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RESUMO
“Trypanosoma cruzi e o processo de invasao nas celulas hospedeiras: participacédo de
proteinas fosforiladas e microdominios de membrana.”

Juliana da Matta Furniel Dutra
Orientadores: Dra Tecia Maria Ulisses de Carvalho
Dr Wanderley de Souza

Resumo de tese de Doutorado apresentada ao programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biologicas (Biofisica), do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Biofisica).

Formas tripomastigotas, estagio infectante do Trypanosoma cruzi, sdo incapazes de se
dividirem e infectam varios tipos celulares, como macréfago, considerado o primeiro
sitio de invasdo. Trabalhos anteriores haviam demonstrado que a fosforilagdo em
tirosina € um pré-requisito para invasdo de tripomastigotas em células fagociticas como
macrofago (Vieira; Carvalho; De Souza, 1994) e que esses eventos de fosforilacéo
colocalizavam com uma concentragcdo de actina no sitio de entrada do parasito. Como
sugerido por Vieira et al (2002) pelo menos seis peptideos tem seus niveis de
fosforilagdo em tirosina aumentados quando macréfagos sdo infectados com
tripomastigotas, entre eles a paxilina, uma proteina citoplasmatica de 68 kDa que se
localiza em pontos chamados de adeséo focal (Turner et al, 1990). Além de proteinas
fosforiladas como a paxilina, plataformas de membrana também estdo envolvidos nesse
processo. Plataformas de membrana sédo pequenas regides (100-200nm) heterogéneas,
altamente dindmicas, com dominios enriquecidos em esterdis e esfingolipideos que
concentram processos celulares (Simons e Ikonen, 1997). Nossos resultados mostram
que a expressdo de paxilina assim como a sua fosforilacdo em residuos de tirosina é
importante para a invasdo e sobrevivéncia de tripomastigotas de T.cruzi no interior de
macrdfagos, LLC-MK2 e fibroblastos T-17, cujo fendtipo é knock-out para paxilina.
Além da necessidade de proteinas fosforiladas para modular o processo de invasao,
demonstramos que a presenca de plataformas de membrana intactos na superficie das
celulas hospedeiras também é um pré-requisito para o sucesso da infec¢do, uma vez que
células depletadas de colesterol pela acdo da metil beta ciclodextrina mostraram uma
reducdo nos indices de internalizacdo e sobrevivéncia, sendo responsavel pelo disparo
de apoptose em células infectadas com tripomastigotas de T.cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, actina, fosforilagdo, biologia celular.
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ABSTRACT
“Trypanosoma cruzi and the process of invasion into host cells: role of phosphorilated
proteins and membrane-rafts”.

Juliana da Matta Furniel Dutra
Orientadores: Dra Tecia Maria Ulisses de Carvalho
Dr Wanderley de Souza

Resumo de tese de Doutorado apresentada ao programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
Biologicas (Biofisica), do Instituto de Biofisica Carlos Chagas Filho da Universidade
Federal do Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para obtencéo do titulo
de Doutor em Ciéncias Bioldgicas (Biofisica).

Trypomastigote forms, the infective stage of T.cruzi, are unable to divide and can
invade a large number of cells like macrophages, probably the first site of infection in
humans. Previous studies have shown that tyrosine phosphorylation is required for
trypomastigotes invasion into macrophages (Vieira et al, 1994). This event is due with
F-actin concentration around parasite invasion site. Viera et al, 2002 suggested that six
proteins or peptides have their levels of tyrosine phosphorylation increased when
macrophages are infected with trypomastigotes and their molecular weights macth with
the ones for paxilin. Paxillin is a 68-kDa cytoplasmic adaptor protein involved in actin
modulation and its function is correlated with tyrosine phosphorilation (Turner et al,
1990). Besides phosphorilated proteins acting in the invasion process, membrane-rafts
seems to be involved into this process also. Membrane-rafts are small regions (100-
200nm), heterogeneous, higly dynamic, with domains enriched by sterols and
sphingolipids that are responsable for some cell process like phagocytosis of virus,
bactérias and even protozoans (Simons & Ikonen, 1997). Our results shows that paxilin
expression and its tyrosine phosphorilation is important to T.cruzi invasion and survival
inside macrophages, LLC-MK2 cells and T-17 fibroblasts, which has one fenotype
paxilin knock-out. Besides phosphorilated proteins acting into the invasion process, we
have demostrated that intact membrane-rafts are necessary for a sucessfully infection,

since depletion od cholesterol from host cel
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1. Introducéo
1.1. O parasita e a Doenga de Chagas

A doenca de Chagas ou tripanossomiase americana tem como agente etiolégico
o Trypanosoma cruzi, um protozoario flagelado pertencente a ordem Kinetoplastida.
Esse protozoario foi descrito pela primeira vez por Carlos Justiniano Chagas, no inicio
do século passado (Chagas, 1909) e caracteriza-se pela presenca de um flagelo e de uma
mitocondria Unica e ramificada onde estd situado o cinetoplasto, estrutura formada a
partir da condensacdo do DNA mitocondrial. Este parasita é capaz de infectar mais de
150 espécies de 24 familias de animais domésticos e selvagens, incluindo o homem.
Segundo os dados mais recentes da Organizacdao Mundial de Salde, a doenca de Chagas
estd presente em cerca de 18 paises do continente americano, dividido em duas areas: o
Cone Sul, regido onde o vetor reside dentro das habitacGes ou nas areas ao seu redor; e a
América Central e México, regido onde o vetor,além das moradias encontra-se também
distribuido em areas ndo-habitadas (WHO, 2005). Estima-se que esta doenca atinja
cerca de 16-18 milhGes de pessoas nas Américas, sendo que cerca de 120 milhdes
vivem em areas de risco, ou seja, cerca de 25% dos latinos americanos estdo sob o risco
de contrair a doenca e, 25-30% dos infectados irdo progredir para um quadro
irreversivel de faléncia cardiaca, causando uma considerada morbidade e mortalidade
(WHO, 2005).

