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RESUMO

Paes, V.B. Expressdo de componentes da matriz extracelular induzida por
vesiculas de Trypanosoma cruzi liberadas no meio de cultura. 2008. 89p.
Dissertacdo Programa de Poés-Graduagdo em Bioquimica. Instituto de Quimica,

Universidade de Sao Paulo, Sao Paulo.

O Trypanosoma cruzi libera para o meio, vesiculas contendo material de sua
superficie e aparentemente estas vesiculas seriam uma maneira de ativar e preparar
a célula hospedeira para a invasao, além de induzir um aumento na expressao de
alguns componentes da matriz extracelular. Neste trabalho demonstramos que
essas vesiculas aumentam a expressao de fibronectina na matriz, sendo este
aumento dose-dependente e linear ao longo do tempo. Porém, para laminina n&o
conseguimos observar o mesmo comportamento. Nossos resultados também
mostram que os constituintes lipidicos das vesiculas podem ser os responsaveis
pelo aumento da expressao de fibronectina em cultura de células epiteliais. Os dois
grandes grupos de glicoproteinas encontradas na superficie do parasita e nas
vesiculas, mucinas e Tc85 nao parecem estar envolvidos no processo. As culturas
celulares tratadas com os lipideos extraidos das vesiculas apresentaram um
aumento de fibronectina também dose-dependente, porém, com uma resposta linear

ao longo do tempo e uma expressao maxima atingida em tempos menores.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, matriz extracelular, vesiculas, lipideos.



ABSTRACT

Paes, V.B. Expression of extracellular matrix components by vesicles of
Trypanosoma cruzi shed into the culture medium. 2008. 89p. Masters Thesis -
Graduate Program Biochemistry. Instituto de Quimica, Universidade de S&o

Paulo, Sao Paulo.

Trypanosoma cruzi releases to the environment plasma membrane vesicles.
Apparently, these vesicles could be a signal released by the parasite to prepare the
host cell for the invasion. This study demonstrated that these vesicles induce a dosis-
dependent expression of fibronectin, linear over time. The same behavior has not
been observed for laminin. Our results also show that lipids from the vesicles are
involved in the increase of expression of fibronectin by epithelial cells. The two major
surface membrane glycoproteins, Tc85 and mucins, also present in the vesicles do
not participate in this phenomenon. Cell cultures that have been treated with lipids
extracted from T. cruzi membrane vesicles also provoked a dosis-dependent

increase in fibronectin and linear over time.

Keyworks: Trypanosoma cruzi, extracellular matrix, vesicles, lipids
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1. INTRODUCAO

A Doencga de Chagas inicialmente era uma doencga enzodtica selvagem, mas
passou a ser uma antropozoonose quando o homem invadiu as regides de florestas
e ocupou o espaco fisico dos animais que sao reservatorios e dos insetos vetores
que se adaptaram ao modo de vida do homem passando, assim, a infecta-los

acidentalmente (Coura 2007).

O parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi € o agente etioldégico da
Tripanosomiase Americana, descrita por Carlos Chagas em 1909. E uma doenca
endémica que atinge 18 paises das Américas com, aproximadamente, 120 milhdes
de pessoa expostas ao risco de infecgao representando, portanto, um importante
problema de saude publica. As estatisticas apontam 300 mil novos casos e cerca de
20 mil mortes por ano e acredita-se que haja atualmente entre 16 a 18 milhdes de
pessoas infectadas. Apesar dos numeros ainda serem alarmantes, muito se tem feito
para o controle da doenga e nos paises como Uruguai e Chile e em alguns estados
do Brasil e da Argentina, a doenga foi considerada erradicada (Moncayo 1999;

www.who.int/tdr/diseases/chagas/diseaseinfo.htm). No entanto, as micro-epidemias

recentes por infec¢gdo oral mostram a existéncia de parasitas na natureza interagindo

com o homem.

A principal via de infeccdo em seres humanos e em outros vertebrados se da
pelo contato da pele ou mucosas com dejetos de insetos hematéfagos. Estes insetos

vetores pertencem a familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sendo as
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principais espécies: Triatoma infestans, T. dimidiata, T. brasiliensis, T. sordida,
Rhodnius prolixus e Panstrogylus megistus (Lent & Wygodzinsky 1979). A transfusao
de sangue de doadores contaminados também é uma via de contaminagéo
importante (WHO 1997), sendo a transmissédo congénita (por meio da placenta e
amamentagdo) € uma via relativamente menor (Nisida et al. 1999; Diaz 1979). Na
Amazonia brasileira, entre 1968 e 2000, mais da metade dos casos esta relacionada
com micro-epidemias por transmissao via oral, ou seja, pela ingestao de alimentos
contaminados por triatomideos infectados ou seus dejetos (Prata 2001; Coura et al.
2007). Outros casos foram descritos em outras regides brasileiras provavelmente
pela presenca de insetos contaminados em agai ou cana-de-acucar quando estes
alimentos foram preparados para consumo humano, como foi, por exemplo, o caso
da contaminacdo por caldo de cana no Estado de Santa Catarina em marco de

2005.

1.1 Ciclo de vida e a interacdo parasita-célula

O ciclo de vida do parasita Trypanosoma cruzi € complexo e é caracterizado
por varios estagios de desenvolvimento morfoldégica e funcionalmente distintos. O
ciclo envolve um hospedeiro vertebrado (varias espécies de mamiferos) e um

hospedeiro invertebrado (triatomideos) (Figura 1).

Os estagios de desenvolvimento sdo baseados na morfologia do parasita,
bem como na posi¢ao do cinetoplasto com relagdo ao nucleo e a regido onde

emerge o flagelo, sendo:
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Amastigotas — Formas arredondadas de 3 — 5 um de didmetro com nucleo
esférico e central e cinetoplasto localizado na porgcdo anterior do parasita. Sao
encontradas no citoplasma de células do hospedeiro vertebrado, em culturas
celulares ou obtidas em meio axénico. S&o formas reprodutivas multiplicando-se por
divisdo binaria com capacidade de invasdo quando ocorre ruptura prematura da
célula hospedeira propagando a infecgao (Ley et al. 1988; Mortara 1991; Mortara et
al. 2005). No caso do intestino do inseto, formas semelhantes aos amastigotas

também foram descritas, as chamadas esferomastigotas (Tyler & Engman 2001).

Epimastigotas — S&o formas proliferativas que ndo apresentam capacidade
de infecgdo. Medem de 20 a 40 um de comprimento, com cinetoplasto localizado em
regido anterior ao nucleo e flagelo emergente da porcao lateral da bolsa flagelar.
Estdo presentes no tubo digestivo do inseto vetor e na fase logaritmica do
crescimento do parasita em meio axénico. Sdo formas também encontradas em
células do hospedeiro vertebrado durante o ciclo intracelular, embora de tamanho
cinco vezes menor, denominadas epimastigotas intracelulares (Almeida-de-Faria et

al. 1999).

Tripomastigotas — Formas observadas no sangue (tripomastigotas
sanguicolas), no espago extracelular do hospedeiro vertebrado, na porgéo terminal
do intestino do inseto vetor (tripomastigota metaciclico), bem como em seus dejetos
(fezes e urina), em culturas de células e na fase estacionaria de crescimento em
meio axénico. Apresentam 25 um de comprimento e 2 um de largura, com o
cinetoplasto localizado em regido posterior ao nucleo e um longo flagelo que emerge
lateralmente da bolsa flagelar. Os tripomastigotas sdo as formas infectivas e néo

apresentam capacidade de proliferagao.
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Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. (Tonelli, 2003)

O ciclo evolutivo do parasita tem inicio quando um inseto vetor, ao se
alimentar, elimina junto com as fezes formas tripomastigotas metaciclicas que
entram em contato com o local lesado pela picada. A forma tripomastigota é capaz
de invadir todos os tipos de células, com excecao da hemacia. Aparentemente, em
menor numero de casos, este processo de invasdo envolve recrutamento de
lisossomos - realizado por microtubulos do citoesqueleto de células epiteliais e de
fibroblastos - e sua fusdo com o vacuolo parasitéforo (Schenkman et al. 1992;
Tardieux et al. 1992 e 1994; Andrews 1994; Rodriguez et al. 1996), formando,
assim, um vacuolo acido (Tardieux et al. 1992). Outro mecanismo, de invasao, que
ocorre em maior escala, se da por invaginagdo da membrana plasmatica formando
um vacuolo - dependente de fosfatidilinositol-3 quinase (PI-Kinase) e independente

de actina (De Sousa 2002; Burleigh & Wooslsey 2004) - e subsequente fusdo com
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lisossomos (Woolsey et al. 2003). Apdés um dos dois eventos de entrada do
parasita na célula,os tripomastigotas escapam do vacuolo e ocorre a diferenciagao
de tripomastigota para amastigota que comecam o processo de multiplicagcao e
apos diversas divisbes, as formas amastigotas se diferenciam em um estagio
intermediario, o epimastigota intracelular (Almeida-de-Faria et al. 1999) e depois
em tripomastigotas, quando ocorre a lise celular liberando-os para o meio
extracelular, podendo entdo invadir células vizinhas, ir para a corrente sanguinea e
atingir outros tecidos ou ainda infectar um inseto vetor durante o processo de

hematofagia, recomegando o ciclo no hospedeiro invertebrado.

