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Resumo

As proteases dos parasitos protozodrios t€m recebido um foco especial nas
ultimas décadas como potenciais alvos terapéuticos. Uma delas, o proteassoma 20S, é
uma protease compartimentalizada que tem um papel crucial na biologia celular,
regulando vérios processos, dentre eles, a degradacdo de proteinas de meia vida curta, a
progressao do ciclo celular e a apresentacdo de antigenos.

Neste sentido, este trabalho teve como objetivo geral avaliar o padrdo de
expressdo e a atividade peptiddsica desta protease, bem como o impacto da inibicao do
proteassoma com PSI, um inibidor clédssico da atividade quimotripsina, na proliferacao
in vitro e na evolucao da infec¢ao experimental de camundongos Swiss inoculados com
as cepas Y, Berenice-62 e Berenice-78 de Trypanosma cruzi.

A andlise por RT-PCR, utilizando oligonucleotideos especificos para as
subunidades cataliticas do proteassoma 20S (semelhantes a caspase, tripsina e
quimotripsina), RNA total das formas epimastigotas obtidas das cepas Y, Be-62 e Be-
78, e do gene hipoxantina-guanina fosforibosiltransferase como normalizador,
mostraram niveis equivalententes de mRNA para estas subunidades. Por outro lado,
utilizando a técnica de Western blot e anticorpos especificos para as subunidades do
tipo alfa (1, 2, 3, 5, 6 e 7), foi evidenciada uma maior abundancia de proteassoma 20S
na cepa Be-78 quando comparada as cepas Y e Be-62. Estas diferencas nas quantidades
absolutas de proteassoma foram confirmadas pela medida das respectivas atividades
peptidasicas, utilizando susbtratos especificos e uma fracao enriquecida de proteassoma.
Os nossos resultados confirmam a atividade tripsina como a principal em epimastigota
de T. cruzi e também sugerem que esta protease pode ser regulada por mecanismos pds-
transcricionais.

A seguir, para a avaliacdo do efeito da inibi¢do do proteassoma na replicacdo das
formas epimastigota ao meio LIT contendo 3x10° parasitos, foram adicionadas
concentragdes que variaram entre 0,033 a S0uM de PSI. Foi observada uma redugdo da
proliferacdao de 90% para as cepas Y e Be-78 quando comparados aos grupos controles.
Entretanto, a cepa Be-62 apresentou uma reducdo da proliferacio de 57% na
concentracdo de 0,033uM e de 73% na concentracdo de 0,083uM. Esses resultados
sugerem que um proteassoma funcional € essencial para a replicacdo das formas

epimastigotas.



Resumo

Posteriormente, estes parasitos foram analisados por microscopia eletronica de
varredura. Foi observado o desligamento do corpo celular do parasito do seu flagelo,
rugosidade acentuada em suas membranas celulares, bem como deformagdes na parte
anterior do corpo celular, sugerindo que a inibicio do proteassoma induz um
desequilibrio no turnover das proteinas envolvidas na manuten¢do do corpo do parasito.

Finalmente foi analisado o efeito da inibicdo do proteassoma na evolucdo da
infeccdo experimental da Doenca de Chagas. Inicialmente, os tripomastigotas
sanguineos foram incubados com 100uM de PSI durante 20 minutos e posteriormente
5x10° parasitos foram inoculados em camundongos Swiss. Foi observada uma redugdo
do nimero de parasitos de 68%, 42%, 73% no pico de parasitemia das cepas Y, Be-62 e
Be-78, respectivamente. Esses resultados corroboram as diferencas bioquimicas iniciais
observadas entre o proteassoma destas cepas.

A andlise do parasitismo tecidual e do processo de inflamacdo no bago, figado
musculo cardiaco e esquelético mostrou que na cepa Y o grau de parasitismo dos
camundongos infectados com tripomastigotas pré-incubadas com PSI foi maior quando
comparado ao grupo controle, porém, com um processo inflamatério que ndo
acompanhou este quadro. Entretanto, quando foi utilizada a cepa Be-62, foi observado
um aumento acentuado do parasitismo no figado e baco acompanhados por uma
exacerbacdo do processo inflamatério, quando comparado ao grupo controle. Este
padrao nao foi observado para a cepa Be-78, que apresentou comparada ao grupo
controle, uma manuten¢do do padrdo de parasitismo tecidual bem como do processo
inflamatorio.

Em conjunto, nossos dados sugerem que o proteassoma € essencial para a
manutencdo do ciclo biolégico do 7. cruzi, uma vez que a inibicao desta protease na
fase replicativa (epimastigota), além de bloquear o ciclo celular, induz alteracdes
morfoldgicas, enquanto que uma inibi¢do na fase infectiva, compromete a progressao da

infec¢do experimental.



Abstract

In recent decades the proteases of protozoa parasites have emerged as potential
therapeutic targets. One of them, the 20S proteasome, is a self-compartimentalizing
protease that plays a crucial role in cell biology regulating several cellular processes
including proteins degradation, cell-cycle control, and antigens presentation. In this
sense, the main objective of this work was to evaluate the pattern of gene expression as
well as peptidase activities of this protease and the impact of proteasome inhibition by
PSI, a potent and reversible inhibitor of chymotrypsin-like activity on the proliferation
in vitro and in the development of experimental infection of Swiss mice inoculated with
the Y, Berenice-62 e Berenice-78 strains of Trypanosma cruzi.

The analysis by RT-PCR, using oligonucleotides specific to the catalitic
subunits of proteasome 20S (similar to caspase, tripsin and chymotripinsin), total RNA
of the epimastigote forms from the Y, Be-62 and Be-78 strains, and from the gene
hypoxantine-guanine phosphoribosytransferase as a normalizer, showed equivalent
levels of mRNA to these subunits. On the other hand, the levels of proteasome analyzed
by Western immunoblotting using an antibody to alfa subunit (1, 2, 3, 5, 6 and 7) were
higher for strain Be-78 when compared to the strains Y and Be-62. These differences in
the proteasome amount in these strains were confirmed for measurement of proteolytic
activities associated to these subunits using specific fluorogenic substrates and an
enriched fraction of the proteasome obtained from the same strains. Our results showed
that the main proteasome activity is trypsin-like activity in epimastigote forms of 7.
cruzi, suggesting that post- transcriptional regulation may modulates the proteolytic
activity in 7. cruzi. For an evaluation of the proteasome inhibition in parasite replication
ability we used epimastigote, in the presence of 0033uM to 50uM of the PSI. It was
observed a reduction of the proliferation of 90% for the Y and Be-78 strains when
compared to control groups. However, the Be-62 strain presented 57% of proliferation
reduction in the concentration of 0,033uM and 73% in the concentration of 0,083uM.
These results suggest that a functional proteasome is essential for the replication of
epimastigote forms. Subsequently, these parasites were analyzed by the scanning
electron microscopy. We observed that the flagellum was detached from the parasite
cell body; roughness appeared on the parasite’s cell membranes, besides several others
body cell deformations. These results suggest that the proteasome inhibition led to

unbalanced of turnover of the proteins involved in the maintenance of the cell. Finally



Abstract

the effect of proteasome inhibition in the development of experimental infection of
Chagas Disease was examined. Initially, young (15/18g), female, outbred Swiss mice
were intraperitoneally inoculated with 5x10° trypomastigotes of the Y, Be-62 and Be-78
strains in the presence of 100uM of PSI. A reduction of 68, 42 and 73% on the peaks of
parasitemia of these strains were corroborating the initial biochemical differences
observed between the proteasome of these strains. The analysis of the tissue parasitism
inflammation in the spleen, liver, heart and skeletal muscle showed that with Y strain,
the level degree of parasitism of mice infected with tripomastigote pre-incubated with
PSI,. However, higher tissue parasitism and intense inflammatory processes were
observed in all tissue infected with Be-62 strain. This pattern was not observed for Be-
78 strain that maintained the same tissue parasitism and inflammatory process when
compared to the control group. Taken together, our results suggest that the proteasome
is essential for the maintenance of the 7. cruzi life cycle, since that the protease
inhibition during epimastigote division, in addition to cell cycle blocking induces
morphological changes, while the inhibition of infective forms leads to changes in the

development of the experimental infection.
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Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. As diferentes formas do 7. cruzi ao longo de seu
ciclo evolutivo no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Figura adaptada de

TDR/Wellcome Trust, 2004.

Figura 2: Estrutura do proteassoma 20S. A figura a esquerda representa o
proteassoma 20S, composto por quatro anéis superpostos com sete subunidades
alfa distintas compondo os anéis mais externos, € 7 subunidades beta distintas,
compondo os anéis internos, sendo que as subunidades B;, B, € Ps possuem
atividades semelhantes a caspase, tripsina e quimiotripsina respectivamente. A
figura a direita mostra um corte transversal em um modelo de preenchimento do
proteassoma mostrando em amarelo os sitios cataliticos. Adaptado de

Rechsteiner & Hill, Trends Cell Biol, 15:27-33, 2005.

Figura 3: Estrutura do complexo 19S e formacdo do complexo 26S. Em A,
encontra-se representado o complexo regulatério 19S formado por 6
subunidades ATPésicas representadas por azul e 11 subunidades nao ATPdsicas
representadas por circulos claros. O conjunto dessas subunidades formam uma
base e uma tampa. Em B, encontra-se representado o complexo 26S formado
pela unido dos complexos 20S e 19S. Figura adaptada de Hicke L. 1999. Trends
Cell Biol. 9: 107-112.

Figura 4: Gel de RNA total das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi. Foi utilizado Sug
de RNA total das cepas de T. cruzi, obtidos como descrito em Materiais e

Métodos.

Figura 5: Padrao de expressao das subunidades cataliticas do proteassoma 208S.
Cerca de 10uL do produto da PCR das cepas em estudos, obtidos como descritos
em Materias e Métodos foram fracionados em gel de poliacrilamida 10% corado

com prata. Como controle foi utilizado o gene HGPRT.

Figura 6: Analise densitométrica relativa as expressoes das subunidades cataliticas
do proteassoma 20S das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi. A figura mostra
os niveis relativos de expressdo das subunidades cataliticas do proteassoma

usando o HGPRT, como gene constitutivo. A andlise densitométrica é a média
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de trés experimentos independendtes realizada utilizando-se o programa

Quantity One® 1-D Analysis Software Versao 4.4.1.

Figura 7: Deteccao das subunidades a do proteassoma 20S das cepas Be-62, Be-78
e Y de T. cruzi. Cerca de 10ug da fragdo enriquecida de proteassoma das cepas
de T. cruzi foram fracionadas em gel de poliacrilamida e coradas com Azul de
comassie em A. PM - padrdo de peso molecular (Invitrogen). Em B, as bandas
protéicas foram transferidas para membrana de nitrocelulose e a seguir incubada
com anticorpos anti-subunidades o de ratos e, posteriormente, revelada como

descrito em Materias e Métodos.

Figura 8: Atividades peptidasicas do proteassoma 20S das cepas Y, Be-62 e Be-78
de 7. cruzi. 10uG da fracdo enriquecida de proteasoma das cepas Y, Be-62 e
Be-78 obtidas como descritos em Materiais e Métodos foram utilizados para as
medidas das atividades peptidasicas sendo utilizados os substratos Ac-Tyr-Val-
Ala-Asp-7-amido-4-metilcumarina, Cbz-Gly-Gly-Arg-7-amido-4-metilcumarina
e Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina para a determinacdo das

atividades semelhantes a caspase, tripsina e quimotripsina, respectivamente.

Figura 9: Efeito do PSI na proliferacao in vitro das formas epimastigotas da cepa
Y. Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram feitas
em camara de Newbauer. As curvas representam as médias dos experimentos
feitos em triplicata. O DMSO foi incluido como controle. A anélise de variancia
utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05 a partir do 5° dia para as

concentracdoes acima de 1,0 uM quando comparado aos grupos controle e

DMSO.

Figura 10: Efeito do PSI na proliferacio in vitro das formas epimastigotas da cepa
Be-62. Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram
feitas em camara de Newbauer. As curvas representam as médias dos
experimentos feitos em triplicata. O DMSO foi incluido como controle. A

andlise de variancia utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05 a partir do
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5° dia para as concentracdes acima de 1,0 uM quando comparado aos grupos

controle e DMSO.

Figura 11: Efeito do PSI na proliferacio in vitro das formas epimastigotas da cepa
Be-78. Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram
feitas em camara de Newbauer. As curvas representam as médias dos
experimentos feitos em triplicata. O DMSO foi incluido como controle. A
andlise de variancia utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05 a partir do
5° dia para as concentracdes acima de 1,0 uM quando comparado aos grupos

controle e DMSO.

Figura 12: O efeito do PSI na morfologia das formas epimastigotas, crescidas em
meio LIT, das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi obtidas através de
microscopia eletronica de varredura. As figuras A-F mostram os controles
obtidos nos tempos de 24 horas e 72 horas das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T.
cruzi, respectivamente. As figuras L, M, X e Y mostram as culturas incubadas
com 1uM de PSI obtidos no tempo de 24 horas da cepa Y de 7. cruzi. As figuras
K, N, W e Z mostram as culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo
de 72 horas da cepa Y de T. cruzi. As figuras J, O, V e [J mostram as culturas
incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo de 24 horas da cepa Be-62 de T.
Cruzi. As figuras I, P, U e [ mostram as culturas incubadas com 1uM de PSI
obtidos no tempo de 72 horas da cepa Be-62 de T. cruzi. As figuras H, Q, T e []
mostram as culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos nos tempos de 24 horas
da cepa Be-78 de T. Cruzi. As figuras G, R, S e [ mostram as culturas
incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo de 72 horas da cepa Be-78 de T.

cruzi.

Figura 13: Curva de parasitemia da cepa Y. O controle mostra uma curva de
parasitemia tipica de uma infec¢do experimental com 5x10° tripomastigotas

sanguineos da cepa Y de T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a
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parasitemia quando os tripomastigotas foram pré-incubados com 100uM de PSI.
Esse experimento também foi realizado com DMSO. Os dados representam a
mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise ndo paramétrica foi
realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P para os dias 7, 8

e 9 foram p < 0,007, p < 0,001 e p < 0,012, respectivamente.

Figura 14: Curva de parasitemia da cepa Be-62. O controle mostra uma curva de
parasitemia tipica de uma infeccdo experimental com 5x10° tripomastigotas
sanguineos da cepa Y de T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a
parasitemia quando os tripomastigotas foram pré-incubados com 100uM de PSI.
Esse experimento também foi realizado com DMSO. Os dados representam a
mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise ndo paramétrica foi
realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P para os dias 5, 6

e 7 foram p < 0,0043, p < 0,12 e p < 0,001, respectivamente.

Figura 15: Curva de parasitemia da cepa Be-78. O controle mostra uma curva de
parasitemia tipica de uma infeccdo experimental com 5x10° tripomastigotas
sanguineos da cepa Y de T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a
parasitemia quando os tripomastigotas foram pré-incubados com 100uM de PSI.
Esse experimento também foi realizado com DMSO. Os dados representam a
mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise ndo paramétrica foi
feita utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P a partir do 9° dia

para todos os dias foram de p < 0,05.

Figura 16: Taxa de mortalidade cumulativa da cepa Y. Camundongos Swiss foram
inoculados intraperitonealmente com 5x10* formas tripomastigotas sangiiineas
da cepa Y do T. cruzi, pré-incubadas ou ndo com PSI, como descritos em

Materiais e Métodos.
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Figura 17: Taxa de mortalidade cumulativa da cepa Be-62. Camundongos Swiss
foram inoculados intraperitonealmente com 5x10° formas tripomastigotas
sangiiineas da cepa Be-62 do T. cruzi, pré-incubadas ou nao com PSI, como

descritos em Materiais e Métodos.

Figura 18: Cortes histologicos de baco (A e E), figado (B e F), coracdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi
(A-D) ou infectados pela cepa Y e tratados com PSI (F-H) necropsiados na fase
aguda da infeccdo. Imuno-histoquimica anti-7. cruzi, PAP X 600. Ninhos ou

amastigotas isoladas em marrom.

Figura 19: Cortes histoldgicos de baco (A e E), figado (B e F), coracdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Y do T. cruzi
(A-D) ou infectados pela cepa Y e tratados com PSI (F-H) necropsiados na fase

aguda da infeccdo. Hematoxilina Eosina, X 300.

Figura 20: Cortes histolégicos de baco (A e E), figado (B e F), coracio (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Be-62 do T.
cruzi (A-D) ou infectados pela cepa Be-62 e tratados com PSI (F-H)
necropsiados na fase aguda da infecc@o. Imuno-histoquimica anti-7. cruzi, PAP,

X 600. Ninhos ou amastigotas isoladas em marrom.

Figura 21: Cortes histolégicos de baco (A e E), figado (B e F), coracio (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Be-62 do T.
cruzi (A-D) ou infectados pela cepa Be-62 e tratados com PSI (F-H)

necropsiados na fase aguda da infec¢do. Hematoxilina Eosina, X 300

Figura 22: Cortes histolégicos de baco (A e E), figado (B e F), coracio (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Be-78 do T.

cruzi (A-D) ou infectados pela cepa Be-78 e tratados com PSI (F-H)
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necropsiados na fase aguda da infeccao. Imuno-histoquimica anti-7. cruzi, PAP

X 600. Ninhos ou amastigotas isoladas em marrom.

Figura 23: Cortes histoldgicos de baco (A e E), figado (B e F), coragao (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Be-78 do T.
cruzi (A-D) ou infectados pela cepa Be-78 e tratados com PSI (F-H)

necropsiados na fase cronica da infeccdo. Hematoxilina Eosina, X 300.

Figura 24: Cortes histoldgicos de baco (A e E), figado (B e F), coragao (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos infectados pela cepa Be-78 do T.
cruzi (A-D) ou infectados pela cepa Be-78 e tratados com PSI (F-H)

necropsiados na fase cronica da infec¢do. Hematoxilina Eosina, X 300.