Atualmente a quimioterapia da doenca de Chagas € baseada nas unicas drogas
disponiveis que sdo o nitrofurano nifurtimox (Bayer, recentemente descontinuado) e o
nitroimidazol benznidazol (Roche). Ela é insatisfatdria j& que estas drogas tém
atividade significativa apenas nas fases aguda e crénica recente (com poucos anos de
infeccdo) (Sosa Estani et al., 1998), e sua eficacia varia de acordo com a éarea

geografica, provavelmente devido a diferencas na susceptibilidade as drogas entre
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diferentes cepas de T. cruzi (Filardi; Brener, 1982, 1987; Croft; Snowdon; Yarley,
1996). Os efeitos colaterais freqientes destas drogas sdo anorexia, vomito,
polineuropatia periférica e dermopatia alérgica. Entretanto, a principal limitacdo destes
compostos é sua eficicia extremamente baixa na forma crénica estabelecida da doenga
(Urbina, 2002).

Novas tentativas vém sendo testadas para melhorar a caracterizagdo do T.cruzi e
do seu vetor nas areas de pesquisa basica, clinica, diagndstica e epidemioldgica, além de
novas tentativas também no controle da prépria doenca. Uma nova possibilidade é o
transplante autélogo de células — tronco na circula¢do de pacientes com cardiopatias.
Nesses pacientes observou-se uma melhora de cerca de 30% nas funcdes cardiacas apds
o transplante, sendo que um caso apresentou melhora em apenas um més apos a

intervencdo (WHO, 2005).

1.2. Classificagdo Taxondmica (Hoare, 1964)
Filo Protozoa
Sub-filo Sarcomastigophora
Super-classe Mastigophora
Classe Zoomastigophorea
Ordem Kinetoplastida
Sub-ordem Trypanosomatina
Familia Trypanosomatidae
Género Trypanosoma

Espécie Trypanosoma cruzi
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1.3. Formas evolutivas e ciclo biolégico.

O Trypanosoma cruzi tem um ciclo biolégico complexo que é caracterizado
pela presenca de trés estdgios de desenvolvimento em dois hospedeiros diferentes: o
inseto vetor, um hemiptero da familia Reduviidae e conhecido como barbeiro e um
hospedeiro vertebrado como, por exemplo, o0 homem e outros mamiferos. Estudos
recentes usando analises de isoenzimas, analise de rRNA, seqliéncias de mini-exons e
marcadores de microsatélites, apresentam evidéncias de que o T.cruzi ndo € um Unico
grupo filogenético, mas sim dois subgrupos genéticos altamente divergentes designados
como linhagens | e Il. A linhagem | predomina no ciclo doméstico enquanto a linhagem
Il representa o ciclo silvestre (Zingales et al, 1999; Fernandes et al, 1998; Briones et al,
1999).

As cepas pertencentes a linhagem 1 sdo caracterizadas com zimodemo Z1 (um
zimodemo é um grupo que apresenta 0 mesmo perfil de izoenzimas), 24Sa. rDNA grupo
2 e um mini-exon do grupo 2, sendo capazes de induzir um baixo parasitismo em
humanos. Ao contrario da linhagem 1, a linhagem Il € caracterizada pelo zimodemo Z2,
24So. rDNA grupo 1 e um mini-exon do grupo 1 e causa altas parasitemias em humanos
em areas endémicas (Zingales et al, 1999). Pelo menos no caso do Brasil, a linhagem Il
parece ser a Unica responsavel pelas lesbes teciduais vistas em pacientes chagasicos
(Freitas et al, 2005). Esses dois grupos foram primeiramente denominados ZI e ZlIl e,
mais recentemente, um terceiro grupo chamado ZIIl foi descrito, baseado em isolados
da regido Amazénica. Essas nomenclaturas foram recentemente revisadas e renomeadas
como Tc I, Tc Il e ZIIl, respectivamente (Junqueira; Degraves; Branddo, 2005;
Brand&o; Fernandes, 2006).

Os protozoarios da familia Trypanosomatidae sdo caracterizados por possuirem

varias formas diferentes durante seu ciclo de vida (Figura 1). No caso do T. cruzi, as trés
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diferentes formas podem ser facilmente identificadas por microscopia Optica: (a) forma
amastigota, com cerca de 3 a 5um de didmetro, sendo replicativa dentro do hospedeiro
vertebrado e capaz de se transformar na forma epimastigota no intestino do inseto vetor.
Possui um flagelo curto, ndo visivel a microscopia Optica e o cinetoplasto em forma de
bastdo e localizado anterior ao nucleo. Estudos anteriores utilizando amastigotas obtidos
de diferentes fontes mostram que essa forma € capaz de infectar células de vertebrados
(Carvalho; De Souza, 1986; Ley et al, 1990; Mortara, 1991, Fernandes et al, 2006).

A forma epimastigota (b), estagio replicativo no intestino do inseto vetor,
caracteriza-se por possuir uma forma alongada, com cerca de 20 a 40 um de
comprimento. O cinetoplasto, em forma de bastdo, é localizado antero-lateralmente ao
nicleo e essa forma tem a capacidade de se multiplicar em cultura axénica. Durante
esse estagio, a forma epimastigota adere, pelo flagelo, as células da mucosa intestinal e
dos tabulos de Malpighi, mas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos colonizam
preferencialmente a regido do reto (Schmidt; Klemann; Schaub, 1998). Além disso,
epimastigotas também podem ser achados dentro de células de vertebrados, no final do
ciclo intracelular, quando os amastigotas se transformam em tripomastigotas ou vice
versa, no inicio de um novo ciclo quando tripomastigotas transformam-se em
amastigotas (revisto por De Souza, 2002).