No hospedeiro invertebrado as formas tripomastigotas ao chegarem ao tubo
digestivo se diferenciam em epimastigotas e migram para o intestino onde ocorre a
divisdo binaria. Ao atingirem a por¢ao terminal do tubo digestivo, os epimastigotas se
diferenciam em tripomastigotas metaciclicos que sao eliminados juntamente com as

fezes e urina do triatomideo (Brener 2002).

Para que ocorra o sucesso da infeccdo e da disseminagao, estdo envolvidos
processos de adesao e invasao que requerem interagdes entre moléculas de
superficie do parasita com a célula hospedeira seguidas de eventos intracelulares.
Estes mecanismos ainda sdo pouco compreendidos, porém ja se conhecem
algumas moléculas envolvidas nestes processos, entre elas, alguns membros de um
grupo de glicoproteinas ancoradas via glicosilfosfatidilinositol (GPI), pertencentes a
superfamilia gp85/trans-sialidases (Colli, 1993; Cross & Takle, 1993; Frasch 2000;
Acosta-Serrano et al. 2001; Yoshida 2005; Alves e Colli 2007). Na literatura, alguns
representantes desta superfamilia estdo bem caracterizados como a gp82,
presentes em tripomastigotas metaciclicos, que ativa uma proteina tirosina quinase

(PKT) e aumenta a concentragéo de Ca?* intracelular. Aparentemente, a gp82 se liga
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a mucinas gastricas podendo ser um fator importante no sucesso da infecgao via
oral (Sartori et al. 1996; Neira et al. 2003, Yoshida 2005). Ademais, propde-se que a
gp82 liga-se a receptores de mioblastos, macrofagos e fibroblastos, mediando a
entrada do parasita na célula (Villalta et al. 2001) e uma familia composta de varias
moléculas de 85 kDa de formas tripomastigotas infectantes, denominada Tc-85,
parece estar relacionada com a adesado do parasita na célula hospedeira (Alves
1996; Giordano et al. 1999; Magdesian et al. 2001; Marroquin-Quelopana et al.

2004).

1.2 As vesiculas liberadas pelo parasita Trypanosoma cruzi

A liberacdo de vesiculas e moléculas para o meio € um mecanismo comum
em diferentes células, incluindo parasitas como tripanosomatideos africanos
(Seyfang et al. 1990), Plasmodium sp (Blackman & Holder 1992) e Leishmania sp
(llg et al. 1995). L. donovani secreta vesiculas para o meio com cerca de 150 tipos
de proteinas que apresentam um peptideo de sinalizacdo de secrecdo em sua
regidao N-terminal e sao liberadas por multiplos processos, como, por exemplo,
através de microvesiculas via exossomos (Silverman et al. 2008). O T. cruzi libera
para o meio vesiculas contendo material de sua superficie (Gongalves et al. 1991).
Aventou-se a hipdtese que estas vesiculas seriam uma maneira de ativar e preparar

a célula hospedeira para a invasao.

Em meio de cultura, a forma tripomastigota do parasita T. cruzi libera
vesiculas de variados tamanhos medindo entre 20 a 80 nm (Gongalves et al. 1991).
Apresentam em sua composicao glicoproteinas presentes na superficie do parasita,

como as mucinas, as trans-sialidases e o grupo Tc-85, algumas fosfatases e
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proteases (M.J.M Alves et. al dados nao publicados). As vesiculas contém também
lipideos como fosfatidilcolina, lisofosfatidilcolina, acidos graxos saturados (Cis.0 €

C1s:0) € é rica em acidos graxos insaturados (C+e:1 € C1g:1) (Agusti et al. 2000).

E importante ressaltar que as vesiculas induzem um aumento mortalidade
em camundongos suscetiveis (R. Tonelli e A.T. Torrecilhas, comunicagado pessoal).
Além disso, Pinho et al. em 2002, usando imunocitoquimica, sugerem um aumento
da expressao de laminina, fibronectina e colageno na matriz extracelular, em células

epiteliais (LLC-MK3) e fibroblastos (L929) por incubagdo com vesiculas de T. cruzi.

1.3 Mucinas

Mucinas sao glicoproteinas com oligossacarideos O-ligados, presentes na
superficie de células epiteliais do aparelho digestivo e respiratério de animais e na
superficie de parasitas, entre eles o Trypanosoma cruzi. As mucinas teriam um papel
defensivo para o parasita contra a resposta imune do hospedeiro, tendo assim papel

de protegéo (Buscaglia et al. 2006).

O maior grupo de glicoproteinas encontradas na superficie do T. cruzi,
ancoradas via glicosilfosfatidilinositol (GPI), sdo as mucinas que apresentam cerca
de 50-200 aminoacidos e grande porcentagem de carboidratos ligados, o que lhes
confere um carater hidrofilico (Schenkman et al. 1993; Previato et al. 1994). As
mucinas, encontradas em epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos, apresentam
peso molecular de 35-50 KDa e uma composi¢cao muito semelhante de aminoacidos
e carboidratos com papel protetor contra proteases presentes no trato intestinal do

inseto vetor, principalmente para os epimastigotas (Mortara et al. 1992; Acosta-
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Serrano et al. 2001). Nos tripomastigotas metaciclicos as mucinas também foram
relacionadas com a adesao e a invasao do parasita na célula (Ruiz et al. 1993). Em
formas tripomastigotas de cultura as mucinas possuem peso molecular de 60-200
KDa e apresentam o epitopo Ssp-3 que contém acido sialico que é importante para o

sucesso da adeséo e invasdo do parasita na células (Schenkman et al. 1991).

1.4 A superfamilia das gp85/trans-sialidases

As trans-sialidases (TS) sao proteinas expressas em diferentes formas do
parasita, principalmente em tripomastigotas, que ndo apresentam a reacao tipica
encontrada na maioria das sialidases, que sao enzimas hidroliticas presentes em
virus e eucariotos superiores (Buschiazzo et al. 1997). As TS transferem
especificamente acido sialico de glicoconjugados da célula hospedeira para
glicoconjugados da membrana de T. cruzi. (Colli 1993; Yoshida 2005), sendo o

principal aceptor a mucina (Schenkman & Eichinger 1993).

A superfamilia das TS apresenta membros heterogéneos com massa
molecular variando de 60-80 até 200 kDa (Colli 1993). O genoma de T. cruzi contém
centenas de genes que codificam para as trans-sialidases e proteinas homologas
sem atividade enzimatica (Egima et al. 1996). Ao término do sequenciamento
genético do T. cruzi, foram listados 1.439 genes para a superfamilia da gp85/trans-
sialidase sendo 693 pseudogenes (El-Sayed et al. 2005). Os membros da familia TS
podem ser classificados em grupos de acordo com a estrutura e a fungdo das
proteinas. A classificagdo, segundo Frasch 2000, divide os membros das trans-

sialidases em quatro familias distintas descritas abaixo:
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TS e TSI — Sao expressas em tripomastigotas e tripomastigotas metaciclicos.
Apresentam duas principais regides, uma catalitica na por¢gao N-terminal, e outra na
regiao C-terminal com repeticbes de 12 aminoacidos (repeticdes SAPA — shed
acute-phase antigen) in tandem. Estes dois grupos diferenciam-se em apenas uma

mutacéao, Tyr342-His, tornando a familia TSI enzimaticamente inativa;

TS-e — Estes genes sdo expressos em epimastigota, ndo apresentam as
repeticobes SAPA e apresentam o motivo FRIP na regido N-terminal, o que lhes

permite codificar trans-sialidase ativa.

TS-like — Os membros desta familia sdo encontrados na superficie de
tripomastigotas (metaciclicos ou de cultura) e amastigota. Nao possuem atividade
enzimatica apesar das proteinas codificadas por estes genes apresentarem 30-40%
de identidade quando comparadas com os membros das TSs. O sequenciamento do
genoma do T.cruzi demonstra que mais de 725 genes codificam TS-like com varios
graus de homologia com as TSs, mas apenas 371 genes apresentam o motivo
VTVXNVILYNR, que €& conservado na superfamilia das Trans-sialidases. Essa
variedade de sequéncias sugere uma forte pressao seletiva sofrida pelos membros
desta familia em resposta ao sistema imunolégico do hospedeiro. (El-Sayed et al.
2005). Embora ndo se saiba ainda se todas as proteinas correspondentes a este
grande numero de genes sdo expressas na populagdo de parasitas, sabe-se que
cada individuo da populagdo expressa mais do que uma isoforma da superfamilia

trans-sialidase.