Tabela 1: Numero de acesso, seqiiéncia dos iniciadores, tamanho esperado e

temperatura de anelamento para os genes P31, B2 € PBs
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1.1 A doenca de Chagas

A doenca de Chagas, assim denominada em homenagem ao cientista brasileiro
Carlos Chagas, que a descobriu em 1909, é uma das patologias de mais larga
distribuicdo no continente americano, afetando cerca de 13 milhdes de pessoas nas
Américas Central e do Sul, onde aproximadamente 50 milhdes encontram-se em areas
endémicas (WHO, 2005). Sabe-se que as diferentes manifestacdes clinicas da doenca de
Chagas sao determinadas, entre outros fatores, pela grande diversidade das cepas de T.
cruzi, envolvendo fatores relacionados as suas caracteristicas genéticas, antigénicas,
bioquimicas e de tropismo tecidual e viruléncia.

A enfermidade inicia-se com uma fase aguda, onde o parasito pode ser
encontrado com maior freqii€éncia no sangue periférico e nos tecidos, sendo que esta
fase, na maioria das vezes, é assintomdtica ou oligossintomdtica. As manifestacoes
clinicas da fase aguda comecam por volta do sexto dia apds a infeccdo e duram entre
um a dois meses (Prata, 2001). Freqiientemente, desenvolve-se uma inflamacdo, no
local da infec¢do, denominada chagoma. O sinal de Romafia, denominacdo dada a
inflamacdo das pélpebras, resultante da penetracdo do parasito através da mucosa
conjuntival, é outro achado que permite diagnosticar parte das infeccOes agudas
(Romana, 1935).

A maioria dos individuos (70%) acometidos pela doenca sobrevive a fase aguda
e evoluem para a fase cronica assintomética, denominada forma indeterminada, na qual
0s parasitos sdo escassos na corrente sangiiinea. Cerca de 30% dos individuos evoluem
para uma fase crOnica sintomdtica que pode ser cardiaca, digestiva ou mista (WHO,
2002), sendo a miocardite a manifestacdo mais comum nesta fase com altos indices de
mortalidade (Filard & Brener, 1987).

A parasitemia é um importante parametro para o estudo da doenca de Chagas,
pois permite a diferenciacdo entre as fases aguda e crdnica, necessdrias para um
estabelecimento da correlacdo anatomopatolégica e monitoramento da cura dos

pacientes.

1.2 Trypanosoma cruzi
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As cepas do T. cruzi apresentam caracteristicas genéticas de viruléncia, tropismo
tecidual, antigenicidade, bioquimicas e de resisténcia a drogas que variam
extremamente em relacdo a distribuicdo geografica (Lima et al., 1999). Além disso,
diferentes populagdes podem alterar seu comportamento de acordo com a forma de
manutengdo (Veloso et al., 2001). Sob condi¢des naturais o ciclo de vida do 7. cruzi se
alterna entre hospedeiros invertebrados, mais de 130 espécies da familia Reduviidae, e
entre hospedeiros vertebrados, mais de 100 espécies de mamiferos de diferentes ordens
(Lambrecht, 1965; Zeledon & Rabinovich; 1981).

O ciclo biolégico do T. cruzi no hospedeiro invertebrado inicia-se quando este
ingere tripomastigotas durante seu repasto sanguineo. No tubo digestivo do inseto vetor,
as formas tripomastigotas diferenciam-se em formas epimastigotas colonizam o
intestino médio e multiplicam-se por divisdo bindria. A seguir, migram para a parte
posterior do tubo digestivo do hospedeiro iniciando os processos de metaciclogénese.
De uma forma geral, a metaciclogénese ocorre em resposta a alteragdes de estimulos
ambientais tais como alteragdes de osmolaridade, pH, temperatura do ambiente
intestinal dos triatomineos e enzimas digestivas resultando em drasticas mudancas na
expressdo génica, sintese de proteinas e morfologia do parasito. Fatores como as
induzem mudancas morfoldgicas no 7. cruzi (Gonzales-Perdomo et al., 1988).

Ao realizarem o repasto sangiiineo, os hospedeiros invertebrados ingerem
grande quantidade de sangue, seguida por rdpida diurese e liberacdo de grande nimero
de parasitos junto as suas excretas. A contamina¢do de mamiferos pode ocorrer através
da penetracdo das formas tripomastigotas metaciclicas depositadas pelo triatomineo
sobre a pele lesada do vertebrado por acdo da sua probdscida, ou através da penetracdo
por membranas mucosas. Os tripomastigotas metaciclios, ao penetrarem no hospedeiro
vertebrado, invadem células préximas ao local da infec¢do sofrendo o primeiro ciclo de
multiplicacdo local seguido pela disseminacdo em vdrios tecidos e O6rgdos do
hospedeiro. As formas epimastigotas, apesar de serem também liberadas nas excretas do
vetor e penetrarem nas células do hospedeiro vertebrado, sao destruidas no interior do
vacuolo parasitéforo pela acdo de proteinassemelhantes a do complemento (Andrews et
al., 1990), sendo apenas as formas tripomastigotas capazes de escapar dos mecanismos
de destruicdo dos fagdcitos e da lise mediada pelo complemento. Posteriormente a

penetracdo nas células, as formas tripomastigotas diferenciam-se em formas amastigotas



Introdugado

no citoplasma destas células. Foi demonstrado recentemente que protozodrios, tais
como Toxoplasma gondii e parasitos protozodrios como o 7. cruzi, acionam a via anti-
apoptética do hospedeiro para se manterem nas células infectadas e se multiplicarem
(Nash et al, 1998; Clark et al., 1999; Nakagima-Shimada et al., 2000). Apds a
multiplicacdo, as amastigotas diferenciam-se em formas tripomastigotas que
posteriormente sdao liberados por ruptura celular e alcancam os sistemas circulatorios,
sendo potencialmente infectantes para qualquer célula nucleada ou reiniciar o ciclo de

infec¢do, ao serem ingeridas por um novo inseto vetor.

Figura 1: Ciclo de vida do T. cruzi. As diferentes formas do 7. cruzi ao longo de seu ciclo
evolutivo no hospedeiro vertebrado e invertebrado. Figura adaptada de TDR/Wellcome Trust,
2004.

1.3 O genoma de T.cruzi

O genoma total do T. cruzi representado pelo clone CL Brener,
recentemente publicado, é constituido de aproximadamente de 100 a 200x10° pb
dependendo da cepa, sendo que uma das particularidades observadas no genoma do 7.
cruzi € a grande variacdo no contetido de DNA entre diferentes cepas e at€ mesmo entre
clones de uma mesma cepa, uma vez que diferencas de 30-70% no total de DNA foram

observadas (Mcdaniel & Dvorak, 1993) e esta localizado no niicleo e na mitocondria.
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Seu tamanho € relativamente maior que outros genomas de parasitos, como, por
exemplo, Leishmania (45-65x10° pb) e Trypanosoma brucei (25x10° pb) (El-Sayed et
al., 2005). Os genomas nucleares das diferentes cepas desta espécie apresentam
numeroa de bandas cromossdmicas distintas e diferentes padrdoes de distribuicdo. De
forma geral o genoma do T. cruzi, apresenta em torno de 20 bandas cromossdmicas
com massa molecular que variam entre 450 Kb a 4 Mb. Cerca de 60% do genoma
parece codificar proteinas, sendo preditos 22.570 produtos génicos dos quais pouco
mais da metade, 12.570, representam cOpias alélicas (El-Sayed et al., 2005).

A organizagdo dos genes nos tripanossomatideos difere daquela conhecida
em outros eucariotos, embora a composi¢do das seqiiéncias de DNA sejam as mesmas:
seqiiéncias codificadoras de proteina, RNAs e seqii€éncias repetitivas. A maioria dos
genes codificadores de proteinas estd presente em multiplas cépias na célula, sendo o
espacamento entre eles bem curto (variando de 100 até algumas centenas de pares de
base). Genes que codificam tubulinas, calmodulinas, ubiquitinas, antigenos de
superficie de membrana e enzimas da via glicolitica existem em arranjos em tandem no
genoma (El-Sayed et al., 2005). Essa organiza¢do cromossdmica em 7. cruzi € sugerido
ser um mecanismo para evitar a perda de genes essenciais a sobrevivéncia. Genes de
cOpia Unica sdo raros em tripanosomas (El-Sayed et al., 2005).

As andlises dos genomas do T. cruzi, T. brucei e L. major (Tritryp)
evidenciaram diferencas em relagdo a outros eucariontes no reparo de DNA (estes
organismos sao capazes de catalisar mais vias de reparo), inicio da replicacdo (os
triponosomatideos possuem somente um gene candidato a somente uma das seis
subunidades do complexo de reconhecimento de origem de replicagdio) e DNA
mitocondrial (El-Sayed et al. 2005).

A cromatina dos tripanossomatideos é similar em alguns aspectos quando
comparada com cromatinas de eucariotos superiores, sendo que as principais diferencas
encontram-se nas histonas, que possuem propriedades bioquimicas diferentes que
interferem na sua interagdo com o DNA. Os cromossomos nao se condensam durante a
divisao celular, dificultando sua andlise pelos métodos convencionais (Belli, 2000).

O DNA nuclear do 7. cruzi contém cerca de 80 a 200 x 10° pares de bases
conforme a cepa e o conteido de DNA mitocondrial é de aproximadamente 41,4kb

representando cerca de 20 a 25% do contetdo total do DNA de T. cruzi, e se encontram
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organizados em minicirculos com aproximadamente 1,4kb e maxicirculos com
aproximadamente 40kb (El-Sayed et al., 2005). Os minicirculos codificam pequenos
RNAs denominados RNA guias que estdo envolvidos no processo de edi¢io de RNAm
de enzimas mitocondriais e os maxicirculos codificam proteinas, tais como o citocromo
b, a ATPsintase e os rRNA mitocondriais (revisto por Liu et al., 2005).

O polimorfismo cromossdmico detectado entre as diferentes cepas de T.cruzi € o
responsdvel, em grande parte, pela diversidade nos perfis biolégicos e bioquimicos

apresentada pelas mesmas (Macedo & Pena, 1998).

1.4 Expressao génica em T. cruzi

Em T.cruzi a maioria dos genes € transcrito de forma policistronica, ou seja,
unidades de RNAs policistronicos, que sdo unidades transcricionais que contém vdrias
cOpias do mesmo gene ou genes em tandem, com fungdes relacionadas ou ndo,
processadas através de reagdes de trans-splicing e poliadenilacdo para dar origem aos
RNAms maduros monocistronicos. Este tipo de processamento pode explicar a
existéncia de poucos promotores em tripanossomatideos (Clayton, 2002).

Trans-splicing € um processo em que ocorre a adicdo de uma seqiiéncia
conservada de 39 nucleotideos denominados de seqiiéncia lider (SL), codificados pelos
genes denominados mini-exon, na extremidade 5° que precede a reacdo de
poliadenilacdo, que consiste, tal qual em eucariotos superiores, na adi¢do de uma cauda
composta por 30 residuos de adenina na extremidade 3’. Estas reacOes ocorrem através
de clivagens em regides intergénicas, que por sua vez sdo regides ricas em pirimidinas e
parecem estar envolvidas no processamento correto dos RNAms (Huang & Vander
Ploeg, 1991; Nozaki & Cross, 1995).

As RNA polimerases comuns em eucariotos também foram descritas em
tripanossomatideos (Cornelissen et al, 1989; Teixeira, 1998). Foram observadas
diferencas minimas no conteido de aminodcidos destas enzimas como, por exemplo, a
RNA polimerase II em tripanossomatideos ndo apresenta os sete aminoacidos
caracteristicos na regido C-terminal (Evers et al., 1989). Porém, diferencas em suas

atividades foram encontradas. Em tripanossomatideos, a RNA polimerase I transcreve
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os genes ribossomais, a RNA polimerase II, os genes do mini-exon e a RNA polimerase
III, o RNA nucleolar e 0 RNA de transferéncia (Gillinger & Bellofatto, 2001).

Em tripanossomatideos, os genes pertencentes a mesma unidade de transcricdo
policistronica podem apresentar diferencas em seu nivel de expressao (Graham, 1995).

Os promotores em 7. cruzi parecem ser controlados por fatores que sdo cepas
especificas, pois em experimentos de transfec¢ao, o promotor de uma determinada cepa
nao mostrou ser funcional em outra cepa (Nunes et al., 1997).

Em T. cruzi, as formas replicativas transcrevem mais que as formas infectantes e
foi observado que a expressdo de alguns genes pode manter-se constante ou aumentar,
mesmo ocorrendo a diminuicao dos niveis de transcri¢cdo (Abuin et al., 1999, Recinos et
al., 2001), bem como a expressdo transitoria de algumas proteinas nas formas em
diferencia¢do (Contreras et al., 1985), sugerindo que nestes organismos a regulagdo é
pOs-transcrional e pds-traducional (Teixeira & da Rocha, 2003).

A regulagdo da expressdo génica em 7. cruzi parece envolver a estabilidade dos
RNAm e a eficiéncia da traducdo, podendo isto estar relacionado com a presenca de
regides reguladoras nas seqiiéncias nao traduzidas. Dallagiovanna et al. (2001) sugere
que o acesso dos RNAm para os polissomos pode ser um mecanismo de regulacdo em
tripanossomatideos. Vincent et al. (1981), demonstrou que proteinas regulatdrias
estagio-especificos podem seqiiestrar RNAm, bloqueando seu acesso aos polissomos, e
retendo-os no citoplasma como nao traduzidas. Recentemente foi sugerida a existéncia
deste mecanismo de regulagao em T.cruzi (Holetz et al., 2007).

Por fim, mais estudos sdo necessdrios para esclarecermos o papel das seqiiéncias
de RNAm ndo traduzidas, dos polissomos e das estruturas semelhantes a P-body, na

regulacdo da expressdo génica em tripanossomatideos (Holetz et al., 2007).

1.5 Alteracoes fenotipicas e/ou populacionais do T. cruzi

A correlagdo entre diversidade genética e patogenicidade do 7. cruzi foi proposta
através do modelo Histotropico-Clonal (Macedo & Pena, 1998). Este modelo baseia-se
na hipétese de que a heterogeneidade e multiclonalidade de uma cepa sdo fatores
responsaveis pelos diferentes tropismos teciduais e, conseqiientemente, pelas variagdes

na apresentacao clinica da doenga. Devido ao tropismo diferencial das varias cepas, 0s
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clones circulantes e disponiveis para o isolamento por hemocultura podem ser diferentes
daqueles responsdveis pela lesdo tecidual. As técnicas de isolamento e cultivo do
parasito podem selecionar subpopulacdes do parasito, ndo obtendo isolados
representativos da populacdo presente nos tecidos e sangue do hospedeiro vertebrado
(Andrade, 1999).

A manuten¢do de cepas do parasito por varios meses ou anos em cultivo in
vitro, pode resultar em diminui¢do da viruléncia e infectividade destas cepas em
animais de laboratdrio. Essa observagao tem sido explicada como resultado da selecao
de subpopulag¢des melhores adaptadas ao crescimento in vitro do que ao crescimento in
vivo (Bice & Zeledon, 1970; Chiari et al., 1973; Deane et al., 1984a; Magalhaes et al.,
1985; Alves et al., 1993). Em hospedeiros vertebrados o sistema imune pode ter um
Olimportante papel neste fendmeno (Lana et al., 1996; Oliveira et al, 1998). Alteracdes
nas caracteristicas das cepas originais podem ser observadas em experimentacdes
animais de longa duracdo. Em relagcdo a viruléncia dessas cepas, ja foi descrito tanto
aumento (Carneiro et al., 1991) quanto declinio (Brener et al., 1974). Segundo
Basombrio et al. (2000), a manutencdo de populacdes do parasito em passagens
sangiiineas sucessivas em camundongos seleciona populacdes com aumentada
viruléncia para invadir as células do hospedeiro vertebrado.

Andlises bioquimicas e gendmicas do 7. cruzi estdo revelando uma variedade de
genes e funcdes que contribuem, de forma independentemente, para a viruléncia
(Pereyra, 1996; Basombrio et al., 1996). Provavelmente, varias subfun¢des necessarias
para a infectividade podem ndo ser essenciais para o crescimento in vitro. O T. cruzi
apresenta um genoma plastico capaz de sofrer atenuagdo tempordria reversivel (Chiari,
1974; Leguizamon et al., 1993), bem como perda irreversivel de viruléncia em culturas
(Figueiredo et al., 1996), possibilidade também suportada por experimentacdes em
animais imunossuprimidos (Basombrio et al., 2000). Lana e Chiari (1986) descreveram
resultados similares em camundongos, comparando a cepa Berenice -62 (Be-62) com
outro isolado da mesma paciente (Be-78) obtido 16 anos depois. Relatos na mudanca
do perfil de RFLP do kDNA apds inoculagdo em animais sdao também comuns,
evidenciando o papel seletivo exercido pelos vertebrados (Deane et al.,, 1984a, b, c;
Morel et al., 1986; Carneiro et al, 1990; Alves et al., 1993). Berenice, o primeiro caso

humano da doenca de Chagas, pode exemplificar o papel seletivo exercido pelo
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hospedeiro cronicamente infectado. Duas populacdes do 7. cruzi foram isoladas desta
paciente aos seus 55 e 71 anos de idade e denominadas Be-62 (Salgado et al., 1962) e
Be-78 (Lana & Chiari, 1986), ja que os isolamentos foram realizados nos anos de 1962
e 1978 respectivamente. A populacdo Be-78 mostrou-se diferente da populacdo Be-62
em relacdo a morfologia, parasitemia, tropismo tecidual, patogenicidade, mortalidade
em camundongos, crescimento e diferenciagcdo em meio LIT (Lana & Chiari, 1986) e
perfis de kDNA e isoenzimas (Lana et al., 1996).