A forma infectante do T.cruzi, a forma tripomastigota (c), possui cerca de 25
um de comprimento e 2um de diametro. O cinetoplasto, em formato arredondado, é
localizado posteriormente ao ndcleo. Pode-se encontrar tripomastigotas: (1) em células,
no final do ciclo intracelular; (2) no meio extracelular ou livres na circulagdo sanglinea
do hospedeiro vertebrado; (3) na porcao posterior do intestino, nas fezes e na urina do
hospedeiro invertebrado. Essas formas sdo incapazes de se dividir e infectam varios

tipos celulares, como macréfago, considerado o primeiro sitio de invasdo, além de
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muitos outros tipos celulares, como células musculares cardiacas (revisto por De Souza,
2002).

O ciclo biolégico do T.cruzi comeca quando o hospedeiro invertebrado se
alimenta do sangue do hospedeiro vertebrado (Figura 2). O hospedeiro invertebrado,
conhecido como barbeiro, é um inseto da ordem Hemiptera, familia Reduviidae, sendo
espécies como a Rhodinus prolixus, Triatoma infestans e Panstrogylus megistus as mais
comuns. Durante a alimentagédo, as formas amastigota e tripomastigota do sangue do
vertebrado infectado sd@o ingeridas pelo inseto. No estbmago do inseto, essa forma se
diferencia em epimastigota e em algumas formas intermediarias arredondadas. No
intestino do inseto, a forma epimastigota se divide muitas vezes por divisdo binéaria e
adere, por ligacGes hidrofdbicas, na cuticula da parede do intestino, antes de diferenciar-
se para formas tripomastigotas metaciclicas (revisto por Tyler; Engman, 2001). O
processo de metaciclogénese € regulado por essas ligacdes hidrofébicas entre o flagelo e
0 substrato onde esta aderido (Bonaldo et al, 1988) e é um processo mediado por c-
AMP (Gonzéles - Perdomo; Romero; Goldener, 1988). Uma vez transformados, os
tripomastigotas metaciclicos se soltam da parede do intestino e chegam ao reto, sendo
excretados nas fezes e na urina, sendo capazes de infectar o hospedeiro vertebrado, no
momento que o inseto se alimentar novamente (revisto por Kolien; Schaub, 2000;
Brack, 1968; Garcia; Azambuja, 1991; Zeledon; Alvarenga; Schosinsky, 1997).

O tripomastigota metaciclico liberado nas fezes e na urina pelo inseto vetor é
capaz de penetrar no hospedeiro vertebrado através de mucosas ou lesdes na pele, seja
ela a propria picada ou causadas pelo ato de cocar a pele apds a picada do inseto,

iniciando o ciclo intracelular do T.cruzi.
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FIGURA 1: Esquemas representando as trés formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.

Retirado de Brenner, Andrade e Barral-Neto; Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

(capitulo 7) - Segunda edi¢do- 2000.
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Estéamio no i

FIGURA 2: Ciclo biolégico do Trypanosoma cruzi.

Fonte: CDC (http://www.dpd.cdc.gov/dpdx.)
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1.4. A interacdo Trypanosoma cruzi — célula hospedeira e o ciclo intracelular.

In vitro, formas tripomastigotas tém a capacidade de invadir e proliferar em
qualquer linhagem celular de mamifero mantida em cultura (Aradjo-Jorge, 1989; Aradjo
— Jorge; Barbosa; Meirelles, 1992; Burleigh; Andrews, 1995a). O ciclo intracelular do
T.cruzi dura aproximadamente sete dias (cepa Y) e comegca no momento da invaséo do
tripomastigota na célula hospedeira, onde uma cascata de sinalizacdo culmina com o
fechamento do vacuolo parasitoforo onde se encontra o parasita.(Rodriguez et al, 1996,
revisto em De Souza, 2005).Ao contrario de outros parasitas intracelulares obrigatérios
como o Toxoplasma gondii, que evita a fusdo do vacuolo contendo taquizoitos com
lisossomas da célula hospedeira (Revisto por Sinai; Joiner , 1997; Amer; Swanson,
2002), a fusdo do vacuolo contendo tripomastigotas com compartimentos da via
endossomal da célula hospedeira parece ser um pré requisito para sobrevivéncia do
parasita (Ley et al, 1990, Andrade; Andrews, 2004, Burleigh, 2005). A exposicdo do
parasita a esse ambiente acido dispara a atividade de uma porina secretada pelo T.cruzi,
a Tc-Tox, permitindo que o parasita lise a membrana do vactolo e fique livre no
citoplasma da célula hospedeira (Andrews e Whitlow, 1989). Uma vez no citoplasma, a
forma tripomastigota se diferencia para forma amastigota, estagio replicativo
intracelular, que apds uma fase estacionaria inicia uma série de divisdes binarias até que
todo citoplasma da célula hospedeira esteja preenchido. No final do ciclo de
multiplicacdes, essas formas reiniciam uma diferenciacdo para tripomastigotas que, num
dado momento, vdo romper a membrana da célula hospedeira e ganhar o meio
extracelular, sendo capazes assim de ganhar a corrente sanguinea e infectarem novas
células (Revisto por De Souza, 2002).

Para que o evento de invasdo aconteca, 0 reconhecimento entre o parasito e a

célula hospedeira precisa acontecer previamente. Esse reconhecimento esta relacionado
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principalmente a glicoconjugados de superficie que apresentam residuos de acido sialico
ou de galactose/ N-acetil galactosamina, localizados na superficie de ambas as células
(Aradjo-Jorge; De Souza, 1984, 1986, 1988; Souto Padron et al, 1984; Souto Padrén;
De Souza, 1985; Ciavaglia; Carvalho; De Souza, 1993; Vermelho; Meirelles, 1994;
Burleigh; Andrews, 1995b). A exposic¢do desses residuos, tanto no parasito quanto na
célula hospedeira pode ser modificada pela atividade de uma familia de glicoproteinas
associadas a superficie de formas tripomastigotas através de ancoras de GPI,
denominadas trans-sialidases. Sua atividade consiste na remog¢éo de residuos de &cido
sialico de um substrato, que pode ser uma molécula solivel no meio ou presente na
superficie de uma das células e, transferéncia para uma glicoproteina aceptora presente
na superficie do parasito ou da célula hospedeira (Vermelho; Meirelles, 1994, Burleigh;
Andrews, 1995b). Dados recentes indicam que essa molécula também esta envolvida na
capacidade de agilizar o escape do vactolo formado ao redor de tripomastigotas
provenientes do sobrenadante culturas infectadas quando colocados em contato com
tipos celulares como HeLa e CHO (Rubin-De-Celis et al, 2006). Esse tipo de molécula
pertence a uma familia multigénica que codifica para um grupo heterogéneo de
proteinas, com pesos moleculares variando entre 100 e 200 kDa. Formas epimastigotas
apresentam a enzima na forma monomérica e com baixa atividade. Esta aumenta
quando a cultura atinge a forma estacionaria e, principalmente, quando inicia o processo
de metaciclogénese. Consequentemente, a forma tripomastigota expressa grande
quantidade de trans-sialidase como uma forma multimérica ligada a membrana
plasmatica por meio de uma ancora de GPI sensivel a acdo da fosfolipase C. Dados
bioquimicos disponiveis indicam que a enzima desaparece durante a transformacéo
tripomastigota-amastigota no interior da célula hospedeira, reaparecendo posteriormente