1.5 O grupo Tc-85

O grupo da Tc85 pertence a superfamilia gp85/trans-sialidases, pois

apresenta pelo menos um motivo da sequéncia conservada ASP Box e a sequéncia
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VTVXNVXLYNR no dominio carboxila terminal (dominio FLY) (Figura 2) (Colli 1993;
Cross e Takle 1993; Schenkman et al. 1994). Este grupo esta classificado dentro da

familia TS-like, pois seus membros ndo possuem atividade enzimatica.

Os membros do grupo Tc-85 apresentam massa molecular semelhante e
pontos isoelétricos (pl) diferentes, estdo ancorados a membrana do parasita via GPI
(glicosilfosfatidilinositol) e tém vida média de 3 a 4 horas (Alves 1996). O anticorpo
monoclonal H1A10 (mAbH1A10) que reconhece e definiu essas glicoproteinas, inibe
parcialmente a invaséo (50-90%) do parasita em células in vitro, mas reconhece s6
parte da populagao de tripomastigotas de cultura (Alves, 1986). A primeira proteina
clonada e estudada foi denominada Tc85-11 (Giordano et al. 1999). O dominio N-
terminal da proteina recombinante Tc85-11, liga-se de maneira saturavel e
especifica a laminina-1 (Giordano et al. 1999; Marroquin-Quelopana et al. 2004). A
interacdo do T. cruzi com a laminina € aumentada pela galectina-3 (Vray et al. 2004)

e deve estar relacionada com um dos membros da gp85/trans-sialidase.

A Tc85-11 apresenta o domininio FLY que se liga a um receptor caracterizado
como citoqueratina 18 (CK18) presente na superficie de células LLC-MK; (célula
epitelial de rim de macaco) (Magdesian et al. 2001). No mesmo trabalho Magdesian
et al. (2001), demonstram que o peptideo J (que contém o dominio FLY) se liga de
forma saturavel a células epiteliais LLC-MK, diferentemente dos peptideos A e G,

dois peptideos utilizados como controles, também pertencentes a porgao C-terminal.

Outros clones estudados em nosso laboratério foram a Tc85-12 e a Tc85-45.
Ambas as proteinas recombinantes aderem a células LLC-MK; de maneira dose-
dependente e a Tc85-45 inibe parcialmente a invasdo do parasita na célula

hospedeira (Signorini 2006), evidenciando a importancia dessa familia na invasao do
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parasita. Vale notar que o clone Tc85-45 apresenta o motivo RGD, importante sitio

de adesao de diversas moléculas a integrina (Pytela et al. 1995).

SxDxGxTW VTVNVFLYNR

Trans-sialidases  FrIP H l l l Repetigdes SAPA
N—1 | | —C
7 -
Peptideo de Ancora de GPI
sinalizagdo
SxDxGxTW VTVNVFLYNR
Tc-85 l l l
N — | —cC
7 N
Peptideo de Ancora de GPI

sinalizagdo

Figura 2: Comparacao da estrutura geral da trans-sialidase ativa com a Tc85 de T.

cruzi.

1.6 A Matriz Extracelular

“A matriz extracelular (MEC) é uma rede intrincada de macromoléculas
gue ocupa 0 espaco extracelular nos tecidos. Variagdes na quantidade relativa
das diferentes macromoléculas, assim como na sua organizacdo, dao lugar a
uma diversidade de formas de matriz extracelular, que se adaptam as exigéncias
funcionais de cada tecido em particular. Assim, a matriz ndo é meramente uma
estrutura que estabiliza a estrutura fisica dos tecidos, mas também tem papéis
complexos, influenciando o desenvolvimento, migracdo, proliferacdo, forma,

organizacao e funcdo das células” (apud Turner et al. 1989).
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A MEC também esta relacionada com a resposta inflamatdria, cicatrizagao,
homeostase de tecidos e 6rgaos e apresenta um papel central no desenvolvimento
embrionario. Na composi¢cao da MEC estdo presentes macromoléculas anidnicas
hidrofilicas (glicosaminoglicanos e proteoglicanos), glicoproteinas (laminina,
fibronectina, colageno), que apresentam caracteristicas multiadesivas, e proteinas
que nao fazem parte da constituicdo da rede intrincada (como os fatores de
crescimento) (Berrier & Yamada 2007). Essas macromoléculas interagem entre si
formando uma estrutura tri-dimensional e estao ligadas a célula por receptores na
superficie da membrana denominados integrinas. A Matriz extracelular pode ter uma

fungao especializada como a lamina basal.

A lamina basal é encontrada na superficie basal de células epiteliais,
endoteliais e envolvem musculos, células adiposas e nervosas periféricas. Com 20-
100 nm de espessura, a lamina basal, € essencial para a estabilidade do tecido e
forma uma barreira entre os diferentes tipos de células. Além disso, controla a troca
de macromoléculas com o tecido conjuntivo e esta associada a regulagdo da
diferenciagao, proliferacdo e migragao celular. A lamina basal € composta por
isoformas de colageno tipo IV, proteoglicanos (perlecan) e glicoproteinas (laminina e

entactina).

Parasitas e bactérias, para aderirem as células e as invadirem, apresentam a
capacidade de atravessar a barreira de matriz extracelular. Muitos desses
microorganismos expressam proteinas capazes de aderirem aos componentes de
MEC desempenhando um papel importante na disseminagdo destas patogenias
(Hauck 2002). Em Echinococcus granulosus (Zhang et al. 1997) e Mycobacterium
tuberculosis (Pethe et al. 2002) foram encontradas proteinas que se ligam a

laminina. Ja as lamininas presentes na superficie de células de Schwann tém as
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suas cadeias a2 envolvidas no processo de adesao de Mycobacterium leprae
(Marques et al. 2001). A levedura Paraccoccidioides brasiliensis apresenta duas
proteinas na superficie, de 47 e 80 KDa, que se ligam ao colageno tipo | (Mendes-
Giannini et al. 2006). A bactéria Streptococus gordonii tem relevante ligagdo com
fibronectina e os colagenos tipo | e Il (Guomarelli et al. 2006). J& o Mycoplasma
fermentans, ao se ligar ao plasminogénio e aos colagenos tipo | e IV, oferece maior

aderéncia do micoplasma a célula hospedeira (Amaichai & Rottem 2007).

Na literatura ha uma série de trabalhos relativos ao papel da matriz
extracelular na infeccdo por Trypanosoma cruzi. Na década de 80, Ouaissi et al.
(1984) demonstraram que a adigao de fibronectina humana no meio de cultura de
fibroblastos promove uma maior adesao de tripomastigotas por célula, resultando em
aumento na porcentagem de células infectadas. A importancia desta molécula na
infeccdo por T. cruzi, foi confirmada pela adicdo de anticorpo anti-fibronectina
plasmatica humana ao ensaio de invasao de cultura de células por T. cruzi obtendo-
se uma reducdo na interacdo parasita-célula (Ouaissi et al. 1985). Demonstrou-se
também a importancia de uma glicoproteina de 80 KDa de tripomastigota na
associacdo com a fibronectina e que a sequéncia RGD estava envolvida nesta
interacdo (Ouaissi et al. 1986). Macréfagos incubados com fibronectina antes ou no
decorrer do processo de invasado proporcionaram um aumento na associagdo com
tripomastigotas (Wirth & Kierszenbaum 1994). Calvet et al. (2004) observaram,
ainda, uma diminuigdo na porcentagem de células infectadas apds tripomastigotas

serem tratados com fibronectina.

O papel da fibronectina na infeccdo por T. cruzi pode ser explicado pela
utilizacdo da fibronectina soluvel como uma ponte que permite a associacido do

parasita com a célula hospedeira ou, adicionalmente, o parasita pode ligar-se
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diretamente na fibronectina insolivel encontrada na lamina basal e na matriz

extracelular (Ouaissi et al. 1988; Calvet et al. 2004).

