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RESUMO

MODULACAO DA SUPERFICIE DE Trypanosoma cruzi : LIGACAO, ENDOCITOSE E
SHEDDING DE RECEPTORES

Paula Lobao Antunes de Siqueira Torres

Orientadora: Thais Souto-Padron

Resumo da Tese de Doutorado submetida ao Programa de Pos-Graduagdo em
Ciéncias (Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes da
Universidade Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para
a obtencdo do titulo de Doutor em Ciéncias (Microbiologia).

No presente trabalho, verificamos que moléculas de imunoglobulinas nao-
especificas contra o 7. cruzi se ligam de maneira especifica a superficie de formas
epimastigotas e tripomastigotas. Analises comparativas entre parasitos pertencentes a cepa
Y ou ao clone CL-Brener mostraram que estas ligagdes ocorrem com diferentes niveis de
afinidade. A ligagdo de albumina de soro bovino (BSA) a superficie de formas
epimastogotas por sua vez, nao se mostrou especifica. Também foi comparada a atividade
endocitica de formas epimastigotas de 7. cruzi pertencentes a cepa Y e aos clones Cl-
Brener e Dm28c. Os parasitos foram incubados em presenca de Lucifer Yellow ou
Albumina de soro bovino e IgG conjugados & marcadores fluorescentes, e a intensidade de
fluorescéncia interiorizada foi analizada através de citometria de fluxo e microscopia de
fluorescéncia. Foi possivel observarmos diferencas no nivel de material endocitado entre a
cepa Y e os clones Cl-Brener e Dm28c de acordo com os variados tragadores utilizados.
Além disso, a quantidade de moléculas interiorizadas pelos parasitos foi influenciada pelo
tipo de fluorocromo conjugado a BSA ou IgG. A andlise morfoldgica do processo
endocitico entre as trés amostras também revelaram diferencas na porcentagem de células e
compartimentos marcados de acordo com o periodo de incubagdo. Igualmente importante
na modulagdo da superficie, o shedding foi também detectado em formas epimastigotas do
T. cruzi. Apesar de observados a baixa temperatura, perfis de shedding foram detectados de
maneira mais frequente e intensa em temperaturas mais altas, e de maneira semelhante em
presenca de IgG, Ferritina Cationizada ou Concanavalina A. Ap6s analises de citometria de
fluxo e microscopia eletronica, o processo de shedding se mostrou dependente da
temperatura e energia. Na regulacdo do processo de “shedding”, a agdo de metaloproteases
se mostrou importante.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Endocitose, Shedding, Receptores de IgG,
Citometria de fluxo, Microscopia eletronica

Rio de Janeiro
Outubro de 2006



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi SURFACE MODULATION: RECEPTORS BINDING,
ENDOCYTOSIS, AND SHEDDING

Paula Lobao Antunes de Siqueira Torres

Orientadora: Thais Souto-Padron

Abstract of the doctorate thesis submitted to the doctoral program in Sciences
(Microbiology) at Microbiology Institute Professor Paulo de Goes, Federal
University of Rio De Janeiro, as part of the necessary requirements for the
attainment of the title of Ph.D in Sciences (Microbiology).

In the present work, non-related immunoglobulins against 7. cruzi were analyzed
through its binding characteristics. We could observe that this binding occurs in a specific
manner to epimastigotes and trypomastigotes surface. Comparative analysis between Y
strain and CL-Brener clone had shown differences in binding affinity rates. On the other
side, bovine serum albumin (BSA) binding to epimastigotes surface did not appear to occur
in a specific manner. Analysis comparing the endocytic activity between epimastigote
forms from 7. cruzi belonging to Y strain and to clones CL-Brener and Dm28c were also
performed. Analyses by flow cytometry and fluorescence microscopy were performed with
parasites incubated in the presence of Lucifer Yellow or fluorescent conjugated BSA and
IgG. Differences in endocyted material rates could be detected between Y strain and clones
CL-Brener or Dm28c according to molecule used. Besides that, the amounts internalized by
parasites were influenced by fluorocrome type conjugated to BSA or IgG. Morphological
analysis between three samples tested had shown variation on percentage of fluorescent
cells and compartments according to incubation period. Likewise important on surface
modulation, shedding could be observed on epimastigote forms. In trypomastigote forms
shedding was still observed at low temperature, however at higher temperatures this
process was more frequently and intense. Differences in shedding rate were observed
between Y strain and clones Cl-Brener or Dm28c according to specific or non-related IgG,
cationized ferritin or concanavalin A presence. Metalloproteinase activity appears to be
important to shedding regulation.

Kew-words: Trypanosoma cruzi, Endocytosis, Shedding, IgG receptors, Flow cytometry,
Electron microscopy

Rio de Janeiro
Outubro de 2006
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Lista de abreviaturas

ATP: Adenina tri-fosfato

BSA: Albumina de soro bovino

DNA: Acido desoxirribonucleico

ESAG: Gens associados ao sitio de expressdao de VSG

Fab: Fragmento da molécula de imunoglobulina que se liga ao antigeno
FCS: Soro fetal bovino

Fc: Fragmento cristalizavel da molécula de Ig

FcRs: Receptor para a por¢ao Fc de Ig

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

Ig: Molécula de imunoglobulina

IgG: Imunoglobulina do tipo G

IgM: Imunoglobulina do tipo M

IL: Interleucina

LAMP: “Lysossome-associated membrane protein”, proteina de membrana associdada ao
lisossoma

LDL: “Low density lipoprotein”, lipoproteina de baixa densidade
LDL-R: Receptor para LDL

LIT: “Liver infusion & tryptose”, infusdo de figado e triptose
LY: Lucifer Yellow

MET: Microscopia eletronica de transmissao

NK: Células “Natural killers”

PBS: “Phosphate buffered saline”, salina tamponada com fosfato
PI;K: Fosfatidilinositidio 3-quinase

SFB: Soro fetal Bovino

SI: Sistema imunolégico

Tf: Transferrina

TfR: Receptor para transferrina

TNF-a.: "Tumor necrosis factor”

VSG: Glicoproteina variavel de superficie



Introducdo




1) O Trypanosoma cruzi e a Doenc¢a de Chagas

1.1.1. Formas evolutivas

O Trypanosoma cruzi ¢é o agente etioldgico da Tripanossomiase Americana, ¢ da
Doenga de Chagas, zoonose que ainda hoje possui areas endémicas nas Américas, que
vao desde o México ao norte, até¢ Argentina e Chile ao sul (WHO, 2002).

O T. cruzi ¢ um protozodrio uniflagelado pertencente a ordem Kinetoplastida,
familia Trypanosomatidae. Os flagelados pertencentes a esta ordem diferenciam-se de
outros flagelados pela presenca de uma estrutura especial denominada cinetoplasto, que
sera descrita na se¢do 1.1.3. Na familia Trypanosomatidae vamos encontrar parasitos
monoxé&nicos e heteroxénicos. Os monoxénicos representados pelos géneros Leptomonas,
Herpetomonas, Crithidia, Blastocrithidia e Rhynchoidomonas, sdo encontrados, p.ex., no
intestino de insetos pertencentes aos géneros Oncopeltus, Musca e Zelus. Ja os
heteroxénicos alternam seu ciclo bioldgico entre um hospedeiro invertebrado, insetos
como p.ex. os pertencentes aos géneros Triatoma, Rhodnius, Phlebotomus, Lutzomyia,
Lygaeidae e hospedeiros definitivos pertencentes a diferentes espécies de vertebrados,
dentre eles o homem, e de vegetais. Os Tripanosomatideos heteroxénicos mais estudados
sdo os pertencentes ao género Trypanosoma, no qual encontram-se os agentes etiologicos
da Tripanossomiase Americana e da Africana, ao género Leishmania e as distintas
espécies a ele pertencentes que sdo agentes etioldogicos dos diferentes tipos de
Leishmaniose e ao género Phytomonas que causam infeccdes em vegetais de interesse
econdmico como cOco, tomate, pimentdo, pimentas, jilo, entre outros (REY, 2001;

CAMARGO, 1999).



Durante o ciclo evolutivo do 7. cruzi sdo observadas 3 formas evolutivas
morfologicamente diferenciadas pela forma do corpo e localiza¢do do cinetoplasto em
relacdo a posicdo do ntucleo (HOARE & WALLACE, 1966). Sao elas: (1) forma
amastigota, caracteriza-se por sua morfologia oval, com um cinetoplasto em forma de
bastdo (ou barra) localizado anteriormente ao nticleo, e a presenga de um pequeno flagelo
que ndo se encontra aderido ao corpo do parasito, além de apresentar um citéstoma. Esta
¢ a forma de multiplicagdo no citoplasma das células do hospedeiro vertebrado e também
sdo capazes de infectar estas células (Fig. 1); (2) formas epimastigotas, sdo fusiformes e
possuem o cinetoplasto em forma de bastdo localizado em posi¢do antero-lateral ao
nucleo. O flagelo emerge da bolsa flagelar localizada lateralmente no corpo celular do
parasito. Epimastigotas também possuem citéstoma. No ciclo evolutivo os epimastigotas
encontram-se aderidos a parede do tubo digestivo do inseto vetor onde se multiplicam
ativamente por divisdo binaria. Essas formas também se replicam em culturas axénicas
(Fig. 1); (3) por fim, formas tripomastigotas, sdo as principais formas infectivas que
possuem também o corpo celular alongado, cinetoplasto arredondado e a bolsa flagelar
presentes na regido posterior da célula. Seu flagelo ¢ longo e percorre o corpo celular do
parasito firmemente aderido & membrana plasmatica, desde a por¢do posterior (de onde
emerge a partir da bolsa flagelar) até a por¢ao anterior, a partir da qual se desprende e
continua livremente. Nao apresentam citéstoma. Nao possuem a capacidade de se
multiplicar e podem ser encontradas no sangue do hospedeiro vertebardo (tripomastigotas
sanguineo) e no reto, urina e fezes do hospedeiro invertebrado quando recebe a

denominacdo de tripomastigotas metaciclicos devido a sua origem na diferenciagdo a



partir das formas epimastigotas em um processo denominado metaciclogénese (DE
SOUZA, 1984, 2000) (Fig. 1).

A heterogeneidade do 7. cruzi, no entanto, vai além de suas formas durante o
ciclo de vida. Muitos estudos ja demonstraram uma grande variedade intraespecifica
quanto as suas caracteristicas incluindo além da morfologia, a parasitemia, viruléncia,

patogenicidade e sensibilidade as drogas (BRENER & CHIARI, 1963; BRENER, 1992)

1.1.2. O ciclo evolutivo

Insetos hematofagos pertencentes as espécies Rhodnius prolixus, Triatoma
infestans, Panstrongylus megistus, popularmente conhecidos por “barbeiro” ou “chupao”,
sdo os vetores mais comuns do 7. cruzi no Brasil. O ciclo biolégico no hospedeiro
invertebrado pode ser iniciado através do repasto sangiliineo no hospedeiro vertebrado
infectado. Formas tripomastigotas sangiiineas ingeridas, se transformam em
epimastigotas ainda no estdmago do inseto vetor e migram para o intestino médio onde se
multiplicam. Alcangando o intestino posterior os epimastigotas se fixam as glandulas
retais onde se diferenciam em tripomastigotas metaciclicos. Durante novo repasto
sangiiineo, as formas tripomastigotas metaciclicas livres nas fezes ou urina do vetor sdo
depositadas na pele do hospedeiro vertebrado e alcangam o tecido subcutaneo através de
lesdes ja existentes na pele ou causadas pela propria picada do inseto, ou ainda através de
membranas mucosas, onde irdo infectar preferencialmente macroéfagos e fibroblastos.
Dentro das células, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas. Estas, por fissdo
bindria, se multiplicam preenchendo o citoplasma da célula hospedeira. Os amastigotas
sdo entdo capazes de se diferenciar em tripomastigotas que preenchem grande parte do

citoplasma da célula hospedeira, rompendo por fim, a célula infectada e recomegando o



ciclo nas células adjacentes ou alcancando a circulagdo sangiiinea. Uma vez atingindo a
circulagdo, tripomastigotas sangiiineos podem propagar a infec¢do por todo o organismo,
e, neste caso preferencialmente células musculares estriadas e lisas, ou ainda serem
ingeridos pelos vetores e iniciar a infec¢do no hospedeiro invertebrado completando o
ciclo de vida (Fig. 1). (PETERS & GILLES, 1991).

1.1.3. Ultraestrutura

Os membros da familia Trypanosomatidae possuem uma tUnica mitocondria
altamente ramificada que se estende por todo o corpo celular. O DNA mitocondrial que
nestes protozoarios pode corresponder a 20-30% do DNA total da célula forma um
arranjo de filamentos compactados em uma regido especifica da mitocondria, proximo ao
corpusculo basal constituindo o cinetoplasto (Fig. 2).

Os microtibulos subpeliculares (MS) também constituem uma das principais
caracteristicas ultraestruturais dos tripanosomatideos, formando uma camada tUnica
localizada logo abaixo da membrana plasmatica. Sao microtibulos estaveis que se
dispdem longitudinalmente ao longo do corpo celular em arranjo helicoidal
(ANGELOPOULOS, 1970; SASSE & GULL, 1998; SHERWIN & GULL, 1989;
SOUTO-PADRON, CUNHA E SILVA & DE SOUZA, 1993). Os microtibulos
subpeliculares conectam-se entre si ¢ a membrana plasmatica através de proteinas
filamentosas, criando uma trama protetora ao longo de toda a superficie do parasito sendo
os grandes responsaveis pela sua resisténcia a ruptura por efeitos mecanicos, temperatura
e drogas (DE SOUZA, 1999) (Fig. 2). Secc¢des transversais em diferentes regides na

forma tripomastigota do 7' cruzi mostram que os microtubulos subpeliculares,



Amastigota

Figura 1: Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi em hospedeiros vertebrados e no inseto vetor.
Formas tripomastigotas sangiiineas podem propagar a infec¢do por todo o organismo ou serem ingeridos
pelos vetores. No inseto os parasitos se transformam em epimastigotas (A) que se dividem no intestino
médio. Alcangando o intestino posterior (B), se transformam em tripomastigotas metaciclicos e
apresentam-se fixadas as glandulas retais, de onde podem ser passadas para as fezes do inseto (C). As
formas tripomastigotas metaciclicas eliminadas a partir das fezes do vetor penetram na pele do hospedeiro
através de lesdes pré-existentes ou provocadas pela propria picada do inseto (D) alcangam o tecido onde
irdo infectar preferencialmente macrofagos e fibroblastos . No citoplasma da célula hospedeira as formas
tripomastigotas se transformam em formas amastigotas que se multiplicam . Uma vez rediferenciados em
tripomastigotas, sdo liberados para o meio extracelular (E), recomecando o ciclo nas células adjacentes ou
alcangando a circulagdo sangiiinea (F) e finalmente completando o ciclo bioldgico deste parasito. (Rey,

2001; Brener, 2000).



medem entre 18 e 22 nm de diametro e encontram-se regularmente espacados por uma
distancia média de 44 nm (centro a centro).

Todos os tripanosomatideos possuem uma invaginacdo da membrana plasmatica
onde o flagelo emerge da célula. Esta invaginacdo recebe o nome de bolsa flagelar.
Nesta regido ndo ¢ observada a camada de microtubulos subpeliculares, o que facilita a
formagdo de vesiculas de endocitose que ¢ a forma de aquisi¢ao de nutrientes por estes
organismos (Fig. 2). Nas formas evolutivas onde o processo endocitico ¢ mais ativo, foi
verificado que macromoléculas que ganham acesso ao interior da bolsa podem ser
endocitadas por vesiculas que brotam da membrana, no fundo da bolsa flagelar, em
direcdo ao citoplasma, e parecem se fundir, liberando o seu conteudo em organelas
intracelulares comparadas com os endossomas de cé¢lulas de mamiferos. A presenga de
certas hidrolases no limem da bolsa flagelar ¢ uma forte indicagdo de que nesta regido
possam ser realizadas fungdes de compartimento pré-lisossomais. E possivel também,
que este seja o principal sitio onde ocorre a exposicdo de proteinas da membrana
plasmatica e de secrecdo de proteinas para o meio extracelular (DE SOUZA, 1984 ;
WEBSTER & RUSSEL, 1993).

O citéstoma ¢ uma outra regido especializada da membrana plasmatica,
observada em formas epimastigotas e amastigotas do 7rypanosoma cruzi. Apresenta-se
em formato de uma depressdo afunilada, que penetra no citoplasma proximo a
localizagdo do Golgi (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-ROBBLES,
1978) (Fig.1). Em observacdes feitas em microscopia eletronica de transmissdo (MET),
detectou-se a presenga de um arranjo especial de microtibulos ao longo do citéstoma

formado por 5 a 10 microtibulos ndo pertencente a rede de mcrotibulos subpeliculares,



sugerindo-se que sua funcao esta ligada aos movimentos de abertura e fechamento desta
estrutura, além de sua sustentagio (CLAYTON, HAUSLER & BLATTNER, 1995).
Estudos em microscopia eletronica de transmissdo mostram um glicocélice exuberante,
que ¢ fortemente marcado pelo vermelho de ruténio e por lectinas, particularmente por
concanavalina A (MARTINEZ-PALOMO, DE SOUZA & GONZALES-ROBBLES,
1976; DE SOUZA, 1984). Os primeiros estudos voltados para a andlise da composi¢do de
membrana através da técnica de criofratura, mostraram que a membrana plasmatica na
regido do citostoma ¢ lisa com poucas particulas intramembranosas inseridas na chamada
face P (regido externa do folheto interno da membrana plasmatica) desta estrutura (DE
SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-ROBBLES, 1978). No entanto,
estudos realizados com a técnica de “fracture flip” que mostra a verdadeira face da
membrana voltada para o meio externo, mostraram que a membrana na regido do
citostoma se apresentava muito mais rugosa do que a membrana do corpo, sugerindo a
presenca de moléculas projetadas para o meio extracelular (PIMENTA et al., 1989).
Marcadores dos processos de endocitose de fase fluida e de endocitose mediada por
receptor, tais como peroxidase, transferrina, albumina e LDL, ja foram detectados ligados
ao citéstoma, confirmando sua importante funcdo no processo endocitico do
Trypanosoma cruzi (DE SOUZA, CARVALHO & BENCHIMOL, 1978 ; SOARES &
DE SOUZA, 1991 ; PORTO-CARREIRO et al., 2000). O citéstoma se continua com uma
outra estrutura denominada citofaringe que ¢ responsavel pela interiorizacdo das
moléculas ligadas ao citéstoma (DE SOUZA, CARVALHO & BENCHIMOL, 1978;
SOARES & DE SOUZA, 1991 ; PORTO-CARREIRO et al., 2000). Vesiculas formadas

a partir dai sdo observadas formando uma estrutura tubular, multivesiculada, localizada



na por¢do mediana da célula, correspondente aos endossomas primarios de células de
mamiferos (PORTO-CARREIRO et al., 2000). Os compartimentos endossomais tardios
apresentam-se na parte posterior da célula. Alguns estudos sugerem que os endossomas
tardios sejam correspondentes & compartimentos pré-lisossomais, com a presenca de
enzimas caracteristicas, mas com estrutura ¢ fungdo distinta dos lisossomas
(MUKHERJEE, GHOSH & MAXFILD, 1997). Em formas epimastigotas do 7. cruzi, o
acimulo do material endocitado ocorre em organelas denominadas reservossomas
localizadas preferencialmente na regido posterior, contendo inclusdes elétron-
transparentes que se destacam no interior de uma matriz (SOARES & DE SOUZA,
1988). Estudos citoquimicos indicam que as inclusdes correspondem a lipideos e a matriz
¢ constituida essencialmente de proteinas (SOARES & DE SOUZA, 1988). Apesar do
baixo pH e a presenca de cisteino proteinase, ndo foram detectados, nesta organela,
receptores de manose 6-fosfato, proteinas estruturais de membrana de lisossomos
(LAMP1 e LAMP2), ou mesmo a presenca de fosfatase dcida. Mesmo assim, sugeriu-se
que os reservossomos funcionam como compartimentos pré-lisossomais (SOARES,
SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1992). (Fig. 2)

1.2. Modulac¢io de componentes de superficie

As interagdes entre diferentes células assim como a comunicagdo entre a
superficie e o interior de uma uUnica célula, dependem de interagdes estruturais e
fisico-quimicas, como acontece na ligacdo de receptores e sitios sob a membrana
citoplasmatica. Por isso a modulagdo de proteinas de superficie de qualquer tipo
celular ¢ tdo importante durante o seu ciclo de vida. Teoricamente existem 3 maneiras

de se
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modificar ou modular a superficie de uma célula: a exocitose, a endocitose e o

“sehdding”.

O trafego de vesiculas ndo ¢ restrito apenas ao interior da célula. Ele ocorre
também até ou a partir da membrana citoplasmatica. Proteinas, lipideos e carboidratos
recém formados sdo levados do reticulo endoplasmatico, via Golgi, até a superficie
celular através de vesiculas de transporte que se fundem com a membrana plasmatica
no processo conhecido como exocitose. Este processo ¢ importante para o aporte dos
componentes da membrana plasmatica reconhecidos por outras células como ligantes
especificos, ou moléculas que ganham acesso ao meio extracelular podendo agir como

sinalizadoras autdcrinas, paracrinas ou enddcrinas.