quando novos tripomastigotas sdo formados. Estudos imunocitoquimicos, no entanto,
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mostram a presenca da proteina na forma amastigota (Souto-Padrén; Harth; De Souza,
1990; Schenkman et al, 1991a, 1993; Pereira et al, 1996,).

Foi verificado que a trans-sialidase ndo esta presente na superficie de todos os
tripomastigotas podendo ser apresentada por apenas cerca de 20% da populagéo (Pereira
et al, 1996), sendo estes mais invasivos. Essa trans-sialidase remove residuos de acido
sidlico preferencialmente ligados na posicdo o 2-3, transferindo-o para a molécula
aceptora, representada por proteinas glicosiladas de 70-200 kDa, conhecidas como Ssp3
(Schenkman; Eichinger, 1993) e, para moléculas de 35-50 kDa encontradas em
tripomastigotas metaciclicos (Santori et al, 1996). A familia das trans-sialidases
também inclui outras glicoproteinas que ndo apresentam essa atividade enzimatica, mas
também estdo envolvidas no processo de interacéo parasito-celula, como a glicoproteina
de 85 KDa, chamada de Tc85 (Colli; Alves, 1999). Tem sido demonstrado que essa
molécula apresenta propriedades aderentes a laminina e carrega um segmento carboxi-
terminal que se liga a citoqueratina 18 (Magdesian et al, 2001). Todeschini et al (2004)
sugerem que moléculas enziméticas inativas da familia das trans-sialidases sdo
proteinas ligadoras de &cido sialico e Galp e podem ter um papel relevante na infeccéo
por T.cruzi, ja que a inibi¢do da atividade trans-sialidase baseado em analogos de &cido
sidlico podem transformar a TS do parasita em uma lectina do tipo ligadora de Galp.
Além disso, galactosideos/sialosideos polivalentes podem ser uma possivel arma para a
sintese de inibidores de trans-sialidases seletivos, aumentando as chances de inibir a
entrada do parasita substancialmente.

Na interacdo com macrofagos, os dados indicam que a presenca do acido
sidlico na superficie da forma tripomastigota dificulta o processo de interacdo, de tal
maneira que a sua retirada por tratamento com neuraminidase ou seu bloqueio mediante

oxidacdo por acido perddico ou incubacdo com a lectina de Limax flavus ou Limulus
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polyphemus aumenta significativamente a adeséo dos parasitos e posterior penetracéo.
Tratamento semelhante ndo interfere significativamente no processo de interagdo do T.
cruzi com células ndo-fagociticas. E muito provavel que o aumento na entrada do
parasito dessializado em macréfagos seja devido ao seu reconhecimento por receptores
para galactose/N-acetil galactosamina presentes na superficie de macréfagos. Foi
mostrado que a adicdo de galactose ao meio de interagéo interfere na adeséo de T. cruzi
dessializado a superficie de macrofagos (Araujo-Jorge; De Souza, 1988; Araljo-Jorge et
al, 1992) ou células CHO (Ciavaglia; Carvalho; De Souza, 1993). Os dados existentes
indicam claramente que residuos de acido sialico na superficie da célula hospedeira
desempenham papel importante neste processo. As formas tripomastigotas penetram
mais em células contendo acido sialico exposto do que naguelas que expdem galactose
(Aradjo-Jorge; De Souza, 1984, 1988).

Vem sendo demonstrado nos dltimos anos que 0s mecanismos que levam a
internalizacdo do parasita parecem ser diferentes de acordo com o tipo celular em
questdo. Evidéncias morfoldgicas mostram que o parasita penetra na célula hospedeira
através de um processo endocitico, que culmina com a formacdo de um vacuolo
parasitéforo contendo o parasita. Em células como macréfagos, conhecidos como
fagocitos profissionais, e que fazem parte do sistema mononuclear fagocitico (van Furth
et al, 1972), constata-se a formacdo de projecbes na superficie da célula hospedeira,
lembrando um processo fagocitico classico (Nogueira; Cohn, 1976; revisto por De
Souza, 2002). Outros autores, em estudos iniciais, demonstraram que o parasita forcava
a membrana da célula hospedeira, induzindo uma entrada ativa (Dvorak; Schmunis,
1972, Kipnis; Calich; Da Silva, 1979). Ja em células fagociticas ndo - profissionais, 0
parasita parece ser o agente de penetracdo na célula hospedeira, caracterizando um