Na literatura, a laminina mostra ter um papel importante na infecgdo do
Trypanosoma cruzi. Anticorpos anti-laminina inibem parcialmente a invasdo do
tripomastigota na célula (62-75%) e, além disso, o dominio N-terminal da proteina
recombinante Tc85-11, se liga de maneira saturavel e especifica a laminina-1
(Giordano et al. 1999; Marroquin-Quelopana et al. 2004). Um componente acido do
grupo Tc85, presente em tripomastigotas, foi descrito como ligante de laminina e
denominado LBG (Laminin Binding Glycoprotein) (Giodano et al. 1994). Ulrich et al.
(2002) mostraram que a infecgdo de células epiteliais por T. cruzi é inibida por
aptameros que se ligam a receptores de laminina na superficie do parasita. Nde et
al. (2006) observaram que bloqueando a transcricdo de laminina-1 pela técnica de
RNA de interferéncia ha uma drastica reducao de células infectadas por T. cruzi.
Além disso, a interagdo de T. cruzi com a laminina € aumentada pela galectina-3
(Vray et al. 2004) reforcando, assim, a importancia dessa molécula nos processos de

adesao e interiorizagao do parasita na célula.

Outros componentes da matriz extracelular também apresentam papeis
importantes na infecgdo por Trypanosoma cruzi. Em 1991, Ortega-Barria & Pereira
purificaram uma proteina de 60 KDa da forma tripomastigota do T. cruzi, que
apresenta uma adesao seletiva para 3 componentes da MEC: heparina, heparan
sulfato e colageno. No mesmo trabalho, os autores demonstram que fibroblastos
tratados com essa proteina inibe a invasdo do parasita na célula. Essa proteina de
60 KDa foi denominada penetrina. Linhagens de células mutantes, derivadas de
células de ovario de hamster chinés (CHO), deficientes em heparina ou heparam

sulfato, sdo resistentes a invasdo por tripomastigotas (Herrera et al. 1994). De
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Oliveira Jr et al. (2008) purificaram duas proteinas, ambas encontradas nos extratos
totais de tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi, uma de 65 KDa e outra de 59
KDa, que se ligam a heparina, sendo a ultima detectada preferencialmente por
Western blot. No mesmo trabalho, este grupo demonstra que cardiomiocitos tratados
com heparina reduz a média do numero de células infectadas. Uma outra proteina
de 80 KDa liberada pelo parasita apresenta papel de colagenase sobre os colagenos
tipo | e IV presentes na lamina basal do tecido epitelial (Santana et al. 1997). Ja a
trombospondina-1 quando silenciada com RNAI diminui a adesao e interiorizagdo do

parasita na célula (Simmons et al. 2006).

Neste trabalho, estudamos o papel de dois componentes da matriz
extracelular na interacdo com componentes da membrana de T. cruzi, abaixo

descritas:

Laminina

Lamininas s&o as principais glicoproteinas da lamina basal, heterotriméricas
com cerca de 850 KDa de massa molecular. Até hoje foram caracterizadas 15
isoformas diferentes que participam no arranjo da matriz extracelular promovendo
adesdo, migragao e crescimento celular (Hakamori et al. 1984; Sasaki et al. 2004).
As isoformas de laminina sdo compostas por subunidades a, B e y (Timpl et al.
1979), sendo conhecidas cinco tipos de cadeias aq, trés de B e trés de y que se
combinam entre si. Estas subunidades sao criadas a partir de processos
proteoliticos (exemplo: processo proteolitico no dominio G das cadeias a2 e a3, que
podem ter um papel importante na modulagdo e fungcdo de varias isoformas de
laminina) e splicing alternativo (exemplo: mais de um RNA pode transcrever para a

cadeia a1 (Velling et al. 1999)). Os varios tipos de laminina sdo expressos em
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tecidos especificos, podendo ser recrutadas para areas especializadas na

membrana basal, como em jun¢des neuromusculares (Tuggal el al. 2000).

A classica ligagao da laminina a célula se da via integrina, crucial no controle
da diferenciacao celular pela membrana basal (Kikkawa et al. 1998). Porém, existem
receptores para laminina na superficie celular como o heparam sulfato e a
distroglicana. Além disso, para que ocorram estabilidade e rigidez na lamina basal, a
laminina é fortemente associada a outras proteinas de adesdo como a entactina ou

nidogénio e também forma ligagdes cruzadas com o colageno tipo IV.

A laminina-1 é a isoforma mais bem estudada. Foi purificada pela primeira vez
a partir de tumor de murino EHS (Engelbreath-Holm-Swarm) (Timpl et al. 1979).
Quando observada por microscopia eletrbnica, sua estrutura se assemelha a uma
cruz, com trés bragos curtos e um longo. Cada brago curto é formado pela regido N-
terminal de uma das trés cadeias: a1 (massa de aproximadamente 400 KDa), 1 e
y1 (massas de aproximadamente 200 KDa cada). O brago longo formado pelas
regides C-terminais das trés cadeias associadas formam uma “haste”, que apresenta
no seu término uma regidao globular denominada dominio G, sendo formado
exclusivamente pela cadeia a1 (Tunggal et al. 2000). Este dominio apresenta cinco
sub-dominios in tandem denominados LG1-LG5, (Sasaki et al. 1988 Sasaki &
Yamada 1987). Os dominios LGs contém o maior numero de sitios reunidos de

receptores celulares (Timpl et al. 2000).

Estas caracteristicas sdo basicas para todas as isoformas de laminina, menos
para as lamininas 5 e 9 que apresentam um truncamento dos bracgos curtos. No

epitélio, os heterodimeros mais abundantes s&o: laminina-1, laminina-5 (a5p3y2) e a
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laminina-10 (a5B1y1), porém outras isoformas podem estar presentes em pequenas

quantidades (Ekblom et al. 1998).

Fibronectina

E uma glicoproteina que apresenta duas cadeias peptidicas de 230-270 KDa
cada, ligadas por pontes dissulfeto, contém cerca de 5% de carboidratos e é
codificada por um unico gene. Esta envolvida no processo de adesédo, geralmente
auxiliada por colageno e proteoglicanos, em diferenciacdo e migracdo celular e
rearranjos do citoesqueleto, participando até mesmo da cicatrizagdo. Pode ser
encontrada no plasma, na forma soluvel, sendo nesse caso sintetizada por
hepatocitos. Na matriz extracelular é encontrada na forma insoluvel sendo
sintetizada por fibroblastos, condrécitos, células endoteliais e algumas células
epiteliais. Inicialmente a fibronectina € distribuida difusamente sobre a célula, e com
o progresso de “montagem”, dimeros de fibronectina formam pequenas fibrilas que
s&o, subsequentemente, convertidas em densa rede fibrilar (Wierzbicka-Patynowski

& Schwarzbauer 2003).

Cada cadeia do dimero de fibronectina contém trés mddulos de repeticoes:
tipos I, Il e lll. Esses mddulos compreendem dominios funcionais que medeiam a
interacado com outros componentes da MEC. A fibronectina consiste de 12 tipos de
modulo |, dois tipos de modulo Il e 17 tipos de modulo 1ll, sendo dois obtidos por
“splicing” alternativo (Hynes 1990; Schwarzbauer et al. 1987). Os mdodulos | e 1l séo
responsaveis pela ligacdo entre as duas cadeias por meio de pontes dissulfeto. Os
modulos |1.5, encontrados na regido N-terminal sdo os principais responsaveis pela
interacao fiberonectina-fibronectina na MEC formando a rede fibrilar, mas outros

modulos também auxiliam nesta interagao (Mao & Schwarzbauer 2005).
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A ligacao da fibronectina a célula se da através de um sitio de ligacdo RGD
(Arg-Gly-Asp) encontrada no modulo Il que interage com receptores de membrana
denominados integrinas, mais comumente a integrina o531, conferindo coesédo ao
tecido. Uma regido V (também chamada de IlICS) é importante para a secregao dos
dimeros da fibronectina e promove a ligagdo com a integrina a4p1 (Guan & Hydes

1990).

As fibrilas de fibronectina sao significativamente elasticas. O movimento das
células deforma essas fibrilas podendo rompé-las e a perda do contato com a célula
resulta em uma contragdo de até V2 da extensao original (Ohashi et al. 1999). Ohashi
et al. (2002) demonstram que esta elasticidade € dependente da organizacédo da
actina no citoesqueleto. A rede formada pela fibronectina é relativamente estavel e
seu processo de turnover em cultura de fibroblastos € muito baixo (McKeown-Longo
& Mosher, 1983). Além disso, a rede fibrilar da fibronectina & regulada por
sinalizagcao intracelular. A ligagcdo com a integrina, a organizagao da actina no
citoesqueleto, a contragao celular e a ativagdo de quinases, todos contribuem para a

montagem desta rede fibrilar (Wierzbicka-Patynowski & Schwarzbauer, 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Verificar o papel de vesiculas liberadas pelo parasita na expressao e deposi¢cao de

componentes de matriz extracelular.