Foram demonstradas, através de andlises de microssatélites, diferencas entre as
cepas Be-62 e Be-78 do T. cruzi (Cruz et al., 2005) e foi sugerido que ambas as
populagdes fossem monoclonais, uma vez que cada cepa e seus respectivos clones
apresentaram os mesmos produtos de amplificagdo. Posteriormente, Veloso et al
(2005), demonstraram através de andlise dos zimodemas a policlonalidade da cepa Be-
78. Alguns trabalhos, utilizando a cepa Y do T. cruzi (parcialmente sensivel ao Bz)
(Filard & Brener, 1987), tém demonstrado a indugao de resisténcia ao Bz in vivo, e que
a resisténcia de cepas do T. cruzi ao Bz e ao Nf aumenta quando os parasitos sao
isolados de camundongos previamente tratados com os mesmos farmacos (Marreto &
Andrade, 1994; Murta & Romanha, 1998). Os autores sugerem que o tratamento inicial
elimina os parasitos sensiveis preservando apenas os resistentes, que multiplicam e
dominam a populagdo.

Situacdo diversa foi observada por Veloso et al. (2001), que demonstraram
inducgdo natural de resisténcia ao Bz em duas populacdes do 7. cruzi reisoladas de cdes
previamente infectados com a cepa Be-78 do 7. cruzi, considerada 100% sensivel a este
quimioterdpico (Toledo et al., 1995). Considerando que as caracteristicas genéticas das
populacdes do T. cruzi podem ser um dos fatores que modulam o processo de
susceptibilidade ao Bz, a variagdo na resisténcia ao farmaco demonstrada pelos autores
citados acima poderia ser reflexo da plasticidade genética observada no 7. cruzi, fato ja
demonstrado por diversos autores (Mcdaniel & Dvorak, 1993; Pacheco & Brito, 1999).
Durante o processo de adaptagdo as pressdes imunoldgicas do hospedeiro, o parasito
acabaria tornando-se resistente, também, a mecanismos de pressao artificial, como a

pressdo oferecida pelo Bz, por exemplo.

1.6 Imunopatologia da doenca da Chagas.
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Muitos estudos t€m sido realizados a fim de compreender a relagcdo entre o 7.
cruzi e seus hospedeiros e como esta relacdo pode direcionar o curso da infeccdo. A
ativagdo de diferentes células do sistema imune e de moléculas soliveis por elas
produzidas desempenham participacdo direta no controle da carga parasitdria durante a
fase aguda da infec¢do (Aliberti er al., 1999). Existem vdrios fatores que contribuem
direta ou indiretamente para lesdes produzidas pela infeccdo por T. cruzi. Alguns
desses fatores sdo inerentes ao parasita (interagdo parasito-hospedeiro, tropismo,
viruléncia, constitui¢ao genética e antigénica, nimero de indculo do parasita, cepa do
parasita, populagcdes mistas, etc.); outros sdo relacionados ao hospedeiro (constitui¢ao
genética, sexo, idade, raca, estado nutricional, resposta imune, etc) (Macedo & Pena,
1998).

A resposta imune do hospedeiro apresenta importante papel no controle da
infeccdo pelo T. cruzi, pois através de seus mecanismos de acdo, o parasito é
continuamente combatido, diminuindo sua multiplicacdo nos tecidos, sendo as células
Natural Killer (NK) importantes na limitacdo do crescimento do parasito e por iniciarem
o desenvolvimento da resposta imune adquirida (Scott et al., 1995). Grande parte das
manifestacdes clinicas da DC deve-se a ativagdo da resposta imune dirigida contra o
parasito (Alibertti et al., 1996). A mobilizacdo do sistema imune € importante na
reducdo da carga parasitdria, mas por outro lado, contribui para o aparecimento das
manifestacdes clinicas cronicas devido as respostas auto-imunes (Leon & Engman,
2001). No entanto, tanto o parasito quanto a resposta imune podem persistir
indefinidamente no hospedeiro e as lesdes teciduais resultantes da atividade prolongada
de ambos causam alteracdes morfofuncionais caracteristicas da doenca (Tarleton, 2001).

O T. cruzi € capaz de induzir a ativagdo/producdo de proteinas e enzimas
efetoras da imunidade inata natural. Porém, a forma tripomastigota consegue resistir ao
ataque da via alternativa do complemento, o que permite a instalacio da
infeccdo.(Andrews et al., 1990)

O papel dos macréfagos como primeira linha de defesa do organismo contra
patégenos intracelulares estd bem estabelecido (Taliaferro & Pizzi, 1955; Mackaness,
1969). A capacidade dos macréfagos de participarem da destrui¢do de certos parasitos

envolve varios mecanismos complexos que dependem da cepa do parasito (Milder et
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al., 1977; Alcantara & Brener, 1978), da forma evolutiva (Milder et al., 1977; Nogueira
et al., 1980; Kloetzel et al., 1984; Umezawa et al., 1985), além do estado de ativacdo
dos macrofagos (Nogueira et al., 1977).

O mais importante sinal para a ativagdo dos macréfagos é o IFN-y, que
desempenha papel significativo na destruicao do 7. cruzi (Plata et al., 1984; Murray et
al., 1985). Outras citocinas tais como o TNF-a e fatores inespecificos, como o LPS
(lipopolissacarideo), podem estar envolvidas no processo de ativacdo dos macréfagos
(Alcina & Fresno, 1987). Quando o 7. cruzi inicia sua interacdo molecular em
macréfagos, a produgdo de IL-12 € induzida e, além de estimular a proliferacdo de
linfécitos T, acionam as células NK a sintetizarem IFN-y, cuja fung¢do € induzir o
recrutamento de macréfagos para a atividade microbicida (Alibertti. et al., 1996). Dessa
forma o TNF-a, produzido pelos macréfagos durante a infeccdo, interage de forma
sinérgica tanto com IL-12 como com IFN-y, ativando os macréfagos a expressarem a
enzima 6xido-nitrico (NO) sintase induzida e a produzirem NO (Miller et al., 2002).

Foi demonstrado que a maioria das células presentes no infiltrado inflamatdrio
de pacientes com formas cardfacas é célula T CD8", com um nidmero reduzido de
células T CD4™ (Higushi et al., 1997). Foi observado que os linfécitos T CD8" estavam
em contato direto com os miocardiécitos em destrui¢do, sugerindo fortemente uma agao
patogénica destas células na miocardite chagdsica cronica. Os linfécitos T CD4"
especificos podem ter multiplas funcdes na resisténcia ao T cruzi e ainda contribuir
como a maior fonte de INF-y para a ativacdo de macréfagos. Estes atuariam também na
diferenciacdo e ativacdo de linfécitos T CD8", sendo importantes componentes na
resisténcia ao parasito (Brener & Gazzinelli, 1997). Por outro lado, o papel das células
T CDS8" pode estar associado ao fato do 7. cruzi poder infectar qualquer tipo de célula.
As células ndo-linféides infectadas expressam apenas moléculas do MHC de classe I,
que ndo sdo reconhecidos por linfécitos T CD4", mas poderiam ser identificadas por
células T CDS8" efetoras (Lenzi et al., 1996). Animais deficientes destas células sdo

ainda mais susceptiveis a infecc¢do (Tarleton et al., 1996).

1.7 Tratamento da doenca de Chagas
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Virias substancias t€m sido testadas em relacdo a terapia da . Dentre todas as
substancias testadas, os estudos t€m sido concentrados em apenas duas substincias, o
benzonidazol (Rochagan®, 2-nitroimidazol-[N-benzil-2-nitro-1-imidazolacetamina]), e
o nifurtimox (Lampit®, 5-nitrofurano  [3-Metil-4-(5-nitrofurfuridileno-amino)-
tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6xido]), sendo que este tultimo teve sua fabricacdo
descontinuada recentemente. O nifurtimox e o benzonidazol apresentam alta eficdcia no
tratamento da fase aguda da doenga de Chagas, sendo observados indices que variam de
40% a 76% de cura parasitolégica (Andrade et al., 1992; Cancado, 1999; Cancado,
2002).

A quimioterapia com benzonidazol também € eficaz no tratamento de criancas,
provavelmente na fase cronica recente da doenca de Chagas. Sosa-Estani et al. (1998)
verificaram 62% de cura em triagem clinica para testar a eficdcia e tolerancia do
benzonidazol em criancas na fase indeterminada da infeccdo pelo T. cruzi. Entretanto,
em adultos, o tratamento durante a fase cronica tardia da infeccdo gera um percentual de
cura muito baixo (0-20%) (Cangado et al., 1999, Kirchhoff et al., 1999).

A eficicia de ambos também varia de acordo com a drea geogrifica,
provavelmente devido a diferencas genéticas nas cepas encontradas nas diferentes
regides (Filardi & Brener, 1987; Giovanni-de-Simone et al., 1987; Levi et al., 1996;
Stoppani, 1999). Isto talvez possa explicar os resultados contraditérios obtidos apds o
tratamento especifico para a doenga de Chagas (Andrade et al., 1985; Filardi & Brener,
1987). Os efeitos colaterais produzidos pelo Bz e pelo Nf incluem nduseas, vOomitos,
perda do apetite e de peso, intoxicacdes e fendmenos alérgicos que comprometem a
manutencdo do tratamento. Estes fatos tomados conjuntamente evidenciam a
importancia da identificacdo de novos alvos terapéuticos a serem utilizados na
quimioterapia da DC (Rassi & Luquetti, 1992; Castro, 1993; Croft, 1999; Engel et al.,
1998; Urbina, 1999).

1.8 O proteassoma e a ubiquitinacao
Em vista da importancia de se obter novos alvos terapéuticos para a doenga de

Chagas, pesquisas envolvendo proteases do 7. cruzi t€m se revelado de grande valia. Na

ultima década, as proteases dos parasitas receberam considerdvel atencdo da
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comunidade cientifica, o que levou a caracterizagdo de seu papel na interagdo parasito-
hospedeiro. Um parasita bem sucedido deve conseguir penetrar e sobreviver no interior
do hospedeiro, assimilando os componentes necessdrios a sua nutricdo e conseguindo
escapar da resposta imunoldgica do mesmo.

O proteassoma 20S é um complexo enzimatico com 750kDa, presente tanto no
citosol como no nicleo de todas as células de mamiferos (Kania ef al., 1996), leveduras
(Hill & Wolf, 1992), archaebactérias como Termoplasma acidophilum e Rhodococcus
(Seemuller et al., 1995). Recentemente este complexo foi descrito nos seguintes
parasitas: T.cruzi (Gonzales et al.,1996), T.brucei (Lomo, et al., 1997), Entamoeba
histolytica (Scholze et al., 1996), Leishmania mexicana (Robertson, 1999), Schistosoma
mansoni (Guerra-Sa, 2005), Plasmodium berghei, (Gantt, et al. 1998) e Gidrdia lambia
(Emmerlich et al; 1999).

Estudos de microscopia eletronica revelaram que o proteassoma 20S apresenta
uma estrutura cilindrica composta por quatro anéis superpostos com sete subunidades
cada um, num arranjo o;_7B;7B17047, 0 que favorece a formagdo de um poro central por
onde passariam as proteinas totalmente desenoveladas e sem ligagdes dissulfeto, para
entdo serem degradadas. Este complexo apresenta pelo menos trés atividades
proteoliticas que sdo semelhantes a acdo da tripsina, quimiotripsina e caspase (Tanaka,

1998). A figura 2 representa a estrutura do proteassoma 20S.

Figura 2: Estrutura do proteassoma 20S. A figura a esquerda representa o proteassoma 208,
composto por quatro anéis superpostos com sete subunidades alfa distintas compondo os anéis
mais externos, e 7 subunidades beta distintas, compondo os anéis internos, sendo que as
subunidades B, B, e Ps possuem atividades semelhantes a caspase, tripsina e quimiotripsina
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respectivamente. A figura a direita mostra um corte transversal em um modelo de
preenchimento do proteassoma mostrando em amarelo os sitios cataliticos. Adaptado de
Rechsteiner & Hill, Trends Cell Biol, 15:27-33, 2005.

A forma predominante de proteassomas encontrado em eucariotos inferiores é o
proteassoma 26S, cujo papel principal € a degradacdo de proteinas tanto de uma
maneira dependente como independente de ubiquitina. Atualmente, esta protease vem
sendo considerada como a responsdvel pela remoc¢do tempo-especifica de diversas
proteinas regulatérias envolvidas em fungdes celulares diversas e essenciais para a
viabilidade celular, como por exemplo: no ciclo celular, no reparo do DNA, no controle
da transcricdo, na modulacdo de receptores, em vias de transducdo de sinal e na
apresentacdo de antigenos (Glickman & Ciechanover, 2002). A figura 3 ilustra a
estrutura do complexo 19S e o proteassoma 26S. O complexo regulatério 19S contém
aproximadamente 20 subunidades heter6logas com massa molecular variando de 25 a
110kDa, as quais podem ser classificadas em dois subgrupos: um subgrupo formado por
pelo menos 6 ATPases, que sao estruturalmente similares e bem conservadas durante a
evolucao das espécies, e um outro subgrupo, com pelo menos 14 subunidades
heterogéneas, ndo estruturalmente relacionadas a familia ATPase de proteinas

(DeMartino et al., 1996).
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Figura 3: Estrutura do complexo 19S e formacio do complexo 26S. Em A, encontra-se
representado o complexo regulatdrio 19S formado por 6 subunidades ATPésicas representadas
por azul e 11 subunidades ndo ATPésicas representadas por circulos claros. O conjunto dessas
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subunidades formam uma base e uma tampa. Em B, encontra-se representado o complexo 26S
formado pela unido dos complexos 20S e 19S. Figura adaptada de Hicke L. 1999. Trends Cell
Biol. 9: 107-112.

O complexo 19S também pode ser dividido em dois complexos menores, a base
e a tampa. A base é formada por seis subunidades ATPésicas e duas subunidades ndo
ATPésicas, denominadas de RPN1 (Regulatory-Particle Non-ATPase subunit 1) e
RPN2, respectivamente, enquanto que o complexo tampa € composto por onze
subunidades ndo-ATPasicas (Glickman & Ciechanover, 2002). Estas seis subunidades
ATPasicas distintas pertencem a familia AAA de proteinas (ATPase associada com uma
variedade de atividades celulares), sendo caracterizada pela presenca de um dominio
conservado formado por 200 residuos de aminoécidos contendo a seqii€éncia consenso
para a ligagdo ao ATP. Apesar dos grandes avangos no entendimento do proteassoma,
ainda muito pouco € conhecido a respeito da funcdo destas multiplas ATPases. Uma
provéavel funcdo seria o fornecimento continuo de energia, necessdrio para a degradacio
das proteinas-alvo (Tanaka, 1998b).

O reconhecimento dos substratos poli-ubiquitinados pelo proteassoma 26S é a
etapa regulatéria desta via de protedlise intracelular. Diversos grupos de pesquisa
independentes t€ém demonstrado que a subunidade RPN10 (originalmente denominada
de S5a), constituinte do complexo tampa do 19S € a responsdvel pelo reconhecimento
dos substratos naturais do proteassoma 26S (Tanaka 1998; Glickman & Ciechanover,
2002). Estas andlises também sugerem que a subunidade RPN10 foi extremamente
conservada durante a evolugdo das espécies (Kikukawa et al., 2002).

De uma forma resumida, os sinais presentes em uma proteina, que a direcionam
para a ubiquitinagdo podem depender de fosforilagio de residuos especificos na
proteina-alvo, ou de sinais "geneticamente programados" para a ubiquitinacdo. Estes
sinais seriam umas seqiiéncias curtas e hidrofébicas localizadas na regido N-terminal,
suficientes para direcionar a ubiquitinagdo. Este sinal é conhecido como regra do N-
terminal (Pickart, 1997).

O processo de ubiquitinagdo se dd através da ligacdo covalente, via ligacdes
isopeptidicas, que envolve a ativagdo do C-terminal da ubiquitina pela enzima
ubiquitina ativadora (E1), e posterior transferéncia dos grupos amino de residuos lisil

para o substrato protéico, catalizado pelas enzimas conjugadoras (UBCs ou E2) seguido
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da catdlise da ligacdo covalente envolvendo o residuo de glicina no substrato alvo,
mediado pelas enzimas ligases ou E3 (Glickman & Ciechanover, 2002).

Diversos grupos de pesquisa t€ém demonstrado a ligacdo de multiplas moléculas
de ubiquitina (usualmente quatro) envolvendo o residuo de lisina 48 (K48) da
ubiquitina, formando uma ancora de ubiquitina (poli-ubiquitina¢io). A proteina alvo é
direcionada para a protedlise mediada pelo proteassoma 26S, enquanto que a poli-
ubiquitinacdo envolvendo o residuo k63 da ubiquitina esta relacionada aos mecanismos
de reparo do DNA (Glickman & Ciechanover, 2002).

Além do complexo regulatério 19S, em células de mamiferos e em parasitos
protozodrios tais como 7. brucei, ttm sido descritas as existéncias de um outro
complexo ativador do proteassoma 20S, denominado de PA28 e o seu correspondente
em tripanossomatideos o PA26 e o PA200. Neste caso, a ligacdo destes ativadores ao
proteassoma ocorre por uma via independente de ATP. Atualmente, a via proteolitica
independente € tdo importante quanto a dependente de ubiquitina. O PA28 (Hill et al.,
2002) existe sob trés isoformas: o PA28, e PA28g que aparentemente estdo envolvidos
na resposta imune sendo induzidos por interferon y. Diversos relatos sugerem que a
montagem do proteassoma com os PA28, e PA283 sdo necessdrios para um
processamento eficiente de antigenos, enquanto que o PA28, parece estar envolvido na
supressao da apoptose. O PA200 encontrado somente no nucleo de mamiferos parece

estar envolvido no reparo do DNA (Ustrell et al., 2005).

1.9 O proteassoma de parasitos protozoarios

O proteassoma exerce um papel essencial na homeostase celular de vérias
espécies de parasitos protozodrios, tais como T.brucei (Hua et al.,1996), T. cruzi
(Gonzales et al., 1996) e Toxoplasma gondii (Shaw et al., 2000).

Em T. cruzi, foi demonstrado que inibidores especificos do proteassoma, tais
como MGI132 (N-carbobenzoxyl-Leu-Leu-leucinal) e lactacistina (C;5H4N,0O;S),
inibem em 50% a transformacgao das formas tripomastigota para amastigota quando foi
adicionado ao meio de cultivo 1-2uM desses inibidores (Gonzdles et al., 1996).