processo ativo. Schenkman; Robbins; Nussenzweig (1991) demonstraram, utilizando
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fibroblastos e células epiteliais, que a adesdo de formas tripomastigotas a superficie da
célula hospedeira envolve gasto de energia do parasita e é independente de actina. Esse
resultado foi obtido a partir do sucesso obtido na infeccdo de células previamente
fixadas e na constatacdo que apos o tratamento com citocalasina D a taxa de invasdo do
parasita ndo havia sido significativamente alterada. Rodriguez et al (1996) mostraram
que a migragéo de lisossomos descrita por Tardieux et al (1992) e revista por Burleigh;
Andrews (1995) possui uma dependéncia de estruturas como microtubulos e de
proteinas motoras como cinesinas, tipico de movimentos anterogrados de
compartimentos citoplasmaticos. Burleigh; Andrews (1995) sugerem que essa resposta
celular sé ocorre apds a despolimerizacdo da rede cortical de actina. Essa hipotese foi
confirmada mais tarde por Rodriguez et al (1995), que demonstraram que a ligacédo do
parasito a superficie levava a um rearranjo do citoesqueleto, envolvendo a remocao dos
filamentos de actina localizados na superficie da célula. Entretanto, Rosestolato et al
(2002) utilizando diferentes tipos celulares (células fagociticas e células néo-
fagociticas), mostraram que existe uma reducdo na taxa de invasdo do parasita apos o
tratamento da célula hospedeira com citocalasina, envolvendo, portanto, a participacao

do citoesqueleto da célula hospedeira.

Por outro lado, é importante ressaltar que os parasitas penetram por outros
processos, sem a concentracdo de actina ao redor do parasita no sitio de entrada
(Carvalho et al, 1999 e Rosestolato et al, 2002). Dessa maneira, sugere-se que o T.cruzi
pode invadir células através de varios mecanismos: (a) um processo tipicamente
fagocitico envolvendo a formacdo de pseudopodos, dependente da polimerizacdo dos
filamentos de actina; (b) um processo endocitico que ndo depende da formacdo de
pseudopodos, mas depende da polimerizacdo de actina para internalizacdo do parasita;

(c) um processo endocitico que ndo depende da polimerizacdo de actina. No entanto,
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trabalhos mais recentes sugerem que o tratamento com citocalasina D retarda uma
associacgéo inicial de lisossomos e aumenta a taxa de invaséo por uma rota independente
da fusdo de lisossomos, além de que o parasita seria capaz de modular a atividade de
GTPases como a RhoA, mas ndo Rac e Cdc42 nos momentos iniciais da invasdo, ja que
foi observado um aumento significante na invasdo de células RhoA negativas, similar
ao aumento observado ap6s o tratamento com citocalasina D (Woolsey; Burleigh,
2004), ou seja, esses resultados sugerem que a despolimerizacdo do citoesqueleto de
actina facilitaria a entrada do parasita e que a rota de entrada inclui uma fusdo com
lisossomos, como havia sido descrito anteriormente (Tardieux et al 1992; Rodriguez et

al, 1995; Andrews, 2002).

Andrade; Andrews (2004) sugerem que tripomastigotas sdo capazes de invadir
células por um processo de invaginacdo da membrana da célula hospedeira, formando
um vacuolo “reversivel” que pode liberar o parasita de volta para 0 meio extracelular.
No entanto, esse processo reversivel s pode ocorrer antes da fusdo com lisossomos,
tanto no momento da entrada quanto imediatamente apos, sendo um evento critico para

que o parasita complete seu ciclo intracelular e estabeleca uma infeccéo produtiva.

Independente do mecanismo pelo qual o parasita invade a célula hospedeira, 0
processo de interacdo T.cruzi — célula hospedeira pode ser analisado como um processo
de reconhecimento célula-célula. Como em outros sistemas bioldgicos, essa interacdo
ativa vias de transducdo de sinal a partir do momento da formacdo do complexo
receptor ligante (Magee, 1995). Portanto, mecanismos de sinalizacdo celular certamente
estdo envolvidos na invasdo de tripomastigotas de T.cruzi em células de mamiferos,
mediando as diferentes repostas celulares provocadas pela adesdo do parasita a

superficie da célula hospedeira.

A sinalizacdo gerada através de receptores de TGF-3 mostrou-se necessaria na
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invasdo de tripomastigotas em células epiteliais (Ming; Ewen; Pereira, 1995; Hall;
Pereira, 2000). Celulas deficientes para receptores de TGF-f3 mostraram-se resistentes a
infeccdo pelo parasita, uma conseqliéncia da sinalizacdo defeituosa ja que os parasitas
sdo capazes de aderir na membrana da célula hospedeira, sem invadi-las. Ming; Ewen;
Pereira, (1995) também propuseram que a forma infectiva do parasita expressa um
ligante para TGF-B que € capaz de disparar a via de sinalizacdo em células de
mamiferos através da ligacdo com receptores de TGF-B da célula hospedeira,

promovendo a infeccao.

Sabe-se que os niveis de Ca®* intracelular sd0 modulados apés a ligagdo do
parasita na célula hospedeira, constituindo uma importante via de sinalizacdo disparada
pelo parasita (Tardieux; Nathason; Andrews, 1994, Yakubu; Majumder; Kierszenbaum,
1994, Moreno et al, 1994, Rodriguez et al, 1995, Dorta et al, 1995, Wilkowsky;
Wainszelbaum; lIsola, 1996, Caler et al, 2000, Scharfstein et al, 2000). Aumentos
repetidos no transiente de Ca®" intracelular foram observados em células de mamiferos
em resposta a adesao de tripomastigotas vivos, sugerindo que a invaséo leve de 8 a 10
minutos e seja resultado de um efeito cumulativo de repetidos eventos de sinalizagdo
celular (Rodriguez et al, 1996). A elevacdo transiente nos niveis de célcio intracelular
tanto do parasito quanto de células hospedeiras é disparada no momento da invasao e é
crucial para a finalizagdo do processo de infeccdo. Em fibroblastos, esses aumentos
transientes de Ca’* parecem ser dependentes de proteina G (Tardieux; Nathason;
Andrews, 1994) e da acdo de fosfolipase C, gerando produtos como inositol 3, 4, 5
trifosfato a partir de fosfatidilinositideos (Rodriguez et al, 1995), sendo disparados por
um fator sollvel, ainda ndo definido, gerado por protedlise pelo parasito (Burleigh;
Andrews, 1995a). Dorta et al (1995) sugerem que o disparo no pulso de Ca?*