2.2 Objetivos especificos

Estudar a expressao e deposicdo de laminina e fibronectina por células epiteliais
tratadas com a proteina recombinante Tc85-45, peptideo J, e as fragdes proteicas e

lipidicas das vesiculas.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Preparacdo de bactérias competentes

Bactérias competentes foram preparadas segundo o método de Hanahan
(1983). Um tubo de bactérias da cepa desejada foi descongelado no gelo por 15
minutos. As bactérias foram inoculadas em placas de LB (vide abaixo),
suplementados com MgSQO4 10 mM e incubadas a 37°C durante a noite. Uma
colonia foi retirada e inoculada em 2 ml de meio LB pré-aquecido a 37°C e
mantida por aproximadamente 2 horas a 37°C e 225 rpm até atingir Absgoonm =
0,5. Este material foi transferido para 50 ml de meio LB pré-aquecido a 37°C e
incubado por mais 2 horas a 37°C e 225 rpm até atingir Absgoonm =~ 0,6. O frasco
com a cultura de bactérias (tubo de centrifuga de 50 ml) foi colocado no gelo por
15 minutos e, apos a adicdo de 0,5 ml de MgCl, 1M foi incubado por mais 15
minutos no gelo. A cultura foi centrifugada a 5.000 rpm a 4°C por 15 minutos, o
sobrenadante descartado e o precipitado ressuspendido em 10 ml de tampao RF |
(vide abaixo) gelado e deixado em repouso por 15 minutos no gelo. Foi realizada
outra centrifugagdo de 10 minutos a 5.000 rpm a 4°C e o precipitado foi
ressuspendido em 2 ml tamp&o RF Il (vide abaixo) gelado. As bactérias foram
distribuidas em aliquotas de 50 ul, em baixa temperatura, e armazenadas por até

2 meses a -80°C.

Meio LB: 1% de Bacto Triptona (Sigma), 0,5% de extrato de levedura, 1% de

NacCl.
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RF I: KCI, 100 mM; MnCl,, 50 mM; acetato de potassio, 30 mM, pH 7,0; CaCl,
10mM; Gilicerol, 15%. O pH do tampao foi ajustado para 5,8 com acido acético e a

solucao foi esterilizada por filtracao.

RF II: KCI, 75mM; CaCly, 75mM; MOPS 10mM, pH 7,0; MgCl,, 10mM; Glicerol,
15%. O pH da solugao foi ajustado para 6,8 com acido acético e a solugao foi

esterilizada por filtracao.

3.2 Mini-preparacdes de DNA plasmidial

A cepa bacteriana DH5a competente foi utilizada para a propagacao e
manutencdo da proteina Tc85-45 recombinante. As bactérias contidas em um
tubo foram centrifugadas a 14.000 rpm por 1 minuto, o sobrenadante foi
descartado e o precipitado ressuspendido em 150 pl de solugéo PI (vide abaixo).
Em seguida, foram acrescentados 150 ul de solugéo PIlI (vide abaixo) e o
precipitado foi homogenizado e incubado por 2 minutos a temperatura ambiente.
Adicionaram-se 150 pl de solugao PIIl (vide abaixo), seguido de homogenizagao
por 5 minutos no gelo. O material foi centrifugado a 14.000 rpm por 15 minutos e
0 DNA extraido com 450 ul de fenol:.cloroférmio:isoamil-alcool (25:24:1). O

material foi centrifugado na mesma velocidade por 1,5 min.

PI: Tris-HCI, 50mM, pH 8,0.
Pll: NaOH, 200mM; SDS,1%.

Plll: acetato de potassio, 2,55M, pH 4,8.
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3.3 Purificacdo da proteina recombinante Tc85-45 por cromatografia de

afinidade

Para a obtengcdo da proteina recombinante em grande escala, foram
adicionados a bactérias competentes da cepa BL21(DE3), plasmideos
correspondentes & Tc85-45, sendo o vetor PCR T7/NT TOPO® Cloning
(Invitrogen) utilizado para a expressao da proteina recombinante. Apds incubagao
no gelo por 30 minutos, o material foi submetido a um choque térmico de 42°C por
30 segundos e resfriamento no gelo por 2 minutos. Em seguida adicionaram-se
250 ul de meio LB pré-aquecido a 37°C e o material foi incubado sob agitagao
(225 rpm) a 37°C. Apds 1 hora, 10 pl do cultivo foram transferidos para o meio LB-
Agar contendo 100 pg/ml de ampicilina e 34 pg/ml de cloranfenicol seguido de
incubacado durante a noite a 37°C. Uma col6nia foi coletada e ampliada em 50 ml
de meio LB com 100 pug/ml de ampicilina e 34 pg/ml de cloranfenicol (nas mesmas
concentragdes utilizadas anteriormente) durante a noite, sob agitagao a 225 rpm a
37°C. No dia seguinte, adicionou-se 1litro de meio LB e cultivou-se até atingir
Absgoonm = 0,6. Apds a adicao de IPTG (1 mM concentragao final), a cultura foi
mantida sob agitacdo a 225 rpm por mais 4 horas e as células coletadas por
centrifugagéo a 5.000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi ressuspendido em
200 ml de tampao de lise (vide abaixo) contendo PMSF, 5 uM; TLCK, 1 uM e 0,2
mg/ml de lisozima. O material foi mantido sob agitacdo por 20 minutos a
temperatura ambiente e submetido a ultra-som (5 pulsos de 15 minutos com
intervalos de 1 minuto, por 10 vezes). Apés uma nova centrifugacao de 15
minutos a 10.000 rpm o precipitado foi ressuspendido em 100 ml de tampao A
(vide abaixo), ficando sob agitagdo durante a noite a 4°C. Em seguida foi feita

uma centrifugacdo de 25 minutos a 15.000 rpm e o sobrenadante foi adicionado a
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coluna contendo a resina Chelating-Sepharose (Pharmacia) ativada com Ni** (0,5
ml/min). Apés a absorgao da amostra na resina foi feito um processo de refolding
da proteina recombinante, lavando-se sucessivamente a coluna com 5 volumes
das seguintes solugdes: A; A:B (vide abaixo) (1:1 v/v); A:B (1:3 v/v); B. A proteina
recombinante foi eluida com um tampao apropriado (tampdo de eluigdo - vide
abaixo) a 0,5 ml/min, coletando-se fragdes de 1 ml. O conteudo protéico das
fragcdes foi dosado pelo método de Bradford e as fragdes contendo proteinas
foram analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida, contendo SDS (SDS-

PAGE).

Tampéo de lise: NaH,PO4, 50 mM, pH 8,0; NaCl, 300 mM; imidazol, 5 mM.
Tampédo A: uréia, 8 M; NaCl, 500 mM; Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0; B-
mercaptoetanol, 5SmM.

Tampéao B: NaCl, 500 mM; Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0; imidazol, 40 mM.

Tampéao de eluicdo: NaCl, 500 mM; Tris-HCI, 50 mM, pH 8,0; imidazol, 300 mM.

3.4 Cultura de células

As células de epitélio de rim de macaco Rhesus (LLC-MK3) foram mantidas
em meio DME contendo 1,2g/L de Na,HCOs3, 5x10° U/L de penicilina e 100mg/L
de estreptomicina e suplementado com 10% de SFB. As garrafas foram mantidas
a 37°C em estufa umidificada em atmosfera de 5% de CO,. As sub-culturas foram
realizadas a cada 7 dias a partir de monocamadas de células, as quais foram
lavadas com PBS (fosfato, 10mM; NaCl, 150mM, pH 7,4) e tratadas com 0,1%
tripsina em PBS contendo de EDTA, 1mM. As culturas foram iniciadas com

aproximadamente 3 x 10* células/cm? em garrafas Falcon de 75 cm? de area.
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3.5 Separacdo das fragdes soluvel e insoltuvel de cultivos de células LLC-

MK

Para verificar a deposicao de elementos de matriz extracelular, as culturas
de células foram separadas nas fragdes soluvel e insoluvel, como descrito em

Cella et al. (2006), sendo que a matriz depositada encontra-se na fragéo insoluvel.

Foram cultivadas 1x10° células LLC-MK,, como descrito acima. Apds os
periodos de incubacdo com o material de interesse, as células foram lavadas 2
vezes com tampé&o para estabilizar os microtubulos (tamp&o A) e a fragao soluvel
foi coletada mantendo-se as culturas no gelo por 5 minutos com o tampao
apropriado, descrito abaixo. A fragao insoluvel foi obtida mantendo-se as culturas
a 4°C por 20 minutos com tampao RIPA. Em seguida, as amostras foram

centrifugadas a 14.000 rpm e coletados os sobrenadantes.

Tampédo A: Pipes, 100 mM, pH 6.9; Glicerol, 2 M; EGTA, 1 mM; acetato de
magnésio, 1 mM.