A endocitose ¢ importante por manter a homeostase celular, o que inclui a
manutengdo da area total da membrana plasmatica que ¢ aumentada pelo processo de
exocitose, a obtencdo de varios nutrientes essenciais, a transmissdo de estimulos
neuronais, metabdlicos e até proliferativos, e, em alguns casos mais especializados,
células que possuem a capacidade de interiorizar até mesmo outras células
(MELLMAN, 1996). Resumidamente, o material a ser ingerido € progressivamente
englobado por uma pequena por¢do de membrana plasmatica, da qual formam-se e
brotam vesiculas endociticas. O material ingerido ¢ ultimamente encaminhado para os
lisossomas, onde é digerido. E através da endocitose que as células podem modular a
resposta a estimulos exdgenos como por exemplo hormonios e fatores de crescimento.
Este processo chama-se “down-regulation” pos-transcricional. E um fendmeno rapido,
dependente do ligante e geralmente baseado numa endocitose acelerada seguida de um

direcionamento destes complexos receptor-ligate para uma via degradativa, tendo
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como principal funcdo a inibi¢do da geragcdo continua de sinais induzidos por estes

ligantes (CARPENTER & COHEN, 1976).

O “shedding” de proteinas de membrana ¢ bem reconhecido como um
importante mecanismo de regulagdo celular e interacdo célula-célula, e célula-
moléculas. Este processo representa um sistema comum, controlando a atividade de
um amplo e heterogéneo grupo de proteinas transmembranas e capaz de induzir a
clivagem de ectodominios em diversas sequéncias, além de responder a multiplos
ativadores (SBARBA & ROVIDA, 2002). O “shedding” ¢ responséavel pelo fenomeno
de “down-modulation” ou “trans-modulation”. Este fenomeno ¢ independente da
presenca de um ligante ou de um receptor funcionalmente ativo (DOWNING,
ROUSSEL & SHERR, 1989) e, geralmente ocorre pela acdo de endoproteases
(shedases, ou secretases, ou convertases) resultando na liberacdo (shedding) de uma
grande por¢do, frequentemente toda a por¢do extracelular (ectodominio) de proteinas
de membrana (SBARBA & ROVIDA, 2002). Como este processo ¢ regulado, ainda
ndo se sabe exatamente. Uma das maneiras pela qual o “shedding” de proteinas
transmembranas parece ocorrer, ¢ pela clivagem de sequéncias de aminoacidos ainda
pouco caracterizadas localizadas entre o dominio extracelular e a regido
transmembrana, bem proxima a superficie celular (EHLERS ET AL, 1996). No
entanto, ndo se sabe se isto poderia ocorrer pelo reconhecimento da sequéncia ou
simplesmente pela sua acessibilidade. O “shedding” do receptor do tipo I para TNF-a
se mostrou amplamente dependente de uma regido entre a sequéncia transmembrana e
um dominio extracelular conservado rico em cisteina (BRAKEBUSH ET AL, 1994).

Alguns estudos indicam que a liberacdo de proteinas de membrana requer a presenca
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de uma sequéncia de pelo menos 11 residuos, porém o seu comprimento exato e suas
caracteristicas que conferem suscetibilidade permanecem indeterminadas
(SCHWAGER ET AL, 1998). Uma vez que a clivagem ocorre no meio extracelular, o
“shedding” ¢ geralmente considerado independente da regido citoplasmatica. No
entanto, em alguns casos (p.ex. TGF-a) a regido citoplasmatica do substrato esta
envolvida na regulacao da clivagem extracellar (BRILEY ET AL, 1997). Na maior
parte dos casos onde as convertases foram identificadas, se observou enzimas
transmembranas do tipo desintegrinas/metaloproteases-Zn (ADAM) (SBARBA &
ROVIDA, 2002). As ADAMs exibem uma cadeia citoplasmatica bem mais longa
(120-130 aminoacidos) do que outras familias de metaloproteases, tornando-as mais
atuantes no processo de “shedding” por seu maior potencial no dominio citoplasmatico

como alvo de sinais ativadores intracelulares (SBARBA & ROVIDA, 2002).

A ativacao de proteina quinase C (PKC) foi o primeiro mecanismo intracelular
reconhecido como um alvo comum para a sinalizacdo que gera o ‘“shedding” de
ectodominios. Por outro lado, outros mecanismos independentes de PKC capazes de
sinalizar para o ‘“shedding” também foram identificados. Esta vias de sinalizacao
envolvem tirosinas quinases do tipo citoplasmatica (CTK) e de receptor (RTK),
proteinas quinases ativadas por mitogeno (MAPKSs), proteina quinase A (PKA),

fosfolipase A (PLA) e calmodulina além de fluxo de Ca"™".

Uma outra forma de componentes de membrana serem liberados para o meio
extracelular, ¢ o “shedding” de vesiculas de membrana. Este processo foi descrito em
células tumorais (CASSARA ET AL, 1998; DOLO ET AL, 1994) e em algumas

células normais (DAINIAK, 1991). Estudos revelaram que a presenca de soro fetal
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bovino estimulou significativamente o ‘“shedding” de vesiculas de membrana em
linhagens de células obtidas a partir de carcinoma de mama (DOLO ET AL, 1994),

provavelmente pela agdo de metaloproteases e gelatinases (CASSARA ET AL, 1998).

A modulacdo de componentes de superficie ¢ bastante importante nos parasitos,
uma vez que o ambiente hospedeiro possui caracteristicas bastante indspitas a estas
células. Na medida em que hospedeiros e parasitos evoluem para se adaptarem uns aos
outros, observa-se o desenvolvimento de mecanismos seletivos importantes
principalmente na manutengdo da sobrevivéncia dos parasitos. Variadas estratégias
utilizadas para o escape da agdo do sistema imunoldgico (SI) do hospederio podem ser
detectadas em diferentes parasitos. Um dos mecanismos de escape conhecidos ¢ a
capacidade que alguns parasitos tem de se isolar das agressdes do ambiente em que se
encontram através do seu encistamento, como ¢ o caso de Echinococcus granulosis,
Toxocara canis, Pneumocystis carinii, Entamoeba ou ainda Toxoplasma gondii. O fato
destes parasitos se manterem dentro de cistos, os protege ndo sé da acdo do SI como
também de outras condi¢des desfavoraveis ao seu desenvolvimento (CAMUS et al.,
1995). Além disso, alguns parasitos sdo capazes de mimetizar proteinas do hospedeiro,
ou ainda de se apropriar de moléculas do hospedeiro exibindo-as na sua superficie e,
enganando assim a a¢do do sistema imunoldgico, em um processo denominado

mimetismo (BLOOM, 1979).

Durante o curso de doengas parasitarias, os receptores para a por¢do Fc de
imunoglobulinas tém grande importancia. Estudos desenvolvidos com camundongos
“knockout” para a cadeia y de FcRs, mostraram que estes sdo incapazes de recrutar

processos fagociticos ou de citotoxidade mediada por células dependentes do
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reconhecimento de anticorpos (PLEASS & WOOF, 2001). Curiosamente, certas
bactérias e virus expressam em sua superficie moléculas que ligam especificamente
subunidades Fc de imunoglobulinas. Como exemplos, temos a proteina A expressa
pelo Staphylococcus aureus e gE-gl nos virus Herpes simplex, que conferem
vantagens a estes organismos por perturbarem func¢des dependentes de Fc como as
interagcdes com fagdcitos (NAGASHUNMUGAM et al., 1998 ; PLEASS et al., 2001).
Receptores para imunoglobulinas também j& foram descritos em parasitos, apesar de
serem menos caracterizados. Dentre estes, incluem-se o Schistosoma mansoni
(LOUKAS et al., 2001), os cestodas Taenia. crassiceps, T. solium , T.pisiformis,
Echinococcus multilocularis, E.granulosus (KALLINA & MCMANUS, 1993 ;
CRAIG, 1988 ; WHITE, ROBINSON & KUHN, 1997 ; ALKARMI,
ALSHAKARCHI & BEHBEHANI, 1988 ; BAZ et al., 1998), os nematodos
Heligmosoides polygyrus (ENRIQUEZ, BOGGAVARAPU & BRADLEY-DUNLOP,
1992) e protozoarios como Toxoplasma gondii (VERCAMMEN et al., 1999) e
espécies patogénicas da familia 7ryapanosomatidae (VINCENDEAU & DAERON,
1989). A ligacao destes receptores a moléculas de imunoglobulinas do hospedeiro ¢
capaz de ajudar no escape da agdo do sistema complemento através da
indisponibilizacdo de determinantes antigénicos capazes de ativar a cascata de
ativagdo deste sistema, assim como ¢ capaz de facilitar a invasdo destes parasitos na

célula hospedeira (MIRANDA-SANTOS & CAMPOS NETO, 1995).
1.3. Dindmica de superficie em Tripanosomatideos

A modulagdo de proteinas de superficie ¢ igualmente importante nos

tripanosomatideos. Interagdes entre parasito-célula hospedeira assim como a



16

comunicagdo com o meio extracelular sdo essenciais para a manutencdo do ciclo de

vida destes protozoarios.

A capacidade de sobrevivéncia dos tripanosomatideos em seus hospedeiros,
reflete o fato de que estes organismos desenvolveram mecanismos de escape tanto a
imunidade inata, quanto a imunidade adquirida. Um bom exemplo de adaptacdo de um
parasito ao sistema imunolégico de seu hospedeiro ¢ observado nos tripanosomas
africanos, encontrados livremente na corrente sanginea dos hospedeiros vertebrados.
Sua superficie composta principalmente por antigenos glicoprotéicos diversos
(proteinas de varia¢do antigénica), os quais o parasito pode modular, serve como
barreira na prevengdo do reconhecimento de anticorpos. Outro possivel e importante
mecanismo de modulagdo antigénica ja detectada ndo s6 em 7. brucei (BLOOM,
1979), como em T. cruzi (SCHMUNIS et al., 1978; 1980) e Leishmania (DOYLE et
al., 1974), ¢ a capacidade de realizar processos de “capping” e “shedding” de seus

antigenos de superficie, escapando assim da a¢@o do sistema imunoldgico.

A via alternada do sistema complemento também constitui uma importante a¢ao
do sistema imunologico durante a eliminagdo de agentes invasores. No entanto, alguns
parasitos apresentam-se resistentes a sua acdo. No 7. cruzi por exemplo, enquanto
formas ndo-infectivas sdo destruidas, as formas tripomastigotas infectivas sdo
resistentes "a acdo litica do complemento. Essa resisténcia esta relacionada com a
expressdo de proteinas na superficie do parasito, com propriedades semelhantes ao
DAF humano (decay-accelerating factor), uma proteina que interfere na ligagdo do
componente B ao C3b, diminuindo a formacgdo da C3 convertase (RIMOLDI et al.,

1988 ; TAMBOURG I et al., 1993).
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Receptores envolvidos no reconhecimento antigénico por células do sistema
imunoldgico, incluem receptores de células B (BCRs) e receptores de células T
(TCRs). No caso dos receptores para Fc (FcRs), ndo ocorre o reconhecimento direto
dos antigenos, mas sim da por¢ao Fc de anticorpos. Quando a ligagdo de FcRs ocorre,
0s anticorpos permitem o reconhecimento antigénico especifico por uma variedade de
células, em muitos casos, destituidas de estruturas especificas para tal. Muitos FcRs
compartilham sitios de ativagdo com BCRs e TCRs e, sob apropriadas condigdes,
podem ativar respostas através das mesmas vias que receptores de antigenos
(DAERON, 1997). Os receptores celulares para o dominio Fc das imunoglobulinas,
tém sido um dos grandes enigmas para os imunobiologistas desde sua descoberta ha
mais de 30 anos, quando foi observado que anticorpos IgG possuiam grande afinidade
por macrofagos quando apresentados como hemadcias opsonizadas. Além disso, esta
ligagdo se mostrou independente da regido F(ab) do anticorpo (BERKEN &
BENACERRAF, 1966). FcRs existem como receptores de membrana, assim como
moléculas soluveis, produzidas através de “splicing” alternativo de transcritos para
estes receptores, ou através de protedlise dos receptores de membrana (DAERON,
1997). Estas glicoproteinas de superficie, conhecidamente distribuidas em intimeros
tipos celulares hematopoiéticos (mondcitos, macrofagos, todos os tipos de
granulocitos, linfécitos T e B e NKs), possuem especificidade por diferentes isotipos
de imunoglobulinas e sdo capazes de mediar uma grande variedade de respostas

quando esta ligacdo ocorre (RAVETCH & KINET, 1991).

A habilidade de mediar importantes atividades bioldgicas que vao desde a

citotoxidade celular dependente de anticorpo (ADCC), até a fagocitose e o
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recrutamento de células efetoras, ja é conhecida em células isoladas. Apesar disso, a
principal fun¢do destes receptores in vivo, permaneceu completamente obscura por
bastante tempo. Alguns estudos foram capazes de definir um importante e inesperado
papel destes receptores na iniciagdo do processo inflamatério, e parecem ser os
maiores contribuintes para o processo de regulagdo dos linfocitos na produgdo de

anticorpos (TAKAI et al., 1994; DOMBROWICZ et al., 1993).

A ligacdo de imunoglobulinas ndo-especificas em 7. cruzi, ocorre através de
receptores especificos presentes na superficie do parasito, capazes de reconhecer as
por¢des Fc e Fab de imunoglobulinas do tipo G (IgGs) (MIRANDA-SANTOS &
CAMPOS-NETO, 1981; CICARELLI & DANIEL LOPES, 1989; CAMPOS-NETO et
al., 2003). Diferentes espécies e formas evolutivas de tripanosomatideos foram
submetidas ao contato com hemadcias de carneiro sensibilizadas com doses
subaglutinantes de IgG, IgM, ou com a por¢ao F(ab’), do anticorpo anti-hemacia de
carneiro, ¢ a formacdo de rosetas entre parasitos e hemacias foi observada. Os
resultados obtidos deste simples teste de rosetas, indicaram a presenca de um receptor
com grande especificidade para a por¢do Fc de IgG, sintetizado pelo proprio parasito.
Curiosamente  presente apenas nos membros patogénicos da familia
Trypanosomatidae, este receptor parece ndo ser essencial para a sobrevivéncia destes
organismos, mas importante na adsor¢do de proteinas do hospedeiro por parte destes
parasitos (MIRANDA-SANTOS & CAMPOS-NETO, 1981). Outra importante funcao
biologica para ligacdo de IgG via receptor Fc no 7. cruzi foi observada em
experimentos que comprovaram um significativo aumento da capacidade infectiva

deste organismo apds o tratamento com anticorpos monoclonais do tipo IgG1, sejam
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estes especificos ou ndo contra o parasito. Um consideravel aumento da infectividade
também pdde ser observado com o tratamento das formas tripomastigotas apenas com

a porcao Fc de IgG humana (CUNA, KIERSZENBAUM & WIRTH, 1991).

Uma proteina de 52kDa, resistente a acdo da tripsina foi caracterizada em formas
tripomastigotas de 7. cruzi como sendo capaz de ligar-se a IgG. Fragmentos Fc de IgGs
ndo sdo necessarios para a esta ligacdo, que parece ser mediada apenas pela por¢cdo da
molécula que se liga ao antigeno, a chamada por¢ao Fab. Uma vez realizada a ligagao, ¢
ativada uma forte acdo proteolitica capaz de digerir moléculas de IgGs, impedindo a
subsequente ativagdo da cascata do complemento, dando a esta molécula uma conotagdo
importante na capacidade de escape deste parasito a resposta imunologica do hospedeiro

(CICARELLI & DANIEL LOPES, 1989).

1.3.1. Endocitose

Os tripanosomatideos pertencentes ao género 7Trypanosoma possuem um
complexo ciclo de vida e, algumas das diferentes formas evolutivas observadas requerem
componentes exogenos para seu crescimento, como o colesterol (COPPENS et al., 1987,
1988) e o ferro (CHANG & CHANG, 1985; GALBRAITH & MCELRATH, 1988).
Devido a presenca dos arranjos de microtibulos subpeliculares, a captacdo destes
nutrientes ocorre através de duas regides ja dicutidas anteriormente, a bolsa flagelar e o
complexo citdstoma-citofaringe (LANGRETH & BALBER, 1975; DE SOUZA, 1984;
COPPENS et al., 1987; PORTO-CARREIRO et al., 2000).

A forma tripomastigota sanguinea do Trypanosoma brucei, agente etiologico da

doenca do sono em humanos, tornou-se o modelo de endocitose melhor estudado em
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tripanosomatideos. Verificou-se através dos diversos estudos realizados, que esta espécie
possui uma intensa atividade endocitica. Enquanto a albumina sérica ¢ adquirida através
de endocitose de fase fluida, a transferrina ¢ o LDL sdo interiorizados através de
endocitose mediada por receptor (COPPENS et al., 1987; WEBSTER & GRAB, 1988).
Os primeiros relatos de captacdo de ferro neste organismo surgiram em 1975, através de
estudos realizados por Langreth & Balber, onde as formas tripomastigotas foram
submetidas a endocitose de ferritina nativa. A 25°C observou-se a presenga do ligante no
interior da bolsa flagelar e em vesiculas recém formadas, enquanto a 0°C houve um
acumulo de ferritina na bolsa flagelar. A confirmacdo de que a captacdo de ferro por estes
parasitos constitui-se num processo mediado por receptores foi primeiro demonstrada por
Coppens e seus colaboradores em 1987, pela observacdo da eficiéncia de captura de
ferritina e LDL radioativos. Outra importante evidéncia foi o ponto de saturacdo das
ligagdes atingido frente a altas concentracdes do ligante, indicando a presenca de um
nuamero limitado de sitios de ligacdo. A identificacdo do receptor para a proteina
plasmatica transportadora de ferro foi realizada em 7. brucei por Grab e colaboradores
em 1993. Estes autores o descreveram como uma proteina de 42 kDa, que apresenta-se
associada a membrana via ancoras de GPI. Hoje sabe-se que o receptor para transferrina
em 7. brucei ¢ codificado por genes associados a sitios de expressdo, o ESAG6 e o
ESAG7, que, por sua vez apresentam-se associados a expressdo da glicoproteina variante
de superficie (VSQG), principal molécula antigénica do parasito (SCHELL et al., 1991;
STEVERDING et al., 1994; SALMON et al., 1994). A partir da bolsa flagelar a
transferrina endocitada ¢ observada em vesiculas revestidas por um “coat”, e em seguida

em estruturas tubulares muito semelhantes a endossomas de células de mamiferos
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(WEBSTER & RUSSEL, 1993). Uma vez em contato com o ambiente acidificado dos
endossomas, nas células eucaridticas, estes receptores sofreriam uma dissocia¢do
podendo entdo ser reciclados para a membrana plasmética. No entanto, em
tripanosomatideos os complexos receptor-ligante sdo enderecados para estruturas
semelhantes a lisossomos onde sofrem a degradagdo por enzimas proteoliticas
(WEBSTER & GRAB, 1988; WEBSTER & FISH, 1989; WEBSTER, 1989; CLAYTON,
HAUSLER & BLATTNER, 1995).

O principal esterol presente na membrana de formas sanguineas do 7. brucei é o
colesterol. Uma vez que ndo se tem evidéncia da sintese deste por parte do parasito,
assume-se que este lipideo ¢ incorporado a partir do hospedeiro (COPPENS et al., 1988).
No entanto, na corrente sanguinea dos mamiferos o colesterol ndo ¢ encontrado
livremente, e sim na forma éster ligado a particulas de lipoproteinas de baixa densidade
(LDL). Estudos indicam que o receptor para LDL (LDL-R) em 7. brucei, corresponde a
uma proteina de 145 kDa que contém um fragmento de 86 kDa responsavel pela ligacdo
da molécula ao LDL (COPPENS et al., 1988; 1991; 1992). Apesar do conhecimento da
existéncia de um processo de degradacdo da particula de LDL, para a utilizagdo do
colesterol por parte do parasito, pouco se conhece a respeito da rota intarcelular desta
particula. O que se sabe ¢ que, ao contrario do receptor para transferrina (TfR), os LDL-R
sdo reciclados para a membrana deste organismo (COPPENS et al., 1993).

A endocitose ¢ também bastante importante na modulacdo de proteinas na
superficie da célula. Sabe-se que toda a VSG da superficie de 7. brucei ¢ endocitada e
exocitada a cada 12,5 minutos. O caminho percorrido pela VSG através dos

compartimentos endociticos se inicia através de vesiculas revestidas com clatrina que



22

seguem da bolsa flagelar para a area do nucleo. Nesta regido as moléculas de VSG
preenchem compartimentos endociticos Rab-5 positivos e dai vao para compartimentos
Rab-11 positivos, endossomas de reciclagem, de onde podem voltar para a membrana
citoplasmatica (OVERATH & ENGSTLER, 2004).

Em Leishmania a presenca de Tf-R foi demonstrada através do isolamento de um
polipeptideo de 70 kDa na superficie de formas promastigotas e amastigotas de L.
chagasi e apenas na superficie de formas promastigotas de L. infantun e L. major
(VOYIATZAKI & SOTERIADOU, 1990; 1992).

O processo de endocitose em Trypanosoma cruzi ndo € ainda tdo bem conhecido
como o de 7. brucei. Diferentes complexos de ouro coloidal foram utilizados para o
estudo da via endocitica em 7. cruzi (SOARES & DE SOUZA, 1991; SOARES,
SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1992; PORTO-CARREIRO et al., 2000). A
peroxidase (HRP) e a BSA foram utilizadas para se identificar o processo endocitico de
fase fluida (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-ROBBLES, 1978;
SOARES & DE SOUZA, 1991).