intracelular na célula hospedeira seria provocado, no caso de tripomastigotas

XXVii



metaciclicos, pela proteina de 35/50 kDa presente na superficie do parasito e, no caso de
tripomastigotas obtidos do sobrenadante de culturas infectadas, por uma proteina de
cerca de 85 kDa, ambas descritas anteriormente como participantes no processo de
reconhecimento e invasdo do parasito. Essas proteinas ancoradas por GPI na superficie
do T.cruzi modulam a sintese de citocinas pro-inflamatdrias em macréfagos (Camargo
et al, 1997, Gazzinelli et al, 1997). A ancora de GPI de proteinas tipo mucina é
necessaria e suficiente para disparar a producéo de citocinas (Gazzinelli et al, 1997),
induzir a ativacdo de quinases (Tachado et al, 1997) e a producdo de éxido nitrico em
macrofagos (Camargo et al, 1997). A remogéo da cadeia de &cidos graxos da ancora de
GPI ndo inibe a capacidade de ativar tirosinas quinases, mas inibe a capacidade de
ativar proteina quinase C ou induzir o fator de necrose tumoral (TNFa) e a producéo de
interleucina 1 (IL1) (Tachado et al, 1997).

O processo de invasdo do T.cruzi nas células hospedeiras envolve mecanismo
de fosforilacdo e defosforilacdo de proteinas, ativando outra via de transducédo de sinal
na célula alvo. O tratamento prévio das células com drogas que inibem proteinas
quinases (por exemplo, staurosporina e genisteina) inibe significativamente a infeccao
das celulas (Vieira; Carvalho; De Souza, 1994). Além da via de sinalizacdo ativada por
proteinas tirosina quinases, outra via recentemente descrita como importante no
processo de invasdo do T.cruzi é a via da fosfatidil-inositol 3 quinase (PI3K). Essa
proteina quinase lipidica € uma enzima composta por duas subunidades (Rameh;
Cantley, 1999): uma catalitica (p110), que promove a geracao do fosfatidil inositol 3,
4,5 trifosfato a partir de inositol 4,5 bifosfato, e outra subunidade regulatéria (p85), que
possui um dominio SH, responsavel pela ligacdo aos residuos de fosfotirosina e a
consequente ativacdo da subunidade catalitica p110 (Vanhaesebroeck et al, 1997). A

atividade dessa enzima é aumentada quando tripomastigotas aderem na superficie da
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célula alvo sendo que, quando inibida por compostos como a wortmanina, observa-se
uma reducdo dréstica na taxa de invasdo do parasito (Todorov et al, 2000, Dutra, 2000,
Vieira et al, 2002). Baseado nas evidéncias relacionadas as vias de sinalizacdo
disparadas durante o processo de invasdo do T.cruzi, Vieira; Carvalho; De Souza
(1994), demonstraram que a fosforilagdo de proteinas do macr6fago em residuos de
tirosina € um evento necessario para a invasao de formas tripomastigotas. Também foi
demonstrado, pelo mesmo grupo, que os residuos de tirosina fosforilada sdo acumulados
em regides do macrofago onde o parasita estd sendo internalizado, colocalizando-se
com condensacao de microfilamentos de actina (Vieira et al, 2002).

Ja a sinalizacdo disparada pela ativacdo da PI3 quinase também envolve
residuos fosforilados de tirosina, assim como a presenca da condensacdo de actina no
sitio de entrada de tripomastigotas em macréfagos. Tem sido descrito que a subunidade
regulatoria p85 possui um dominio Bcr, o qual permite sua interacdo com a GTPase
monomérica e reguladora do citoesqueleto de actina, Rac. Foi mostrado que esta
interacdo aumenta a atividade GTPasica da Rac em cerca de 3 vezes e promove a
reorganizacdo de filamentos de actina (Bokoch et al, 1996). Atualmente, as GTPases da
familia Ras, especialmente as da subfamilia Rho, como RhoA, Racl e Cdc42 tem sido
vistas como importantes chaves na compreensdo dos mecanismos de sinalizacdo e
modulacdo do citoesqueleto de actina. Trabalhos recentes mostram que células mutantes
para RhoA, Cdc42 e Racl mostram um perfil diferenciado de infeccdo, especialmente
as linhagens dominante positivo e negativo para Racl onde as taxas de invasdo e
sobrevivéncia sdo maiores que nos outros mutantes, sugerindo uma participacdo dessa

GTPase no processo de invasao (Fernandes; Mortara, 2004; Dutra et al, 2005)
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1.5. O vacuolo parasitoforo e o escape para o citoplasma.

Independentemente do mecanismo usado para penetrar na célula hospedeira, o
parasito é visto dentro de um vacuolo parasitéforo circundado por membrana. Ha
muitos dados que mostram que algumas, mas nao todas, as moléculas encontradas na
membrana plasmatica da célula hospedeira sdo internalizadas e fazem parte do vacuolo
parasitéforo (Meirelles; De Souza, 1986, Carvalho et al, 1999).

ApOs a penetracdo do parasito e até durante a fase inicial de internalizac&o,
componentes do sistema endossomal da célula hospedeira se fundem com o vacuolo
parasitéforo descarregando seu contetdo, tornando-o um compartimento acidico
(Carvalho; De Souza, 1989; De Souza, 2002).