Tampéo para extracdo das fragdes soluveis: de Triton X-100, 0,2%;
ortovanadato de sédio, 1 mM ; PMSF, 1 mM; aprotinina, 5ug/ml; leupeptina,
S5ug/ml.

Tampéo para extracdo das fracdes insolaveis (Tampao RIPA): Tris, 50 mM,
pH 7.4; NaCl, 150 mM; Triton X-100, 0,1%; SDS, 0,1%; desoxicolato de sédio,

0,5%; PMSF, 1mM; aprotinina, S5ug/ml; leupeptina, 5ug/ml.
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3.6 Contagem de células em divisao

No intuito de verificar se as moléculas estudadas influenciam a divisdo celular,
1x10° células LLC-MK; foram cultivadas em placas de 24 pocos com laminulas e
incubadas com 150 pg de Tc85-45, 150 ug de vesiculas, 10 ug de peptideo J, 10
ug de peptideo A (controle) ou PBS (PBS), por 24 horas a 37°C. As células foram
fixadas com metanol por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida, foram
lavadas 2 vezes com PBS e apos a adigdo de 1 ml de PBS/Hoeschst (1:1000)
foram incubadas por mais 30 min. As laminas foram montadas e contadas 500
células em 20 campos e , destas, as células que se apresentavam em processo
de mitose. Foram feitas as razdes de numero de células em mitose/numero total

de células. O experimento foi feito em triplicata.

3.7 Imunocitoquimica

A expressdo de matriz extracelular foi acompanhada como descrita por
Pinho et al. (2002), com algumas modificacdes. Células LLC-MK; (1x10%) foram
cultivadas por pogo com laminulas de vidro em placas de 24 pogos, como descrito
no item 3.4. As células foram incubadas com o material de interesse por 24 horas
a 37°C. Apos 3 lavagens com PBS, as células foram fixadas com metanol por 3
minutos, lavadas com PBS e a peroxidase enddgena foi bloqueada com 4,5% de
peréxido de hidrogénio (H.O;) em PBS, por 30 minutos a temperatura ambiente.
Apé6s bloqueio com 1% de BSA em PBS por 15 minutos, foram feitas as
incubacdes com os anticorpos: policlonal anti-laminina (1:1000) ou policlonal anti-
fibronectina (1:1000), ambos diluidos em 1% BSA em PBS por 1 hora a

temperatura ambiente. Os pogos foram lavados com PBS e as células incubadas
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com anticorpo secundario conjugado a peroxidase por 1 hora a temperatura
ambiente. Para controle, também foram analisadas células incubadas apenas
com o anticorpo primario ou somente com o anticorpo secundario. A reacao foi
desenvolvida com Stable DAB (Invitrogen). Foram fotografados 30 campos e

contadas 700 células e, destas, as células marcadas com DAB.

3.8 Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O método utilizado de eletroforese vertical de gel de poliacrilamida
contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE) é o descrito por Laemmli, (1970).
A separacao foi feita em gel na concentracéo de 12,5% ou 6% de poliacrilamida.
As aliquotas analisadas foram coletadas e solubilizadas em 50 pl de tampao de
amostra (vide abaixo), aquecidas a 100°C por cinco minutos e aplicadas nas
caneletas do gel de empilhamento. A eletroforese correu com voltagem constante
de 120 V até que o corante azul de acompanhamento (azul de bromofenol)
atingisse a borda inferior do gel. Em seguida o gel foi corado com uma solugao de
0,2% de azul de Coomassie em metanol/acido acético/agua (45:10:45 v/v), por 30
minutos e em seguida descorado com acido acético a 7%. Alternativamente, apds
separacao das amostras por SDS-PAGE, o material foi submetido a Western blot.
O padrao de massa molecular usado foi o Prestained SDS-PAGE Standards, Low

Range ou High Range.

Tampédo de amostra: Tris-Base, 0,5mM, pH 6,8; glicerol, 38%; EDTA, 200mM,;

SDS, 20%; B-mercaptoetanol, 4%; e azul de bromofenol.
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3.9 Western blot

Apos a separacdo das amostras por eletroforese, as proteinas foram
transferidas para membranas de nitrocelulose por 1 hora, em amperagem
constante de 50 mA, em um processo semi-seco, na presenca do tampao de
transferéncia (vide abaixo). As membranas foram coradas com uma solugéo de
0,2% de Ponceau. Em seguida, foram lavadas 3 vezes com TBS-TT (vide abaixo),
bloqueadas por 1 hora com 5% de leite desnatado em TBS-TT, e foram incubadas
com os anticorpos de interesse por cerca de 1 hora a temperatura ambiente ou
por 18 horas a 4°C. Apo6s 3 lavagens com TBS-TT, as membranas foram
incubadas com o anticorpo secundario conjugado a peroxidase em TBS-TT por
mais 1 hora, lavadas e a marcacgao revelada por quimioluminescéncia com o Kit
ECL (Amersham). As membranas foram reutilizadas apdés serem tratadas com

tampéao adequado (Tampéao A) por 30 minutos a 60°C.

Tampéo de transferéncia: glicina, 130 mM; Tris, 25 mM; etanol, 20%.
Tampéo TBS-TT: Tris, 50 mM, pH 8.6; NaCl, 150 mM; Tween-20, 0,3%; Triton X-
100, 0,5%.

Tampéo A: B-mercaptoetanol, 100 mM; SDS, 2%; Tris-HCI, 62,5 mM, pH 6.7.

3.10 Padronizacéao das figuras de Western blot

Para padronizagdao do gel foram aplicadas nas amostras 0,5 pug de
imunoglobulina de coelho. Em seguida, as concentragbes de proteinas foram
dosadas pelo método de Bradford e submetidas a eletroforese em gel de

poliacrilamida. A padronizacao é feita a partir da razao entre as areas da proteina
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de interesse e da imunoglobulina obtidas pelo programa Image J utilizando
exposicdes adequadas do filme de raios-X. Os valores destas razbes sao
relacionados ao longo dos resultados. Algumas fotos de Western blot
apresentados correspondem a filmes super-expostos para melhor visualizacio

das bandas das proteinas.

3.11 Obtencéao de vesiculas liberadas pelo parasita Trypanosoma cruzi

As vesiculas liberadas (shedding) no meio de cultura por formas
tripomastigotas foram obtidas de acordo com o procedimento de Gongalves et al.
(1991). Os parasitas coletados, do sexto ao oitavo dia apds infecgdo das células
LLC-MK; in vitro, foram centrifugados a 7500 rpm durante 10 min. O
sobrenadante foi desprezado, o precipitado, contendo os parasitas, foi
ressuspendido em meio de cultura com 5% de SFB na proporgdo de 1 ml para
cada 10° parasitas). Apos a incubagdo de 2 a 3 horas a 37°C em estufa
umidificada, em atmosfera de 5% de CO,, os parasitas foram submetidos a nova
centrifugagcdo a 3.000 rpm durante 10 min. O sobrenadante foi filtrado em
membrana de 0,45 ym e mantido a 4°C até , Cerca de 99% dos tripomastigotas
se apresentam viaveis e com mobilidade apds esse procedimento. Medidos

(Torecilhas et al. 2008). sua utilizacao.

3.12 Extracéao de glicolipideo

As vesiculas, parasitas ou meio de cultivo foram liofilizados e os glicolipideos

foram extraidos sequencialmente com 500 ul de cloroférmio: metanol (C:M) 2:1
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(v/v), 500 pl C:M 1:1 (v/v), 500 pl C:M 1:2 (v/v), sob agitagdo por 1 minuto a
temperatura ambiente. As fases organicas foram separadas apds centrifugagéo
(5.000 rpm, por 10 minutos). Para cada solvente, o processo de extragao foi
realizado 3 vezes. As trés fases de C:M foram reunidas e secas em evaporador
rotatorio. A fracdo C:M é composta principalmente por lipideos neutros e
fosfolipideos. O precipitado foi, entdo, extraido 3 vezes com 500 ul de
Cloroférmio:Metanol:Agua (C:M:H.0) 1:2:0,8 (v/v/v), sob agitagdo por 1 minuto.
Os extratos de C:M:H,O foram separados por centrifugagao (5.000 rpm) por 10
minutos, reunidos e secos em evaporador rotatério. A fracdo C:M:H,O é composta
principalmente de glicolipideos. As quantidades das fragbes C:M:H,O e C:M
utilizadas nos experimentos foram calculadas a partir do equivalente de parasita
utiizados na obtencdo de 150 ung de vesiculas, que corresponde

aproximadamente a 1 X 108 parasitas.

3.13 Peptideos sintéticos e mucinas

Os peptideos sintéticos A (IMRLSYTADNKWETM) e J
(GKKPSVTVTNVFLYNRPLN) foram sintetizados pela Dra. Maria Aparecida

Juliano da UNIFESP.