De Diego et al. (2001) demonstrou o envolvimento do proteassoma na

transformacdo estigio-especifico de tripomastigota para amastigota. O “turnover” de
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proteinas em tripomastigotas € dependente da via proteassoma-ubiquitina, sendo
acentuada durante a transformacado em amastigotas. Quando a atividade do proteassoma
¢ inibida, profundas mudancas morfoldgicas ocorrem durante a transformacgao estagio
especifico de 7. cruzi, demonstrando que as proteinas do citoesqueleto associadas ao
flagelo sdo alvos da via dependente de ATP, ubiquitina e proteassoma (Gonzéles et al.,
1996 e de Diego et al., 2001).

Apesar dessas evidéncias, a caracterizacdo e identificacdo molecular do
proteassoma em parasitos protozodrios ainda € um amplo campo a ser elucidado. O uso
de inibidores tais como, peptideos aldeidos MG132 e lactacistina, tem ajudado a definir
o papel do proteassoma em varios processos realizados pelos parasitos protozodrios. Na
E. invadens, E. histolytica e L.mexicana, os inibidores lactacistina ¢ MG132
bloquearam o crescimento do parasito e preveniram a encistacao (Makioka et al., 2002;
Robertson, 1999); no P.berghei, a lactacistina bloqueou a replicacdo, porém, ndo
impediu a entrada do parasito nas hemadcias (Gantt et al., 1998), no T. brucei, a
lactacistina bloqueou a progressdo do ciclo celular das formas prociclicas a uma
concentracdo de 5SuM, na fase de transicio de G2 para a fase M e nas formas
sanguineas, 1uM de lactacistina bloqueou a proliferagao em 30-35% na fase G1 e 55-60
% na fase G2 (Mutomba et al., 1997), contudo, ndo inibiu a diferenciacdo de formas
sangiiineas em formas prociclicas (Nkengu-Njinkeng et al., 2002); finalmente, no 7.
cruzi, o MG132 e a lactacistina inibiram a transformacao da forma tripomastigota em
amastigota, no entanto, ndo bloquearam a invasao celular (De Diego et al., 2001).

O proteassoma 26S da forma epimastigota do 7. cruzi foi identificado como
tendo um peso molecular de 1400kDa, apresentando uma atividade semelhante
quimotripsina dependente de ATP ao substrato Suc-LLVY-Amc (Gonzdles et al.,
2001).

A principal diferenca entre proteassomas dos protozodrios parasitos € dos
mamiferos estd relacionada com a atividade peptidasica. Nos mamiferos, a atividade
principal € a atividade semelhante a quimiotripsina enquanto que nos
tripanossomatideos, a atividade principal € a semelhante tripsina (revisado por Paugam
et al., 2003).

Essas diferencas reforcam a possibilidade do proteassoma servir como um

futuro alvo terapéutico. Entretanto, a limitada informagao sobre os mecanismos do
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proteassoma de 7. cruzi e a natureza das diferencas observadas com os proteassomas de
mamiferos requer estudos mais aprofundados tanto na parte estrutural quanto funcional
para que se torne concreto o uso de drogas especificas que bloqueiem a atividade do

proteassoma do 7. cruzi.
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2.1 Objetivos Gerais

O presente estudo teve como objetivo avaliar o impacto da inibi¢do do
proteassoma por um inibidor especifico, o PSI ( Wilk & Figueiredo-Pereira, 1993), na
proliferacdo in vitro e na evoluc¢do da infec¢do experimental de camundongos Swiss

inoculados com as cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi pré-incubadas ou ndo com PSI.

2.2 Objetivos especificos

2.2.1 Avaliar os niveis de RNAm das subunidades  cataliticas do proteassoma
208 das formas epimastigotas das cepas em estudos através de RT-PCR.

2.2.2 Analisar os niveis de expressio do proteassoma 20S, das formas
epimastigotas das cepas em estudos através de Western Blot.

2.2.3 Avaliar as atividades peptidasicas semelhantes a caspase, tripsina e
quimotripsina do proteassoma 20S, das formas epimastigotas das cepas em estudos.

2.2.4 Avaliar morfologicamente as formas epimastigotas das cepas em estudos,
incubadas com PSI, através de microscopia eletronica de varredura (MEV).

2.2.5 Determinar a intensidade do parasitismo tecidual (coracdo, bago, figado,
cérebro e musculo esquelético) em camundongos Swiss, submetidos a infecgdo
experimental com formas tripomastigotas sanguineos previamente incubados ou ndo
com PSL

2.2.6 Determinar a intensidade das lesdes teciduais (coragdo, bacgo, figado,
cérebro e musculo esquelético) em camundongos Swiss, submetidos a infeccdo
experimental com formas tripomastigotas sanguineos previamente incubados ou ndo
com PSIL

2.2.7 Determinar a taxa de mortalidade cumulativa dos camundongos Swiss
submetidos a infeccdo experimental com formas tripomastigotas sanguineos

previamente incubados ou nao com PSI.
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3.1 Reagentes

Foi utilizado o inibidor de proteassoma PSI (N-carbobenzoxy-L-isoleucyl-L-y-z-
butyl-L-gultamyl-alanyl-L-leucinal) (SIGMA Chemical Co. - St Louis, MO), dissolvido

em DMSO (dimetilsulfoxido) a uma concentracao de 10mM e estocado a -20°C.

3.2 Parasitos

As cepas utilizadas neste trabalho sdo pertencentes a linhagem genética 7. cruzi
II, devido ser a linhagem que circula com maior freqii€éncia no ciclo doméstico da
doenca de Chagas no Brasil. A cepa Y foi isolada de um caso humano agudo por Freitas
et al. (1953), sendo estudada e descrita por Silva & Nussenzweig (1953) e as cepas Be-
62 e Be-78, isoladas da mesma paciente, através de xenodiagndstico por Salgado et al.
(1962) e Lana & Chiari (1986), respectivamente. As formas epimastigotas, utilizadas
para os experimentos in vitro, foram mantidas em meio LIT (Camargo, 1964), sendo
utilizadas na concentracdo de 3x10° parasitos por experimento. Para os experimentos in
vivo foram utilizadas formas tripomastigotas sanguineas obtidas de camundongos Swiss

mantidos no Biotério Central da Universidade Federal de Ouro Preto.

3.3 Animais

Foram utilizados para os experimentos in vivo 108 camundongos Swiss fémeas
com 30 dias de idade e peso entre 18 a 20g, obtidos no Biotério Central da Universidade

Federal de Ouro Preto.

3.4-Extraciao de RNA total e verificacao da integridade

Nos experimentos de extragdo de RNA, a 4dgua utilizada foi inicialmente tratada
com dietilpirocarbonato (DEPC-Sigma) na propor¢ao de 1/1000, deixada em repouso
por 12 horas e em seguida esterilizada em autoclave, com pressdo latm e temperatura a
120°C, para tornar-se isenta de RNases. Todos os materiais, tais como, ponteiras, tubos

eppendorfs e vidrarias foram lavados com dgua DEPC e autoclavados por 40 minutos.
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Para a extracdo de RNA total, 2x10® formas epimastigotas das cepas em estudo,
foram adicionadas a 1mL de Trizol (Gibco-BRL). Em seguida a mistura foi
homogeneizada com o auxilio de vortex durante 1 minuto por 3 vezes. Os homogenatos
foram incubados por 40 minutos a temperatura ambiente. Apds este intervalo foram
adicionados 200uL de cloroférmio ao homogenato, e agitados vigorosamente por 1
minuto em vortex. A mistura resultante foi incubada por 20 minutos a temperatura
ambiente e centrifugada por 10 minutos a 10.000g. A fase aquosa foi entdo transferida
para um tubo tipo eppendorf de 1,5mL e adicionado 500uL de isopropanol (Sigma). A
mistura foi homogeneizada por inversdo e incubada por 30 minutos a -20°C. Apds este
periodo os tubos foram centrifugados por 10 minutos a 10.000g e o sobrenadante
descartado. O precipitado foi lavado com etanol 70% e centrifugado por 5 minutos a
10.000g, descartando novamente o sobrenadante. Posteriormente, o RNA total foi
mantido por 20 minutos a temperatura ambiente para a evaporacgdo total do etanol. Em
seguida, foi ressuspenso em aproximadamente S50uL de 4gua DEPC.

Para quantificar o RNA total, 4uL. dessa solucdo foram diluidas em 996uL de
dgua DEPC. A leitura foi realizada a 260 e 280nm, para estimar o grau de pureza e sua
concentracdo. Segundo Sambrook et al. (1989), 1 unidade de absor¢do em 260nm
corresponde a concentracdo de 40ug de RNA/mL.

A integridade da preparagdo foi verificada em gel de agarose 1,2% em MOPS
1X diluido com 4dgua DEPC (MOPS 21g, Acetato de sédio diidratado 3,4g, EDTA
tetrassédico 1,9g, 4gua DEPC q.s.p 500mL, em pH 7 e autoclavado). O gel resultante
encontra-se representado na figura 4. Antes de aplicar as amostras no gel, 10ug de
RNA foram adicionados a 15ul de tampdo da amostra (formamida 187,5uL,
formaldeido 27,5uL, MOPS 10X 37,5uL, azul de bromofenol [100mg/mL] 1uL, dgua
DEPC 42uL e brometo de etideo 0,5uL). Essa mistura foi desnaturada por 15 minutos a
65°C, seguida de banho de gelo por 3 minutos. As amostras foram aplicadas no gel e

adotou-se uma voltagem de 45 a 50 volts em tampao de corrida MOPS 1X.

3.5 Obtencao dos cDNAs

Os oligonucleotideos utilizados para a obten¢do dos cDNAs correspondentes

aos genes das subunidades ;. B2 e Bs do proteassoma 20S foram desenhados com base
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nas seqiiéncias de nucleotideos (EST) de T. cruzi, depositadas no GeneDB, que
apresentaram similaridade significativa (e-Value menor que ¢'°°) com segiiéncias de 7.
brucei, Leishmania sp e Plasmodium sp. A Tabela 1 apresenta o nimero de acesso dos
genes, o tamanho dos genes amplificados, o desenho dos iniciadores e a temperatura de

anelamento adotada.

Gene Niimero de acesso Seqiiéncia dos iniciadores Tamanho ™

Tc00.1047053507603.40 F5’GGAGCATTGCTTCATGAG3’

B 798pb  50°C
Tc00.1047053509429.110 R5’TCGCAGAGCTGCTGAATG3’ P

Tc00.1047053508461.430
FS'TGGTTATTATGGCATGTG3’

B Tc00.1047053510287.30 809pb 51°C
Tc00.1047053503891.10087 R 1GTTTCGGGTACTTACGES
Tc00.1047053507639.40 F5'CAACGCTTAGCTCGTATG3’

Bs 805pb 49°C
Tc00.1047053503781.70 ~ RS’CTACAACACGTAGCGATCY
Tc00.1047053509693.70 F5’ACCGTAGCCAATCACAAAGGC3’

HGPRT 411pb 50°C

Tc00.1047053506457.30 R5’CTACAAGGGAAAGGGTCTGC3’

TM = Temperatura de Anelamento.

Tabela 1 - Nimero de acesso, seqiiéncia dos iniciadores, tamanho esperado e temperatura de
anelamento para os genes B 3, e Bs.

A primeira fita do cDNA foi obtida utilizando-se Sug de RNA total e o kit
thermoscript RT-PCR (GIBCO-BRL). As condi¢cdes para esse experimento foram

exatamente iguais as fornecidas pelo fabricante.

Para a amplificagdo do cDNA obtido acima foi utilizado um protocolo de PCR
de 20 ciclos, cada um composto pelas seguintes etapas: desnaturacdo, 1 minuto a 95°C,
anelamento, 1 minuto em temperatura especifica de cada par de iniciador (Tabela 1),
extensdo, 1 minuto e 30 segundos a 72°C sendo que no final dos 20 ciclos foram
necessarios mais 6 minutos com a temperatura a 72°C. Em seguida, 10uL dessa reagao
foram analisados em gel de poliacrilamida 10% e posteriormente corados pelo método

da prata, conforme descrito em Sambrook et al. (1989).

24




Materiais e Métodos

3.6 Preparacao da fracao enriquecida de proteassoma

Inicialmente, 4x 10® formas epimastigotas das cepas do T. cruzi em estudo foram
homogeneizadas em 1mL de tampdo 20S (Tris-HCl 25mM pH=7,5; DTT 1mM,
Glicerol 10%, EDTA 1mM, Leupeptina ImM, NEN 10mM). O homogenato foi
transferido para tubo tipo eppendorf e submetido a sonicacdo por 45 segundos, quatro
vezes a 60 watts, com intervalo de 30 segundos em banho de gelo. A seguir, as
amostras foram centrifugadas por 20 minutos a 10.000g e o pellet descartado.
Posteriormente, o material resultante foi ultracentrifugado por 1 hora a 100.000g. Em
seguida, o sobrenadante foi transferido para um novo tubo eppendorf e centrifugado por
6 horas nas mesmas condi¢des. O precipitado foi ressuspendido em 100uL do tampao
20S. A determinacdo da concentragdo protéica foi realizada segundo o método de

Lowry, usando soro albumina bovina para a constru¢do de uma curva padrao.

3.7 SDS-PAGE e ensaios de Western Blot

Cinco pg da fracado enriquecida de proteassoma foram fracionados em gel de
SDS-PAGE 10% como descrito por Laemmli (1970). Foi utilizado como padrao de
peso molecular o MultiMark Multi-Colored Standart (Invitrogen). A voltagem adotada
foi de 120 Volts. Apds a corrida, um dos géis foi corado com comassie blue. O outro
gel foi preparado para a transferéncia de acordo com o método descrito por TOWBIN
et al, 1979, com modificacdes no tampao de transferéncia (Tris-HCI 25mM pH 8,3,
glicina 192mM, etanol 18% e SDS 0,02%). A voltagem aplicada no sistema foi de 25
Volts a uma temperatura de 4°C por 16 horas. Apdés o término da transferéncia, a
membrana foi corada com Ponceau (0,25% em dacido acético 1%) por 5 minutos e
descorada com 4gua para visualizag¢do das proteinas.

Posteriormente, a membrana foi bloqueada por 16 horas a 4°C com TBS-T
(Tris-HCI 50mM pH 8,3, NaCl 150mM, Tween-20 0,05% e leite desnatado em p6 5%)
e submetida a immunoblot, conforme descrito a seguir. Apés o bloqueio, a membrana
de PVDF foi lavada 3 vezes em TBS-T e incubada com anticorpo primdrio (anti-

subunidades a para detectar o proteassoma 20S) numa dilui¢do 1:1000 em TBS-T por 3
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horas a temperatura ambiente. O anticorpo foi removido € a membrana lavada trés
vezes rapidamente com TBS-T. Em seguida a membrana foi incubada por 1 hora, a
temperatura ambiente, com o anticorpo secunddrio (anti-IgG de rato conjugado com
fosfatase alcalina) na diluicao 1:1000. Apds este periodo, a membrana foi lavada por
trés vezes durante 5 minutos em tampao de revelagdo (Tris pH 9, 5, NaCl 5M, MgCl,
IM). Finalmente, foram adicionados SmL de tampao de revelagdo colorimétrica, 66uL

de NBT e 33uL de BCIP agitando-se o contetido por 30 minutos.

3.8 Dosagem das atividades peptidasicas dos proteassoma

Nos ensaios da atividade proteolitica exdgena, foram utilizados diferentes
substratos fluorogénicos como: Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amido-4-metilcumarina, Cbz-
Gly-Gly-Arg-7-amido-4-metilcumarina e Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-
metilcumarina para a determinacdo das atividades semelhantes a caspase, tripsina e
quimotripsina, respectivamente, do proteassoma na fracdo citosOlica das formas
epimastigotas de 7. cruzi.

Utilizamos 5ug da fracdo enriquecida de proteassoma, obtida como descrito no
item 3.6, e 13uM dos substratos fluorogénicos. O tampao utilizado foi Tris HCl 50mM
pH 8,0 e MgCl, 10mM. O ensaio foi realizado num volume final de 240uL com
incuba¢do de 30 minutos a 37°C sendo interrompida pela adi¢do de 2mL de etanol. A
seguir a reagcdo foi incubada em gelo por no minimo 1 hora, sendo posteriormente
centrifugada durante 10 minutos a 2500rpm. As leituras fluorimétricas foram realizadas
com o auxilio de um espectrofluorimetro Shimadzu RF-5301PC nos comprimentos de
onda 380nm (excita¢do) e 440nm (emissdo), e os resultados expressos em unidades de

fluorescéncia por pg de proteina.

3.9 Importancia do proteassoma na proliferacio in vitro

As formas epimastigotas de 7. cruzi, das cepas Y, Be-62 e Be-78, foram

crescidas em meio de cultura LIT (Camargo, 1964), contendo 20% de soro fetal bovino
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em estufa a 28°C. Essas culturas, na concentra¢do de 3x10° parasitos, foram diluidas em
3mL de meio LIT e utilizadas na fase log de crescimento. Os experimentos foram
realizados em triplicata para cada cepa, sendo o inibidor de proteassoma, PSI
adicionado as culturas em concentracdes crescentes (0,033uM, 0,083uM, 1uM, 10uM,
25uM e 50uM). Como controle do experimento, um grupo foi crescido na presenga de
50uM de DMSO. As leituras foram realizadas em camara de Neubauer por 10 dias para

as cepas Y e Be-62 e 12 dias para a cepa Be-78.