Logo ap6s o processo de invasdo, quando a forma tripomastigota se encontra no
interior do vacuolo parasitéforo, trés processos ocorrem. O primeiro refere-se ao fato
de que organelas do sistema endolisossomal da célula hospedeira aproximam-se do
vacuolo e fundem-se com ele, incorporando suas membranas a membrana do vacuolo
parasitoéforo e descarregando seu contetido no interior do vacuolo, que se torna acido
(Milder; Kloetzel; Deane, 1973; Nogueira; Cohn, 1976; Carvalho; De Souza, 1989,
revisto em De Souza, 2005). Nessa fase podemos encontrar no vacutolo fosfatase acida
e glicoproteinas marcadoras de lisossomas, como as proteinas de membrana associada a
lisossomo (LAMPs). O vacuolo parasitéforo neste momento corresponde a um grande
fagolisossoma. O segundo processo consiste na mudanca gradual da forma do parasito,
que se inicia pelo arredondamento, fazendo com que o flagelo fique todo associado ao
corpo, seguido pelo encurtamento do flagelo e mudanca da estrutura do cinetoplasto,
que adquire a forma de bastdo. Neste processo podemos encontrar formas
intermediarias que lembram uma forma epimastigota. O terceiro processo, que tem

inicio cerca de duas horas apds o contato inicial, consiste na fragmenta¢do da membrana
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do vacuolo parasitoforo, possivelmente pela acdo de enzimas liberadas pelo parasito
(Nogueira; Cohn, 1976; Carvalho; De Souza, 1989). Esse processo requer a existéncia
de um compartimento acido, podendo ser manipulado pelo aumento artificial do pH
com 0 uso de drogas como a cloroquina, cloreto de aménia ou monensina. O ambiente
acidico parece ser favoravel a secrecéo pelo parasito de uma molécula tripsina-sensivel,
conhecida como a Tc-Tox (Andrews, 1990), que tem a capacidade de, em ambiente
acidico, incorporar-se a membrana do vacuolo parasitoforo, levando a sua lise.

Com a fragmentacdo da membrana e sua posterior total desintegracdo, a forma
arredondada do T. cruzi passa a viver em contato direto com 0s componentes
citoplasmaticos da célula hospedeira e inicia varios ciclos de divisdo binaria até tomar
por completo o volume do citoplasma da célula infectada (De Souza, 2002).

O processo de divisdo celular da forma amastigota tem inicio cerca de 24 h ap6s
a penetracdo do parasito. Ocorre um aumento gradual do tamanho do corpo do parasito,
quando podemos observar a duplicacdo do corpusculo basal, inicio da divisdo do
cinetoplasto e modificacdo na distribui¢do da cromatina. Um novo flagelo comeca a ser
formado. Gradualmente, o ndcleo, que era redondo, adquire um aspecto ovalado e,
posteriormente, alongado. Com o prosseguimento do processo de divisdo, ocorre uma
constricdo no meio do nucleo, dando origem a dois novos nucleos. Nessa fase, a célula
ja conta com dois cinetoplastos e o corpo celular também ja adquiriu um aspecto
alongado. Ocorre entdo uma constricdo citoplasmatica, que leva a formacdo de duas
formas independentes (De Souza, 2002).

A partir da primeira divisdo, novas divisdes passam a ocorrer com um tempo de
geracdo de cerca de 14 horas, variavel com a cepa, a natureza da célula hospedeira,
temperatura, etc. O processo de citocinese é relativamente rapido, ocorrendo em cerca

de 25 minutos. Divisbes sucessivas levam a formacdo de dezenas de formas
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amastigotas, que vdo ocupando todo o citoplasma da célula hospedeira. Para alguns, o
namero de parasitos formados no interior de uma celula, provenientes de um Unico
tripomastigota que nela penetrou, encontra-se sob controle genético, de tal forma que o
processo subseqliente de transformagdo para a forma tripomastigota ocorre apos
completar um numero pré-definido (cerca de nove) de divisbes. Para outros, o fator
limitante € a area citoplasmatica disponivel e, ao final do ciclo intracelular, quando um
grande numero de tripomastigotas é formado no interior da célula hospedeira, estes
apresentam intenso movimento, deslocando as poucas organelas ainda existentes.
Ocorre, entdo, uma ruptura brusca da célula hospedeira, com liberacdo de parasitos no

espaco intercelular (De Souza, 2002).

1.6. O citoesqueleto e a sinalizacdo celular disparada no momento da invasdo —
participacdo da paxilina.

A adesdo de microorganismos a células de mamifero é freqlentemente
acompanhada por rearranjos no citoesqueleto para facilitar a interiorizacdo do parasito.
Procépio et al, (1998) investigaram a importancia deste fendmeno na invasdo de T.
cruzi, utilizando drogas para despolimerizar microfilamentos (citocalasina D) ou
microtUbulos (nocodazol). Eles testaram dois tipos celulares, células HelLa e Vero, com
diferentes arranjos de citoesqueleto. O resultados obtidos foram que a citocalasina D
diminuiu a invasdo de células HeLa por amastigotas e aumentou a invasdo por
tripomastigotas. Em células Vero, a invasdo por ambas as formas foi inibida. J& no
caso do nocodazol, células HelLa tiveram a invasdo inibida por ambas as formas.
Resultados semelhantes foram obtidos por diversos outros autores (Nogueira; Cohn,
1976; Mortara, 1991; Schenkman et al, 1991b; Schenkman; Mortara, 1992; Tardieux et

al, 1992; Barbosa; Meirelles, 1995).
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Trabalhos anteriores haviam demonstrado que a fosforilacdo em tirosina é um
pré-requisito para invasdo de tripomastigotas em células fagociticas como macréfago
(Vieira; Carvalho; De Souza, 1994) e que esses eventos de fosforilacdo colocalizavam
com uma concentracdo de actina no sitio de entrada do parasito. Como sugerido por
Vieira et al (2002) pelo menos seis peptideos tem seus niveis de fosforilacdo em tirosina
aumentados quando macrofagos sdo infectados com tripomastigotas. Esses peptideos
tém seu peso molecular muito similar a proteinas fosforiladas durante a fagocitose de
outras moléculas (Aderem; Uderhill, 1999; Greenberg, 1999; Kwiatkowska; Sobota,
1999) Bandas de peso molecular de 140, 120, 94, 73, 67 e 56 kDa correspondem a
proteinas como fosfodiesterase PCLy, Cbl, Vav, Syk, paxilina e Lyn, respectivamente e
se tornaram possiveis alvos para elucidar um dos mecanismos de entrada do T.cruzi.