No estudo da via endocitica mediada por receptor no 7. cruzi, a transferrina e o
LDL foram utilizados como moléculas tracadoras. Como resultado observou-se que a
endocitose mediada por receptores em epimastigotas ocorre em vesiculas no fundo da
bolsa flagelar e na por¢do final da citofaringe, algumas vezes revestidas por clatrina
(SANT’ANNA, DE SOUZA & CUNHA-E-SILVA, 2004). No entanto, nenhum receptor
para o LDL ou para a Tf foi efetivamente isolado e caracterizado. A presenca dos
receptores para a Tf e o LDL ¢ sugerida baseada em estudos de ligagdo e interioriza¢ao

destas moléculas conjugadas a fluorocromo ou complexadas a particulas de ouro coloidal
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(LIMA & VILLALTA, 1990; SOARES & DE SOUZA, 1991; SOARES, SOUTO-
PADRON & DE SOUZA, 1992; PORTO-CARREIRO et al., 2000).

1.3.2. Capping

Devido a fluidez da membrana citoplasmatica, alguns de seus componentes
sofrem difusdo lateral. A redistribuicdo destes componentes inclui a formagdo de
agregados de proteinas em algumas regides da superficie celular, processo conhecido
como “capping”, descrito pela primeira vez em linfocitos (NICOLSON, 1976). A
influéncia da agdo de anticorpos no disparo de processos de modulacdo de antigenos de
superficie ja ¢ descrito hé bastante tempo (BARRY, 1979).

O “capping” ja foi observado em diversos protozodrios, incluindo espécies de
Entamoeba (PINTO DA SILVA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-ROBLES,
1975) e Naegleria (PRESTON O’DELL & KING, 1975). Este fenomeno ja foi observado
também em alguns membros da familia Trypanosomatidae como Leishmania (DOYLE et
al., 1974, DWYER, 1976, SARAIVA et al., 1989, PIMENTA et al., 1994), Trypanosoma
brucei (BARRY, 1979), T. lewisi (GIANNINI & DALESSANDRO, 1978; CHERIAN &
DUSANIC, 1977). Quando formas tripomastigotas sanguineas de 7. cruzi foram
incubadas por 30 min & 4°C em presenga de soro obtido de pacientes chagasicos ou de
camundongos infectados, apenas uma pequena porcentagem da populacdo de parasitos
apresentou “capping”. No entanto, quando apo6s a incubacdo a 4°C a temperatura foi
aumentada para 37°C, um grande niimero de parasitos formaram perfis de “capping” em
sua superficie. Apds o tratamento das células com azida sddica, este processo foi inibido,
indicando a dependéncia de energia para que este ocorra. O tratamento com citocalasina

B ou colchicina por sua vez, nio interferiu na formacao destes agregados (SCHMUNIS et
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al., 1978, 1980). O “capping” na superficie de formas tripomastigotas do 7. cruzi
também foi observado em experimentos realizados em presenca de Concanavalina A
(SZARFMAN, QUEIROZ & DE SOUZA, 1980).

Algumas possiveis hipdteses existem para se explicar o papel funcional deste
processo no 7. cruzi. Uma delas é que estes agregados formados facilitem sua eliminacao
da superficie do parasito através do mecanismo de “shedding”. Também ¢ possivel que
esta mobilidade de antigenos de superficie induzida por anticorpos no 7. cruzi ou em
outros parasitos confira resisténcia as defesas do hospedeiro (DE SOUZA, 1984).
Segundo o modelo de Zipper, a fagocitose mediada por receptores Fc presentes na
superficie de macrofagos requer que os parasitos tenham anticorpos distribuidos de
maneira homogénea em sua superfice, sendo assim, parasitos que apresentem perfis de

capping seriam mais dificilmente ingeridos (DE SOUZA, 1984).

1.3.3. Shedding

O “shedding” de ectodominios pode ser comumente relacionado a patofisiologia
de doengas, particularmente na defesa do hospedeiro e na resposta a danos teciduais
(SBARBA & ROVIDA, 2002). Ectodominios podem ter diversas fun¢des biologicas, por
exemplo: (a) a “down-modulation” na superficie celular, resultando numa inibi¢ao direta
da interacdo receptor-ligante e uma consequente alteragdo dos efeitos regulatdrios e/ou
adesivos de moléculas exibidas na célula; (b) a geracdo de receptores soliveis que
poderdo competir com seus proprios ligantes alterando a concentragdo efetiva de ligante

na célula; (c) ou ainda a geragdo de porcdes transmembrana/citoplasmaticas das
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moléculas que podem ter funcdes de sinalizacdo diferente das moléculas originais
(SBARBA & ROVIDA, 2002).

Diversas citocinas e fatores de crescimento sdo biologicamente ativos quando
mantidos na superficie celular. Desta maneira, a localizagdo na superficie pode restringir
a atividade destes fatores a um pequeno e especifico ambiente, enquanto sua libera¢ao
pode levar a efeitos mais distantes (PESCHON et al., 1998). Receptores liberados da
superficie por “shedding” podem vir a participar na regulacdo da atividade bioldgica de
ligantes atuando como agonistas ou antagonistas, além de deixar as células menos
reativas aos seus ligantes cognatos (HEANEY & GOLDE, 1996).

Formas soluveis de receptores para IL-1, -2, -6, TNF-a, entre outros, sdo gerados
por “shedding”. Receptores soliveis para a maioria das citocinas e fatores de crescimento
ja foram detectadas em fluidos humanos. O “shedding” de TNF-a-R-I e —II, IL-6R, TNF-
o, FAS-ligante e L-selectinas contribuem de maneira crucial na regulacdo de reagdes
inflamatorias locais e sistémicas (SBARBA & ROVIDA, 2002).

No Trypanosoma cruzi ja foi observado o “shedding” de algumas proteinas celulares
como a TC-85 (GONCALVES et al., 1991), o T-DAF (JOINTER et al., 1988), o
antigeno SAPA (AFFRANCHINO et al., 1989), e a SSp4, principal antigeno de
superficie de amastigotas (FREVERT, SCHENKMAN & NUSSENZWEIG, 1992),
além de alguns membros da familia das trans-Sialidases (CAMPETELLA et al., 1992;
DE TITTO & ARAUJO, 1988). A presenca de grande quantidade desta enzima
liberada no citoplasma da célula hospedeira pode contribuir para a ruptura da célula e
também a uma intensa reacao inflamatdria local necrosante associada a fase aguda da

doenca (FREVERT, SCHENKMAN & NUSSENZWEIG, 1992). Também ja foi
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demonstrada a liberacdo de cisteino proteinase por tripomastigotas, no entanto a
consequéncia da sua presenca circulante no hospedeiro ainda ndo ¢ muito clara

(YOKOYAMA-YASUNAKA et al., 1994).

A presenca de antigenos do parasito em soro humano foi detectada, podendo persistir
por meses e até anos apds a infecgdo inicial (ARAUJO, CHIARI & DIAS, 1981).
Estudos mostram que lesdes inflamatdrias observadas na fase cronica de uma infec¢ao
experimental sdo resultado de uma reacdo de hipersensibilidade (DHT). Younés-
chennoufi e colaboradores (1988) detectaram antigenos do parasito em infiltrados
inflamatorios durante a fase cronica, o que pode explicar porque apesar da dificuldade
da detec¢do do parasito nesta fase da doenga, existe um aumento no nimero € no
tamanho das lesdes inflamatorias observadas. O “shedding” de componentes
agregados de membrana também pode ajudar a explicar as alteragdes
imunopatoldgicas descritas em rim de camundongos infectados com o 7 cruzi

(CASTRO & RIBEIRO DOS SANTOS, 1977).

Estudos anteriores mostraram que anticorpos sdo capazes de interagir com a
superficie do Trypanosoma cruzi: anticorpos especificos e ndo-especificos ou ndo
relacionados (SCHMUNIS et al., 1978, 1980; MIRANDA-SANTOS & CAMPOS-
NETO, 1981; CICARELLI & DANIEL LOPES, 1989). IgGs, especificas contra o 7.
cruzi, isoladas de humanos ou de animais se ligam as formas tripomastigotas e
induzem a mobilidade de antigenos de superficie resultando na formacao de um “cap”
nas regides anterior e posterior do parasito, num processo dependente do clone ou
cepa do parasito, tempo de incubacdo, temperatura, e inibido pela a¢do de azida sodica

(SCHMUNIS et al., 1978, 1980). Componentes de membrana agregados reconhecidos
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por anticorpos especificos sdo eliminados da superficie do parasito através de
“shedding”, descrito por Gongalves e colaboradores como um processo espontaneo

envolvendo vesiculacdo da membrana plasmatica (GONCALVES et al., 1991).
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Objetivos




29

Este trabalho tem por objetivo, analisar comparativamente a modulagcdo da
superficie de Trypanosoma cruzi através da observacao de alguns aspectos da ligagdo,
endocitose e liberacdo de receptores entre parasitos pertencentes a cepa Y e aos clones

CL-Brener e Dm28c. Para isso foram feitas

1) Observacdo da ligacdo de imunoglobulinas ndo especificas a superficie do
Trypanosoma cruzi, analisando a saturagdo dos sitios de ligacdo destas moléculas a
superficie de formas epimastigotas e tripomastigotas, além de verificar o efeito da
acao de tripsina e fosfolipase C tanto na ligacdo da IgG como da BSA a superficie do

parasito.

2) Andlise da atividade endocitica de formas epimastigotas do 7. cruzi, observando a
cinética do processo endocitico, o comportamento dos compartimentos da via
endocitica em cinética de longa duracdo, assim como a andlise do efeito da acdo de

inibidor da PI3-quinase na endocitose de IgG ndo especifica e de BSA.

3) Observacao do processo de liberagao de moléculas da superficie em formas
epimastigotas e tripomastigotas do 7. cruzi, analisando a regulacdo deste processo em

formas tripomastigotas pertencentes a diferentes cepas e clones do parasito.
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3.1. Obtencao dos parasitos

A cepa Y, isolada de um caso agudo humano de Doenca de Chagas (Silva e
Nussensweig, 1953), e os clones CL-Brener (Zingales et al., 1997) e Dm28c (Contreras
et.al., 1988) do Trypanosoma cruzi, foram utilizados.

Formas tripomastigotas de cultura (TCT) foram obtidas a partir do sobrenadante
de células LLC-MK,; (linhagem de células epiteliais isoladas a partir de rins de macacos
Rhesus, ATCC, Rockville, MD/USA) infectadas. Tripomastigotas foram purificados
através de uma centrifugagdo a 400 x g durante 5 minutos para que ficassem livres de
formas amastigotas e de restos celulares das células LLC-MK,. O tubo contendo os
parasitos ¢ mantido a 37° C durante cerca de 2 horas para que os tripomastigotas que
eventualmente se encontrem no pellet de células, retornem ao sobrenadante. Apds este
periodo o sobrenadante ¢ centrifugado a 1000 x g durante 10 minutos para que os
tripomastigotas purificados sejam concentrados.

As formas epimastigotas da cepa Y e dos clones CL-Brener e Dm28c, foram
mantidas a 28°C em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (SFB). As células utilizadas foram obtidas a partir do 3° ou 4° dia de cultivo,

quando estdo em sua fase logaritmica de crescimento.

3.2. Obtencao e infeccao de células hospedeiras

Célula LLC-MK; foram cultivadas em garrafas de cultura (Corning), de 25 ou 75
cm®. Para o repique das culturas, as células foram lavadas duas vezes em solugdo salina
tamponada (PBS), pH 7,2 — 7,4, e incubadas em solug¢do de tripsina ( 0,5g, 1:250-DIFCO

suplementada com 0,05g de EDTA) durante 1 minuto. Apds este periodo a solucdo de
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tripsina foi removida e as células foram ressuspensas, com o auxilio de uma pipeta
Pasteur, em meio de cultura RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino (SFB). Uma
vez soltas, as células foram transferidas para novas garrafas de cultura e mantidas em
meio RPMI-1640 acrescido com 10% de SFB, a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO,. A troca do meio de cultura das células foi realizada a cada 48h. Algumas garrafas
foram infectadas com formas tripomastigotas numa relagdo parasito:célula hospedeira de
10:1 e mantidas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,, em meio RPMI-1640
acrescido com 2% de SFB por aproximadamente 5 dias quando o ciclo intracelular do

parasito se completa e ja ¢ possivel obter formas tripomastigotas livres no sobrenadante.

3.3. Reagentes

A andlise dos receptores para a por¢cdo Fc de imunoglobulinas foi realizada
através da utilizagdo de imunoglobulinas do tipo G (IgGs) ndo-especificas. Entre estas
estdo as IgG de cabra anti-IgG humana, coelho ou camundongo, conjugadas a
fluoresceina (IgG-FITC), rodamina (IgG-TRITC) (Sigma, USA), Alexa Fluor-488 (IgG-
Alexa 488) ou Alexa Fluor-546 (IgG-Alexa 546) (Molecular Probes, USA) ou
complexadas a particulas de ouro coloidal (IgG-Au, 10nm, BB International).
Imunoglobulinas G de coelho também foram utilizadas em alguns experimentos
(gentilmente cedidas pelo Laboratério Hertha Meyer). Soro de paciente chagésico foi
utilizado como fonte de Igs especificas. Albumina bovina (BSA) também foi utilizada,
pura ou conjugada a Alexa Fluor 488 (BSA-Alexa 488) (Molecular Probes, USA), ou a
fluoresceina (BSA-FITC), além de Lucifer Yellow (LY), Concanavalina A (Con A) e

Ferritina cationizada (FeCat) (Sigma, USA).
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Para analise da regulagdo do processo de “shedding”, foram utilizados azida sddica,
2-deoxy-glicose, 13-acetato de forbol 12-miristato (PMA) e 1,10 fenantrolina (Sigma,

USA).

3.4. Tratamentos enzimaticos

Para se observar as caracteristicas de ligacdo de IgG ndo especifica e BSA a
superficie de formas tripomastigotas ou epimastigotas, 5 x 10° células da cepa Y de T.
cruzi foram obtidas conforme descrito em 3.1, lavadas em meio RPMI sem SFB e
incubadas na presenga de inibidores da sintese de ATP (azida sédica 0,01% e 2-
deoxiglicose 50nM) durante 30 minutos a 37° ou 28°C para tripomastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Em seguida os parasitos tratados com 500ug/ml de
tripsina (tipoX - Sigma, USA) em meio RPMI, para retirada de receptores presentes na
membrana plasmatica, durante 15 minutos a 37°C ou 1U/ml de fosfolipase C (PIPL-C)
(Bacillus thuringiensis — Sigma, USA) em meio RPMI, para retirada de receptores
ancorados via ancoras de GPI, durante 1 hora a 28°C ou 37°C, para epimastigotas ou
tripomastigotas, respectivamente. Em seguida as células foram lavadas em RPMI sem
SFB e incubadas novamente em meio RPMI na presenca dos inibidores da sintese de
ATP e de 5 pg/ml de IgG-FITC ou BSA-FITC a 4°C durante 30 minutos.

As amostras foram analisadas por citometria de fluxo.
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3.5. Experimentos de ligacio e saturacio

Para se observar as caracteristicas de ligacdo e saturacdo de ligantes a superficie das
formas tripomastigotas ou epimastigotas, 5 x 10° células de cada uma das amostras de 7.
cruzi foram obtidas conforme descrito em 3.1., lavadas em meio RPMI sem SFB e
incubadas na presenga de inibidores da sintese de ATP (azida sdédica 0,01% e 2-
deoxiglicose 50nM) durante 30 minutos a 37° ou 28°C para tripomastigotas e
epimastigotas, respectivamente. Em seguida os parasitos foram incubados na presenca de
IgG ndo especifica conjugada a fluoresceina (IgG-FITC) em concentragdes variando
entre 5, 10, 20, 30, 40, 50, 60 e 70ug/ml a 4°C durante 30 minutos. Experimentos sob as
mesmas condi¢des também foram realizados com BSA-Alexa Fluor488.

Para observar a possibilidade de um deslocamento da curva gerado pela competigao
dos sitios de ligagdo, os experimentos de ligacdo foram realizados na presenca de IgG e
BSA nao-conjugadas a fluorocromos em uma concentragao 5x maior que a concentragao
de saturacdo para cada um dos ligantes. No caso da IgG, a molécula ndo marcada foi
obtida a partir do conjugado previamente quelado com brometo de etidio Img/ml por 30
minutos a 4°C. J4 a BSA foi adquirida sem marcagdo (Sigma, USA).

Todas as amostras foram analisadas por citometria de fluxo.

3.6. Avaliacao da atividade endocitica de epimastigotas frente a BSA e IgG

Formas epimastigotas pertencentes a cepa Y e aos clones CL-Brener e Dm28c (5x10°
c¢lulas) obtidas conforme descrito em 3.1., foram lavadas em meio LIT sem SFB e

incubadas na presenga de Sug/ml LY, BSA-Alexa488, IgG-FITC ou IgG-Alexa488 a

28°C em meio LIT sem soro durante periodos variando entre 15 a 180 minutos. Apos
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cada tempo de incubagdo as células foram centrifugadas a 3000 x g durante 4 minutos e
processadas para andlise por citometria de fluxo e por microscopia de fluorescéncia.
Algumas amostras foram pré-tratadas com 3uM de LY294002, um analogo de quercetina
inibidor especifico de PI 3-quinase, durante 1 hora a 28°C. Em seguida estas células
foram incubadas em presenca de 5ug/ml BSA-FITC ou IgG-FITC a 28°C durante

periodos de 15 a 240 minutos e entdo processadas para andlise por citometria de fluxo.

Experimentos de pulso e caca foram também realizados com formas epimastigotas
dacepaY (5x 10° células ) obtidas conforme descrito em 3.1.. As células foram lavadas
e ressuspensas em meio LIT sem SFB e incubadas na presenca de 20ug/ml de IgG-
TRITC por um pulso de 4 horas a 28°C. Ap0s este periodo as células foram lavadas em
meio LIT sem SFB para remoc¢do das IgGs nao endocitadas e incubadas em meio LIT
suplementado com 10% de SFB por tempos de 24, 48 ou 72 horas e processadas para

observagado por microscopia de fluorescéncia.

Experimentos de pulso e caca foram também processados para analise por
microscopia eletronica de transmissdo. Formas epimastigotas pertencente a cepa Y (5 x
10° células) obtidas conforme descrito em 3.1. foram lavadas e ressuspensas em meio
LIT sem SFB e incubadas na presenga de 20ug/ml IgG-Au a 28°C por um pulso de 4
horas a 28°C. Apds este periodo as células foram lavadas em meio LIT sem SFB para

remocao das IgGs ndo endocitadas e incubadas em meio LIT suplementado com 10% de

SFB por tempos de 24, 48 ou 72 horas.
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3.7. Avaliacao do “shedding” de componentes de superficie do 7. cruzi sob influéncia
de diferentes moléculas

Para a andlise deste fenomeno, trés estratégias de estudo foram utilizadas: a
citometria de fluxo e microscopia eletronica de varredura e de transmissao.

Para avaliagdo do processo de ‘“shedding” por citometria de fluxo, formas
tripomastigotas (5 x 10° células) foram lavadas em meio RPMI-1640 sem soro e
incubadas na presenga de IgG-Alexa 488 60ug/ml, soro de paciente chagésico 1:50, IgG
de coelho 10pg/ml, durante 30 minutos a 4°C. Em seguida as células foram lavadas mais
uma vez em meio sem soro e incubadas novamente, agora a 37°C durante 15 ou 30
minutos. Nas amostras incubadas na presenca de IgGs especificas, apds a incubagdo a
37°C, os parasitos foram lavados e fixados com formaldeido 2% em tampdo fosfato 0,1M
durante 10 minutos a 4°C ¢ incubados na presenca de IgG de cabra anti-IgG humana
conjugada a Alexa Fluor 546, 1:32 concentragdo final, por 1 hora a temperatura ambiente.
Em seguida as amostras foram lavadas e ressuspensas em PBS, pH 7,2, contendo 0,1% de
azida sddica (tampao de FACS).

Algumas substancias foram testadas a fim de observar uma possivel interferéncia
neste processo. Para detectarmos a influéncia de ATP no processo de ‘“‘shedding”,
algumas amostras foram previamente incubadas na presenca de inibidores da sintese de
ATP (azida sodica 0,01% e 2-deoxiglicose 50nM) por 30 minutos a 37°C e durante a
execucdo do experimento. A influéncia da ativacdo de proteina quinase C (PKC) e a
participagdo de metaloproteases no processo de “shedding” foram avaliados com a
utilizacdo de acetato de forbol miristato (phorbol-12-myristate-13-acetate - PMA) e de

um inibidor de metaloprotease (1, 10 fenantrolina), respectivamente. Para isto os
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parasitos foram pré-incubados com PMA (100ng/ml) ou 1, 10 fenantrolina (5mM)
durante 1 hora a 37°C e durante a execugdo do experimento como previamente descrito.
Ap0s esta etapa as amostras foram processadas para analise por citometria de fluxo.

Epimastigotas (5 x 10° células) foram lavados em meio LIT sem SFB ¢ incubados
na presenca de Concanavalina-A-FITC (Con-A-FITC) 5ug/ml ou IgG-Alexa Fluor-488
40ug/ml durante 30 minutos a 4°C. As células foram entdo lavadas uma vez em LIT sem
soro e incubadas novamente a 28°C por 15 ou 30 minutos antes de serem lavadas ¢
ressuspensas em tampao FACS.