3.10 Avaliacao Morfoldgica

Para estudarmos a presenca de alteragdes morfolégicas apds o acréscimo do PSI,
foi utilizado o mesmo processo do item anterior, utilizando-se apenas a concentracao de
IuM. As amostras das culturas controles e as incubadas com PSI foram coletadas nos
tempos de 24, 48 e 72 horas, centrifugadas por 20 minutos a 3500g com PBS a 10% por
trés vezes e ressupendidas em glutaraldeido a 2,5%. Apds 24 horas, foi acrescido as
amostras tampao de cacodilato a 1M por 2 horas. Apds esse periodo, as laminas foram
lavadas 3 vezes com tampao de cacodilato 0,1M. As laminulas previamente tratadas
com poli-L-lisinas a 1% foram aderidas as laminas por 30 min, sendo entdo lavadas
mais uma vez com tampao cacodilato e fixadas com OsOy4, a 1% em tampao cacodilato
por 1 hora. Apds este periodo as laminas foram lavadas trés vezes novamente em
tampao cacodilato 0,1M, desidratadas em série crescentes de etanol (30%, 50%, 70%,

90% e 3 vezes a 100%), secas no ponto critico e metalizadas.

3.11 O papel do proteassoma no desenvolvimento experimental da doenca

de Chagas

Para a avaliacdo in vivo da atividade do inibidor de proteassoma, PSI, no curso
da infeccdo experimental aguda, seis camundongos Swiss foram inoculados com as
cepas em estudo e agrupados da seguinte maneira: I - camundongos infectados com
formas tripomastigotas do 7. cruzi; Il - camundongos infectados com tripomastigotas

previamente incubados com o solvente (DMSO); III - camundongos infectados com
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tripomastigotas previamente incubados com 100uM do inibidor de proteassoma (PSI).
Os experimentos foram realizados em duplicata e a infeccdo foi feita por via
intraperitoneal com 5x10? tripomastigotas sanguineos. O inéculo foi pré-incubado com
DMSO e PSI por 20 minutos a temperatura ambiente. Antes da inoculagao, foi analisada
por microscopia Optica a viabilidade dos parasitos. Para a avaliacdo da parasitemia
foram coletados SuL. de sangue da veia caudal dos camundongos, sendo os parasitos
quantificados segundo o método Brener (1962), a partir do 4° dia apds o indculo até

uma semana apoés a supressao da parasitemia e/ou morte dos animais.

3.12 Taxa de Mortalidade

Para determinar a taxa de mortalidade, os animais foram acompanhados

diariamente e a mortalidade registrada foi expressa em porcentagem cumulativa.

3.13 Avaliacdo dos processos inflamatorios e tropismo tecidual de
camundongos inoculados com tripomastigotas das cepas Y, Be-62 e Be-78, pré-

incubadas ou nao com PSI

Para avaliar o efeito da incubac@o dos tripomastigotas com PSI sob o tropismo e
parasitismo tecidual, necropsiamos camundongos com 11 dias de infec¢do (fase aguda)
para as cepas Y e Be-62, trés camundongos infectados com cepa Be-78 necropsiados no
21° dia (fase aguda) e trés camundongos infectados com cepa Be-78 necropisiados 180
dias apo6s a infec¢do (fase cronica).

Fragmentos do bacgo, bexiga, ceco, cdlon, diafragma, duodeno, encéfalo,
esOfago, figado, glandulas, jejuno, ileo, linfonodo, musculo esquelético, musculo
cardiaco, olho, osso, pancreas, pele, pulmao, tecido adiposo, traquéia, dtero e supra
renal foram retirados, porém, foram utilizados para este trabalho somente o baco,
figado, musculo cardiaco e esquelético. Posteriormente foram realizados cortes
transversais dos 6rgios e obtidos fragmentos com aproximadamente 2mm de espessura,

fixados em formol tamponado a 10% (pH 7,2) por 24 horas.
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N

Os fragmentos submetidos a fixacdo quimica foram desidratados em
concentracoes crescentes de dlcoois (70%, 80%, 90% e trés trocas de dlcool absoluto),
diafanizados em duas trocas de xilol, embebidos e incluidos em parafina histologica.

Os blocos de parafina foram submetidos a microtomia e de cada bloco
obtiveram-se cortes com espessura de 3um. Foram confeccionadas duas laminas, sendo
a primeira corada pelo método da Hematoxilina-Eosina para observagdes rotineiras das
alteracdes histopatoldgicas e avaliadas ao microscopio Optico (em 100 campos
microscopicos, com a objetiva de 40X) e a segunda utilizada na técnica de imuno-
histoquimica descrita a seguir. Foram realizadas descri¢des histopatoldgicas de todos os
cortes atentando-se para as alteragdes degenerativas e inflamatdérias e presenga de

ninhos de amastigotas nos tecidos. Foram avaliadas a presenca e intensidade do

processo inflamatorio.

3.14 Avaliacao da carga parasitaria tecidual

Os cortes histologicos foram desparafinizados em duas passagens por xilol
durante 15 minutos cada, hidratados em concentra¢des decrescentes de dlcool (100%,
90%, 80%, 70%) por trés minutos cada. Seguiu-se lavagem em dgua corrente por 5
minutos e em PBS pH 7,2-7 4.

Posteriormente, os cortes foram submetidos ao bloqueio da peroxidase endogena
em banho de PBS/peréxido de hidrogénio durante 30 minutos (240mL de PBS e 10mL
de peroxido de hidrogénio a 30%) a temperatura ambiente. Em seguida os cortes
histologicos foram submetidos a trés banhos consecutivos em PBS por 5 minutos.

Apo6s a secagem das bordas dos cortes com papel absorvente, aplicou-se o soro
normal de cabra diluido na propor¢do 1:40 em PBS, por 30 minutos em camara imida a
temperatura ambiente, com o objetivo de bloquear as reacdes cruzadas inespecificas.

Em seguida, secou-se o excesso de soro normal de cabra e as laminas foram
incubadas com anticorpo primério (anti-7. cruzi produzido em coelho, dilui¢do 1:1000
em PBS/albumina a 0,1%) em camara imida a 37°C, por uma hora. Seguiram-se trés
banhos de 5 minutos cada em PBS. Seguindo-se a aplica¢do do anticorpo secunddrio
(anti-IgG de coelho, produzido em cabra), e incubacdo em camara tmida por 30

minutos e, posteriormente, 3 banhos de PBS por 5 minutos. Foi aplicado o complexo
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peroxidase-anti-peroxidase (PAP diluido 1:250 em PBS/albumina a 0,1%) e as laminas
incubadas por 30 minutos em cidmara Umida a temperatura ambiente. Seguindo-se
novamente trés banhos de PBS.

A revelacdo da reagdo da peroxidase foi realizada através da incubag¢do em
solu¢do de DAB (50mg de diaminobenzidina em 250mL de PBS e 500ul de peréxido de
hidrogénio 30%) durante 5 minutos. Para interrup¢do da revelagdo os cortes foram
mergulhados em PBS por trés vezes. Posteriormente foram lavados em 4gua corrente
por 5 minutos, contracorados com hematoxilina de Harris por dez segundos, lavados em

dgua corrente por 5 minutos e desidratados em concentragdes crescentes de dlcool

(70%, 80%, 90% e 100%), diafanizados em xilol e montados em Entellan (Merck®).
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4 Resultados
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4.1 Analise dos niveis de RNAm das subunidades cataliticas do proteassoma
208
4.1.1 Integridade do RNA total de 7. cruzi

Ap6s a extracdo do RNA total das culturas, procedeu-se a andlise da integridade
desta preparacdo em gel de agarose a 1,2%, como mostrado na figura 4. Para os

experimentos de andlise da expressdo génica, a concentragdo RNA foi ajustada para

Sug/uL.
Kb Y Be-62 Be-78
21
1,7

1,3

Figura 4: Gel de RNA total das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi. Foi utilizado 5ug de
RNA total das cepas de T. cruzi, obtidos como descrito em Matérias e Métodos.

4.1.2 Perfil de expressao das subunidades cataliticas das cepas Y, Be-

62 e Be-78

O perfil da expressio dos genes P;, B> e Ps foi analisado em formas
epimastigotas crescidas em meio LIT das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T.cruzi. A figura 5
mostra os niveis de expressdo das cepas avaliadas de T.cruzi juntamente com o gene

constitutivo HGPRT que foi utilizado como normalizador.

Be-62 Be-78 Y pb

B, ] Ak - 798

HGPRT | S ' 411

Figura 5: Padrao de expressao das subunidades cataliticas do proteassoma 20S das cepas
Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi. Cerca de 10uL do produto da PCR das cepas em estudos, obtidos
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como descritos no item Materias e Métodos foram fracionados em gel de poliacrilamida 10%
corado com prata. Como controle foi utilizado o gene HGPRT.

4.1.3 Analise densitométrica dos RNAm das subunidades cataliticas

do proteassoma 20S

Para quantificar os niveis da expressdo relativa das subunidades B, B> e Ps,
normalizados com o gene HGPRT, foi utilizado o programa Quantity One® 1-D
Analysis Software Versdo 4.4.1. A figura 9 mostra que os niveis das trés subunidades
cataliticas do proteassoma sdo similares em todas as cepas estudadas. Os experimentos

foram realizados em duplicata de trés extracdes de RNA distintas.

EBe-62
1.5 mBe-78
13 - myY

11 -
0,9 1
0,7 1
05 1
0,3 1

0. . . -

B1 B2 B5

Razéo dos niveis de mRNA
do proteassoma/HGPRT

Figura 6: Analise densitométrica relativa as expressoes das subunidades cataliticas do
proteassoma 20S das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi. A figura mostra os niveis relativos
de expressdo das subunidades cataliticas do proteassoma usando o HGPRT, como gene
constitutivo. A andlise densitométrica é a média de trés experimentos independendtes realizada
utilizando-se o programa Quantity One® 1-D Analysis Software Versio 4.4.1.

4.2 Analise dos niveis protéicos do proteassoma 20S

Para a detec¢do das subunidades estruturais, foi utilizada a técnica de Western
Blot da fragcdo enriquecida do proteassoma, extraidas das formas epimastigotas do 7.
cruzi das cepas avaliadas. A figura 10 mostra o padrdo de expressdo do proteassoma,
onde foi observada uma maior reatividade do anticorpo anti-subunidades o para o
proteassoma 20S da cepa Be-78, um padrao intermedidrio para a cepa Y e um padrdo de

expressdo menor para a cepa Be-62.
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Figura 7: Deteccao das subunidades a do proteassoma 20S das cepas Be-62, Be-78 e Y de
T. cruzi. Cerca de 10ug da fracdo enriquecida de proteassoma das cepas de 7. cruzi foram
fracionadas em gel de poliacrilamida e coradas com Azul de comassie em A. PM - padrdo de
peso molecular (Invitrogen). Em B, as bandas protéicas foram transferidas para membrana de
nitrocelulose e a seguir incubadas com anticorpos anti-subunidades o de camundongo e,
posteriormente, revelada como descrito no item Materias e Métodos.

4.3 Atividades enzimaticas do proteassoma 20S

Como descrito no item Material e Métodos, nestes ensaios foram utilizados Sug
de fracdo enriquecida e substratos fluorogénicos especificos para as atividades
semelhantes 4 caspase, quimotripsina e tripsina do proteassoma 20S. A figura 8§ mostra
a existéncia de diferencas entre as atividades do proteassomas entre cepas do 7. cruzi. A
medida das atividades peptidésicas das cepas Y, Be-62 e Be-78, revelaram que em todas
as atividades peptidasicas do proteassoma, a cepa Be-78 é a que apresentou os mais
elevados niveis. Quando comparada com a Y, cepa de T.cruzi utilizada como referéncia
neste trabalho, a cepa Be-78 apresentou atividade semelhante a quimiotripsina 10 vezes
maior e em relacdo a cepa Be-62, 19 vezes maior. Em relacdo a atividade semelhante a
caspase a cepa Be-78 mostrou um aumento de 2 vezes em relagdo a cepa Y e em relacao
a cepa Be-62, 6 vezes. A atividade do proteassoma semelhante a tripsina é a que
mostrou as diferencas mais significativas, tendo a cepa Be-78 uma atividade 62 vezes

maior do que a cepa Y e 70 vezes maior que a cepa Be-62.
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Figura 8: Atividades peptidasicas do proteassoma 20S das cepas Y, Be-62 ¢ Be-78 de T.
cruzi. 10uG da fracdo enriquecida de proteasoma das cepas Y, Be-62 e Be-78 obtidas como
descritos em Materiais e Métodos foram utilizados para as medidas das atividades peptidasicas
sendo utilizados os substratos Ac-Tyr-Val-Ala-Asp-7-amido-4-metilcumarina, Cbz-Gly-Gly-
Arg-7-amido-4-metilcumarina e Suc-Leu-Leu-Val-Tyr-7-amido-4-metilcumarina para a
determinacgdo das atividades semelhantes a caspase, tripsina e quimotripsina, respectivamente.

4.4 Participacao do proteassoma na proliferacido in vitro da cepa Y de T.

cruzi

A curva de proliferacdo das formas epimastigotas foi realizada utilizando-se uma
concentracdo que variou de 0,033uM a 50uM de PSI e monitoradas durante 10 dias,
como mostra a figura 9. A curva é a média dos experimentos feitos em triplicata. Foi
observada uma reducdo da proliferacdo de mais de 95% para a cepa Y ao longo do
tempo avaliado, sendo mais pronunciada no 8° dia quando comparada ao pico de
proliferacao do controle. A reducao nao foi dose-dependente entre as concentracdes que
variaram entre 1uM a 50uM. Nas concentra¢des de 0,033uM e 0,083uM, a redugio,
quando comparadas aos grupos controles, foi de 87% e 90% respectivamente, sendo que
também foi observado um retardo inicial da proliferacdo. Nao foram observadas

diferencas significativas entre o controle e o controle com DMSO.
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Figura 9: Efeito do PSI na proliferacio in vitro das formas epimastigotas da cepa Y.
Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram feitas em cimara de
Newbauer. As curvas representam as médias dos experimentos feitos em triplicata. O DMSO foi
incluido como controle. A andlise de variincia utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05
a partir do 5° dia para as concentragdes acima de 1,0 pM quando comparado aos grupos controle
e DMSO.

4.5 Avaliacao da importancia do proteassoma na proliferacdo in vitro da

cepa Be-62 de T. cruzi

A curva de proliferagdo das formas epimastigotas, foi realizada utilizando-se
uma concentracdo que variou de 0,033uM a 50uM de PSI e monitoradas durante 10
dias, como mostra a figura 10. A curva é a média dos experimentos feitos em triplicata.
Foi observada uma reducao da proliferacdo de mais de 95% para a cepa Be-62 ao longo
do tempo avaliado, sendo mais pronunciada no 7° dia quando comparada ao pico de
proliferacao do controle. A reduciao nao foi dose-dependente entre as concentracdes que
variaram entre 1uM a 50uM. Nas concentragdes de 0,033uM e 0,083 uM observou-se
um retardo na inicial da proliferacdo, porém os niveis de redug¢do foram menores
quando comparadas ds cepas Y e Be-78 que apresentaram nestas concentracdes uma
reducdo de cerca de 90%. A reducdo da cepa Be-62 observada na concentracdo de
0,033uM foi de 57% e na concentragdo de 0,083uM foi de 72%. Nao foram observadas

diferencas significativas entre o controle e o controle com DMSO.
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Figura 10: Efeito do PSI na proliferacio in vitro das formas epimastigotas da cepa Be-62.
Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram feitas em cimara de
Newbauer. As curvas representam as médias dos experimentos feitos em triplicata. O DMSO foi
incluido como controle. A andlise de variincia utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05
a partir do 5° dia para as concentragdes acima de 1,0 uM quando comparado aos grupos controle
e DMSO.

4.6 Avaliacao da importancia do proteassoma na proliferacdo in vitro da

cepa Be-78 de T. cruzi

A curva de proliferacdo das formas epimastigotas foi realizada utilizando-se uma
concentracdo que variou de 0,033uM a 50uM de PSI monitoradas durante 13 dias,
como mostra a figura 11. A curva é a média dos experimentos feitos em triplicata. Foi
observada uma reduc¢do da proliferacdo de mais de 90% para a cepa Be-78 ao longo do
tempo avaliado, sendo mais pronunciada no 11° dia quando comparada ao pico de
proliferacao do grupo controle. A reducdo ndo foi dose-dependente entre as
concentracoes que variaram entre 1uM a 50uM. Nas concentracdes de 0,033uM a
inibicdo foi de 93% e na concentracdo de 0,083uM foi de 97%. Foi observado, como
nas demais cepas, um retardo inicial de crescimento. Nao foram observadas diferencas

significativas entre o controle e o controle com DMSO.

37



Resultados

100 -
<4 10 —s— Controle
E ——DMSO
(]
= — 0,033
§ 1 —¥—0,083puM
§, —o—1uM
‘g ——10uM

—t— 25uM

3 0,1 -
w ——50uM

0,01 T T T T T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Dias

Figura 11: Efeito do PSI na proliferacio in vitro das formas epimastigotas da cepa Be-78.
Aliquotas de 10uL foram retiradas a cada 24 horas e as leituras foram feitas em cimara de
Newbauer. As curvas representam as médias dos experimentos feitos em triplicata. O DMSO foi
incluido como controle. A andlise de varidncia utilizando o teste de Tukey, mostra um p < 0,05
a partir do 5° dia para as concentragdes acima de 1,0 uM quando comparado aos grupos controle
e DMSO.

4.7 O efeito do PSI na morfologia das formas epimastigotas das cepas Y, Be-
62 e Be-78 de T. cruzi

Na figura 12 estdo apresentadas as mudangas morfoldgicas das formas
epimastigotas crescidas em meio LIT das cepas Y, Be-62 e Be-78 incubadas ou ndo
com 1puM PSI. Em A, B, C, D, E e F s@o mostradas os controles obtidos nos tempos de
24 horas e 72 horas das cepas Y, Be-62 e Be-78, respectivamente. As figuras L, K, J, 1,
H e G mostram as formas epimastigotas das cepas Y, Be-62 e Be-78 nos tempos de 24
horas e 72 horas incubadas com 1uM de PSI, onde se destaca o desligamento do corpo
celular do parasito do flagelo. As figuras M, N, O, P, Q e R mostram as formas
epimastigotas das cepas Y, Be-62 e Be-78 nos tempos de 24 horas e 72 horas incubadas
com 1uM de PSI. Nota-se nestas formas que a membrana celular dos parasitos
encontra-se com um aspecto rugoso, diferente da membrana celular dos parasitos
controles. A mudanca morfoldgica das formas epimastigotas incubadas com 1uM, das
cepas Y, Be-62 e Be-78, obtidos nos tempos de 24 horas e 72 horas, se destacam nas
figuras X, W, V, U, T e S. Observa-se que a forma da parte anterior do corpo celular do

parasito encontra-se mais arrendonada ou totalmente deformada sendo observado
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também a formacgdo de estruturas semelhantes a pseudépodos em algumas formas. As
figuras Y, Z, a, B, 7 ¢ 8, mostram um conjunto de mudangas morfoldgicas varidveis das

cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi obtidos nos tempos de 24 horas e 72 horas.

