaciclogénese e
amastigogénese in vitro, acompanhados por ensaios de infecgao in vitro e in vivo.
Também pretendemos realizar: transfecgdo da cepa CL (cepa que expressa

altos niveis de amastina) com a construgdo 1CM::GFP, para ensaios de
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dominante negativo; analises de expressao de outras proteinas de superficie;
analises de protedmica comparativa das fracbes de membrana, ja que a
resolucdo da metodologia de proteémica de gel 2D dos extratos totais nao
apresenta boa resolugdo para as proteinas de membrana e ensaios de co-
imunoprecipitagao a fim de obter e identificar proteinas que interajam com a
amastina. Nos acreditamos que com estes dados possamos agregar mais

informacodes referentes a fungao desta proteina.
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8. CONCLUSOES

1.

Os parasitos transfectados superexpressando d-amastina selvagem em
fusdo com GFP (AF::GFP) e 1CM::GFP apresentaram as proteinas de
fusado localizadas preferencialmente na membrana citoplasmatica. Ja os
parasitos expressando 5TM::GFP, além da localizacdo de membrana,
apresentou localizagao perinuclear e possiveis membranas organelares.
Os parasitos expressando SP::GFP apresentaram as proteinas
localizadas no envoltorio perinuclear e em organelas citoplasmaticas.

As analises de Western blots de extratos protéicos totais dos parasitos
transfectados de forma estavel confirmaram a expressao das proteinas
com os tamanhos esperados para proteinas ndao modificadas poés-
traducionalmente, surgindo que as d-amastinas ndo sejam glicosiladas.
Esta conclusdo s6 foi possivel quando os extratos em presenca -
mercaptoetanol n&o foram fervidos. A presenga do agente redutor seguida
de aquecimento propicia a formagao de artefato de alto peso molecular
sugerindo que as d-amastinas n&o sao glicoproteinas.

Os Westerns blots das fragdes enriquecidas de proteinas de membrana
confirmaram a localizagao das proteinas de fusao AF::GFP, 5TM:.GFP,
1CM::GFP e SP nas membranas celulares, sugerindo que amastina nao
seja ancorada a GPI.

As analises fenotipicas das culturas de parasitos transfectados nao
apresentam diferengas na taxa de crescimento, contudo apresentam uma
alteracao na diferenciagédo de formas epimastigotas em tripomastigotas
em culturas envelhecidas. Esta alteracdo ocorre apenas em parasitos
expressando AF::GFP. Estes resultados sugerem que as &-amastinas
devem contribuir na diferenciagao celular e que os residuos conservados
de treoninas (37, 40, 44, 55 e 60) ou cisteina (42) sdo importantes para

sua fungéo.
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9. PERSPECTIVAS

1.

Analisar integracao dos vetores no genoma por ensaios de Southern blot
e PFGE.

Realizar a clonagem dos transfectados para obter maior homogenidade
de expressao nos parasitos expressando as proteinas mutadas em fusao
com GFP.

Realizar a transfec¢cao de 1CM::GFP na cepa CL de T. cruzi (cepa que
expressa amastina) com regido regulatéria de d-amastina, para o estudo
de dominante negativo.

Analisar a expressao de outras proteinas de superficie como gp82, gp90,
gp30 e gp35/50.

5. Realizar ensaios de protedmica comparativa nas fracbes de membrana.

. Realizar ensaios de co-imunoprecipitacédo utilizando anticorpo anti-FGP,

a fim de obter e identificar proteinas que interajam com a amastina.
Realizar imunocitoquimica com anti-BIP para a marcacdo de reticulo
endoplasmatico, para confirmar a marcagao das proteinas SP::GFP.
Realizar ensaios de metaciclogénese e amastigogénese in vitro e in vivo
dos transfectados 5TM::GFP e 1CM::GFP.
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