Para avaliacdo do processo de ‘“shedding” por microscopia eletronica, formas
tripomastigotas foram submetidas as mesmas condigdes experimentais ja descritas
anteriormente e incubadas em presenca de soro de paciente chagésico 1:50, IgG de

coelho 10pg/ml, Con-A 10pg/ml ou FeCat 10pg/ml.

3.8. Citometria de Fluxo

Todas as amostras destinadas a analise por citometria de fluxo, apds cada um dos
experimentos ja previamente descritos foram lavadas em PBS, pH 7,2, contendo 0,1% de
azida soédica (tampao de FACS) e analisadas no mesmo tampao em um aparelho
FACScan (Becton Dickinson). O aparelho foi padronizado para analise de 3x10* células

por amostra.

3.9. Microscopia de fluorescéncia
Células destinadas a andlise por microscopia de fluorescéncia, apos incubagao

especifica de cada experimento foram lavadas em PBS e fixadas com 4% de formaldeido
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em tampéo fosfato 0,1M, pH 7,2, durante 10 minutos a 4°C. Os parasitos foram entdo
aderidos por 15 minutos, a temperatura ambiente, em laminulas de vidro previamente
recobertas com poli-L-lisina. Para recobrir as laminulas, as mesmas devem permanecer
em contato com uma solu¢do de poli-L-lisina a 0,1% em PBS por 15-20 minutos a
temperatura ambiente. Apos este periodo a poli-L-lisina ¢ removida com uma pipeta
Pasteur e a laminula lavada em PBS ou 4gua, ambos filtrados em filtros Millipore
0,22um. Apds adesdo dos parasitos, as laminulas foram lavadas por 2x em PBS e
montadas sobre laminas com uma solucdo de glicerol : PBS (9:1) contendo 0,2N n-
propil-galato para evitar o decaimento da fluorescéncia. Os resultados foram observados
em microscopio de fluorescéncia Zeiss Axioplan 2 equipado com uma camera “Color

ViewXS” e confocal Zeiss LSM 310.

3.10. Microscopia eletronica

3.10.1. Microscopia Eletronica de Varredura

As amostras foram lavadas em PBS, e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao
fosfato de sodio 0,1M, pH 7,2, contendo 3,7% de sacarose durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apos fixadas as c€lulas sdo lavadas em PBS e aderidas em laminulas de vidro
previamente recobertas com poli-L-lisina conforme descrito na se¢do 3.8. Apds adesao as
laminulas foram lavadas em PBS e poés-fixadas durante 30 minutos em solugdo de
tetroxido de 6smio a 1% em cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2, contendo 0,8 % de
ferrocianeto de potassio € 5 mM de cloreto de célcio. As amostras sao entdo lavadas em
PBS, e desidratados em séries crescentes de etanol de 15 até 95% e em mais duas etapas

de desidratacdo em etanol absoluto. Todas as etapas de desidratacdo foram realizadas
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durante 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram secas pelo método do
ponto critico em CO, em aparelho BAL-TEC CPDO030 e as laminulas de vidro foram
montadas sobre suportes de aluminio com cola de prata e metalizadas com uma camada
de 20nm de ouro pelo método de “spputtering” em aparelho Balzers Union FL-9496. A
observagao foi feita em um microscépio eletronico de varredura JEOL JSM 5310.

3.10.2. Microscopia Eletronica de Transmissao

As amostras foram lavadas em PBS e fixadas em formaldeido 4%, glutaraldeido
2,5% em tampao fosfato 0,1 M, pH 7,2, contendo 3,7% de sacarose durante 1 h em
temperatura ambiente. Apds a fixacdo as células foram lavados duas vezes em PBS e pos-
fixados durante 1 h, no escuro, em solucdo de tetroxido de 6smio a 1% em cacodilato de
sodio 0,1 M, pH 7,2, contendo 0,8 % de ferrocianeto de potassio e 5 mM de cloreto de
calcio. As amostras foram, entdo, lavadas 2 vezes em PBS, incubadas em acetona 50%
durante 10 minutos e posteriormente contrastadas em bloco, em uma solugdo de acetato
de uranila 2% em acetona 50%, durante 2 h no escuro. Apods a contrastacdo em bloco, a
desidratacdo prosseguiu em séries crescentes de acetona 70 e 90% e em mais duas etapas
de acetona absoluta. Todas as etapas de desidratacdo foram realizadas durante 10 minutos
a 4° C. As amostras foram, entdo, infiltradas em resina epoxi Poly-Bed diluida 1:1 em
acetona absoluta e, posteriormente, em resina Poly-Bed pura. Em ambas as etapas as
amostras permaneceram a temperatura ambiente durante 24 h. Apos este periodo foi feita
a inclusdo das amostras em moldes de borracha ou silicone, que permaneceram durante
72 h a 60° C para que a resina fosse polimerizada. Sec¢des ultrafinas foram obtidas em
ultramicrétomos LKB, M6000XL ou Reichert, Ultracut F e colhidas em grades de cobre

de 300 mesh. As grades foram contrastados em uma solugdo aquosa de acetato de uranila
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5% durante 60 minutos, lavados em 4gua e, em seguida, incubados em citrato de chumbo
(Reynolds, 1963) durante 5 minutos. Uma vez seco, o material foi observado e
fotografado em microscopio eletronico de transmissdo ZEISS 900 ou FEI MORGANI

268F sob voltagem de aceleragdo de 80Kv.

3.11. Analises estatisticas
Todos os experimentos foram realizados em triplicata e tiveram o seu desvio
padrdo calculados. As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se teste T através

do programa “OriginLab. OriginPro”, versao 7.5.
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4.1. Ligacdo de imunoglobulinas ndo-especificas a superficie do 7. cruzi.

4.1.1. Saturacio dos sitios de ligacio de IgG nao-especifica a superficie de
epimastigotas.

Analisamos por citometria de fluxo, a ligacdo de IgG nao-especifica a superficie
de epimastigotas da cepa Y do 7. cruzi. Um numero fixo de formas epimastigotas (5x10°
parasitos) foi previamente depletados de ATP e mantidos a 4°C, em seguida foram
incubados por 30 minutos na presenc¢a de IgG-FITC. Nos resulatdos obtidos foi possivel
observar uma curva com perfil de saturacdo na concentragdo de 40ug/ml (dado ndo
mostrado). No intuito de confirmarmos que esta ligacdo estava ocorrendo de maneira
especifica, algumas amostras foram incubadas sob as mesmas condigdes mencionadas
anteriormente na presenca de 5 vezes a concentragdo de saturacao (200ug/ml) de IgG
previamente quelada com brometo de etideo (como descrito no item 3.5). O resultado
obtido nos mostrou uma curva com perfil similar, no entanto deslocada para baixo,
indicando a competicdo pelos sitios de ligacdo de IgG (dado ndo mostrado). A subtracdo
das curvas obtidas esta representada na Fig. 3A. Andlise pelo método Scatchard indicou
um KD aparente de 5,45 x 107 M, um valor que indica a presenca de receptores para IgG
ndo-especificas com afinidade que pode ser considerada de um receptor especifico.
Formas epimastigotas pertencentes ao clone CL-Brener (Fig. 3B) também foram
analisadas. Na presenca de IgG-FITC, a saturacdo dos sitios de ligacdo foi obtida na
concentracdo de 30ug/ml. No caso de formas epimastigotas pertencentes ao clone CL-
Brener, os experimentos de competicao foram realizados com 150ug/ml da IgG-FITC
quelada. O KD obtido neste caso foi de 1,8 x 10® M, sugerindo ndo s6 a presenca de

receptores para IgG ndo-especificas, como uma afinidade bem maior
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Figura 3: Ligacdo de IgG nio-especifica a superficie de epimastigotas do
T. cruzi. Os graficos representam a subtragdo entre curvas obtidas em
experimentos de saturacdo e competicao dos sitios de ligacdo de IgG nao-
especificas (cabra anti-coelho) em formas epimastigotas pertencentes a cepa
Y (A) ou ao clone CL-Brener (B) e sdo expressos como intensidade de
fluorescéncia versus concentracdo de IgG-FITC; Andlises pelo método
Scatchard (inserts) indicam um KD de 5,45 x 10”7 M na cepa Y e no caso do
clone Cl-Brener (B) de 1,8 x 10® M, indicando a presenca de receptores para
IgGs ndo-especificas de maior afinidade em formas epimastigotas do clone
CL-Brener.
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destes receptores em relagdo a molécula de IgG quando comparado aos receptores
presentes na cepa Y.

Em imagens obtidas a partir de andlise através de microscopia eletronica de
transmissdo, epimastigotas da cepa Y incubados a 4°C na presenga de IgG-Au (20ug/ml)
durante 30 minutos observamos particulas de ouro coloidal na membrana da bolsa
flagelar assim como na membrana do flagelo (dados nao mostrados). A marcagdo com
ouro coloidal é detectada também na entrada e no interior da bolsa flagelar (Fig. 4A). A
baixa temperatura o processo endocitico ndo passa dos passos iniciais, sendo comum
encontrar marcacao no interior do citéstoma (Fig.4B, D) e da citofaringe que pode se
prolongar até a regido mais proxima do ntcleo (Fig. 4C).

Apesar de a BSA ser descrita como uma molécula utilizada em estudos da via
endocitica de fase fluida realizamos experimentos sob as mesmas condi¢des ja descritas
anteriormente na presenca de BSA-Alexa Fluor 488, para observarmos a possibilidade da
ligacao desta molécula a receptores presentes no parasito (Fig. 5). Curiosamente, a curva
obtida a partir da analise destas amostras também mostrou um perfil de saturagdao na
concentracao de 50pg/ml, tanto em epimastigotas da cepa Y (Fig. SA) como do clone
CL-Brener (Fig. 5B). No entanto, quando experimentos foram realizados juntamente com
BSA sem qualquer marcacao (250pg/ml), o deslocamento da curva ndo foi detectado,
sugerindo que a marcacdo da superficie de formas epimastigotas ocorre principalmente

devido a adsor¢ao de moléculas de BSA a superficie destas células.
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Figura 4: Ligacdo de IgG-Au em formas epimastigotas da cepa Y apds
incubacgao. O que se observa nas formas epimastigotas incubadas durante 30
minutos a 4°C em presenca de 20 ug/ml de IgG-Au (anti-mouse ou —
humano), sdo particulas de ouro coloidal ligadas na entrada e no interior da
bolsa flagelar (A, seta). A baixa temperatura o processo endocitico ndo passa
dos passo iniciais, sendo comum encontrar marcacdo no interior do
citostoma e citofaringe (B-D, setas). Em alguns cortes podemos observar
inclusive uma imagem de citofaringe localizada em regido mais proxima do
nucleo (C, seta). F, flagelo; K, cinetoplasto; N, nucleo. As barras
correspondem a 0,2pum.
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Figura 5: Ligacio de BSA a superficie de epimastigotas do 7. cruzi.
Epimastigotas pertencentes a cepa Y (A) ou ao clone Cl-Brener (B) incubados
na presenca de diferentes concentracdes de BSA-Alexa Fluor488 revelaram
um aumento na intensidade de fluorescéncia até a concentragdo de 50ug/ml,
quando a saturagdo dos sitios de ligagdo pode ser observada (¢-BSA-Alexa
Fluor488); experimentos realizados com a adi¢do de 5 vezes a concentragao
de saturacao de BSA nao marcada, ndo mostraram um deslocamento na curva
de intensidade de fluorescéncia (m- + 200pg/ml de BSA nio marcada),
indicando que a ligacdo de BSA ndo ocorre de maneira especifica na
superficie de formas epimastigotas, sejam elas pertencentes a cepa Y ou ao
clone CL-Brener. Os experimentos foram realizados em triplicata e a média
esta representada com desvio padrao.
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4.1.2. Saturacao de sitios de ligacdo de IgG nao-especifica a superficie de

tripomastigotas

A ligacao de IgG nao-especifica a superficie de tripomastigotas da cepa Y do T.
cruzi também foi analisada através da técnica de citometria de fluxo (Fig. 6). Formas
tripomastigotas (5x10° parasitos) foram igualmente depletadas de ATP e incubadas a
baixa temperatura durante 30 minutos em presenca de IgG-FITC em diferentes
concentragdes. Foi possivel detectar um perfil de saturagdo na concentracao de 30ug/ml
(dado nao mostrado). Em experimentos realizados em presenga de IgG-FITC, juntamente
com 5 vezes a concentragdo de saturacao (150ug/ml) de IgG previamnete quelada com
brometo de etidio, foi possivel observar um deslocamento significativo na curva de
intensidade de fluorescéncia, indicando a existéncia de uma competi¢do pelos sitios de
ligacdo de IgG. A subtragdo das curvas obtidas estd representada na Fig. 6A. Analise pelo
método Scatchard indicou um KD aparente de 1,5 x 10® M, um valor que indica a
presenca de receptores para IgG ndo-especificas com afinidade que pode ser considerada
de um receptor especifico. Quando formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-
Brener foram submetidas as mesmas condi¢cdes ja descritas e analisadas através da
citometria de fluxo, a saturagdo da ligacao de IgG-FITC também pdde ser observada, s6
que na presenca de 60pg/ml de IgG-FITC. O deslocamento da curva também pdde ser
observado apds a incubagdo deste clone em experimentos realizados com IgG-FITC e
300pg/ml de IgG previamente quelada. O KD obtido neste caso foi de 1,1 x 10° M.
Apesar da presenga de receptores para IgG ndo-especificas, estes receptores possuem
uma afinidade bem menor em relagdo a molécula de IgG quando comparado aos

receptores presentes na cepa Y.
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Figura 6: Ligacdo de IgG nao-especifica a superficie de
tripomastigotas do 7. cruzi. Os graficos representam a subtragdo entre
curvas obtidas em experimentos de saturagdo e competicao dos sitios de
ligagdo de IgG nao-especificas (cabra anti-coelho) em formas
tripomastigotas pertencentes a cepa Y (A) ou ao clone CL-Brener (B) e sao
expressos como intensidade de fluorescéncia versus concentragdo de IgG-
FITC; Anélises pelo método Scatchard (inserts) indicam um KD de 1,5 x
10® M na cepa Y e no caso do clone Cl-Brener (B) de 1,1 x 10° M,
indicando a presenca de receptores para IgGs ndo-especificas de maior
afinidade em formas tripomastigotas da cepa Y.
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A andlise por microscopia eletronica de transmissao de formas tripomastigotas da
cepa Y, permitiu a observacao da localizagdo dos sitios de ligacao de IgG apos incubagao
dos parasitos durante 30 minutos a 4°C. Esta analise mostrou varias particulas de ouro
coloidal localizadas principalmente na regido de adesdo entre o flagelo e a membrana do
corpo celular (Figs. 7A-C). Algumas formas intermediarias apresentaram também

particulas de ouro coloidal no interior da bolsa flagelar (dados ndo mostrados).

4.1.3. Efeito do tratamento com tripsina e fosfolipase C na ligacdo de IgG

nio-especifica a superficie de epimastigotas e tripomastigotas

A ligacdo de imunoglobulinas ndo-especificas em 7. cruzi, ocorre através de
receptores especificos presentes na superficie do parasito, capazes de reconhecer as
por¢des Fc de imunoglobulinas do tipo G (IgGs) (Campos-Neto et al., 2003). A ligacao
destes receptores a superficie dos parasitos foi analisada quanto sua natureza através da
analise de amostras tratadas por 15 minutos com 500ug/ml de tripsina ou durante 1 hora
com 1U/ml de PIPL-C. Resultados obtidos através da andlise de citometria de fluxo
mostraram que apOs o tratamento com a tripsina houve uma reducdo de 62,3% na ligacdo
de IgG a superficie das formas epimastigotas da cepa Y (Fig. 8A). Quando estas células
foram tratadas com a PIPL-C, a ligacdo de IgG-FITC caiu em 37,9% (Fig. 8B), dando
evidéncias de que esta ligagdo pode ocorrer através de proteinas ancoradas a membrna
citoplasmatica via ancoras de GPI. Quando experimentos sob as mesmas condi¢des foram
realizados com tripomastigotas, foi possivel observar um aumento na ligacao de IgG-

FITC de 75% nas



Figura 7: Ligacdo de IgG-Au em formas tripomastigotas da cepa Y.
Tripomastigotas foram incubadas durante 30 minutos a 4°C em meio
RPMI sem soro contendo 20pg/ml de IgG-Au (anti-mouse ou —humano),
complexados a particulas de ouro coloidal de 10nm de didmetro. As
particulas de ouro se localizam preferencialmente na regido de adesdo do
flagelo ao corpo celular (A-C, setas) assim como associado a material
amorfo proximo a superficie celular (D, seta). As barras de aumento
correspondem a 0,3pum.
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células tratadas com tripsina (Fig. 8A), enquanto apds o tratamento com PIPL-C esta
ligagdo foi 92,3% menor (Fig. 8B), indicando portanto que nestas formas evolutivas a
ligagdo de IgG ocorre principalmente através de receptores associados a membrana
citoplasmatica via ancoras de GPI e que, a tripsinazagdo de alguma forma revela sitios de

ligacdo a IgG mais proximos a superficie celular.

4.1.4. Efeito do tratamento com tripsina e fosfolipase C na ligacdo de BSA a

superficie de epimastigotas e tripomastigotas

Os resultados obtidos em epimastigotas submetidos a incubagdo durante 30
minutos a 4°C em presenca de BSA-FITC ap0s tratamento com 500ug/ml de tripsina, nos
mostrou uma redugdo da fluorescéncia destas células de 17,2% (Fig. 9A). Apds o
tratamento com PIPL-C, esta reducdo foi maior (31,8%) (Fig. 9B) apontando para o fato
de que esta ligagdo ocorre principalmente através de moléculas associadas ‘a membrana
citoplasmatica via ancoras de GPI. Ao contrario do que foi observado em formas
epimastigotas, a ligacdo de BSA as formas tripomastigotas foi reduzida em 57,4% da
fluorescéncia (Fig. 9A) apds o tratamento com tripsina e em 14,3% apos a PIPL-C (Fig.
9B), indicando que no caso destas formas evolutivas a ligacdo de BSA a superficie
celular ocorre em sua maior parte através de moléculas presentes na membrana

citoplasmatica principalmente ndo ancorados a membrana citoplasmatica.

Uma quadro resumido das alteragcdes provocadas pelo tratamento de tripsina e
fosfolipase C na ligagdo de BSA e IgGs nao-especificas a superficie das formas

epimastigotas e tripomastigotas pode ser observado na Tabela 1.
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Figura 8: Efeito da tripsina e da fosfolipase C na ligacdo de IgG nao-especifica
sobre a superficie de epimastigotas e tripomastigotas do 7. cruzi. Apos o
tratamento com 500ug/ml de tripsina (tipo X) durante 15 minutos a 37°C (A), as
formas epimastigotas (Epi) da cepa Y, mostraram uma diminui¢do da intensidade
de fluorescéncia mais acentuada do que apods o tratamento com 1U/ml de PIPL-C
(Bacillus thuringiensis) durante 1 hora a 28°C (B); por outro lado, em formas
tripomastigotas (Tripo), a reducdo da ligagao IgG-FITC a superficie celular foi
significativamente reduzida apds o tratamento com a PIPL-C (B). O tratamento
com tripsina promoveu um aumento na ligagcdo de IgG-FITC (A). Os experimentos
foram realizados em triplicata e a média esta representada com desvio padrao. (CP,
controle positivo)
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Figura 9: Efeito da tripsina e da fosfolipase C na ligacio de BSA sobre a
superficie de epimastigotas e tripomastigotas do 7. cruzi. Apds o tratamento
com 500ug/ml de tripsina (tipo X) durante 15 minutos a 37°C (A), as formas
epimastigotas (Epi) da cepa Y, mostraram uma diminuicdo da intensidade de
fluorescéncia menor do que apos o tratamento com 1U/ml de PIPL-C (Bacillus
thuringiensis) durante 1 hora a 28°C (B); Em formas tripomastigotas (Tripo), a
reducdo da ligacao IgG-FITC a superficie celular foi observada de maneira mais
eficiente apds o tratamento com a tripsina (A) se comparado com as células pré-
tratadas com PIPL-C (B). Os experimentos foram realizados em triplicata e a média

esta representada com desvio padrdo. (CP, controle positivo).

Tripsina

Fosfolipase
(PIPL-C)

53



Tabela I: Alteracio da ligacdo de IgG nao-especifica e de BSA apos tratamento

54

enzimatico.
Forma ers
evolutiva Moléculas Tratamento
Tripsina* Fosfolipase™*

Epi IgG -62,2% -37,8%

BSA -17,.2% -31,8%

Tripo IgG +75,0% -92,3%
BSA -57,4% -14,3%

Parasitos foram previamente tratados com tripsina (500pug/ml) durante 15 min. a 37° C ou
PIPL-C (1U/ml) a 28° C ou a 37°C, dependendo da forma evolutiva, durante 1 hora e em
seguida incubados na presenca de BSA- ou IgG-FITC (5 ug/ml) a 4°C durante 30
minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata e a média estd representada com

desvio padrao
*Tripsina (tipo X).

**Fosfolipase C (Bacillus thuringiensis).
**#*Variacdo em relacdo ao controle
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4.2.1. Analise comparativa da atividade endocitica de formas epimastigotas
do 7. cruzi pertencentes a diferentes cepas e clones.