A paxilina ¢ uma proteina citoplasmatica de 68 kDa que se localiza em
pequenos sitios de adesdo celular a matrix extracelular, pontos chamados de adesdo
focal (Turner; Glenney; Burridge, 1990). E uma proteina adaptadora multi-dominios
capaz de interagir com outras proteinas estruturais ou envolvidas nas vias de
sinalizacdo, como vinculina, FAK (quinase de adesdo focal), PYK2 (outra quinase de
adeséo focal), Src e Crk.

Em uma primeira descri¢do, ela foi caracterizada como capaz de exibir um
aumento significativo nos niveis de fosforilagdo em tirosina induzida por expressdo de
v-src (Glenney; Zokas, 1989). Entretanto, logo ap6s o0s primeiros estudos, a paxilina foi
purificada de células da musculatura lisa de moela de galinhas, uma abundante fonte de
proteinas do citoesqueleto, e identificada como uma proteina parceira da vinculina na
formacéo de adesédo focal e da ligagdo com actina (Turner; Glenney; Burridge 1990).

Foi entdo denominada paxilina, derivado do latim paxillus, ou seja, “estaca firme”,
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consistente com a funcdo de ligar filamentos de actina em sitios de ades&o ricos em
integrinas.

Em eucariotos superiores, trés isoformas de paxilina ja foram clonadas e
identificadas. Paxilina o, a isoforma principal e mais expressa, enquanto as isoformas 3
e y mostram uma expressdo mais restrita (Mazaki; Hashimoto; Sabe, 1997). As
isoformas e y contém insercBes de 34 e 48 aminoAcidos respectivamente, entre 0S
aminoacidos 277/278 (Esquema 2). Estudos iniciais demonstraram que a isoforma y ndo
estava ativa em camundongos (Mazaki et al, 1998), mas, aparentemente, as trés
isoformas parecem ser expressas em camundongos (Wylie; Chantler, 2001).

Hic -5 (clone-5 induzido por peréxido de hidrogénio), outro membro da
familia da paxilina, foi identificado ap6s analises de TGF-B de osteoblastos de
camundongos e de um ¢ - DNA induzido por peroxido de hidrogénio que codifica uma
proteina de 444 aminoécidos (Shibanuma et al, 1994) (Esquema 2). Baseado na
homologia com a paxilina, estudos sugeriram que um splice da estrutura inteira da Hic —
5 dava origem a duas proteinas diferentes: uma que continha a extremidade amino-
terminal LD-1 foi chamada de Hic-5 o e a parte menor, foi chamada de Hic-5 3 (Zhang
et al, 2000).

Leupaxina € um membro com 386 aminoacidos e 45 kDa, que é expresso
majoritariamente em leucdcitos, o que reflete esse nome (Lipsky; Beals; Staunton
1998). Leupaxina ¢é alocada no cromossomo 11cen-11q12. 3 e é codificado por 9 éxons,
mas perde os exons 4 e 5 e, conseqientemente, apresenta algumas modificagOes

estruturais, mas preserva a mesma funcéo e regulacédo da paxilina (Esquema 2).

XXXV



1.7. Fosforilagéo da paxilina

O primeiro estudo sobre a fosforilagdo de paxilina durante eventos
morfogenéticos do processo de embriogénese (processo que envolve mudangas na
sinalizacdo mediada por integrinas e por fatores de crescimento) deixou a primeira
impressdo de que a paxilina podia responder por vérios estimulos extracelulares
(Turner, 1991). Apesar da adesdo de ligantes via integrinas ser classicamente ligada a
fosforilagdo em tirosina da paxilina (Burridge; Turner; Romer, 1992) via ativagdo de
FAK e Src quinases (Bellis; Miller; Turner, 1995, Schaller; Parsons, 1995), fica claro
que uma infinidade de ligantes que sinalizam através de receptores transmembrana
podem também levar a fosforilacdo de paxilina em residuos de tirosina, 0 que nos
sugere que no momento da adesdo tripomastigotas possam atuar como ligantes para
receptores transmembrana na superficie de células hospedeiras e disparar a cascata de
sinalizacdo para fosforilacdo da paxilina e o rearranjo do citoesqueleto, que culminaria
na invasdo da célula pelo parasita, processo ja descrito para bactérias como
Campylobacter jejuni (Monteville; Yoon; Konkel, 2003).

Além da C.jejuni, bactérias da espécie Shigella flexneri sdo capazes de invadir
macrofagos da linhagem J774 através de um processo classico de fagocitose (com
formacdo de pseudopodes) com fosforilacdo em tirosina de uma série de proteinas,
incluindo a paxilina (Kuwae et al, 2001), mas, por outro lado, algumas espécies de
bactérias como Legionella pneumophila sdo capazes de defosforilar proteinas como
paxilina e vinculina de protozoarios da espécie Hartmannella vermiformis logo apos a
adesdo na superficie do microorganismo, enquanto que o citoesqueleto ndo sofreu
nenhuma alteracdo ( Venkataraman; Kwaik, 2000; Venkataraman et al, 1998).

A paxilina atualmente é considerada como um ponto central entre o

cruzamento das vias de transducdo de sinais e modulacdo de fatores de crescimento e
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adesdo celular (Rozengurt, 1995; Turner, 2000; Schaller, 2001) e, um ponto comum
entre essas duas vias € que ambas provocam mudancas na organizagdo do citoesqueleto
e no estado de proliferagéo celular.

Entre os ligantes para receptores tipo tirosina quinase que podem gerar
sinalizacdo para fosforilacdo da paxilina estdo: fator de crescimento epidérmico (EGF)
(Tapia et al, 1999), hormdnio de crescimento (Ryu et al, 2000), fator de crescimento de
hepatdcitos (Herrera, 1998), fator de crescimento tipo insulina -1 (IGF-1) (Butler et al,
1997; Leventhal et al, 1997; Casamassima; Rozengurt, 1998), MCP-1 (Yamasaki et al,
2001), NGF (Melamede et al, 1995), Fator de crescimento derivado de plaquetas
(Rankin et al, 1996), SCF (Scott; Liang; Luthra 1996), ferro (Takahira et al, 1997) e
fator de crescimento endotelial (Abedi; Zachary, 1997).

TGF- B