Controle Experimental

CepaY
24 horas

CepaY
72 horas

Cepa Be-62
24 horas

Cepa Be-62
72 horas

Cepa Be-78
24 horas

Cepa Be-78
72 horas

Figura 12: O efeito do PSI na morfologia das formas epimastigotas, crescidas em meio
LIT, das cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi obtidas através de microscopia eletronica de
varredura. As figuras A-F mostram os controles obtidos nos tempos de 24 horas e 72 horas das
cepas Y, Be-62 e Be-78 de T. cruzi, respectivamente. As figuras L, M, X e Y mostram as
culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo de 24 horas da cepa Y de T. cruzi. As
figuras K, N, W e Z mostram as culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo de 72
horas da cepa Y de T. cruzi. As figuras J, O, V e o0 mostram as culturas incubadas com 1uM de
PSI obtidos no tempo de 24 horas da cepa Be-62 de T. Cruzi. As figuras I, P, U e f mostram as
culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos no tempo de 72 horas da cepa Be-62 de T. cruzi. As
figuras H, Q, T e 'y mostram as culturas incubadas com 1uM de PSI obtidos nos tempos de 24
horas da cepa Be-78 de T. Cruzi. As figuras G, R, S e 0 mostram as culturas incubadas com
1uM de PSI obtidos no tempo de 72 horas da cepa Be-78 de T. cruzi.
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4.8 Efeito do PSI na evolucdo da infeccio experimental de camundongos

Swiss com a cepa Y de T. cruzi

A figura 13 mostra a curva de parasitemia obtida de camundongos Swiss
inoculados com tripomastigotas sanguineos da cepa Y de T.cruzi pré-incubadas ou nao
com PSI. Podemos notar que houve 68% de reducdo no 1° pico de parasitemia, que
ocorreu no 8° dia, em relagdo ao grupo controle e uma reducdo de 49% em relacdo ao
grupo controle com DMSO. A partir do 14°dia foi observada uma inversdo dos perfis
das curvas, onde no 2° pico de parasitemia do controle que ocorreu no 18° dia, quando
comparadas com a dos pré-incubados com PSI, este aprersentou um aumento de 14,0%

no crescimento dos parasitos.
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Figura 13: Curva de parasitemia da cepa Y. O controle mostra uma curva de parasitemia
tipica de uma infeccio experimental com 5x10° tripomastigotas sanguineos da cepa Y de
T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a parasitemia quando os tripomastigotas foram
pré-incubados com 100uM de PSI. Esse experimento também foi realizado com DMSO. Os
dados representam a mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise ndo
paramétrica foi realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P para os dias 7, 8
e 9 foram p < 0,007, p < 0,001 e p < 0,012, respectivamente.
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4.9 Efeito do PSI na evolucio da infeccio experimental de camundongos Swiss com
a cepa Be-62 de T. cruzi

A figura 14 mostra a curva de parasitemia obtida de camundongos Swiss
inoculados com tripomastigotas sanguineos da cepa Be-62 de T.cruzi pré-incubados ou
nao com PSI. Esta mostrou uma reducao de 42% no 1° pico de parasitemia, que ocorreu
no 8° dia, em relacdo ao grupo controle, e em relagdo ao grupo controle com DMSO,
ocorreu uma reducao de 56%. Nos 13° e 16° dias, as curvas de ambos, controle e os pré-
incubados com PSI se igualaram, porém a tendéncia da reducdo manteve-se ao longo do
periodo analisado, sendo que no 2° pico de parasitemia, que ocorreu no 18° dia, quando

comparada com o grupo controle ocorreu uma redugdo de 45%.

Tratamento
Cortrole
=]

[0 k]

200000 —

GO0000 —

400000 —

Parasitos 10%0,1 mL

200000 —

r T 1T 1T 1T 1T 1T 1T 1T T 1T T T T 1
1 2 3 4 5 6 7 & 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 18

Dia

Figura 14: Curva de parasitemia da cepa Be-62. O controle mostra uma curva de parasitemia
tipica de uma infecgdo experimental com 5x10° tripomastigotas sanguineos da cepa Y de
T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a parasitemia quando os tripomastigotas foram
pré-incubados com 100uM de PSI. Esse experimento também foi realizado com DMSO. Os
dados representam a mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise ndo
paramétrica foi realizada utilizando o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P para os dias 5, 6
e 7 foram p < 0,0043, p < 0,12 e p < 0,001, respectivamente.
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4.10 Efeito do PSI na evolucao da infeccao experimental de camundongos

Swiss com a cepa Be-78 de T. cruzi

A figura 15 mostra a curva de parasitemia obtida de camundongos Swiss
inoculados com tripomastigotas sanguineos da cepa Be-78 de T.cruzi pré-incubados ou
nao com PSI. Foi observada uma reducdo de 72% no primeiro pico de proliferagcdo, que
ocorreu no 11° dia, quando comparada com o grupo controle e teve um aumento de 16%
quando comparada com o grupo controle com DMSO. A parasitemia do grupo pré-
incubado em momento nenhum ultrapassou a do grupo controle e a tendéncia de

redugcdo manteve-se ao longo de todo o periodo de avaliagdo.
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Figura 15: Curva de parasitemia da cepa Be-78. O controle mostra uma curva de
parasitemia tipica de uma infec¢io experimental com 5x10° tripomastigotas sanguineos da cepa
Y de T.cruzi. No grupo experimental, a curva mostra a parasitemia quando os tripomastigotas
foram pré-incubados com 100uM de PSI. Esse experimento também foi realizado com DMSO.
Os dados representam a mediana da parasitemia dos grupos experimentais. A andlise nio
paramétrica foi feita utilizando-se o teste de Kruskall-Wallis. Os valores de P a partir do 9° dia
para todos os dias foram de p < 0,05.

4.11 Taxa de mortalidade dos camundongos infectados com a cepa Y de 7.

cruzi
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Na figura 16 estdo representadas as taxas de mortalidade cumulativa dos
camundongos infectados com a cepa Y de 7. cruzi, incubados ou ndo com PSI. Foi
observada uma taxa de mortalidade de 100% para ambos, sendo que no controle o inicio
das mortes deu-se no 10° dia e o término no 19° dia e nos incubados com PSI o controle

iniciou-se no 12° alcangando a taxa de 100% no 21° dia.
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Figura 16: Taxa de mortalidade cumulativa da cepa Y de T.cruzi. Camundongos Swiss
foram inoculados intraperitonealmente com 5x10° formas tripomastigotas sangiiineas da cepa Y
do T. cruzi, pré-incubadas ou nao com PSI, como descritos em Materiais € Métodos.

4.12 Taxa de mortalidade dos camundongos infectados com a cepa Be-62 T.
cruzi

Na figura 17 estdo representadas as taxas de mortalidade cumulativa dos
camundongos infectados com a cepa Be-62 de T. cruzi, incubados ou nao com PSI. Foi
observada uma taxa de mortalidade de 100% para ambos, sendo que no controle € nos
incubados com PSI o inicio das mortes deu-se no 9° dia e o término no 19° dia para o

controle e nos incubados com PSI no 20° dia.
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Figura 17: Taxa de mortalidade cumulativa da cepa Be-62 de T.cruzi. Camundongos Swiss
foram inoculados intraperitonealmente com 5x10° formas tripomastigotas sangiiineas da cepa
Be-62 do T. cruzi, pré-incubadas ou ndo com PSI, como descritos em Materiais e Métodos.

4.13 Avaliacio dos processos inflamatorios, tropismo e parasitismo tecidual
em camundongos infectatdos com as cepas Y, Be-62 e Be 78 pré-incubadas ou nao

com PSI

Nas figuras 18 e 19 estdo apresentados cortes histologicos do bago, figado,
musculo cardiaco e esquelético de camundongos inoculados pela cepa Y do T. cruzi (A-
D) ou inoculados pela cepa Y previamente incubada com PSI (E-H) necropsiados no
11° dia de infec¢do (fase aguda) submetidos a reacdes imuno-histoquimicas para
deteccdo do parasitismo tecidual (Figura 18) e corados pela Hematoxilina Eosina para
avaliagdo do processo inflamatério (Figura 19). Observa-se um elevado parasitismo
hepatoesplénico (Figura 18 A e B) e a presenca de raros ninhos de amastigotas, tanto no
musculo cardiaco quanto esquelético (Figura 18 C e D). Frente a incubagdo dos
parasitos com PSI ocorreu uma exacerbacio do parasitismo nos quatro compartimentos
avaliados (Figura 18 E-H). Porém, o processo inflamatério no tecido hepético, cardiaco
e musculo esquelético (Figura 19 F-H) ndo acompanharam esse aumento do
parasitismo. Por outro lado, a reatividade esplénica foi maior neste grupo (Figura 19 E).

Nas figuras 20 e 21 estdo apresentados cortes histolégicos do bago, figado,
musculo cardiaco e esquelético de camundongos inoculados pela cepa Be-62 do T. cruzi

(A-D) ou inoculados pela cepa Be-62 previamente incubados com PSI (E-H)

44



Resultados

necropsiados no 11° dia de infeccao (fase aguda). Os cortes foram submetidos a reacdes
imuno-histoquimicas para deteccdo do parasitismo tecidual (Figura 20) e corado pela
Hematoxilina Eosina para avaliacdo do processo inflamatério (Figura 21). Observa-se
um padrao de parasitismo semelhante ao observado na infeccdo pela cepa Y sendo
elevado no baco e figado e raro no miusculo cardiaco e esquelético (Figura 20 A-D).
Entretanto, frente ao tratamento dos parasitos com PSI, diferente do observado na
infeccdo pela cepa Y, apenas no figado e corag@o verificou-se aumento do parasitismo
(Figura 20 E-H) sendo este acompanhado por necrose e fendmenos degenerativos
intensos no figado (Figura 21 F). No bago (Figura 21 E) observa-se hipertrofia da polpa
vermelha com hipotrofia da polpa branca.

Nas figuras 22 e 23 estdo apresentados cortes histologicos do bago, figado,
musculo cardiaco e esquelético de camundongos inoculados pela cepa Be-78 do T. cruzi
(A-D) ou inoculados pela cepa Be-78 previamente tratadas com PSI (E-H) necropsiados
no 21° dia de infeccdo (fase aguda). Quando submetidos a rea¢des imuno-histoquimicas
para deteccdo do parasitismo tecidual (Figura 22) e corado pela Hematoxilina Eosina
para avaliagdo do processo inflamatério (Figura 23). Observa-se um padrio de
parasitismo tecidual distinto do observado na infec¢do pelas cepas Y e Be-62, com
presenca de parasito em apenas um corte de bagco (Figura 22 A), auséncia de parasitismo
hepético (Figura 22 B) e elevado parasitismo cardiaco e do musculo esquelético (Figura
22 C e D) com presenga de processo inflamatério e fendmenos degenerativos intensos
no miocéardio e na musculatura esquelética. Surpreendentemente, frente ao tratamento
dos parasitos com PSI, ocorreu a manuten¢do do padrio de parasitismo tecidual (Figura
22 E-H) e de inflamacdo (Figura 23 F-H). Também no bago verificou-se a manuten¢do
de reatividade nos dois grupos avaliados (Figura 23).

Das trés cepas avaliadas na fase aguda, foi estendida a avaliacdo para a fase
cronica da infeccdo pela cepa Be-78, sob as mesmas condicoes (Figura 24 A-H). Nao
foi observado parasitismo tecidual e as alteracdes inflamatérias e degenerativas foram

discretas e semelhantes entre o grupo pré-incubado com PSI ou nao.
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Figural8: Cortes histologicos de baco (A e E), figado (B e F), coracdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Y do T.cruzi (A-D)
ou inoculados pela cepa Y e pré-incubados com PSI (F-H) necropsiados na fase aguda
da infeccdo. Imuno-histoquimica anti-7.cruzi, PAP X 600. Ninhos ou amastigotas

isoladas em marrom.
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Figura 19: Cortes histolégicos de bag;o (A e E), flgado (B e F), coracdo (Ce G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Y do T.cruzi (A-
D) ou inoculados pela cepa Y e pré-incubados com PSI (F-H) necropsiados na fase
aguda da infec¢@o. Hematoxilina Eosina, X 300.
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Figura 20: Cortes histoldgicos de bago (A e E), figado (B e F), coracdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Be-62 do
Trypanosoma cruzi (A-D) ou inoculados pela cepa Be-62 e pré-incubados com PSI (F-
H) necropsiados na fase aguda da infec¢@o. Imuno-histoquimica anti-7.cruzi, PAP, X
600. Ninhos ou amastigotas isoladas em marrom.
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Figura 21: Cortes histolégicos de baco (A e E), figado (B e F), coracio (Ce G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Be-62 do T.
cruzi (A-D) ou inoculados pela cepa Be-62 e pré-incubados com PSI (F-H)
necronsiados na fase aguda da infeccdo. Hematoxilina Eosina. X 300.
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Figura 22: Cortes histoldgicos de baco (A e E), figado (B e F), coragdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Be-78 do
Trypanosoma cruzi (A-D) ou inoculados pela cepa Be-78 e pré-incubados com PSI (F-
H) necropsiados na fase aguda da infec¢do. Imuno-histoquimica anti-7. cruzi, PAP X

600. Ninhos ou amastigotas isoladas em marrom.
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Figura 23: Cortes histolégicos de bago (A e E), figado (B e F), coragdo (C e G) e
musculo esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Be-78 do
Trypanosoma cruzi (A-D) ou inoculados pela cepa Be-78 e pré-incubados com PSI (F-
H) necropsiados na fase aguda da infec¢do. Imuno-histoquimica anti-7. cruzi, PAP X
600. Ninhos ou amastigotas isoladas em marrom.
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Figura 24: Cortes histoldgicos de bago (A e E), figado (B e F), corag¢do (C e G) e musculo
esquelético (D e H) de camundongos inoculados pela cepa Be-78 do T.cruzi (A-D) ou
inoculados pela cepa Be-78 e pré-incubados com PSI (F-H) necropsiados na fase cronica da
infec¢do. Hematoxilina Eosina, X 300.
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Discussao

As proteases de parasitos protozodrios tém recebido um foco especial pela
comunidade cientifica, desde a ultima década, o que levou a caracterizacdo de sua
importancia na intera¢do parasito-hospedeiro. Um bom exemplo foi a caracterizagdo da
toxopaina-1 de T. gondii, fundamental para a invasao celular (Que et al., 2002). Em T.
brucei, a importancia das proteases foi ressaltada com a caracterizacdo da TbcatB, uma
cisteino protease, envolvida na degradacio de proteinas do hospedeiro necessaria para
sua sobrevivencia (Mackey et al, 2004). Além disso, Kulkani et al (2006) demonstraram
que a leishmanolisina, uma metalo-protease, tem um efeito protetor em Leishmania sp
frente a peptideos antimicrobianos. Em 7. cruzi, a cruzipaina € a principal cisteino-
protease, presente em todas as formas evolutivas, sendo mais abundante nas formas
replicativas. Sua funcdo nas formas epimastigotas parece estar ligada a processos de
degradacdo, com localizacao endossomal-lisossomal (Murta et al; 1990), entretanto nas
formas tripomastigotas foi descrita como tendo um papel na adesio (Souto-Padrén et al;
1990) e invasao celular (Meirelles et al; 1992).

Na ultima década, diversos grupos independentes tém demonstrado que o
proteassoma, por ser uma protease compartimentalizada, ou seja, por possuir pelo
menos trés atividades peptiddsicas na mesma molécula, estd envolvido com a principal
via de protedlise intracelular ndo lissomal, em organimos que vao desde archaebactérias
ao homem, sendo responsdvel pelo turnover de aproximadamente 80% das proteinas
celulares (Adams, 2003). Estima-se que 30% do proteoma celular é composto por
proteinas de meia vida curta cuja degradacao € mediada pelo proteassoma em menos de
3 horas (Craiu et al., 1997). O uso de inibidores especificos do proteassoma vem
mostrando que, além dessas proteinas, a via ubiquitina-proteassoma € responsavel pela
degradacao de proteinas envolvidas em processos celulares distintos como ciclo celular,
apresentacdo de antigenos, modulagdo de receptor de superficie, proteinas de meia vida
longa, podendo entdo ser considerado como uma molécula integradora de vias
metabolicas ( Lee & Goldberg, 1993; Hill et al., 2002; Ustrell et al., 2005).

Recentemente, apesar dos grandes progressos no estudo sistematico do genoma
do T. cruzi, ainda permanecem por serem elucidados os mecanismos moleculares, como
por exemplo, a regulacdo da expressdo gé€nica estdgio-especifica e quais moléculas
regulam as transicdes epimastigota-tripomastigota-amastigota observadas durante o

ciclo evolutivo deste parasito.
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Considerando a importancia do proteassoma como integrador de vias
metabolicas, a hipétese € que esta protease regula vérios aspectos da biologia celular do
T. cruzi.

Neste trabalho foram analisadas cepas com caracteristicas moleculares e
bioquimicas sabidamente distintas tais como a Be-62 e a Be-78, como citado
anteriormente e comparadas a cepa Y, a cepa mais descrita na literatura.