Procedemos a andlise comparativa, por citometria de fluxo, da capacidade
endocitica de epimastigotas da cepas Y e dos clones CL-Brener e Dm28c em relagdo a
IgG nao-especifica, BSA e Lucifer Yellow (LY). Foi possivel observar diferencas
quantitativas no processo de endocitose entre as amostras analisadas frente as diferentes
moléculas utilizadas como tragdores como sera descrito adiante. As analises foram
efetuadas levando-se em consideracdo a quantidade endocitada de cada uma das
moléculas por 30.000 epimastigotas. Utilizado como tracador classico do processo de
endocitose de fase fluida, formas epimastigotas pertencentes as 3 amostras ja citadas
anteriormente foram incubadas na presenga de LY a 28°C por diferentes intervalos de
tempo. Observamos que os epimastigotas do clone CL-Brener foram os que apresentaram
uma maior intensidade de fluorescéncia em todos os cinco intervalos de tempo que
utilizamos para construir a curva de atividade endocitica, configurando assim a amostra
que mais endocitou o LY (Fig. 10A). Os parasitos do clone Dm28c ficaram em segundo
lugar na andlise da atividade endocitica de LY, apresentando no entanto, com uma curva
de atividade endocitica em relagdo ao tempo de incubacdo muito mais ingrime do que a
apresentada pelos parasitos das duas outras amostras de 7. cruzi. No tempo de 15 minutos
os parasitos do clone Dm28c apresentaram a menor intensidade de fluorescéncia. Houve
um aumento acentuado na quantidade de tragador endocitado entre 15 e 30 minutos de
incubagdo. A curva permanece ascendente até o ultimo tempo de incubagdo (Fig. 10A).
Os parasitos da cepa Y apresentaram o menor valor de endocitose para o LY. Houve um

discreto aumento na intensidade de fluorescéncia entre 15 ¢ 60 minutos de incubagao.
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Somente ap6s 60 minutos € que a inclina¢do da curva se torna mais acentuada (Fig. 10A).
Analisando as trés amostras de 7. cruzi vimos que nas trés horas de dura¢dao do processo
endocitico de LY os epimastigotas dos clones CL-Brener ¢ Dm28c e da cepa Y
apresentaram um aumento na intensidade de fluorescéncia em relagdo ao tempo de 15
minutos de 57, 145 e 57%, respectivamente.

Quando a incubagdo das diferentes formas epimastigotas se deu na presenca de
BSA-Alexa 488, a mesma relagdo direta de aumento da intensidade de fluorescéncia e
aumento do tempo de incubagdo pdde ser observada para todas as amostras analisadas
(Fig. 10B). Os maiores niveis de fluorescéncia observados neste caso foram os do clone
CL-Brener (Fig. 10B). Os niveis de fluorescéncia observados na cepa Y foram
discretamente maiores do que os apresentados pelo clone Dm28c. A quantidade de BSA-
Alexa 488 endocitada aumenta linearmente com o tempo nas trés amostras analisadas,
embora a inclinagdo das curvas de cada amostra seja um pouco diferente, demonstrando
que ndo s6 a quantidade mas também a velocidade com que esta molécula ¢ endocitada
varia de acordo com a amostra (Fig. 10B). Ap6s 180 minutos de incubagdo a quantidade
de BSA-Alexa 488 acumulada pelos parasitos pertencentes a cepa Y e ao clone Dm28c
representam 51 e 40% da quantidade endocitada por epimastigotas do clone CL-Brener,
respectivamente (Fig. 10B).

A andlise do processo endocitico em epimastigotas de 7. cruzi incubadas em
presenca de IgG-Alexa 488, revelou um aumento na atividade endocitica diretamente
proporcional ao aumento de tempo de incubagao (Fig. 10C). Quando comparadas entre si
as formas epimastigotas da cepa Y apresentaram o maior indice de endocitose de IgG-

Alexa 488. Epimastigotas pertencentes aos clones CL-Brener e Dm28c, apesar de terem
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apresentado menores niveis na intensidade de fluorescéncia, apresentaram o mesmo perfil
de curva descrito para a cepa Y (Fig. 10C). Ap6s 120 minutos, observamos um aumento
acentuado na taxa de endocitose pelos epimastigotas das trés amostras, superior aquela
apresentada nos intervalos anteriores (Fig. 10C). Observamos também que os desvios
padrdo dos diferentes tempos da curva de endocitose de IgG-Alexa 488 de epimastigotas
da cepa Y e do clone Dm28c sdo bastante reduzidos se levarmos em considera¢do os
valores de desvio observados no clone CL-Brener para as mesmas condigdes
experimentais (Fig. 10C). A quantidade total de IgG-Alexa 488 endocitada por
epimastigotas dos clones CL-Brener e Dm28c apos 180 minutos representa 84 e 50% da
quantidade observada para parasitos da cepa Y, respectivamente.

O processo endocitico de IgG-FITC também foi analisado em formas
epimastigotas da cepa Y e dos clones CL-Brener ¢ Dm28c (Fig. 10D). Comparando as
trés amostras analisadas, o processo endocitico foi mais intenso no clone Dm28c. A curva
apresentou uma inclinagdo maior entre os tempos de 15 e 30 minutos de incubacao,
enquanto entre 30 e 120 minutos o aumento da intensidade de fluorescéncia foi mais
discreto, decaindo de maneira significativa ap6s 180 minutos de incubacao (Fig. 10D).
Epimastigotas da cepa Y apresentaram uma curva com perfil semelhante a do clone
Dm28c, apesar da intensidade de fluorescéncia ter sido menor (Fig. 10D). Ja o clone CL-
Brener, apresentou a menor intensidade de fluorescéncia das trés amostras, com uma
curva onde se observa, apesar de discreto, o aumento na atividade endocitica diretamente

proporcional ao aumento de tempo de incubacao (Fig. 10D).
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Figura 10: Analise quantitativa do processo endocitico em epimastigotas pertencentes a diferentes
cepas e clones. Foram utilizados em diferentes experimentos tracadores para endocitose de fase fluida,
Lucifer Yellow (LY) (A) e BSA-Aleva-488 (B), e mediada por receptor, IgG-Alexa-488 (C) e IgG-FITC (D).
Epimastigotas da cepa Y (#) e dos clones CL-Brener (M) e Dm28 (A ) foram incubados em meio de cultura
em presenga dos diferentes tracadores (5pg/ml) e analizados nos intervalos de tempo indicados. A velocidade
de interiorizag¢dao assim como o total de marcador acumulado variou de acordo com o tragador ¢ a amostra de
epimastigotas utilizados. Cada ponto representa a média de trés a cinco experimentos com desvio padrao.
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4.2.2. Analise por microscopia de fluorescéncia do processo endocitico em
epimastigotas pertencentes a cepa Y e aos clones CL-Brener e Dm28c.

Acompanhamos por microscopia de fluorescéncia a interiorizagdo de BSA- Alexa
488 por formas epimastigotas da cepa Y e dos clones CL-Brener ¢ Dm 28c visando
identificar sua localizagdo, a percentagem de células marcadas na populagdo total de
epimastigotas além de observar o numero de compartimentos da via endocitica marcados
apos diferentes tempos de incubacdo. Formas epimastigotas das diferentes amostras
foram incubadas na presenca de 20 pg/ml de BSA-Alexa 488 e analisadas segundo os
parametros acima nos tempos de 15, 30, 60 ¢ 180 minutos (Tabela II). Apos 15 minutos,
epimastigotas das trés amostras apresentaram em média, dois compartimentos marcados,
localizados na regido antero/lateral da célula, correspondendo a citofaringe e ao
compartimento endocitico inicial (Figs. 11a e 12a). A medida que o tempo de incubagao
foi aumentado, mais células se mostraram marcadas (Figs. 11¢ e 12¢). Ap6s 60 minutos,
compartimentos da via endocitica fluorescentes estavam localizados na por¢ao mediana e
posterior da célula, provavelmente reservossomas (Figs. 11e e 12e), quanto maior o
tempo de incubacdo, mais reservossomas foram marcados, principalmente na regido
posterior do parasito (Figs. 11g e 12g).

A determinagdo da percentagem de células apresentando compartimentos
fluorescentes apds 15 minutos de incubagcdo com BSA-Alexa488 foi de 29,9 + 3,02, 15,6
+ 3,8 e 12,3 + 4,03, para os parasitos da cepa Y e clones Dm28c e CL-Brener,
respectivamente (Tabelall). A percentagem de células marcadas aumentou com o tempo

de incubagdo nas trés amostras analisadas mostrando, no entanto, niveis diferentes.
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Figura 11: Analise cinética do processo endocitico de BSA em formas epimastigotas da cepa Y do
T.cruzi por microscopia optica. Parasitos foram incubados na presenga de BSA-Alexa 488 (20ug/ml)
durante 15, 30, 60 ou 180 minutos (a, ¢, e, e g respectivamente) a 28°C. Apds 15 minutos de incubagio,
algumas células apresentaram fluorescéncia em compartimentos localizados na regido antero/lateral da célula
(a); ap6s 60 minutos de incubacdo (e), compartimentos da via endocitica fluorescentes estavam localizados
na por¢ao mediana (cabeca de seta) e posterior (seta) do parasito; quanto maior o tempo de incubagdo, mais
compartimentos foram marcados, principalmente na parte posterior da célula (g, setas). As figuras b, d, fe h
representam imagens de contraste de fase das células observadas nas figuras a, ¢, e e g respectivamente.
Barras de aumento correspondem a 1pm.
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Figura 12: Analise cinética do processo endocitico de BSA em formas epimastigotas do clone Dm28c do
T.cruzi por microscopia Optica. Parasitos foram incubados na presenca de BSA-Alexa 488 (20ug/ml)
durante 15, 30, 60 ou 180 minutos (a, ¢, e, € g respectivamente) a 28°C. Apds 15 minutos de incubagio,
compartimentos iniciais da via endocitica aparecem marcados principalmente na regido anterior do parasito
(a, cabeca de seta); a medida que o periodo de incubacdo aumenta, mais compartimentos endociticos,
aparentemente reservossomos, podem ser observados marcados na regido posterior da célula (e, g setas). As
figuras b, d, f ¢ h representam imagens de contraste de fase das células observadas nas figuras a, c,ee g
respectivamente. Barras de aumento correspondem a 1um.
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O numero de compartimentos da via endocitica que se apresentaram fluorescentes
variou em todas as amostras dependendo do periodo de incubagdo.

Ap6s 30 minutos de incubacdo observamos que a porcentagem de células
marcadas na cepa Y foi de 33,2% (aumento de 11,2% em relagdo ao observado com 15
minutos de incubagdo) e para os epimastigotas do clone Dm28c e CL-Brener a
porcentagem de células marcadas foi de 18 e 15,6% respectivamente, o que representou
um aumento de 15,3 e de 27,3% respectivamente em reagdo ao observado com o tempo
de 15 minutos. Em relacdo ao nimero de compartimentos marcados, observamos que
para a cepa Y houve um aumento de 54,7% (3,32 compartimentos por célula) em relacio
ao observado no tempo de 15 minutos, enquanto que para os epimastigotas do clone
Dm28c e CL-Brener, o aumento observado foi de 8 e 2,9%, respectivamente (Tabela II).

Apds 60 minutos de incubagdo houve um aumento de 11,8, 11,1 e 60% de
epimastigotas marcados da cepa Y, e clone Dm28c e CL-Brener, respectivamente, em
relacdo ao observado no tempo de 30 minutos. Houve também um aumento significativo
(57,2%) no numero de compartimentos marcados na cepa Y enquanto que nos
epimastigotas dos clones Dm28c e CL-Brener, o nimero de compartimentos marcados
aumentou respectivamente 37 e 33%.

Apb6s um tempo de incubagdo mais longo de 180 minutos a porcentagem de
células marcadas na cepa Y foi de 38 = 2,8%, e nos parasitos pertencentes ao clone
Dm28c e CL-Brener foi de 25 + 3,7% e 43,7 £ 2,5% respectivamente. O aumento
apresentado pelo clone CL-Brener em relagdo ao tempo anterior, 60 minutos, foi de 70%.
O aumento acumulado na porcentagem de parasitos marcados do clone CL-Brener entre

15 e 180 minutos de incubacgao foi de 255%.
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De uma maneira global, vimos que a cepa Y ¢ aquela que mais rapidamente
alcanca os valores maximos de percentagem de células e nimero de compartimentos
marcados. No caso dos parasitos do clone Dm28c os aumentos sdo progressivos. Quando
analisamos os parasitos do clone CL-Brener observamos diferencas mais significativas na
porcentagem de parasitos marcados apos cada tempo de incubagdo enquanto que o
niumero de compartimentos marcados apresentou uma cinética bastante semelhante a
apresentada pelo clone Dm28c. Ao final de 180 minutos de incubagdo, no entanto, o
nimero de compartimentos marcados nas trés amostras ¢ semelhante (Tabela IT).

Foi possivel observar também tamanhos distintos de compartimentos
endociticos nos diferentes tempos de incubagdo (Tabela III). Apesar da observagdo de
variagdo no didmetro dos compartimentos nos primeiros 60 min nas trés populagdes de
epimastigotas analizadas, valores similares foram observados ap6s 180 min de incubagao.
Apesar das diferencas observadas, andlises estatisticas revelaram que o tamanho dos
compartimentos endociticos ndo foram significativamente distintos (p>0,05) em nenhuma

das populacdes analizadas entre si e entre os diferentes tempos de incubagao.
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Tabela I1I: Diametro de compartimentos da via endocitica em formas epimastigotas

do 7. cruzi.
Tempo (minutos)

Amostra 15 30 60 180
CepaY 1,35 + 0,01* 1,54 + 0,2 1,90 + 0,02 1,92 + 0,04
Clone Dm28c 1,61+ 0,02 1,55+ 0,02 1,75 + 0,03 1,93 + 0,03
Clone CL-Brener 1,48 + 0,03 1,52 + 0,02 1,80 + 0,1 1,92 + 0,03

Parasitos foram incubados na presenga de BSA-Alexa 488 (20ug/ml) a 28° C durante
diferentes intervalos de tempo. Os experimentos foram realizados em triplicata e a média
esta representada com desvio padrao.

*Diametro dos compartimentos estdo expressos em pm.

Andlises estatisticas revelaram resultados nao significativos (p>0,05) entre diferentes

tempos de incubagado e populagdes analisadas.
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4.2.3. Comportamento dos compartimentos da via endocitica em cinética de
longa duracio.

Analisamos por microscopia de fluorescéncia e por microscopia eletronica de
transmissdo, o comportamento de compartimentos marcados da via endocitica de
epimastigotas do 7. cruzi em intervalos de tempo mais longos, ao que denominamos de
cinética de longa duragdo. Apds um periodo de pulso de 4 horas na presenca de IgG-
TRITC ou do complexo IgG-ouro coloidal, os parasitos foram lavados para remocao do
tracador ndo endocitado e incubados por periodos de tempo de 24, 48 e 72 horas
(periodos de caca). Ap6és um pulso de 4 horas, observamos varios compartimentos
marcados concentrados na regido posterior do corpo dos parasitos (Fig. 13a). Com um
periodo de caga de 48 horas, ¢ possivel observar um maior niimero de parasitos
apresentando compartimentos marcados na regido posterior da célula, embora em alguns
deles estes compartimentos se encontrem também a volta do nucleo (Fig. 13¢). Apos 72
horas, no entanto, encontramos uma reducdo de aproximadamente 30% na porcentagem
de células marcadas e um nimero menor de compartimentos fluorescentes nestas células
que estdo na maioria das vezes, localizados na regido posterior do corpo do parasito (Fig.
13e). Resultados obtidos nestas mesmas condi¢gdes experimentais, sugerem que com a
divisdo, parasitos marcados déem origem a parasitos ndo marcados, ou que durante a
divisdo celular epimastigotas dividam os compartimentos marcados com as células filhas

gerando parasitos com um nimero menor de compartimentos fluorescentes (Fig. 13e).
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4 hs

48 hs

72 hs

Figura 13: Andlise por microscopia de fluorescéncia do
comportamento dos compartimentos da via endocitica em cinética de
longa duracgdo. Formas epimastigotas pertencentes a cepa Y incubadas a
28°C durante 4 horas em presenca de IgG-TRITC (20pg/ml) mostram
varios compartimentos marcados concentrados na regido posterior da célula
(a); apos um periodo de caga de 48 horas, ¢ possivel observar
compartimentos marcados também na regiao perinuclear (c, setas menores)
bem como na regido posterior (¢, seta maior); ap6s 72 horas, pode-se
observar um menor numero tanto de células como de compartimentos
marcados, assim como parasitos ndo marcados (e, seta). As figuras b, d e f
representam imagens de contraste de fase das células observadas nas
figuras a, ¢ e e respectivamente. Barras de aumento correspondem a 1pm.
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Imagens obtidas através de microscopia eletronica de transmissdo mostram que
eventualmente, algumas citofaringes se alongam em dire¢@o a regido posterior da célula
(Fig.14A). A marcacdo da citofaringe apds o pulso de 4 horas vista ao microscopio
eletronico de transmissdo ¢ facilmente notada devido ao perfil circular da organela, a
presenca de “coat” voltado para a sua luz e a grande quantidade de particulas de ouro
concentradas nesta regido que contrasta com a densidade de particulas encontradas no
interior dos reservossomas, (Fig. 14A). Nestas andlise fica também confirmada a
presenga de varios compartimentos marcados na regido posterior da célula (Fig. 14B).
Apb6s um periodo de caca de 48 horas, os compartimentos marcados podem ser
observados na regido perinuclear (Figs. 14C). Na figura 14D podemos observar uma
célula em seu proceso final de divisdo onde apenas uma das células apresenta marcagao
com particulas de ouro coloidal, confirmando as observag¢des previamente descritas em

imagens de microscopia de fluorescéncia.

4.2.4) Efeito da inibicdo de fosfatidilinositidio 3-quinase (PI3-quinase)na
endocitose de IgG e BSA

O papel dos diferentes compartimentos intracelulares no controle do trafego de
vesiculas no 7. cruzi, vem sendo estudado. Diversos compostos sdo utilizados na
tentativa de inibir diferentes passos do processo endocitico, afim de se conhecer melhor
toda a via endocitica. Varios estudos indicam que a endocitose mediada por receptores
ocorre independentemente da ativagdo da Pl3-quinase. Em contraste, a utilizacdo de
inibidores de PI3-quinasese mostraram capazes de inibir a endocitose de fase fluida.

Possivelmente a agdo da PI3-quinase ¢ mais importante no trafego intracelular de
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membrana que se segue logo apds a interiorizagdo de moléculas, e esta inibi¢do do
trafego pods-endocitico afeta em maior nivel a endocitose de fase fluida (ARAKI,
JONHSON & SWANSON, 1996). No sentido de se observar se a PI3-quinase ¢ acionada
durante o processo endocitico do 7. cruzi, utilizamos o composto LY294002, um analogo
de quercetina, que inibe de maneira especifica a enzima Pl3-quinase. Apds um pré-
tratamento de 1 hora a 28°C em presenga de LY294002, epimastigotas da cepa Y foram
incubados na presenca de IgG ou BSA conjugadas a FITC. A andlise obtida através de
citometria de fluxo foi comparada com o resultado de amostras controle que foram
apenas incubadas em presenca dos tracadores fluorescentes sem nenhum pré-tratamento.
A andlise do processo endocitico por epimastigotas de 7. cruzi incubadas em presenca de
IgG-FITC, revelou um aumento na atividade endocitica diretamente proporcional ao
aumento de tempo de incubagdo (Fig. 15A). Quando comparados os resultados, a curva
da atividade endocitica dos parasitos pré-tratados com o composto aparece ligeiramente
deslocada para baixo, no entanto de maneira ndo significativa. J& epimastigotas
incubados com BSA-FITC apresentaram um deslocamento bem mais acentuado na curva
de fluorescéncia, indicando uma significativa (p<0,05) reducgdo na atividade endocitica e
sugerindo portanto, o envolvimento da atividade de PI;-quinase na endocitose de BSA

(Fig. 15B).



compartimentos da via endocitica em cinética de longa durac¢fo. Alguns epimastigotas
da cepa Y incubados a 28°C durante 4 horas em presenca de IgG-Au (20ug/ml)
apresentam particulas de ouro concentradas no interior da citofaringe, que em alguns
parasitos se prolonga até a regido nuclear (A, seta); apds este periodo, um grande niumero
de parasitos ja apresenta marcagdo em reservossomas, na regido posterior da célula (B,
setas). Apos um periodo de caca de 48 horas, os compartimentos marcados podem ser
observados em reservossomas na regido perinuclear (C, setas). Imagens obtidas apds 72
horas de caga, sugerem que com a divisdo, parasitos marcados (D, seta) déem origem a
parasitos ndo marcados. Barras de aumento correspondem a 0,lum. N, nucleo; K,
cinetoplasto; R, reservossomos.
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Figura 15: Efeito da inibicio de PI;K na endocitose de IgG e BSA.
Epimastigotas da cepa Y incubados na presenga de IgG (A ¢) ou BSA-FITC
(B #) durante periodos entre 15 e 240 minutos. A intensidade de fluorescéncia
obtida em cada ponto analisado gerou uma curva com o perfil cinético da
endocitose destas moléculas. Apds um pré-tratamento de 1 hora a 28°C em
presenca de LY294002 (A =, B m) uma redu¢do na atividade endocitica frente
a inibicdo da PI;K ¢ observada de maneira significativa apenas no caso BSA-
FITC (B m, * p< 0,05). Os experimentos foram realizados em triplicata e a
média estd representada com o desvio padrao.
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4.3. Analise do processo de “shedding” em 7. cruzi.