As mucinas utilizadas durante os estudos foram obtidas pela Dra. Ana

Claudia Trocolli Torecilhas.
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4. RESULTADOS

A primeira etapa do trabalho foi purificar a proteina recombinante Tc85-45.
Em seguida, comegcamos a estudar os efeitos da Tc85-45, do peptideo J e das
vesiculas na expressdo de componentes de matriz extracelular, através de

imunocitoquimica e Western blot.

4.1 Obtencao da proteina Tc-85

Para a realizacao dos experimentos foi escolhido o clone 45 da familia Tc-85
(De Oliveira, R., 2000). A proteina recombinante foi purificada a partir do corpusculo
de incluséo, obtendo-se cerca de 1,5 mg de proteina recombinante a partir de um
litro de cultura de bactérias transformadas e induzidas com IPTG por 4 horas. As
etapas de indugdo e purificagdo foram analisadas por eletroforese em gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) apds coloragdo com Coomassie blue. Como pode ser
verificado, a proteina Tc85-45 apresentou massa molecular de aproximadamente 53

kDa (Figura 3).

Apos a dialise em Tris-Base 0,5% em H>O MiliQ por 16 horas, trocando-se a
solugdo uma vez, a proteina foi cromatografada em uma coluna Detoxi-Gel (Pierce)
para a retirada de fosfolipidios de membrana das bactérias. A Tc-85 foi armazenada

a -20°C até a sua utilizagao.
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Figura 3: Analise da expressao e purificacdo da Tc85-45. O material foi analisado
por eletroforese em gel de poliacrilamida 12,5% e corado com Coomassie blue
0,3% . A — Bactérias induzidas com IPTG; B — Bactérias ndo induzidas; C — Tc85-

45 purificada, mostrando-se tubos que continham a proteina apdés a eluigao.

4.2 Efeito de vesiculas, Tc85-45 e peptideo J na expressdao de Matriz

Extracelular

4.2.1 Por Imunocitoquimica

Para este ensaio, as células foram incubadas, respectivamente, com 150 ug
de Tc85-45, 150 ug de vesiculas ou 10 pg de peptideo J. Como controles do
experimento foram utilizados PBS, 10 ug de peptideo A ou 150 pg de DpfC. Este
ultimo é o dominio recombinante DpfC da proteina HpT, Histidina fosfotransferase,
de Xanthomonas axonopodis pv.atri, que contém uma sequéncia de histidinas e é

purificada de maneira semelhante a Tc85-45.Apds incubacgao e fixacdo, as células
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foram incubadas com anticorpos anti-fibronectina ou anti-laminina. Através da
técnica de imunocitoquimica, verificamos alteragcbes significativas na expressao
aparente de fibronectina (Figura 4) e laminina (Figura 5) em células LLC-MK;
incubadas com vesiculas e, em menor escala, com Tc85-45 para laminina, quando
comparadas aos controles, PBS e DpfC. Células incubadas com o peptideo J nao

apresentaram alteragdes quando comparadas aos controles.

Para quantificar estas altera¢des, foram contadas 700 células em 30 campos
e calculada a porcentagem de células marcadas por DAB (tabela 1). A porcentagem
de células marcadas tanto para fibronectina quanto para laminina € maior para

células incubadas com vesiculas.
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PBS Vesiculas

Peptidco A Tc85-45

DpfC Peptideo J

Figura 4: Deposicao de fibronectina de células LLCMK; incubadas 24 horas com PBS;
150 pg de vesiculas; 10 ug de peptideo A; 150 ug de Tc85-45; 150 ug de DpfC; e 10
Mg de peptideo J. Revelagao com anticorpo anti-fibronectina. Aumento de 40 vezes.
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PBS - o Vesiculas

Peptideo A TC85-45

DpfC Peptideo J

Figura 5: Deposigao de laminina de células LLCMK; incubadas 24 horas com PBS;
150 pg de vesiculas; 10 pg de peptideo A; 150 pg de Tc85-45; 150 ug de DpfC; e

10 ug de peptideo J. Revelagdo com anticorpo anti-laminina. Aumento de 40 vezes.
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Tabela 1. Porcentagem de células epiteliais marcadas na imunocitoquimica.

Contagem de 700 células em 30 campos. Controles: PBS, peptideo A e DpfC.

Anticorpo Incubagéo Células marcadas (%)
PBS 21+6,5
DpfC (150 ug) 20+ 4,8

a-Fibronectina Vesicula (150 ug) 48,6 + 3,1
Tc-85 (150 pg) 30+4,0
Peptideo J (10 pg) 2616
Peptideo A (10 pg) 20+49
PBS 15+2,0
DpfC (150 pg) 19+2,2

a-Laminina Vesicula (150 ug) 447 £ 2,6
Tc-85 (150 ug) 29,5+3,0
Peptideo J (10 pg) 234+54
Peptideo A (10 ug) 18152

4.2.2 Por Western blot — fracao total

Apos os testes com imunocitoquimica, fomos verificar a expressao de

fibronectina e laminina através da técnica de Western blot.

Células LLC-MK; (1x10° por poco) foram cultivadas em placas de cultivo e
incubadas com 150 pg de Tc85-45, 150 pug de vesiculas ou 10 ug de peptideo J e
para controle 10 ug de peptideo A, 150 ug de DpfC ou PBS. Apds 24 horas, os
cultivos celulares foram incubados por 20 minutos com o tampao RIPA, descrito em

material e métodos, sendo coletados os extratos totais destes cultivos (material
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intracelular e extracelular). As fragdes foram dosadas e 20 ug de proteina de cada

amostra foram analisadas pela técnica de Western blot.

Nos extratos totais ndao foram verificadas diferengcas significativas de
expressao de laminina (figura 6) ou de fibronectina (figura 7) para células incubadas
previamente com Tc85-45 e peptideo J. Porém, para células incubadas com
vesiculas, verificamos um aumento de fibronectina (figura 7) quando comparadas ao

controle, mas nao para laminina.

200 —

1l
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Figura 6: Analise da presenca de laminina na extragéo total do cultivo celular: 1 —
PBS (0,4); 2 — Tc85-45 (0,7); 3 — DpfC (0,3); 4 — vesiculas (0,6); 5 — peptideo J
(0,7); 6 — peptideo A (0,7). Revelado com anticorpo anti-laminina. Os valores entre

parénteses referem-se a padronizacgao das figuras.
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Figura 7: Analise da presenca de fibronectina na extragao total do cultivo celular: 1 —
PBS (0,9); 2 — vesiculas (1,9); 3-peptideo A (0,4); 4 —peptideo J (0,6); 5 — Tc85-45
(0,7); 6 — DpfC (0,7). Revelado com anticorpo anti-fibronectina. Os valores entre

parénteses referem-se a padronizagao das figuras.

4.2.3 Por Western blot — fracdes soluvel e insoltvel dos cultivos celulares

Como ha um aumento de reatividade de fibronectina, observada tanto pela
técnica de imunocitoquimica, quanto pelos ensaios de Western blot, fomos verificar
se esta variacao se refletiria no aumento de fibronectina da matriz extracelular. Para
tanto, 1X10° células LLC-MK, foram submetidas a incubagao, como descrito no
ensaio anterior, e separadas as fragdes soluvel e insoluvel dos cultivos celulares. A
fracao insoluvel corresponde a matriz extracelular e, portanto, do material depositado

pela célula.

Verificamos que ha um aumento de reatividade com o anticorpo anti-
fibronectina para as células tratadas com vesiculas tanto na fragao soluvel quanto na

insoluvel (figura 8 e 9). Para os demais ensaios — Tc85-45, peptideo J — e nos
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controles, nao verificamos um aumento de reatividade de anticorpo anti-fibronectina,

confirmando os resultados anteriores.

KDa

100 —

50 —

Figura 8: Analise da presenca de fibronectina na fragao insoluvel do cultivo de célular:
1 — vesicula (1,7); 2 — Tc85-45 (1,0); 3- DpfC (0,4) ; 4 —peptideo J (0,7); 5 — peptideo A
(0,9); 6 — PBS (0,7). Revelado com anticorpo anti-fibronectina. Os valores entre

parénteses referem-se a padronizacao das figuras.

Também realizamos 0s mesmos experimentos para verificar a expressao de
laminina. Na frac&o insoluvel ndo encontramos diferengas na deposicao de laminina
em nenhum dos ensaios (figura 10) e na fragdo soluvel dos cultivos celulares nao
conseguimos detectar laminina. A partir destes resultados, nosso trabalho passou a

se concentrar na verificacdo da presenca de fibronectina nos cultivos celulares.
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Figura 9: Analise da presenca de fibronectina na fracao soltvel do cultivo celular: 1 —
peptideo J (0,2); 2 — peptideo A (0,3); 3 - vesicula (1,8); 4 — DpfC (0,6); 5— Tc85-45
(0,3); 6 — PBS (0,4). Revelado com anticorpo anti-fibronectina. Os valores entre

parénteses referem-se a padronizacao das figuras.