Sendo assim o primeiro objetivo deste estudo foi avaliar as expressoes relativas
das subunidades cataliticas do proteassoma das formas epimastigotas de 7.cruzi, como
mostram as figura 4, 5 e 6. A figura 6 mostra as expressoes relativas das subunidades
cataliticas do proteassoma normalizadas com o gene HGPRT, que é um gene
constitutivo de 7. cruzi. Podemos observar que a expressdo € similiar entre as
subunidades e entre as cepas estudadas, porém a quantidade de proteassoma 20S
analisadas pelo Western Blot (figura 7) mostra que a quantidade de proteassoma na cepa
Be-78 € maior que a quantidade de proteassoma da cepa Y que por sua vez € maior que
a cepa Be-62. A nido correlagdo apresentada entre esses resultados sugere uma possivel
modificagdo pds-transcricional do proteassoama destas cepas.

No genoma do 7. cruzi muitos genes estdo organizados em tandem e contém um
unico promotor. Genes oriundos da mesma unidade transcricional podem mostrar
diferentes padrdes de expressdo, sugerindo que em 7. cruzi o controle da expressao
génica ocorre pos-transcricionalmente. (Clayton, 2002).

A figura 9 mostra o grafico representativo das atividades semelhantes a caspase,
tripsina e quimiotripsina de uma fracdo enriquecida do 7. cruzi no estidgio epimastigota.
Foi observado que na cepa Be-78 as atividades semelhantes a tripsina, caspase e
quimiotripsina, apresentam-se muito maiores em relacdo as cepas Be-62 e Y. Quando
comparada com a cepa Y, a cepa de T.cruzi, a cepa Be-78 apresenta atividade
semelhante a quimiotripsina 10 vezes maior e em relacdo a cepa Be-62, 19 vezes maior.
Em relacdo a atividade semelhante a caspase a cepa Be-78 mostrou um aumento de 2
vezes em relacdo a cepa Y e em relacdo a cepa Be-62, 6 vezes. A atividade do
proteassoma semelhante a tripsina € a que mostrou as diferencas mais significativas,
tendo a cepa Be-78 uma atividade 62 vezes maior do que a cepa Y e 70 vezes maior que
a cepa Be-62.

O perfil de atividades proteoliticas dos tripanossomatideos difere do

proteassoma 20S de outros eucariotos (Hua S. ef al., 1996). E conhecido que a atividade
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principal do proteassoma 20S de eucariotas superiores € semelhante a quimotripsina,
enquanto que em tripanossomatideos a atividade semelhante a tripsina € a principal.

Recentemente foi descoberto em nosso laboratério que a atividade principal da
forma amastigotas da cepa Y e Be-62 de T.cruzi € atividade quimiotripsina (resultados
nao apresentados), sugerindo que durante um ciclo biolégico completo existe uma troca
na atividade preferencial do proteassoma. A importincia bioldgica deste dado esta
sendo estudado no nosso laboratério (Leal, TF. - Regulacdo pds-traducional do
proteassoma de 7. cruzi: impacto na regulacdo das atividades peptiddsicas - Dissertacao
de mestrado).

Para confirmar a relevancia do proteassoma, na biologia celular do 7. cruzi, foi
avaliado o efeito da inibicdo in vitro desta protease na replicacio das formas
epimastigotas em meio LIT. Para estes estudos foi utilizado o PSI, um inibidor sintético
e especifico do proteassoma, pertencente a classe dos inibidores de proteassoma
peptideos aldeidos (Wilk & Figueiredo-Pereira, 1993).

Os estudos das fungdes do proteassoma tém sido facilitados devido a descoberta
de inibidores especificos. Atualmente esses inibidores sdo divididos em 5 classes:
peptideos aldeidos, peptideos vinil sulfonas, peptideos boronatos, peptideos
epoxicetonas e B-lactonas (revisado por Kisselev & Goldeberg, 2001). A lactacistina,
(Fenteany et al., 1994) um metabdlito do Streptomyces, pertencente a classe das [-
lactonas, foi o primeiro inibidor especifico de proteassoma a ser descoberto. Este
inibidor se liga de uma maneira irreversivel aos sitios cataliticos das subunidades 3 do
proteassoma e tornou-se uma ferramenta valiosa para o desenvolvimento dos estudos
iniciais sobre a atividade do proteassoma.

As curvas de reducdo da proliferagdo in vitro das cepas estudadas mostraram um
perfil similar de reducdo entre as cepas, no que diz respeito as formas epimastigotas,
quando foram adicionadas as culturas, vdrias concentragdes do inibidor especifico do
proteassoma (PSI). Utilizando-se concentracdes que variaram de 0,033uM a 50uM, foi
observado nas figuras 9, 10 e 11, que as curvas com concentragdes acima de 1uM ndo
atingiram a fase log de crescimento em todas as cepas, sendo que no pico de
proliferacdo dos controles observa-se, em relacdo a estas concentragdes, uma
diminui¢do da proliferacdo em mais de 95%. Entretanto, nas concentracOes entre
0,033uM e 0,083uM observou-se um retardo inicial da prolifera¢do, sendo que a partir
do 2° dia comecou a ocorrer duplica¢do do nimero de parasitos por dia de contagem até

o final da mesma. Nas cepas Y e Be-78, o perfil de crescimento foi similar (figuras 9 e
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11) nestas concentragdes (0,033uM e 0 083uM). Elas apresentaram um crescimento, em
relagdo aos grupos controles, no pico de proliferacdo, de aproximadamente 90% menos
parasitos, em ambas as concentra¢des. Quanto a cepa Be-62, ela apresentou, no pico de
proliferacao do grupo controle para a concentracdo de 0,033uM, uma diminui¢do de
57,4% de parasitos e na concentracdo de 0,083uM uma diminui¢do de 72,57% (figura
10). Considerando que as cepas Be-62 e Be-78 foram obtidas da mesma paciente em
periodos diferentes e que nelas foram constadas diferencas bioquimicas e bioldgicas
(Lana & Chiari, 1986), e os resultados obtidos neste trabalho, sugerem que as diferengas
nestas cepas possam ser devidas as diferencas das atividades do proteassoma destas
cepas. Nossos resultados in vitro sugerem também que o proteassoma € necessario para
a replicacdo das formas epimastigotas do 7. cruzi, pois mesmo se inibindo a atividade
quimotripsina, que ndo ¢é a atividade principal do proteassoma, observou-se uma
inibi¢do do crescimento em mais de 95% para todas as cepas estudadas quando foram
utilizadas concentragdes maiores que 1uM.

Mutomba et al. (1997) observou, através da andlise do conteido de DNA, que
em T. brucei, a lactacistina inibe a proliferacdo das formas tripomastigotas prociclicas
(formas replicativas do inseto vetor) do parasito levando a um acimulo de células na
fase G2 do ciclo celular e o bloqueio da progressao do ciclo de G2 para a fase M.
Resultados semelhantes foram obtidos por Robertson (1999), que ao adicionar MG-132
as culturas de L. mexicana, observou um acimulo de DNA nas formas promastigotas.
Esses dados sugerem que a atividade do proteassoma € requerida ap6s a sintese do DNA
e antes do término da mitose, pois a proliferacdo das formas promastigotas de
L.mexicana, é inibida em um ponto especifico do ciclo celular. Esse perfil de inibicao
pontual sugere uma inativagdo da destrui¢do de certos reguladores do ciclo celular
através da inibicdo pelo proteassoma.

A importancia do proteassoma ja foi bem descrita em outros parasitos tais como
em E. invadens, E. histolytica, onde a inibi¢do do proteassoma impediu a sua encistacao
(Makioka et al., 2000); no Plasmodium berghei, a lactacistina bloqueou a replicagao,
porém, nio impediu a entrada do parasito nas hemadcias (Gantt et al., 1998).

O papel do proteassoma no ciclo celular ja estd bem caracterizado. Até o
momento sdo conhecidos varios substratos do proteassoma, como por exemplo,
reguladores do ciclo celular (CKlIs p21, p27, p57, as ciclinas A, D e E), o fator de
transcricdo Myc, que aumenta a transcricdo de muitos genes, tais como o da ciclina D e

de um componente do complexo SFC, entre outros (Revisado por Nakayma et.al.,
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2006). O complexo APC liga-se as ciclinas A, B e securina, entre outras proteinas
regulatorias. A degradagdo desta ultima proteina leva a liberacdo da separase, que por
sua vez cliva as subunidades do complexo de coesdo, culminando na separacdo das
crométides irmas (Revisado por Nakayama et al., 2006).

A Mdm2, uma outra ubiquitina ligase, endereca ao proteassoama o p53, um fator
de transcri¢do, que regula a sintese da CKI p21 (Revisado por Nakayama et al., 2006).
Quando a degradacdo destas proteinas € desrregulada, ocorre uma aceleracdo e
descontrole da mitose, quadro caracteristico do cancer. Atualmente, ji4 se encontra
disponivel no mercado o bortezomib, um inibidor especifico de proteassoama para o
tratamento de diversos tipos de tumor.

Para analisar as mudancas morfolégicas observadas em microscopio Optico,
quando analisamos o efeito da incubagdo na proliferacdo in vitro das cepas em estudos,
foi utilizada a técnica de microscopia eletronica de varredura. Foi observado na figura
12 (L, K, J, I, H e G), o desligamento do flagelo do corpo celular do parasito, nas
culturas incubadas com 1uM PSI das cepas Y, Be-62 e Be-78, nos tempos de 24 horas e
72 horas, respectivamente. O flagelo € uma estrutura especializada envolvida na
motilidade celular, bem como em outros processos bioldgicos do parasito, sendo
responsavel por estabelecer contato do parasito com as células do hospedeiro. Nos
triponossomatideos, em contraste com outros kinetoplastideos, é observada uma
estrutura definida como zona de conexao do flagelo, que é uma estrutura complexa de
filamentos que tem como fungdo conectar o flagelo ao corpo celular do parasito, nas
formas epimastigotas e tripomastigotas (Vaughan et al., 2007).

A zona de conexdo do flagelo estd localizada logo abaixo da membrana do
parasito e se liga ao flagelo por conjuntos de microfilamentos. A natureza das proteinas
envolvidas nesta regido ainda ndo esta bem esclarecida (Rocha et al., 2006). Os
resultados obtidos pela microscopia eletronica de varredura para as trés cepas, sugerem
que a integridade da zona de conexdo do flagelo depende da fun¢do normal do
proteassoma, € que a inibi¢do do proteassoma levou a um desarranjo estrutural na zona
de conexdo do flagelo ou nos microfilamentos que conectam esta regido ao flagelo,
levando ao fenétipo observado.

Em 1993, Cooper et al. desenvolveu um mutante das formas epimastigotas de 7.
cruzi, que ndo expressava uma glicoproteina, a Gp72, uma proteina com 72kDa,
encontrada em toda a superficie do corpo celular do parasito, porém mais abundante na

zona de conexao do flagelo. Os resultados apresentados nas figuras acima citadas,
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mostram o mesmo fenoétiopo encontrado por Cooper et al., ou seja, desligamento do
flagelo do corpo celular e deformagdes em todo o corpo do parasito sugerindo que esta
proteina tem um papel importante nas formas epimastigotas de 7. cruzi.

Bissagio et al. (2006) utilizando a suramina, um derivado polisulfonado da uréia,
que inibe uma variedade de proteinas tais como a proteina quinase C (Mahoney et al.,
1990) e DNA polimerase (Voogd et al., 1998), também observaram o mesmo fen6tipo
induzido pela inibicdo do proteassoma deste estudo, em formas tripomastigotas da cepa
Y de T. cruzi (95% das formas apresentaram desligamento do flagelo do corpo celular e
diferentes graus de deformacdes em todo o corpo celular).

A figura 12 (M, N, O, P, Q e R) mostra uma exarcebagcdo da rugosidade das
membranas celulares dos parasitos incubados com 1uM PSI das cepas Y, Be-62 e Be-
78, nos tempos de 24 horas e 72 horas, respectivamente. A figura 12 (X, W, V, U, T e
S) mostra as deformacdes ocorridas na parte anterior do corpo dos parasitos incubados
com 1uM PSI das cepas Y, Be-62 e Be-78, nos tempos de 24 horas e 72 horas,
respectivamente. Uma das caracteriticas nos triponassomatideos € a presenca de uma
camada de microtibulos localizada logo abaixo da membrana plasmética denominada
de microtibulos subpeliculares (revisado por Field & Carrington, 2004). Estas
estruturas sdo conectadas a membrana plasmatica por microfilamentos de natureza ainda
desconhecidas. Esta associacdo € provavelmente responséavel pela rigidez da célula e por
evitar o rompimento da mesma por meios mecanicos.

Além disso, os resultados mostrados nas figuras, também sugerem que a inibicao
do proteassoma induziu um desarranjo nos microfilamentos ou nos microtibulos
subpeliculares contribuindo para que as formas epimastigotas apresentassem as
membranas com aspecto mais rugosos e fragilizados, com posterior desintegracdo do
corpo do parasito, efeito esse que foi mais pronunciado na cepa Y. O alargamento e
deformacdes vistos na parte anteiror do corpo do parasito (Figura 12: Y, Z, a, B, y € d)
provavelmente foi consequéncia do desarranjo dos microttibulos.

Sheng et al.(2006) observaram que em plantas tratadas com MG-132, ocorria
um bloqueio no crescimento do tubo do pdélem além de mudancas morfoldgicas,
decorrentes do rompimento do citoesqueleto, porém nao detectou actinas ou tubulinas
ubiquitinadas e hipotetizou que o proteassoma poderia estar envolvido na turnover das
proteinas envolvidas nos mecanismos de organiza¢do do citoesqueleto. De fato, estudos
anteriores desenvolvidos por Wang et al. (2003), demostraram que RhoA um

importante regulador do mecanismo de formacdo do citoesqueleto é alvo da via
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proteassoma- ubquitina. Em células animais foi descoberto que proteinas associadas aos
microtibulos (David er al., 2002; Zhang et al., 2005) e o cofator B, que auxilia a
formacdo correta da tubulina (Wang et al., 2005) sao degradas pelo proteassoma. Esses
dados tomados conjuntamente reforcam nossa hipétese do proteassoma ser um
complexo proteolitico integrador de vias metabdlicas, ou seja, sua inibicdo exerceu um
efeito pleiotropico na biologia celular do parasito.

Uma outra abordagem utilizada neste trabalho para analisar o papel do
proteassoma no desenvolvimento da DC experimental foi a utilizagdo de um modelo
animal. A DC pode ser avaliada através do acompanhamento de sua evolucdo em
diferentes modelos experimentais como ratos, camundongos, roedores silvestres, caes,
coelhos, primatas e cobaios, nos quais € possivel reproduzir os distintos aspectos
patologicos da doenga humana. O modelo murino tem apresentado uma maior
preferéncia por diversos pesquisadores pela facilidade de obten¢do, manutencdo e
pequeno porte. Os camundongos tém também sido utilizados no estudo de diversos
parametros na relacdo parasito-hospedeiro, como por exemplo, no comportamento de
cepas do T. cruzi, na eficicia de vdrias drogas para a terapia e na resposta imunoldgica e
histopatolégica do hospedeiro (Brener et al., 1976; Andrade et al., 1985; Ben Younés-
Chennoutfi et al., 1988; Rottenberg et al., 1988). O curso da infec¢do aguda ou crdnica
pelo T. cruzi em camundongos depende do background genético do hospedeiro (Pizzi et
al., 1949; Trischmann et al, 1978; Corsini et al., 1980; Soares et al., 2001) e do parasito
isolado (Brener, 1965; Postan et al., 1983; Soares et al., 2001).

Para este trabalho foram utilizados camundongos Swiss por se tratarem de
populagdes geneticamente heterogéneas, mimetizando assim o que ocorre na natureza.
Foi desenvolvido um protocolo que consiste na incubacdo prévia de 5x10°
tripomastigotas sanguineos com 100uM de PSI por 20 minutos. Apds este periodo,
foram inoculados, intraperitonealmente, estes tripomastigotas tratados com PSI em
camundongos Swiss e como controle, utilizamos 5x10° tripomastigotas ndo incubados
com PSI. Anteriormente ao indculo (5 minutos), foi feita a mesma observacao para
analisar se o PSI teria uma atividade tripanomicida. Foi observado que o PSI ndo afeta a
viabilidade dos parasitos, pois os mesmos se mostraram com uma densidade préxima a
contagem no tempo zero € com o mesmo perfil de motilidade. Infelizmente, a
documentacdo da viabilidade dos parasitos ficard como perspectiva futura, pois no

momento ndo havia métodos a nés disponiveis para esse fim.
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Foi realizado o mesmo teste com o TLCK (L-1-Chloro-3-[4-tosylamido]-7-
amino-2-heptanone-HCL), um inibidor de cisteino proteases, pois havia a intencdo de
utilizd-lo para experimentacio de inibi¢do de parasitemia por inibi¢do do ciclo celular,
assim como no PSI. Foi observado que o TLCK tem atividade tripanomicida, ou seja,
afetou a viabilidade dos parasitos, pois nas mesmas condi¢des em que o teste foi
realizado para o PSI, foi observado, momento antes do indculo propriamente dito, uma
densidade de aproximadamente 80% a menos de parasitos, quando comparado ao
momento zero da incuba¢do com TLCK e uma motilidade muito baixa. Sendo assim, o
TLCK, teve uma ag¢do tripanomicida, ndo sendo ttil como pardmetro de reducdo da
replicagdo (resultados nao apresentados).

Atualmente, as drogas utilizadas no tratamento sdo tripanomicidas, dentre elas, o
benzonidazol é o mais utilizado. O mecanismo pelo qual o benzonidazol tem atividade
anti-7. cruzi parece envolver modificacdes covalentes em macromoléculas por
nitrorredugdo (Docampo, 1990).

Outros farmacos, tais como os inibidores de biossintese de ergosterol, inibidores
de cruzipaina, inibidores do metabolismo do pirofosfato e da biossintese de novo de
purinas, estdo ainda em fase de estudos (Urbina, 2003).