Estudos prévios demonstraram que a ligagdo da lectina Con A a superficie do T.
cruzi, mais particularmente a forma tripomastigota, era capaz de promover a mobilidade
de componentes de superficie da célula gerando “capping” destas moléculas
(SZARFMAN, QUEIROZ, DE SOUZA, 1980). A incubagdo de imunoglobulinas
especificas contra o parasito também ¢ capaz de provocar reacdo semelhante na superficie
dos parasitos levando a um descarte dos anticorpos através da liberacdo de pequenas
vesiculas de 20nm de didmetro ou de um material amorfo eletrondenso que podem ser
vistos entre as células nas preparacdes de microscopia eletronica de transmissao
(GONCALVES et al., 1991). Decidimos entdo acompanhar o processo de “shedding” nas
formas epimastigotas e tripomastigotas por citometria de fluxo e por microscopia
eletronica de varredura e de transmissdo em parasitos incubados na presenca de
imunoglobulinas especificas e ndo-especificas e verificar a influéncia de PMA e

fenantrolina neste processo.

4.3.1. “shedding” em formas epimastigotas.

Epimastigotas da cepa Y incubados a 4 °C durante 30 minutos na presenga de
anticorpos nao-especificos complexados a particulas de ouro coloidal e processados para
microscopia eletronica de transmissdo, apresentavam uma grande quantidade de
particulas de ouro no espago extracelular aderidas sobre uma material amorfo e
eletrondenso que se desprende da regido do citostoma (Fig. 16A). Em algumas células
observamos a marcagdo de ouro coloidal sobre vesiculas de aparéncia amorfa ou de

vesiculas apresentando unidade de membrana com ‘“coat” caracteristico da regido do
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citéstoma, que se projetavam de diferentes regides desta organela (Figs. 16B, C). Como
os parasitos foram incubados a 4°C e também fixados a esta temperatura, acreditamos que
o processo de “shedding” de componentes de superficie acontega normalmente a 28°C e
tenda a ser paralizado ou continue a existir de maneira menos expressiva mesmo ‘a 4°C.
Para verificar estas duas possibilidades, analisamos por citometria de fluxo, se o
processo de “shedding” ocorria na forma epimastigota da cepa Y e do clone CL-Brener
quando na presenca de IgG ndo-especifica e de Con A. Epimastigotas da cepa Y foram
incubados a 4°C durante 30 minutos em presenga de IgG-Alexa 488 ou Con A-FITC,
apos este periodo os parasitos foram lavados para retirada das moléculas livres no meio e
entdo incubados a 28°C por 15 e 30 minutos. Apdés 15 minutos de incubagéo,
epimastigotas da cepa Y apresentaram uma diminui¢ao da porcentagem de fluorescéncia
relativa a ligacdo de IgG nao-especifica em torno de 28% indicando “shedding” destas
moléculas (Fig. 17A). Apo6s 30 minutos uma discreta recuperacdo da fluorescéncia, de
aproximadamente 10%, pdode ser observada (Fig. 17A), no entanto esta diferenga ndo
pode ser considerada significativa uma vez que estd dentro da margem de erro do
experimento. Em formas epimastigotas do clone CL-Brener, a diminui¢do na
porcentagem de intensidade de fluorescéncia relativa a ligacdo de IgG nao-especifica foi
observada de maneira menos expressiva do que a observada com a cepa Y. A reducdo na
intensidade de fluorescéncia foi de 13% e 20% ap6s 15 e 30 minutos, respectivamente
(Fig. 17B). A realizacdo de experimentos sob as mesmas condi¢cdes mas em presenca de
Con A-FITC demonstrou que esta molécula também ¢ liberada da superficie com a

mesma intensidade observada nos experimentos com IgG nio-especifica (Fig. 17A-B).
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Figura 16: Analise de formas epimastigotas incubadas em presenca de IgG nao-especifica indicam a
ocorréncia de “shedding”. Parasitos incubados a 4°C apresentam grande numero de particulas de ouro
coloidal no cistostoma. Em algumas células, estas particulas aparecem associadas a um material filamentoso
fora da superficie celular (A), em outras esta marcacdo pode ser observada sendo projetada a partir do
citostoma como uma bolha (B). Particulas de ouro coloidal podem ainda ser detectadas associadas a

vesiculas (C). F, flagelo; BF, bolsa flagelar. As barras de aumento correspondem a 0,3um.
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Figura 17: Analise quantitativa do processo de “shedding” em formas
epimastigotas. Parasitos da cepa Y (A) foram incubados a 4°C na presenga de
IgG de cabra anti-coelho-Alexa 488. Apds uma segunda incubagdo a 28°C por
15minutos, foi possivel observar decaimento na intensidade de fluorescéncia,
sugerindo a ocorréncia de “shedding” nestas condigdes (¢-IgG-Alexa 488).
Apd6s 30 minutos, o processo ocorreu de maneira menos intensa. A incubacao
com ConA demonstrou perfis similares ao descrito anteriormente (m-Con A-
FITC); epimastigotas do clone CL-Brener (B) mostraram maior decaimento da
fluorescéncia apos 30 minutos de incubagio a 28°C (#-IgG-Alexa 488), mas a
ocorréncia do “shedding” parece ser menor que na cepa Y. Neste caso a ConA
também mostrou o mesmo padrdo de comportamento (m-Con A-FITC). Os
experimentos foram realizados em triplicata e a média esta representada com
desvio padrao.
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4.3.2. “Shedding” em formas tripomastigotas

A andlise do processo de “shedding” nas formas tripomastigotas da cepa Y e do
clone CL-Brener foi realizada em tripomastigotas obtidos a partir de cultura de células
infectadas na presenca de 4 tipos diferentes de ligantes que foram: a) imunoglobulinas
totais especificas contra o 7. cruzi de soro de paciente chagasico; b) imunoglobulinas
ndo-especificas; ¢) con A e d) ferritina cationizada (molécula catidnica utilizada
regularmente no estudo de carga de superficie de diferentes tipos celulares, que quando
incubada com células vivas pode provocar um intenso “shedding”).

Como imagens de processo de cinética rapida e de marcagdo de superficie ficam
dificeis de serem analisadas em microscopia eletronica de transmissdo, pois, dependem
do plano de corte da amostra e de um grande nimero de imagens para que a analise seja
estatisticamente confidvel, resolvemos utilizar também a microscopia eletronica de
varredura que fornece uma visdo mais ampla da superficie do parasito, facilitando a
quantificagdo e a localizagdo das vesiculas de “shedding”.

Os resultados obtidos através desta andlise mostraram que uma pequena
porcentagem de parasitos pertencentes a cepa Y incubados a 37°C durante 30 min em
meio de cultura, apresentam vesiculas em sua superficie, principalmente na regido da
saida da bolsa flagelar (Fig. 18A) , confirmando que o “shedding” ¢ um fendmeno
constitutivo nos parasitos desta cepa. Quando os mesmos parasitos foram incubados a
4°C na presenga de IgGs ndo-especificas (Fig. 18B), o nimero de células apresentando
vesiculas aumentou em cerca de 20%, geralmente localizadas na regido da saida da bolsa
flagelar. Por outro lado, quando as células, apos incubacdo em baixa temperatura, foram

submetidas a uma segunda incubagio de 30 min a 37°C o processo de “shedding” foi bem
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mais intenso e frequente (cerca de 30% maior do que as células incubadas a baixa
temperatura) (Fig. 18C), e, neste caso vesiculas puderam ser observadas também na
superfice celular na regido posterior do parasito. Resultados obtidos através de
microscopia eletronica de transmissao (MET) confirmam que tripomastigotas da cepa Y
apresentam uma grande quantidade de vesiculas de “shedding”, quando incubadas em
presenca de IgG n#o-especifica mesmo a 4°C (Fig. 19A-D), e mostram que estas
vesiculas parecem se acumular principalmente na saida da bolsa flagelar (Fig. 19A-C).
Quando a temperatura ¢ maior, ¢ muito mais comum a observacdo de vesiculas
principalmente no meio extracelular (Fig. 19E, F). Os resultados obtidos através de
microscopia eletronica de varredura (MEV), mostram que em formas tripomastigotas do
clone CL-Brener o “shedding” também ¢ um processo constitutivo (Fig. 18D). Quando
incubados na presencga de IgG ndo-especifica a 4°C, algumas vesiculas na regido de saida
da bolsa flagelar também sdo observadas (Fig. 18E), Apds uma segunda incubacdo a
37°C, imagens de varredura mostram que o processo de “shedding” foi cerca de 25%
mais frequente do que em células incubadas a baixa temperatura (Fig. 18F). Imagens
obtidas em MET, mostram no entanto que ¢ mais dificil a observagdo de tantas vesiculas
junto a saida da bolsa flagelar em baixa temperatura (Fig. 20A, B). Por sua vez, parasitos
incubados a temperatura de 37°C, apresenta tanto vesiculas assim como um material
amorfo eletrondenso de maneira bem mais freqiiente quando comparado as amostras

incubadas a baixa temperatura (Fig. 20C, D).
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Figura 18: Inducido de “shedding” em tripomastigotas do 7. cruzi por IgGs especificas e nao-
especificas. Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y em ensaios realizados na presenga de meio de
cultura sem soro fetal bovino durante 30 minutos a 37°C (A) ou na presenga de IgG ndo-especifica (cabra
anti-coelho) a 4°C (B) e a 37°C por mais 30 minutos (C). Experimentos realizados sob as mesmas
condi¢des acima com o clone Cl-Brener (D-F). Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y em ensaios
realizados na presencga de meio de cultura sem soro durante 30 minutos a 37°C (G) ou na presenga de IgG
especifica (soro de paciente chagasico) a 4°C (H) e a 37°C por mais 30 minutos (I). Experimentos
realizados sob as mesmas condigdes acima com o clone Cl-Brener (J-L ). As barras de aumento
correspondem a 1um.



Figura 19: Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y incubadas
na presenca de IgG nao-especifica. As células da cepa Y incubadas a 4°C
em presenca de IgG (cabra anti-coelho) j4 mostram bastante vesiculas (A-
D). Estas vesiculas parecem se acumular principalmente na saida da bolsa
flagelar (A-C, setas). Detalhe mostrando a formacao de vesiculas a partir
da membrana (D, seta). Quando a temperatura de incubagao foi aumentada
para 37°C, as vesiculas foram frequentemente observadas ja liberadas do
corpo dos parasitos (E , F, setas). F, flagelo; K, cinetoplasto.Barras de
aumento correspondem a 0,3um (A-D, F) e 0,2um (E).
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Figura 20: Formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-Brener
incubadas na presenca de IgG nao-especifica. As células do clone CL-
Brener incubadas a 4°C em presenga de IgG (cabra anti-coelho) ndo
mostram a presenga de vesiculas (A-B). Quando a temperatura de
incubagdo foi aumentada para 37°C, foi possivel a observagdo de perfis de
membrana (C, seta) e de material amorfo eletrondenso na saida da bolsa
flagelar (D, setas). F, flagelo; K, cinetoplasto; BF, bolsa flagelar. Barras de

aumento correspondem a 0,2um (A,B) e 0,3um (C, D).
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Quando os experimentos foram realizados em presenga de soro especifico contra
o T. cruzi a 4°C (Fig. 18H), tripomastigotas da cepa Y apresentaram cerca de 25% mais
células com vesiculas quando comparadas ao controle (Fig. 18G). Um processo mais
intenso ¢ frequente ocorreu durante a incubagédo a 37°C (Fig. 18I), onde cerca de 35% das
células apresentaram vesiculas sendo projetadas da superficie em imagens de varredura.
Imagens de MET confirmam a presenga destas vesiculas mesmo a baixa temperatura,
localizadas principalmente na regido de saida da bolsa flagelar e no meio extracelular
(Fig. 21A-C), no entanto de uma maneira mais dispersa do que observamos em presenca
de IgGs ndo-especificas. A 37°C, as imagens mostram a presenga de vesiculas de maneira
mais intensa (Fig. 21D- F). Apos incubagdo na presenga de IgG-especifica a baixa
temperatura, analises através de MEV, mostram que formas tripomastigotas do clone CL-
Brener ja apresentam algumas vesiculas de “shedding” inclusive com a observacdo de
algumas formas amastigotas também com perfis de “shedding” de vesiculas (Fig. 18K).
A 37°C, de maneira semelhante ao observado na cepa Y, ocorreu um processo mais
intenso e frequente, inclusive em formas intermedidrias (Fig. 18L). Imagens de MET,
revelam que estes parasitos, quando incubados em baixa temperatura, apresentam bolsas
flagelares maiores, as vezes com pequenas vesiculas em seu interior (Fig. 22 A, B).
Quando os parasitos foram incubados a 37°C, as vesiculas de “sheddig” sdo observadas
localizadas ndo sé na regido posterior do corpo do parasito (Figs. 22C, D, F) , como

também proximas a regido da bolsa flagelar e no flagelo (Fig. 22E).



Figura 21: Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y incubadas na presenca
de IgG especifica. Parasitos da cepa Y incuabdos em presenga de soro de paciente
chagasico a 4°C, revelaram a presenga de vesiculas de “shedding”, proximo a saida (A,
setas), ou no interior da bolsa flagelar (B, setas) e no meio extracelular (C, setas). A
37°C a presenga de vesiculas de “shedding” se mostrou ainda mais intensa (D-F).
Vesiculas com “coat” bem intenso, caracteristico de membrana de amastigotas,
também sdo observados no meio extracelular (E). No detalhe continuagao da formacao
de vesiculas (F, seta). F, flagelo; K, cinetoplasto; BF, bolsa flagelar. Barras de
aumento correspondem a (0.2um.
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Figura 22: Formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-Brener
incubadas na presenca de IgG especifica. Parasitos do clone CL-Brener
incubados em presengade soro de paciente chagasico a 4°C, revelaram a presenga
de bolsas flagelares maiores (A, B), as vezes com pequenas vesiculas em seu
interior (A, setas). A 37°C a presenga de vesiculas de “shedding” se mostrou ainda
mais intensa (C-F). A localizagdo das vesiculas ocorreu tanto na regiao do flagelo
(E), como na regido posterior da célula (C, D, F - setas). F, flagelo; K,
cinetonlasto. Barras de aumento correspondem a 0.2um.
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A fim de investigar a influéncia de FeCat e Con A neste processo, alguns
experimentos foram realizados com a incubagdo de formas tripomastigotas na presenca
destas moléculas. Sob a visdo do microscopio eletronico de varredura, parasitos
pertencentes a cepa Y incubados em presenga de FeCat a 4°C, apresentam poucas
vesiculas grandes na regido de saida da bolsa flagelar e algumas pequenas vesiculas pelo
corpo celular (Fig. 23B). Quando submetidos a uma segunda incubagdo a 37°C
observamos um perfil de “shedding” bem mais intenso (Fig. 23C) quando comparados
aos parasitos incubados a 4°C (Fig. 23B), indicando a importancia da temperatura neste
processo. Aglomerados nem sempre com aspecto de vesiculas puderam ser detectados
com frequéncia tanto na regido da bolsa flagelar como também na regido posterior do
corpo do parasito (Fig. 23C). Quando analisadas ao MET, as células incubadas '4°C
confirmam a observacdo feita em imagens de varredura de FeCat sendo liberada da
célula, na regido de saida da bolsa flagelar (Fig. 24A, B), como também mostra este
processo ocorrendo na parte posterior da célula (Fig. 24C). Apos a incubagdo “a 37°C,
resultados obtidos através de MET, mostram perfis de membrana indicando a presenca de
liberagdo de FeCat em vesiculas (Fig. 25A), assim como moléculas concentradas, sendo
liberadas de uma maneira mais amorfa (Fig. 25B-E), de acordo com o observado
previamente nas imagens de varredura. No caso do clone CL-Brener, imagens de
varredura obtidas apds incubagdo a 4°C na presenga de FeCat mostram que as células
raramente apresentam vesiculas (Fig. 23E), observagao confirmada em imagens de MET
onde a marcac¢do se manteve mais homogénea em todo o corpo celular do parasito (Fig.
26A-C), com poucos perfis de “shedding” (Fig. 26A). A 37°C, o namero de células

apresentando perfis de “shedding” foi maior e a presenca de vesiculas foi mais comum,
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Figura 23: Inducido de “shedding” em tripomastigotas do 7. cruzi por ferritina cationizada
(FeCat) e Concanavalina A (Con A). Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y em ensaios
realizados na presenca de meio de cultura sem soro fetal bovino durante 30 minutos a 37°C (A) ou na
presen¢a de FeCat a 4°C (B) e a 37°C por mais 30 minutos (C). Experimentos realizados sob as mesmas
condi¢cdes acima com o clone CL-Brener (D-F). Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y em
ensaios realizados na presenga de meio de cultura sem soro durante 30 minutos a 37°C (G) ou na
presenga de ConA a 4°C (H) e a 37°C por mais 30 minutos (I).Experimentos realizados sob as mesmas
condi¢des acima com o clone CL-Brener (J-L ). As barras de aumento correspondem a 1pum.
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Figura 24: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y incubadas na presenca de
ferritina cationizada. Parasitos da cepa Y incubados durante 30 minutos a 4°C indicam a ocorréncia de
“shedding”. (A, B - setas) O processo pdde ser observado tanto na saida da bolsa flagelar, como também
na superficie da regido posterior do parasito (C, seta). K, cinetoplasto; F, flagelo. As barras

correspondem a 0,2pum



Figura 25: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y
incubadas na presenca de ferritina cationizada a 37°C. Nesta temperatura
a liberagdo de moléculas através do “shedding” ¢ mais intensa do que a 4°C.
Perfis de membrana sdo observados (A, seta), indicando a formacdo de
vesiculas (inset, seta). A liberacdo de FeCat também pode ser observada em
aglomerados com aspecto mais amorfo (B-E, setas). F, flagelo; K,
cinetoplasto. As barras correspondem a 0,2um
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principalmente na regido da bolsa flagelar (Fig. 23F). Imagens de MET mostram que
praticamente nenhuma marcagao de FeCat ¢ detectada no corpo do parasito e a liberacao
desta marcacgdo ndo ¢ tdo visivel quanto na cepa Y (Fig. 26D-F). No entanto, indicios de
formagdo de vesiculas (Fig. 26D,E) assim como a liberacdo de aglomerados de FeCat
podem ser observados na regido de saida da bolsa flagelar (Fig. 26F).

Quando a incubacdo das formas tripomastigotas foi realizada em presenca de Con
A a 4°C, parasitos da cepa Y raramente apresentaram vesiculas em sua superficie quando
analisadas ao MEV (Fig. 23H). Uma vez incubadas a 37°C, algumas células
apresentaram um aumento de perfis de “shedding” em relagdo as células incubadas a 4°C
(Fig. 23I). Imagens obtidas no MET de tripomastigotas apos incubagdo a 4°C, revelaram
uma marcagao em torno do corpo celular (Fig. 27A, B), na por¢do mais externa da regido
de adesdo do flagelo com o corpo celular (Fig. 27C), ou ainda concentrada em pequenas
regides da saida da bolsa flagelar e da membrana na parte posterior da célula, indicando
um inicio de liberagdo desta marcagdo (Fig. 27D). Apds o aumento da temperatura de
incubagdo, as células continuaram a apresentar marcagdo por todo o corpo celular (Fig.
28A), no entanto, marcagcdes mais intensas puderam ser verificadas em vesiculas
proximas ao flagelo (Fig. 28B,D) e na saida da bolsa flagelar (Fig. 28C). Tripomastigotas
pertencentes ao clone CL-Brener analisadas ao MEV, aparentemente apresentaram
comportamento bastante semelhante a cepa Y frente a incubagdo na presenca de Con A a
4°C ou 37°C (Figs. 23K, L). No entanto, quando analisadas ao MET, particulas de ouro
coloidal s3o facilmente observadas por toda a regido de adesdo do flagelo ao corpo
celular (Fig. 29A). Imagens sugerindo a liberagdo da marcagdo através do “shedding” ja

podem ser detectadas mesmo em baixa temperatura (Fig. 29B). Particulas de ouro



Figura 26: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-
Brener incubadas na presenca de ferritina cationizada. Parasitos da cepa Y
incubados durante 30 minutos a 4°C indicam uma marcag¢do mais homogénea pelo
corpo celular (A-C), com ligeira liberacao de FeCat (A, seta). Com o aumento da
temperatura, a marcagdo ¢ bem menos intensa (D-F). Indicios da formacgao de
vesiculas de shedding podem ser observados (E, seta— inset), além de uma bolsa
flagelar maior (E,+ ); em algumas células a projecio de alcas de membrana
também podem ser observadas (D, seta- inset). A liberagdo de conteido amorfo
também ¢ detectada (F, setas). F, flagelo; K, cinetoplasto. As barras correspondem
a:A,B,C,D,E e F=0,3um, insets = 0,2pum.
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Figura 27: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y na
presenca de concanavalina A. Parasitos da cepa Y incubados durante 30
minutos a 4°C apresentaram frequentemente marcagdo por todo o corpo celular
(A, B- setas). Particulas de ouro coloidal também puderam ser observadas na
porcao mais externa da regido de adesdo do flagelo ao corpo celular (C - setas),
ou ainda concentradas na membrana da regido posterior da célula (D- seta). F,
flagelo; K, cinetoplasto. As barras correspondem a 0,3um



91

Figura 28: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y na presenca de
concanavalina A. Parasitos da cepa Y incubados durante 30 minutos a 37°C (A) continuam a
apresentar marcagao por todo o corpo celular. Nesta temperatura maiores quantidades de particulas
de ouro foram detectadas em vesiculas proximas ao flagelo (B,D -setas) e na saida da bolsa flagelar
(C, seta). F, flagelo; K, cinetoplastp. As barras correspondem a 0,3um



92

coloidal podem ainda ser verificadas no interior da bolsa flagelar e na saida desta
estrutura (Fig. 29C, D). O corpo celular de tripomastigotas do clone CL-Brener ndo
apresentou nenhuma marcag¢do. A 37°C foi possivel observar uma concentragdo bem

maior de particulas de ouro, principalmente na saida da bolsa flagelar (Fig. 30A-C).

4.3.2b. Analise da regulacio do processo de “shedding” em formas
tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener.

Existem pelo menos dois mecanismos basicos pelos quais o processo de
“shedding” ¢ ativado, tendo como modelo as células de mamiferos: (a) a ativagdo de
proteina quinase C (PKC), que foi o primeiro mecanismo intracelular reconhecido como
um alvo comum para a sinaliza¢do que gera o “shedding” de ectodominios; e (b) a acdo
de metaloproteases e gelatinases no “shedding” de vesiculas de membrana.

Para se desvendar os possiveis sinalizadores na regulacdo do processo de
“shedding” em 7. cruzi, utilizamos um ativador inespecifico de PKC, o forbol miristato
acetato (PMA), um inibidor de metaloprotease (1,10 fenantrolina) e dois inibidores da
sintese de ATP que sdo a azida e a 2-deoxi-glicose, estes ultimos ja utilizados com os
mesmos propositos em outras analises neste trabalho. Os experimentos foram realizados
com formas tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener na presenca de soro de
paciente chagésico e de IgG ndo-especifica. Tripomastigotas previamente incubados na
presenca de 1,10 fenantrolina ou de PMA por uma hora a 37°C e de azida e 2-deoxi-

glicose por 30 minutos @ mesma temperatura, foram incubados por mais 30 minutos a
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Figura 29: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-
Brener na presenca de concanavalina A. Tripomastigotas incubados durante 30
minutos a 4°C apresentaram frequentemente marcagdo por toda regido de adesio do
flagelo ao corpo celular (A, setas). A liberacdo de particulas de ouro coloidal ja pode
ser observada nesta temperatura, ocorrendo na regidao posterior da celula (B - setas),
no interior (C, seta) ou na saida da bolsa flagelar (D- seta). F, flagelo; K, cinetoplasto.
As barras correspondem a 0,3um.



Figura 30: “Shedding” em formas tripomastigotas pertencentes ao
clone CL-Brener na presenca de concanavalina A. tripomastigotas
incubados durante 30 minutos a 37°C apresentaram marcag¢do mais
intensa (A-C), principalmente na saida da bolsa flagelar (setas). F,
flagelo; K, cinetoplasto. As barras correspondem a 0,3pum.
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4°C na presenga de IgG especifica ou ndo-especifica. Apos este periodo, a temperatura
foi elevada para 37°C e amostras foram recolhidas apds 15 e 30 minutos.

Tripomastigotas pertencentes a cepa Y quando incubados na presenca de IgG
especifica, apresentaram uma reducdo na intensidade de fluorescéncia de 36,5 ¢ 29%
apos 15 e 30 minutos, respectivamente (Fig. 31A). O tratamento com azida e 2-
deoxiglicose inibiu de maneira significativa o decaimento da fluorescéncia da superficie
dos parasitos apds 15 (13,5%) e 30 (18%) minutos de incubagdo a 37°C. O pré-tratamento
com PMA induziu uma pequena ativacdo do processo de “shedding” ap6s 15 minutos,
que foi ampliada apds 30 min a 37°C, quando a intensidade de fluorescéncia medida nos
parasitos foi 45% menor do que aquela medida a 4°C. Em relagdo as células controle,
ap6s 30 min a 37°C, os parasitos tratados com PMA apresentaram uma perda de apenas
20% em relagdo a intensidade de fluorescéncia medida. Amostras pré-tratadas com
fenantrolina, apresentaram uma inibi¢do significativa no processo em ambos os tempos
analisados, chegando a uma inibi¢do de 20,9 e 16,5% ap6s 15 e 30 minutos de incubagao
a 37°C, respectivamente em relagdo ao controle.

Quando analisamos o “shedding” de IgG especifica por tripomastigotas do clone
CL-Brener vemos que a intensidade de fluorescéncia das células controle decai muito
mais rapidamente do que foi observado nos tripomastigotas da cepa Y (Fig. 31B). O
decaimento da fluorescéncia ¢ acentuado nos primeiros 15 min, praticamente se
estabilizando nos restantes 15 min do experimento. Observamos que apos 15min a 37°C a
intensidade de fluorescéncia das células controle ¢ 55% menor do que a intensidade
observada apds incubagdo a 4°C. Nos outros 15 min a 37°C a intensidade de

fluorescéncia ndo se modificou. A azida juntamente com a 2-deoxyglicose tem uma agao
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muito mais estabilizadora do processo de “shedding” em parasitos do clone CL-Brener.
Ha um decaimento nos primeiros 15 minutos de incubagdo, que ¢ estabilizado no tempo
de 30 minutos a 37°C quando a intensidade de fluorescéncia medida nas células tratadas
com azida e 2-deoxiglicose ¢ cerca de 10% menor do que a observada apos a incubagdo a
4°C. O PMA nio exerce nenhum efeito sobre o processo de “shedding” uma vez que a
curva ¢ idéntica a apresentada pelas células controle. A fenantrolina mostrou uma
inibi¢do de 42% em relagdo ao controle no tempo de 15 minutos, que vai se reduzindo
durante o tempo do experimento. Apds 30 minutos a 37°C a inibi¢do causada pela
fenantrolina ¢ de 17,2% em relacdo ao controle (Fig. 31B).

A reducdo na intensidade de fluorescéncia associada a superficie de
tripomastigotas da cepa Y incubados com IgG-FITC nao-especifica foi de 33,7 e 42,4%
para os tempos de 15 e 30 minutos a 37°C, respectivamente quando relacionado aos
valores medidos apds incubagdo a 4°C. Esses valores sdo mais acentuados do que aqueles
observados apds a incubagdo com o anticorpo especifico, o que pode ser facilmente
verificado pela inclinagdo da curva nos graficos das Figs. 31A e 32A. Inibidores da
producdo de ATP, o PMA e a fenantrolina inibem o “shedding” de anticorpos nao
especificos, embora esta inibi¢do seja significativa apenas ap6s 30 minutos a 37°C. Ao
contrario do observado na cepa Y, o “shedding” de anticorpos ndo especificos por
tripomastigotas do clone CL-Brener ¢ menos acentuado (50% do total da fluorescéncia)
(Fig. 32B) do que aquele observado para os anticorpos especificos (aproximadamente
60% do valor inicial). Os trés tratamentos efetuados reduzem igual e significativamente o
“shedding” de anticorpos ndo especificos da superficie de tripomastigotas do clone CL-

Brener (Fig. 32B). A tabela IV resume os dados dos experimentos descritos acima.
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Figura 31: Anailise quantitativa do processo de “shedding” em formas
tripomastigotas na presenca de IgGs especificas contra o 7. cruzi. Formas
tripomastigotas da cepa Y incubados na presenca de soro de paciente
chagasico e em seguida com IgG-Alexa546 (cabra anti-humano) (A)
apresentaram aproximadamente 60% de decréscimo na intensidade de
fluorescéncia (¢). Na presenga de fenantrolina o “shedding” foi
significativamente reduzido (m). O tratamento com PMA (A) promoveu um
ligeiro aumento no processo, enquanto na presenca de azida sodica e 2-
deoxyglicose (*) houve inibi¢do do processo, *p<0,05 , 15,30 minutos;
**p<0,05, 30 minutos; tripomastigotas do clone CL-Brener incubados sob as
mesmas condi¢des descritas acima (B) apresentaram uma queda da
fluorescéncia semelhante que aos da cepa Y (¢). De maneira similar, o
tratamento com fenantrolina (m) ¢ com azida sddica e 2-deoxyglicose (*)
também inibiu o processo, enquanto com PMA (A) o “shedding” ocorreu
conforme o controle, *p<0,05 , 15,30 minutos; **p>0,05, 30 minutos. Os
experimentos foram realizados em triplicata e a média esta representada com
desvio padrao.
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Figura 32: Anadlise quantitativa do processo de “shedding” em formas
tripomastigotas na presenca de IgG nio-especifica. Formas tripomastigotas da
cepa Y incubadas na presenca de IgG-Alexa 488 (cabra anti-coelho) (A)
apresentaram aproximadamente 40% de decréscimo na intensidade de fluorescéncia
(#). Na presenca de fenantrolina o “shedding” foi significativamente inibido (m). O
PMA (A),assim como a azida sodica e 2-deoxyglicose (*) também causaram
inibicdo do processo, *p<0,05 , 15,30 minutos ; **p<0,05, 30 minutos;
tripomastigotas do clone CL-Brener incubados sob as mesmas condi¢des descritas
acima (B) apresentaram uma queda da intensidade de fluorescéncia de 5 a 10%
maior que os da cepa Y (¢). De maneira similar, o tratamento com fenantrolina (m),
PMA (A) ou azida sodica e 2-deoxyglicose (*) também inibiu o processo, *p<0,05 ,
15,30 minutos. Os experimentos foram realizados em triplicata e a média esta
representada com desvio padrdo
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Tabela IV: Analise da regulacio do processo de “shedding” em formas

tripomastigotas frente IgGs especificas ou nao-especificas.

IgG especifica IgG nao-especifica
Condicoes Cepa Y Clone CL-Brener CepaY Clone CL-Brener
PMA Estimula Nao interfere Inibe Inibe
Fenantrolina Inibe Inibe Inibe Inibe

Azida + 2-deoxi-
glicose Inibe Inibe Inibe Inibe




100

Discussado




101

A modulacdo da superficie celular ¢ um importante mecanismo que facilita a
interacdo de parasitos intracelulares com células hospedeiras e o seu escape do sistema
imunoldgico. Moléculas presentes na superficie celular t€ém grande participagdo, sejam
elas sintetizadas pelo parasito, ou adquiridas a partir do hospedeiro. A ligacdo de
imunoglobulinas do tipo G (IgG) e M (IgM) ndo-especificas @ membros patogénicos da
familia Trypanosomatidae foi previamente descrita em varios estudos (BALBER &
STUTERVAN, 1986, BOGUCKI & SEED, 1978, BUTCHER ET AL, 1990,
CICARELLI & DANIEL LOPES, 1989, DIFFLEY, 1978, DIFFLEY & HONIGBERG,
1978, MIRANDA SANTOS & CAMPOS NETO, 1981,1995). Esta ligacdo ocorre
através de receptores presentes na superficie dos parasitos capazes de reconhecer a
porc¢io Fc de imunoglobulinas, sejam de humanos ou de outros animais (SCHMUNIS et
al., 1978; MIRANDA SANTOS & CAMPOS NETO, 1981; CAMPO-NETO et al.,
2003), o T.cruzi também apresenta uma proteina de 52 KDa que se liga fortemente a IgG
através de sua por¢ao Fab (CICARELLI & DANIEL LOPES, 1989).

Em 2003, Campos-Neto e colaboradores caracterizaram o gene Lmspl que
codifica para uma proteina de 16.6 KDa, associada a superficie de todas as formas
evolutivas de Leishmania e Trypanosoma, como um receptor capaz de se ligar tanto a
por¢do Fc quanto a Fab de imunoglobulinas. Apesar de detectados e caracterizados, ndo
hé relatos de estudos a respeito da afinidade destes receptores. Decidimos entdo neste
trabalho, realizar experimentos de saturacdo no sentido de se esclarecer a afinidade desta
ligagdo. Diferentes formas evolutivas, pertencentes a diferentes populagdes foram
utilizadas. Os resultados obtidos através da analise por citometria de fluxo, sugerem que

a ligacdo de imunoglobulinas ndo-especificas a superficie de formas epimastigotas do 7.
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cruzi ocorre com uma afinidade significativa, ou seja, caracteristica de ligagdes
especificas. Considerando-se que estas formas evolutivas posuem intensa atividade
endocitica e sdo modelo de estudo para um maior conhecimento da via endocitica no 7.
cruzi, estes resultados indicam que no estudo da via endocitica mediada por receptor,
moléculas de IgGs podem ser utilizadas como tracador. No entanto, quando diferentes
populacdes sdo comparadas, formas epimastigotas pertencentes ao clone CL-Brener
apresentam receptores com maior afinidade do que as mesmas formas evolutivas da cepa
Y. A localizagdo dos sitios de ligacdo de IgGs ndo-especificas observada, indica que estas
moléculas se ligam as formas epimastigotas e sdo endocitadas, podendo ser utilizadas
como tragador no estudo da via endocitica mediada por receptores.

Ainda ndo se conhece o numero de receptores de diferentes tipos que existem no
citéstoma e se algum deles possui caracteristicas multiligantes. Algumas proteinas
interiorizadas através de receptores presentes no epitélio do tiibulo renal, como albumina,
proteinas cationizadas, drogas polibasicas, cadeias leves de imunoglobulinas, e [,-
microglobulina (MOESTRUP, 1994, SAITO et al, 1994), também ja foram observadas
em T.cruzi (PORTO-CARREIRO, 2000, SOARES AND DE SOUZA, 1991, SOARES,
SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1992). Neste sentido, experimentos em presenga de
BSA também foram realizados na tentativa de observarmos se a ligacdo destas moléculas
pode ocorrer através de receptores e como seria esta afinidade de ligacao. Inicialmente, as
curvas de saturacdo obtidas em formas epimastigotas tanto da cepa Y quanto do clone
CL-Brener, sugerem que a ligagdo de BSA atinge uma saturagdo em presenca de 50ug/ml
desta molécula. No entanto, os ensaios de competicdo ndo mostram nenhum

deslocamento da curva de intensidade de fluorescéncia, apontando para a existéncia de
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uma ligacdo ndo-especifica. Estudos anteriores utilizam a BSA para identificar o processo
endocitico de fase fluida (DE SOUZA, MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-
ROBBLES, 1978; SOARES & DE SOUZA, 1991), sendo assim, uma possivel hipotese
para estes resultados seria que estas moléculas se ligam a superficie de formas
epimastigotas por simples adsor¢do. Uma outra possibilidade seria a de que estariamos
observando um outro receptor de menor especificidade, que atua portanto na ligagcdo de
concentragdes bem mais altas de BSA e por isso ndo estdo sendo detectados nestes
experimentos.

Formas tripomastigotas, importantes de serem estudadas por serem a forma
infectiva ao hospedeiro vertebrado também foram analisadas. Os resultados obtidos
indicam que a ligacdo de IgGs na superficie de tripomastigotas ocorre com afinidade
caracteristica de uma ligagdo especifica em ambas amostras testadas. No entanto, esta
ligagdo acontece com maior afinidade em parasitos pertencentes a cepa Y. Sabe-se que a
ligagdo destes receptores a moléculas de imunoglobulinas do hospedeiro ¢ capaz de
ajudar no escape da acdo do sistema complemento, assim como ¢ capaz de facilitar a
invasdo destes parasitos na célula hospedeira (CUNA, KIERSZENBAUM & WIRTH,
1991; MIRANDA-SANTOS & CAMPOS NETO, 1995). Sendo assim, a diferenga de
afinidade observada na ligacdo de IgG em formas tripomastigotas da cepa Y pode estar
relacionada ao menos em parte, com o fato da maior viruléncia observada nestes parasitos
em relacdo as formas tripomastigotas pertencentes ao clone CL-Brener. A localizagdo
dos sitios de ligac¢do indica resultados semelhantes aos obtidos previamente em presenca

de IgGs especificas contra o parasito.
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Receptores e outras proteinas podem apresentar-se ligadas a superficie celular de
diferentes maneiras. Em células eucariotas, diversas proteinas sdo associadas a superficie
externa da membrana citoplasmatica através de ligagdo covalente a glicolipideos contento
inositol. Estas ancoras sdo denomindas glicosilfosfatidilinositol (GPI) (ENGLUND,
1993) e tém como fungdo principal permitir uma associacdo estavel entre proteinas e
membrana (RALTON et.al, 1993). A primeira descri¢do da existéncia destas ancoras
lipidicas foi feita em 1963, com a descoberta de que uma fosfolipase C bacteriana (PIPL-
C) pode liberar de maneira seletiva a fosfatase alcalina da superficie de células de
mamiferos (SLEIN, M.W. & LOGAN, G.F.JR, 1963). Em nosso trabalho, epimastigotas
e tripomastigotas do 7. cruzi foram incubados em presenca de BSA ou IgG ndo-
especifica apds tratamento com tripsina ou PIPL-C no sentido de identificarmos a
natureza desta ligacdo. Os resultados obtidos indicaram que a BSA se liga as formas
epimastigotas em maior parte através de proteinas ancoradas via GPI a membrana
citoplasmatica, uma vez que foi possivel observar uma maior reducdo da marcagdo apds o
tratamento com PIPL-C quando comparada aquela obtida apds tratamento com tripsina.
Provavelmente pelo fato de que nestas formas evolutivas a ligagdo de moléculas a serem
endocitadas se restringem a regido do citdstoma, onde a grande maioria das proteinas se
apresentam ancoradas via GPI. Formas tripomastigotas no entanto, apresentaram
resultados contrarios em relagdo aos epimastigotas. Em tripomastigotas a ligagdo de BSA
se da preferencialmente através de proteinas ndo ancoradas. Estes resultados nos sugerem
que a ligacdo de BSA ocorre de maneira diferente dependendo da forma evolutiva do T.
cruzi, talvez por se ligarem a proteinas mais comuns presentes na superficie de cada

forma. Quando os experimentos foram realizados na presenca de IgG nao-especifica os
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resultados obtidos indicaram uma liga¢cdo mais frequente a proteinas ancoradas via GPI
nas duas formas evolutivas analisadas. Como ja foram detectados e isolados receptores
capazes de se ligar tanto a por¢do Fc quanto a por¢ao Fab de imunoglobulinas (CAMPO-
NETO et al., 2003), e no presente trabalho foi possivel observarmos que esta ligagdo
ocorre com grande especificidade, pode ser que os resultados obtidos com os tratamentos
enzimaticos indiquem que estes receptores possam ser moléculas associadas a superficie
celular via ancoras de GPI, como ocorre em alguns tipos de receptores para Fc em
neutréfilos humanos. No caso de formas tripomastigotas, o tratamento com tripsina
revelou uma maior liga¢ao de IgGs nao-especificas em relacdo ao controle, sugerindo que
a tripsiniza¢do pode revelar sitios de ligagdo a IgG mais proximos a superficie celular
antes nao expostos.

Para coexistirem, hospedeiros e parasitos precisam se adaptar uns aos outros,
neste sentido mecanismos de escape desenvolvidos pelos parasitos s3o bastante
importantes. Entre eles, a aquisicdo de antigenos, como fatores do soro, antigenos de
histocompatibilidade entre outros ja foram descritos (MIRANDA-SANTOS & CAMPOS
NETO, 1995). A ligagdo de imunoglobulinas de hospedeiros a receptores Fc ¢ capaz de
ajudar no escape do sistema complemento, facilitando assim a invasdo do parasito as
células hospedeiras (MIRANDA-SANTOS & CAMPOS NETO, 1995). Tripomastigotas
sdo as formas infectivas de células hospedeiras e portanto as causadoras da Doenga de
Chagas, desta maneira tornando de grande importancia os resultados obtidos a respeito da
especificidade da ligacdo de imunoglobulinas ndo especificas aos receptores Fc.

As formas epimastigotas do 7. cruzi s3o as formas evolutivas presentes no

intestino do inseto vetor. Por possuirem grande atividade endocitica sdo células
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importantes para a realizacdo de estudos da via endocitica do parasito. Em
Tripanosomatideos a endocitose de fase fluida e mediada por receptores foi descrita
baseada no uso de moléculas definidas como tragadores endociticos em células de
mamiferos e do isolamento e caracterizacdo de receptores para transferrina e LDL em 7.
brucei e Leishmania. No T. cruzi a presenca destes receptores foi apenas sugerida com
base na observacdo de saturacdo da ligacdo de transferrina e LDL (SOARES & DE
SOUZA, 1991; LIMA & VILLALTA, 1990). Estas moléculas s3o interiorizadas apenas
através do citdstoma e/ou da bolsa flagelar, o que confere aos Tripanosomatideos a
caracteristica de células polarizadas (PORTO-CARREIRO et al., 2000). Dados a respeito
da ultraestrutura da regido do citéstoma mostram claramente um dominio diferenciado da
membrana citoplasmatica de epimastigotas do 7. cruzi, onde diferentes tipos de
moléculas sdo observadas ligadas sugerindo ndo s6 a existéncia de receptores especificos
como também que nesta regido estes receptores sao mais abundantes (DE SOUZA,
MARTINEZ-PALOMO & GONZALES-ROBBLES, 1978; PORTO-CARREIRO et al.,
2000; PIMENTA et al., 1989). Na verdade, moléculas se ligam intensamente ao
citéstoma independente da via endocitica realizada para que sejam interiorizadas pelo
parasito.