A andlise das curvas de parasitemia dos grupos controle mostrou-se consistente
com trabalhos anteriores, que evidenciaram diferencas nos perfis bioldgicos (Lana &
Chiari, 1986) e bioquimicos (Lana et al., 1996) de diferentes cepas de T. cruzi. Quanto a
andlise das curvas de parasitemia dos tripomastigotas previamente incubados com PSI,
monitorada durante 21 dias (ou até a morte dos animais) a cepa Y (Figura 13) obteve
uma porcentagem de inibi¢do de 68% no 1° pico de parasitemia, que ocorreu no 8° dia,
em relac@o ao grupo controle. A partir do 14°dia, foi observada uma inversao dos perfis
das curvas, onde no 2° pico de parasitemia do controle, que ocorreu no 18°dia, quando
comparadas com a dos pré-incubados com PSI, houve um aumento de
aproximadamente 14% no crescimento. A cepa Be-62 (Figura 14) apresentou uma
inibicdo de 42% no 1° pico de parasitemia, que ocorreu no 8° dia, em relagdo ao grupo
controle. Nos 13° e 16° dias, as curvas de ambos, controle e os pré-incubados com PSI,
se igualaram, porém a tendéncia da inibicdo manteve-se ao longo do periodo analisado,
sendo que no 2° pico de parasitemia, que ocorreu no 18°dia, quando comparada com o
grupo controle, ocorreu uma inibi¢do de 45,0%. A cepa Be-78 (figura 15) obteve uma
inibicdo de 73% no primeiro pico de proliferacdo, que ocorreu no 11° dia quando

comparada com o grupo controle. A curva do grupo pré-incubado em momento nenhum
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ultrapassou a do grupo controle e a tendéncia de inibi¢ao manteve-se ao longo de todo o
periodo de analise.

A inibicdo das formas tripomastigotas, de 7T.cruzi corroboram com o0s
experimentos de Mutomba et al. (1997), os quais demonstraram que quando as formas
sanguineas de 7. brucei eram incubadas com 1uM de lactacistina, ocorria um bloqueio
de 30-35% da populagdo celular na fase G1 e 55-60% na fase G2.

Para testar esta hipétese em 7. cruzi, foram analisados o tropismo e a densidade
do tropismo nos camundongos infectados experimentalmente, incubados ou ndo com
PSI. Foram retirados o bago, bexiga, ceco, cdlon, diafragma, duodeno, encéfalo,
esofago, figado, glandulas, jejuno, ileo, linfonodo, musculo esquelético, musculo
cardiaco, olho, osso, pancreas, pele, pulmao, tecido adiposo, traquéia, dtero e supra
renal, nas fases aguda (Y, Be-62 e Be-78) e cronica (Be-78) da infec¢do, sendo que para
este trabalho, foram analisados o bago, figado, misculo cardiaco e musculo esquelético,
ficando para andlise posterior os demais 6rgaos.

Os processos patologicos na fase aguda da infeccdo no camundongo sdo
complexos e neles estdo envolvidos o parasito, sua multiplicacdo, morte intracelular e
0s mecanismos imunolégicos como respostas humorais e celulares, que levam as lesdes
caracteristicas dessa fase.

No curso destes processos, o surgimento de alteracdes nos 6rgaos e tecidos estd
relacionado também ao tropismo da cepa e, conseqiientemente, a0 maior parasitismo
dos diferentes setores do organismo (Andrade et al., 1970; Andrade, 1974; Lana &
Chiari, 1986).

A forma aguda da doenca representa uma infec¢do generalizada pelo 7. cruzi,
pois suas formas amastigotas podem ser encontradas nas seccdes histologicas de quase
todos os 6rgdos e no interior de varios tipos celulares, usualmente com a presenga de
infiltrado inflamatério mononuclear, congestdo aguda e edema. A inflamagdo é o
processo patoldgico bdsico nos tecidos afetados, com a presenca de células
inflamatoérias, que incluem macréfagos, neutréfilos, eosindfilos e células T (Villalta &
Kierszenbaum, 1983; 1984).

Apesar dos mecanismos envolvidos na patogénese de 6rgaos alvos do 7. cruzi
nao serem elucidados completamente, a persisténcia do parasito € os eventos auto-
imunes tém sido apontados como fundamentais na formacdo das lesdes teciduais

(Tarleton, 1999).
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Neste trabalho, os 6rgdos analisados sdo importantes para o entendimento das
lesdes provocadas pelo 7. cruzi e dos processos decorrentes dos tratamentos
empregados na experimentacdo. A inflamag¢do do miocardio é de extrema importancia
em todo o processo patoldgico da doenga, devido a maneira como as reagdes ao parasito
se desenvolvem neste 6rgdo. O figado € o principal 6érgdo metabdlico do corpo e os
hepatdcitos t€ém a funcdo de desintoxicagdo e de metabolizacdo de muitas substancias
exogenas. O baco € um dos 6rgdos mais importantes na resposta imune e remocao do 7.
cruzi, sendo ao mesmo tempo alvo e componente ativo de resisténcia a infecg¢do pelo 7.
cruzi (Olivieri et al., 2002). Cortes do musculo esquelético foram analisados devido ao
conhecido tropismo da cepa Be-78 para este tecido, bem como para o musculo cardiaco.

O acometimento cardiaco € a principal causa de morbidade e mortalidade na DC,
com diferentes niveis de danos ao sistema de conducdo e com a ocorréncia de falha
cardiaca em muitos casos graves (Prata, 2001). Diversos estudos confirmaram que,
durante o curso da infec¢do cardiaca, ocorrem alteracdes microvasculares induzidas
pelo parasito, que podem conduzir a degeneragdo miocdrdica e inflamagdo cronica
(Factor et al., 1985; Morris et al., 1990; Petkova et al., 2001).

Os camundongos sobreviventes a um longo periodo de infeccdo pelo 7. cruzi
podem desenvolver miocardite intensa e lesdes na inervacdo autondmica do coracao
(Tafuri, 1970; Machado et al., 1975), na microcirculacdo (Factor et al., 1985) e
mudancas eletrocardiograficas, parecidas com aquelas encontradas na miocardite
chagédsica humana (Laguens et al., 1981). A inflamag¢do do miocdrdio é de extrema
importancia em todo o processo patolégico da doenca de Chagas, devido a maneira
como as reacdes ao T. cruzi se desenvolvem no coragdo. O acometimento do miocérdio
em camundongos cronicamente infectados parece ser conseqiiéncia do parasitismo e da
inflamacao durante os primeiros estagios da doenca (Schlemper et al., 1983).

Estudos histoldgicos do coracdo de individuos que vieram a O6bito em
decorréncia da doenca mostraram fibrose intersticial difusa, infiltracdo linfocitica e
miocit6lise, mesmo na auséncia de parasitos (Engman & Leon, 2002). Em 1999, Zhang
e Tarleton demonstraram que o DNA do parasito e suas proteinas podem estar presentes
no foco inflamatério, mesmo na auséncia de formas amastigotas intactas. Estes dados
foram confirmados pelo encontro de grande porcentagem destas formas em bidpsias
cardiacas de individuos cronicamente infectados (Anez et al., 1999).

Lima et al. (2001) demonstraram que camundongos infectados com uma cepa

macrofagotrépica do 7. cruzi (cepa Peruviana), desenvolveram esplenomeglia devido a
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hiperplasia reativa com quantidades aumentadas de linfécitos e macréfagos, culminando
em desintegracdo do parasito € necrose de células parasitadas. A necrose vem sendo
atribuida a liberacdo de citocinas toxicas, incluindo TNF-a, de macréfagos parasitados.
As lesdes necréticas apresentaram-se mais intensas em camundongos susceptiveis (C3H
e Swiss) do que em camundongos resistentes (DBA).

Neste trabalho, a andlise dos cortes histologicos do baco, figado, musculo
cardiaco e esquelético, dos grupos infectados e ndo incubados com PSI das cepas Y
(Figuras 18 e 19), Be-62 (Figuras 20 e 21), notadamente macrofagotrépicas e Be-78,
miotrépicas (Figuras 22, 23 e 24) estdo de acordo com trabalhos anteriores de outros
autores (Silva & Nussenzweig, 1953; Lana & Chiari, 1986).

Melo & Brener (1978) demonstraram que no baco de camundongos albinos
inoculados com formas sanguineas da cepa Y de T.cruzi ocorria um elevado parasitismo
e uma intensidade um pouco menos elevada de parasitismo para os camundongos
inoculados com a cepa Be-62. Eles demonstraram, também, que o figado dos animais
inoculados com estas mesmas cepas apresentou um parasitismo muito intenso. Em
contrapartida, no mesmo periodo, raros parasitos foram encontrados nos musculos
cardiaco e esquelético desses mesmos animais.

Os achados histolégicos da cepa Be-78 ndo incubados com PSI deste trabalho
estdo de acordo com os encontrados por Lana & Chiari (1986). Eles demonstraram que
esta cepa tem um tropismo preferencial para as células do musculo cardiaco e
esquelético, quando esta cepa foi inoculada em camundongos albinos e C3H isogénicos.

Nos grupos inoculados e pré-incubados com PSI, foi observado que na cepa Y,
houve um aumento do parasitismo em todos os Orgdos estudados, porém com um
processo inflamatério que nao acompanhou esse aumento de parasitismo. Uma hipétese
que poderia explicar este fenomeno relaciona-se ao fato do proteassoma estar envolvido
na transformacdo do tripomastigota para amastigota e posterioremnte de amastigota para
tripo. Como mostra a figura 18, a quantidade de amastigota detectada sugere que a
incubagdo dos tripomastigotas com PSI ndo compromete a infeccdo, ndo altera o
tropismo tecidual, entretanto, houve um retardo na transicao amastigota-tripomastigota.
A permanéncia nas formas amastigotas implica na nao lise da célula, pois isto s6 ocorre
para a liberacdo das formas tripomastigotas para o meio extracelular. Em conseqiiéncia
deste fato, o contetido intracelular ndo € liberado, sugerindo que a baixa intensidade do
processo inflamatério nesses animais, no momento das necropsias, foi ocasionada por

este fendOmeno.
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O que poderia corroborar com esta hipotese é a curva de parasitemia destes
animais. Quando comparados com a curva do grupo controle, o grupo pré-incubado
com PSI obteve uma inibi¢do de 68% no 1° pico, porém, a curva de parasitemia desta
cepa, mostrou um aumento de tripomastigotas sanguineas no final do tempo de leitura,
quando comparados ao grupo controle, mostrando que provalvente houve um bloqueio
tempordrio na diferenciagdo entre as formas evolutivas de amastigota para
tripomastigotas sanguineos.

No grupo de animais infectados com a cepa Be-62, previamente incubados com
PSI, foi observado um perfil diferente, quando comparado ao grupo de animais da cepa
Y previamente incubados com PSI. Apesar da queda de 42% na parasitemia, ndo
detectamos diferengas significativas entre o grupo controle e o experimental. Esses
resultados levantam duas questdes. A primeira, que o PSI ndo teve a mesma eficiéncia
de inibicdo do proteassoma quanto na cepa Y e a segunda, que a diferenciacdo
amastigota-tripomastigota sanguineo nesta cepa envolve mecanismos independentes de
proteassoma. A primeira questdo nds descartamos, uma vez que os nossos resultados de
protedlise utilizando tripomastigotas de cultura e substratos especifico para a atividade
quimotripsina, mostrou 95% de inibicdo com PSI (dados ndo mostrados), refor¢cando a
segunta questdo.

A hipétese de que a regulacdo da diferenciacio de amastigota para
tripomastigota sanguineo na cepa Be-62 envolva vérios mecanismos diferentes de
proteassoma € corroborado uma vez que o aumento do parasitismo, observado somente
no figado e coragdo destes animais, bem como a intensa necrose € os fendomenos
degenerativos no figado, quando comparado ao grupo controle, sugere que uma parcela
dos parasitos conseguiu passar da forma amastigota para a forma tripomastigota,
rompendo a célula, causando os fendmenos acima citados na cepa Be-62 e mantendo a
reducdo até o fim da leitura, onde no 2° pico de parasitemia ocorreu uma reducdo de
45%.

Como mostra nas figuras 22 e 23, a cepa Be-78 apresentou um perfil distinto
frente a incubacdo com o PSI com cepas Y e Be-62. Foi observado na cepa Be-78, a
manutencdo do padrdo de parasitismo tecidual, quando comparado com o grupo de
animais infectados e ndo incubados com o PSI. Interessantemente a curva de
parasitemia desta cepa, mostrou uma inibi¢do, de 73% no grupo infectado e incubado

com PSIL
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Apesar de ndo haver consenso na literatura sobre a natureza clonal da cepa Be-
78, a redugdo da parasitemia encontrada sugere que a inibi¢do do proteassoma induziu a
ativacdo da via apoptdtica no parasito, tendo como conseqiiéncia uma queda expressiva
dos parasitos vidveis. Varios grupos independentes vém mostrando nos tltimos anos a
relacdo direta de inibi¢do do proteassoma e ativagao da apoptose.

Estudos recentes demonstraram a existéncia da via apoptdtica ou morte celular
programada (PCD) em organismos unicelulares, sugerindo que esta via tem um papel
funcional importante em 7.cruzi (Ameisen et al., 1996), Leishmania (Lee et al., 2002),
Plasmodium (Al-Olayan et al., 2002) dentre outros, contudo, ndo esta bem claro por
quais mecanismos a PCD ¢€ viabilizada nestes organismos.

Além disso, Clark & Kuhn (1999) investigaram se a infec¢do de fibroblastos
com T.cruzi poderia causar PCD. Analisando as células infectadas por cinco dias, eles
nao conseguiram detectar nenhum sinal de apoptose, embora os tripomastigotas fossem
produzidos e liberados na corrente sanguinea. Outros trabalhos demonstraram que em
células Hela infectadas com 7. cruzi, os parasitos inibiram a apoptose (Nakajima-
Shimada et al., 2000)

Embora a infec¢do por 7. cruzi pareca inibir a apoptose em células infectadas,
foi claramente demonstrado que na infec¢io experimental em ratos, ocorreu uma perda
massiva de células T CD4+ nao infectadas, sugerindo que o 7. cruzi beneficia-se destes
eventos. (Lopes et al., 1995, Lopes & Dos Reis, 1995). Estes dados, tomados
conjuntamente com os resultados obtidos com a cepa Be-78, sugerem que nesta cepa, a
inibicdo do proteassoma possa ter subvertido a maquinaria da PCD do parasito
desfavorecendo a sobrevivéncia dos mesmos nas células por eles infectadas. Desta
forma, os nossos resultados apontam para a necessidade de investigar a comunicagao
entre o proteassoma e a PCD neste parasito.

Em relacdo a taxa de mortalidade dos camundongos infectados com as cepas Y e
Be-62, incubados ou ndo com PSI, foi calculada a porcentagem dos animais que
morreram espontaneamente ao longo do curso da infeccdo experimental diariamente.
Foi observada na cepa Y (Figura 16) uma taxa de 100% de mortalidade para ambos e
uma taxa de sobrevida que ndo ultrapassou os 10%, ou seja, os camundongos infectados
com tripomastigotas previamente incubados com PSI morreram dois dias apds os
controles. O inicio das mortes no grupo controle deu-se no 10°dia e o término no 19°dia
e nos incubados com PSI iniciou-se no 12°, alcancando a taxa de 100% no 21° dia. Na

cepa Be-62 (figura 17) o controle e nos incubados com PSI o inicio das mortes deu-se
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no 9°dia e o término no 19°dia para o controle e nos incubados com PSI no 20° dia. A
taxa de sobrevida da cepa Be-62 foi de 5%, ou seja, os camundongos infectados com
tripomastigotas previamente tratados com PSI sobreviveram apenas um dia a mais.

As diferencas de inibi¢do em relacdo as formas epimastigotas e tripomastigotas
provavelmente sao derivadas do fato de que a forma tripomastigota é a forma infectiva e
a forma epimastigota é uma das formas replicativas do 7. cruzi, ou seja, esta forma tem
um ciclo celular ativo e vérias fun¢des necessdrias para o crescimento in vitro, talvez
ndo sejam necessdrias para a infeccdo. O 7. cruzi apresenta um genoma pléstico capaz
de sofrer mudangas tempordrias reversiveis (Chiari, 1974; Leguizamon et al., 1993).

Esses dados sugerem que fatores relacionados as caracteristicas intrinsecas
do parasito e do hospedeiro, provavelmente contribuem para o aparecimento das
diversas manifestacdes clinicas da doenca de Chagas. Algumas evidéncias tém
demonstrado também que o 7. cruzi possui grande capacidade de adaptacdo as
modificagcdes do meio ambiente (Pacheco & Brito, 1999) podendo as cepas serem
compostas de populacdes geneticamente heterogéneas (Lambrecht, 1965; Tibayrenc &
Ayala, 1988). Neste caso, esta heterogeneidade pode ser um dos fatores que modula a

doenca.
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6. Conclusao
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Os principais resultados obtidos neste trabalho foram:

= A expressdo das subunidades B, B> e Bs, é similar entre as subunidades e entre as

cepas Y, Be-62 e Be-78;

= Os niveis de proteassoma das formas epimastigota s@o maiores na cepa Be-78
quando comparado a Y e Be-62, sugerindo a presenca de mecanismos de regulacio

pOs-transcricional;

= Houve uma relacdo direta entre niveis de proteassoma e atividade peptidésica do

proteassoma nas cepas em estudo

= O proteassoma € necessdrio para a replicacdo das formas epimastigotas das cepas

Y, Be-62 e Be-78.

= O proteassoma € necessdrio para a manuten¢ao da integridade morfolégica das

formas epimastigotas das cepas Y, Be-62 e Be-78.

= QOs resultados da infec¢do experimental da Doenca de Chagas, quando tomados
conjuntamente, mostram que o proteassoma € regulado de forma diferenciada entre

as cepas Y, Be-62 e Be-78.

Em conjunto, nossos dados sugerem que o proteassoma € essencial para a
manutencdo do ciclo biolégico do T. cruzi, uma vez que a inibi¢caodesta protease na fase
replicativa (epimastigota) além de bloquear o ciclo celular induz alteragdes
morfoldgicas, enquanto que uma inibi¢do na fase infectiva, compromete a progressao da

infec¢do experimental.
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Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho
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