Quando comparadas a quantidade endocitada de tracadores endociticos de fase
fluida Lucifer Yellow (LY) e BSA-Alexa-488, nos observamos que a BSA ¢ interiorizada
em maior quantidade em todas as amostras. A BSA e o LY se mostraram os melhores
tracadores para o estudo da via endocitica nos clones CL-Brener e Dm28c,
respectivamente, uma vez que a interiorizagdo destes tragadores foi maior nestas amostras

do que nas outras analisadas. Estas caracteristicas sdo interessantes na hora de se escolher
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um tragador para a realizacdo de experimentos, como por exemplo, na avaliagdo de
mudangas na atividade endocitica sob efeito de drogas.

Quando a analise comparativa da atividade endocitica utilizando-se a BSA-Alexa-
488 como tracador foi realizada através de microscopia de fluorescéncia os resultados
foram bem diferentes dos observados em citometria. As formas epimastigotas
pertencentes & cepa Y se mostraram as melhores células para o estudo da atividade
endocitica durante os primeiros 60 minutos, uma vez que o numero de células e
compartimentos marcados foi maior do que nas outras amostras. No entanto,
epimastigotas pertencentes ao clone Cl-Brener foram as melhores células para a
realizacdo de estudos da via endocitica em periodos de incubag¢do mais longos uma vez
que a percentagem de células marcadas foi maior. Este ¢ um importante aspecto
principalmente quando este processo ¢ analisado através de cortes ultra finos em
microscopia eletronica de transmissdo, onde as andlises dependem do plano de corte da
amostra e de um grande nimero de imagens para que o resultado seja estatisticamente
confidvel. Com um nimero maior de células marcadas, a probabilidade de que se consiga
acompanhar de maneira mais fiel o estudo da via endocitica deste parasito ¢ maior.

Imunoglobulinas especificas e ndo-especificas podem ser observadas na superficie
de membros patogénicos da familia Trypanosomatidae. O destino destas moléculas
depende da forma evolutiva analisada. Elas podem ser interiorizadas, liberadas da
superficie através de “shedding” de pequenas vesiculas ou pode participar da entrada do
parasito nas células hospedeiras e no escape dos mecanismos de defesa do hospedeiro
(GONCALVES et al., 1991; KLOETZEL & DEANE, 1977; KRETTLI et al., 1979;

MIRANDA-SANTOS & CAMPOS-NETO, 1995; CUNA; KIERSZENBAUM &
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WIRTH, 1991; SCHMUNIS et al., 1978; SCHMUNIS et al., 1980). Imunoglobulinas
ndo-especificas sdo concentradas na superficie de todas as formas evolutivas do 7. cruzi
através de ligagdes mediadas por receptores Fc (CAMPOS-NETO et al., 2003;
MIRANDA-SANTOS & CAMPOS-NETO, 1981). A interiorizacdo de imunoglobulinas
ndo-especificas pelas formas epimastigotas foi observada através de moléculas
conjugadas a dois tipos de fluorocromos: fluoresceina e Alexa Fluor-488. Esta ultima
possui a vantagem de ter a relagdo proteina/marca¢do bem maior, sem queda da
fluorescéncia. As diferencas observadas na intensidade de fluorescéncia analisada podem
estar relacionadas a uma diferenca de peso molecular dos conjugados, e
consequentemente a sua acessibilidade aos sitios de membrana nas formas epimastigotas,
ou, ainda, devido a diferenca de relagdo proteina/marca¢do entre os conjugados. O
decaimento da intensidade de fluorescéncia que observamos em parasitos do clone
Dm28c e da cepa Y apds 120 minutos de incubagdo (Fig. 10D), provavelmente ocorreu
devido a exting¢ao da fluorescéncia da FITC nos compartimentos da via endocitica.

Até entdo, nenhuma analise comparativa da endocitose por fase fluida ou mediada
por receptores entre diferentes amostras do 7. cruzi e utilizando diferentes tracadores
havia sido realizada. Desta maneira esperamos ter contribuido na padronizagdo de
estudos da via endocitica com o 7. cruzi.

Apds a analise quantitativa e comparativa do processo endocitico de formas
epimastigotas em presenga de Igs ndo-especificas, decidimos observar o que acontecia
com estes tracadores apds um tempo mais longo de incubacdo, durante o ciclo desta
célula. Apos o periodo de pulso em presenga de IgG-TRITC, as células foram cultivadas

normalmente como de rotina e a cinética de longa duracdo da via endocitica foi avaliada.
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Em formas epimastigotas do 7. cruzi, o acimulo do material endocitado ocorre em
organelas denominadas reservossomas localizadas preferencialmente na regido posterior
(SOARES & DE SOUZA, 1988). Com os resultados observados através da microscopia
de fluorescéncia foi possivel observarmos que apos o pulso de 4 horas, a IgG ja havia
atingido, na maior parte das células, o final da via endocitica, uma vez que os
compartimentos marcados estavam concentrados em sua grande maioria na regido
posterior da célula, provavelmente em reservossomas. No entanto, apds um periodo de
caca de 72 horas, encontramos uma reducdo na porcentagem de células e de
compartimentos marcados. Os resultados se confirmaram nas andlises realizadas através
de MET, onde foi possivel observarmos que provavelmente com a divisdo, parasitos
marcados déem origem a parasitos ndo marcados, ou passem as células descendentes
alguns dos compartimentos marcados, diminuindo por consequéncia o niimero de células
e de compartimentos marcados na populagdo.

O papel dos diferentes compartimentos intracelulares no controle do trafego de
vesiculas no 7. cruzi, vem sendo estudado. Alguns anestésicos locais como a dibucaina,
foram descritos como inibidores da ativagdo de fosfolipase A, citoplasmatica,
independente de calcio, resultando em uma inibicdo da fusdo dos compartimentos
intracelulares ao longo das vias endocitica e secretoria e, portanto, acabando por diminuir
a interiorizacdo e/ou secrecdo de algumas moléculas (TOLLESHAUGH, TROND &
HOLTE, 1982; HAGIWARA & OZAWA, 1990; BALBOA, SAEZ & BALSINDE,
2003). O tratamento de formas epimastigotas do 7. cruzi com dibucaina resultou na
diminui¢do dos niveis de interiorizacdo de BSA e IgG em até 60%, além de atrasar a

exocitose de cisteino proteinase (SOUTO-PADRON, LIMA & RIBEIRO, 2006). Apesar
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de ndo inibir a fusdo de compartimentos endociticos, a degradacdo de complexos BSA-
Au foi retardada, provavelmente devido a queda do trafego de proteases em dire¢do aos
reservossomas (SOUTO-PADRON, LIMA & RIBEIRO, 2006). A atividade da PIs-
quinase ja foi descrita como tendo grande importancia na regulacdo da endocitose de fase
fluida (SHPETNER et al., 1996; CLAGUE et al., 1995). Ao contrario, outros estudos
indicam que a ativagdo da enzima em questdo nao ¢ necessaria na endocitose mediada por
receptores (SHEPHERD et al., 1995). No sentido de se observar a importancia da Pls-
quinase no processo endocitico de formas epimastigotas do 7. cruzi, um analogo de
quercetina (LY294002) capaz de inibir de maneira especifica a agdo da PI3-quinase foi
utilizado em alguns experimentos. Resultados obtidos apds andlise em citometria de fluxo
mostraram um deslocamento na curva de BSA em amostras pré-incubadas em presenga
de LY294002, sugerindo a importancia da atividade de PI3-quinase na endocitose desta
molécula e mais uma vez fortalecendo os indicios de que a BSA ¢ endocitada através de
fase fluida. Visando a anélise do processo endocitico mediado por receptor, epimastigotas
foram incubados em presenca de IgG. Resultados obtidos nas amostras tratadas com o
ininidor de Pl3-quinase, indicam que nos epimastigotas do 7. cruzi a atividade da enzima
ndo parece ter grande importancia na endocitose de IgG, somando assim mais evidéncias
de que esta molécula ¢ interiorizada através de endocitose mediada por receptores.

A superficie celular ¢ localizagdo bastante importante de varios tipos de
interagdes. Os constituintes da membrana citoplasmatica sdo continuamente renovados
através de sintese, endocitose ou “shedding” (DANIAK,1991). Além disso, o “shedding”
de proteinas de superficie pode ser bastante importante na patogénese de diversas

doencas (SBARBA & ROVIDA, 2002). Alteragdes morfologicas e imunologicas
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detectadas em rim de camundongos infectados pelo 7. cruzi, foram atribuidas ao
“shedding” de agregados de componentes de membrana reconhecidos por anticorpos
especificos contra o parasito (CASTRO & RIBEIRO DOS SANTOS, 1977). Quando
comparadas, células malignas sdo capazes de liberar componentes da membrana
citoplasmatica em um nivel bem maior do que células normais do mesmo tipo
(TAYLOR & BLACK, 1986). A liberacdo de antigenos associados & membrana podem
proteger as células tumorais de moléculas efetoras do sistema imunoldgico, e por
consequéncia da propria resposta imunologica (CURRIE & ALEXANDER, 1974).
Curiosamente, durante a andlise de epimastigotas incubados na presenca de IgG
ndo-especifica durante 30 minutos a 4°C através de microscopia eletronica de
transmissdo, foi possivel observar particulas de ouro coloidal ligadas @ um material
filamentoso e distante da superficie celular, assim como projetado na regido do citéstoma
semelhante a uma bolha, ou ainda associadas a vesiculas, sugerindo que sitios de ligacao
de IgG presentes nestas formas evolutivas também podem ser liberadas através de
“shedding”. Andlises através de citometria de fluxo indicam a libera¢do de moléculas de
IgG ndo-especificas através de “shedding” apds 15 min de incubagdo a 28°C em ambas as
populagdes testadas. Este processo foi intensificado ap6s 15 min adicionais no periodo de
incubacdo em formas epimastigotas pertencentes ao clone CL-Brener, enquanto células
da cepa Y demonstraram uma pequena recuperagdo na intensidade de fluorescéncia sob
as mesmas condi¢des. Tal fato se deu possivelmente devido a recuperagdo das células em
suas condi¢des normais de metabolismo, permitindo que uma parte das IgGs ligadas a sua
superficie fossem endocitadas. Como ja foi dito anteriormente, esta forma evolutiva

possui uma atividade endocitica bastante intensa, portanto ¢ possivel que a maior parte
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das moléculas que se ligam na regido do citdstoma sejam primeiramente endocitadas.
Sendo assim, seria mais facil explicar os baixo indices de “shedding” observados na
forma epimastigota. No entanto, o que leva a célula a desencadear o processo de
“shedding” ao invés de endocitar uma parte das moléculas ligadas, ndo sabemos.

A redistribuicdo de componentes de membrana, inclui a formacao de agregados de
proteinas em algumas regides da superficie celular, processo conhecido como “capping”
(NICOLSON, 1976). Uma das hipoteses existentes € que este processo no 7. cruzi facilite
a eliminagdo destes agregados formados a partir da superficie do parasito através do
mecanismo de “shedding”. Apesar do “shedding” ter sido descrito como um processo
espontaneo no 7. cruzi, alguns resultados obtidos em estudos anteriores ndo excluem a
possibilidade de que este processo possa ocorrer em niveis diferentes dependendo do
antigeno ou ainda que possa ser estimulado na presenga de algumas substancias ou
moléculas (GONCALVES et al., 1991 ). O “capping” na superficie de formas
tripomastigotas do 7. cruzi também foi observado em experimentos realizados em
presenca de Concanavalina A (SZARFMAN, QUEIROZ & DE SOUZA, 1980). Sendo
assim, decidimos investigar a possivel influéncia de Con A no processo de “shedding”.
Experimentos realizados em presenca de Con A sob as mesmas condi¢des descritas
anteriormente, mostraram uma curva de intensidade de fluorescéncia na superficie dos
parasitos apds 15 ou 30 minutos a 28°C semelhante a curva observada em anélises feitas
em presenga de IgG, indicando que existe a liberagdo de Con A através de “shedding”,
mas que esta molécula ndo ¢ capaz de induzir um processo de “shedding” mais intenso

em epimastigotas.
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Tripomastigotas, as formas infectivas do 7. cruzi também foram analisadas. Na
presenca de IgG ndo-especifica, andlises obtidas através de microscopia eletronica de
transmissdo revelaram que a temperatura tem grande importancia no processo. A baixa
temperatura, as vesiculas de “shedding” foram observadas, principalmente na cepa Y.
Estas estruturas se apresentaram concentradas, sugerindo que a baixa temperatura ¢ capaz
de retardar o processo. Apds incubagdo a 37°C, a observagdo de vesiculas de “shedding”
foi bem mais frequente se comparada com tripomastigotas mantidos a baixa temperatura.
Nestes caso, estas estruturas ndo se apresentaram tao concentradas e foram observadas
também no meio extracelular. Parasitos incubados em presenga de IgGs especificas,
apresentaram vesiculas mais dispersas, mas o comportamento em relacdo as diferentes
temperaturas utilizadas durante os experimentos foi semelhante ao observado em
presenca de IgG ndo-especifica. Com estes resultados, ficou claro também que o
“shedding” observado em tripomastigotas apos a incubagdo em presenca de IgGs
especificas ou nao foi predominantemente de vesiculas.

Outros estudos realizados anteriormente mostraram a existéncia tanto de
“capping” quanto de “shedding” em Leishmania amazonensis mesmo a 4°C submetidas a
incubagdes em presencga de ferritina cationizada (SARAIVA et al., 1989). As andlises de
MEV de formas tripomastigotas da cepa Y incubadas em presenga de FeCat a 4°C
mostraram uma pequena quantidade de vesiculas na regido da bolsa flagelar, o que se
confirmou em imagens obtidas através de MET onde se observa que a FeCat ¢ liberada
em grande parte por “shedding” de aglomerados destas moléculas. A 37°C o processo
de”shedding”foi intensificado e aqui alguns indicios da presenga de vesiculas também

foram observados. Em tripomastigotas do clone CL-Brener, liberagdo de FeCat ja a baixa
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temperatura ndo ¢ frequente, o “shedding” ¢é mais facilmente detectado a 37°C.
Tripomastigotas pertencentes tanto a cepa Y como ao clone CL-Brener incubados em
presenca de Con-A a baixa temperatura raramente apresentam vesiculas de “shedding”. A
4°C a localizagdo da Con A ¢ observada principalmente ao longo de todo o corpo celular
na cepa Y, enquanto parasitos do clone CL-Brener mostraram uma marcagdo concentrada
na regido de adesdo do flagelo com o corpo celular. Quando a temperatura de incubagdo
foi aumentada para 37°C, imagens de MEV mostraram uma maior incidéncia de
vesiculas. A localizagdo da marcacdo com Con A também foi distinta em ambas
amostras, no entanto foi possivel observar algumas vesiculas marcadas, indicando que
pelo menos uma parte da Con A ¢ liberada através de “shedding de vesiculas. Somados
os resultados dos experimentos realizados em presenga de Con A e FeCat, indicam que
estas moléculas sdo liberadas da superficie de formas tripomastigotas e induzem um
“shedding” mais intenso em relagdo ao que se € observado em células controle.

Tanto o “shedding” de ectodominios quanto de vesiculas de membrana,
sdo processos ja descritos em células de mamiferos (Taylor & Black, 1986; Dainiak,
1991; Sbarba & Rovida, 2002). Pelo menos dois mecanismos basicos de ativacao do
“shedding” foram descritos tendo como modelo as células de mamiferos: (a) a ativacao
de proteina quinase C (PKC), que foi o primeiro mecanismo intracelular reconhecido
como um alvo comum para a sinaliza¢do que gera o “shedding” de ectodominios; e (b) a
acao de metaloproteases e gelatinases no “shedding” de vesiculas de membrana. Neste
trabalho decidimos realizar experimentos para a andlise do “shedding” através de
citometria de fluxo para obtermos um resultado quantitativo e para tentar entender melhor

como ocorre a regulagao deste processo. Na presenga de IgG ndo-especifica os resultados
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obtidos mostram um constante decréscimo na intensidade de fluorescéncia quando os
tripomastigotas sdo incubados por 15 ou 30 minutos a 37°C. Comparados com os
resultados obtidos a partir de experimentos realizados em presenca de IgG especifica,
verificamos que apesar de significativo, o perfil de “shedding” na presenca de IgG nao-
especifica foi aparentemente menos intenso, fato interessante uma vez que ¢ de grande
importancia para os parasitos serem capazes de se livrar de maneira mais eficiente de
anticorpos especificos contra eles, o que dificultaria a acdo do sistema imunoldgico do
hospedeiro. A influéncia da energia disponivel neste processo foi testada em
experimentos onde tripomastigotas foram pré-incubados em presenca de inibidores da
sintese de ATP. Os resultados revelaram um “shedding” bem menos intenso, sugerindo
que para a ocorréncia deste processo a disponibilidade de energia ¢ um ponto importante,
em ambas as amostras testadas em presenca de IgG especifica ou ndo.

Pesquisas anteriores realizadas em outros modelos de estudo mostraram que o 13-
acetato de forbol 12-miristato (PMA) pode ser util na indug¢do do “shedding” de
ectodominios, através da ativacdo de proteina quinase C. Baseado nestes dados, testamos
a influéncia do PMA no “shedding” em T7.cruzi. Observamos um aumento no “shedding”
de IgGs especificas apds o tratamento com PMA apenas em tripomastigotas pertencentes
a cepa Y ¢ apds 30 minutos de incubagdo a 37°C, o que ndo ocorreu com parasitos do
clone CL-Brener. Resultados obtidos com tripomastigotas do clone CI-Brener incubados
com IgGs especificas mostraram niveis de intensidade de fluorescéncia bastante similares
entre o controle e as amostras tratadas com o PMA. Ao contrario, tripomastigotas de
ambas as cepas testadas na presenga de IgG ndo-especifica, mostraram uma inibicao do

processo apoOs o tratamento com PMA. A ativagdo de proteina quinase C (PKC) foi o



116

primeiro mecanismo intracelular reconhecido como um alvo comum para a sinalizacdo
que gera o “shedding” de ectodominios. Sendo assim, ¢ possivel que a ativagdo do
“shedding” em formas tripomastigotas em presenca de IgGs especificas ocorra de
maneira distinta entre as duas amostras testadas, e que na cepa Y este processo tenha
como parte de sua sinalizagdo, a ativagao de PKC.

A acdo de metaloproteases e gelatinases ja foi descrita como importante na
estimulac¢do do “shedding” de vesiculas de membrana (DOLO et al., 1994; CASSARA et
al., 1998). Por sua vez, o “shedding” em 7. cruzi ja foi descrito como um processo
espontaneo envolvendo vesiculagdo da membrana plasmatica (GONCALVES et al.,
1991). Logo, um inibidor de metaloprotease foi também testado através da pré-incubagao
de tripomastigotas em presenca de 1,10 fenantrolina. Andlises de citometria de fluxo
revelaram uma diminui¢do bastante significativa do “shedding” de IgGs especificas ou
ndo em ambas as amostras testadas, sugerindo que no “shedding” de vesiculas observado
de maneira tao frequente em tripomastigotas do 7. cruzi incubados em presenca de I1gGs
especificas ou ndo, a participagdo de metaloproteases ¢ de grande importancia para a via

de regulagao assim como ocorre em células de mamiferos.
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A ligacdo de Igs ndo-especificas a superficie de formas epimastigotas ocorre com
afinidade significativa, podendo ser utilizadas como tragadores no estudo da via
endocitica mediada por receptores;

Em formas tripomastigotas a afinidade de ligagdo também foi significativa,
principalmente na cepa Y.

O resultado da analise da ligacdo de Igs ndo-especificas apos o tratamento de
epimastigotas e tripomastigotas com PIPL-C da evidéncias de que esta ligacao
pode ocorrer através de proteinas ancoradas via GPL

A BSA-Alexa se mostrou o melhor tragador para o estudo da via endocitica no
clone

CL-Brener;

Mesmo apds longos periodos de incubacao nao foi observada a formagao de um
unico compartimento residual, alé disso, compartimentos endociticos parecem ser
redistribuidos durante a divisao celular;

A inibicdo da atividade de PI3-quinase sugere sua participacao na endocitose de
BSA, somando mais evidéncias de que esta molécula ¢ adquirida através de
endocitose de fase fluida.

No presente estudo foi possivel observarmos evidéncias de que o “shedding”
ocorre também nas formas epimastigotas em presenga de Igs ndo-especificas e
Con-A.

A analise do “shedding” em formas tripomastigotas na presenga Igs especificas ou
ndo-especificas mostrou que a liberacdo destas moléculas ocorre de maneira
intensa, principalmente a 37°C nas duas populagdes testadas. Além disso, na
presenca de Igs ndo especificas apesar do grande numero de vesiculas observadas,
em sua maioria nao apresentaram marcagao com ouro coloidal.

A presenga de FeCat ¢ capaz de induzir a formagdo de “shedding” dos sitios
anidnicos de tripomastigotas da cepa Y ja a 4°C enquanto no clone CL-Brener, a
liberagdo destes sitios s6 ocorre a 37°C.

A presenca de Con-A ¢ capaz de induzir a formagdo de “shedding” em
tripomastigotas da cepa Y a 37°C com maior frequéncia do no clone CL-Brener.
O “shedding” de Igs especificas ou nao a partir da superficie de formas
tipomastigotas do 7. cruzi ¢ inibido pela a¢do da fenantrolina, indicando o
envolvimento de metaloproteases no processo.
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