Figura 10: Andlise da presenca de laminina na fracdo insoluvel da cultura de célula:
1 - PBS (1,0); 2 — Tc85-45 (0,6); 3- vesicula (1,0); 4 — DpfC (0,8); 5— peptideo J
(0,8); 6 — peptideo A (0,6). Revelado com anticorpo anti-laminina. Os valores entre

parénteses referem-se a padronizacao das figuras.
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4.3 Vesiculas, TC85-45 e peptideo J ndo induzem a divisao celular

Para verificar se 0 aumento de reatividade do anticorpo anti-fibronectina com
o DAB né&o é causado por um aumento de divisdo celular, células LLC-MK, foram
cultivadas e tratadas com 150 pg de Tc85-45, 150 pg de vesiculas ou 10 ug de
peptideo J e, para controle, 10 ug de peptideo A, 150 ug de DpfC ou PBS e apéds 24
e 48 foram coradas com Hoescht como descrito em material e métodos. Foram
contadas 700 células em aproximadamente 30 campos e destas, contadas as

células em divisao celular e calculadas as porcentagens (tabela 2).

Tabela 2. Porcentagem de células epiteliais em divisdo, submetidas as diferentes pré-
tratamentos. Fora contadas 700 células em aproximadamente 30 campos apés

coloragao por Hoescht.

Incubacéao % de células em divisao % de células em
(24horas) divisdo (48horas)
Vesiculas (150 ug) 2,2+13 1,3+0,7
Tc85-45 (150 pg) 29+1,0 0,9+0,7
Peptideo J (10 pg) 25+15 0,5+0,6
Peptideo A (10 p) 21+14 0,8+0,4
DpfC (150 pg) 27+14 1,1+0,5
PBS 1,8+1,2 04+0,7

Tanto para as células incubadas por 24 horas quanto para as células
incubadas por 48 horas n&do houve um aumento na quantidade de células em diviséo

celular na presenca de vesicula, Tc85-45 e peptideo J quando comparados aos
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controles. O aumento de fibronectina ndo esta relacionado, aparentemente, com um

possivel aumento de células em divisao.

4.4 Efeito dos componentes da vesicula na expressao de fibronectina.
4.4.1 Por imunocitoquimica

Apos verificar que ha um aumento de deposigcédo de fibronectina nas culturas
de células tratadas com vesiculas, fomos averiguar qual das fragdes, protéica ou
lipidica, seria responsavel por este aumento de reatividade. Para tanto a expressao
de fibronectina foi verificada apds a incubagdo com duas proteinas abundantes das
vesiculas e do parasita (Tc-85 e mucinas) e com as fragdes lipidicas extraidas das
vesiculas: uma mistura de cloroféormio e metanol (C:M) e de cloroférmio, metanol e
agua (C:M:H,0), extraidas como descrito em Material e Métodos. Utilizamos como
controle do experimento 150 ug vesicula total, PBS e a fragdo de C:M:H,O obtida de
cultura de tripomastigota. E importante lembrar que a quantidade de lipidios

utilizados corresponde a 150 ug vesicula, cerca de 1X 108 parasitas.

Por imunocitoquimica verificamos que a reatividade do anticorpo com a
fibronectina foi similar ao controle de PBS quando as culturas celulares foram
incubadas com Tc85-45, mucina (figura 11) e a fracdo lipidica da vesicula extraida
com C:M (figura 12). Ja quando as células foram incubadas com a fragdo C:M:H,O
tanto da extragdo de vesicula, como de tripomastigotas, ha um aumento evidente de
reatividade com o anticorpo anti-fibronectina (figura 12). Para confirmar os dados
foram contadas 700 células e calculada a porcentagem de células reativas (tabela

3).
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Vesicula total

Tc85-45 Mucina

Figura 11: Deposicao de fibronectina em células LL-CMK; incubadas 24 horas com PBS,
150 ug de vesiculas, 150 ug de Tc85-45 ou 150 ug de mucina e reveladas com anticorpo

anti-fibronectina. Aumento de 60 vezes.
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C:M:H,0 (1:2:0,8) de meio de cultura C:M:H,0 (1:2:0,8) de vesicula

C:M de vesicula C:M:H,0 (1:2:0,8) de tripomastigota

Figura 12: Deposi¢ao de fibronectina em células LLC-MK; incubadas 24 horas com
C:M:H,O de meio de cultura, C:M:H,O de vesicula, C:M de vesicula ou C:M:H,O de

tripomastigota e reveladas com anticorpo anti-fibronectina. Aumento de 60 vezes.
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Tabela 3. Reatividade de células LLC-MK, com anticorpo anti-fibronectina apés

diferentes tratamentos. Contagem de 700 células em 30 campos

Anticorpo Incubacéo % de células
marcadas
PBS 18 £ 3,7
C:M:H,0 de vesicula 51+6,4
a-Fibronectina  C:M:H,O de tripomastigota 40+5,5
C:M de vesicula 20+5,3
Mucina (150 ug) 244 +58
TC85-45 (150 pg) 28,4 +6,0
Vesicula total (150 ug) 42,3+49

4.4.2 Por Western Blot — fragdes sollvel e insoltvel

Para confirmar os dados obtidos na imunocitoquimica utilizamos a técnica de
Western blot. Neste caso, acrescentamos como controle as fragcdes de
cloroformio:metanol (C:M) e cloroférmio:metanol:H,O (C:M:H,O) obtidas do meio de

cultura utilizado na obtenc&o das vesiculas (DME contendo 5% de soro fetal bovino).

O ensaio foi realizado nas mesmas condi¢gées descritas acima (Tabela 3) e
apos as incubagdes, tanto a fragado soluvel, como a insoluvel (material extracelular)

foram extraidas e a presenca de fibronectina verificada.

Quando analisamos a fragéo insoluvel das culturas de células tratadas com

C:M:H,O de vesiculas e de tripomastigota, verificamos que ha um aumento
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significativo na deposicao de fibronectina quando comparado com os controles
(figura 13 e 14). As incubagbes realizadas com a Tc85-45 e a mucina néao

apresentaram alteragdes significativas quando comparadas aos controles.

1 2 3 4 5 6
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Figura 13: Analise da expressao de fibronectina na fragao insoluvel do cultivo celular: 1
— PBS (1,0); 2 — extrato de C:M:H,0 de tripomastigota (1,5); 3- vesicula total (2,6); 4 —
extrato de C:M:H,O de vesicula (5,3); 5-Tc85-45 (1,2); 6 — mucina (1,2). Revelado com
anticorpo anti-fibronectina. Os valores entre parénteses referem-se a padronizagao das
figuras. Nota: A revelacdo de Western blot utilizada para o calculo da relagao

fibronectina/lgG néo é a apresentada na figura).

Para a fracdo soluvel dos cultivos celulares foi detectado aumento da
expressao de fibronectina para todos os compostos experimentados quando

comparados com o PBS, porém nao ha diferengca da expressao entre eles (Figura

15).



56

1 2 3 4
KDa
100 — ' . '

T

Figura 14: Analise da presenca de fibronectina na fragcao insoluvel do cultivo celular:
1 — PBS (0,7); 2 — vesicula total (2,4); 3- extrato de C:M de meio de cultura DME
(0,6); 4 — extrato de C:M:H,O de meio de cultura DME (0,5). Revelado com anticorpo

50 —

anti-fibronectina. Os valores entre parénteses referem-se a padronizagao das figuras.
Nota: Para o calculo da relagao fibronectina/lgG o gel foi menos exposto a fim de

evitar saturacao de cor.
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Figura 15: Analise da presenca de fibronectina na fragdo solluvel do cultivo celular: 1
— PBS (0,3); 2 — extrato de C:M:H,0 de tripomastigota (0,9); 3 — Tc85-45 (0,9); 4 —
mucina (1,0); 5 — vesicula total (1,0); 6 — extrato de C:M:H,O de vesicula (0,9).
Revelado com anticorpo anti-fibronectina. Os valores entre parénteses referem-se a
padronizagao das figuras.
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4.5 Expressao de fibronectina ao longo do tempo

Ao verificarmos o aumento da deposigao de fibronectina apds 24 horas de
incubagédo com vesiculas totais, fomos verificar como se da essa deposi¢éo ao longo
do tempo. As culturas de células foram incubadas com 150 pg de vesicula total e as
fracdes soluvel e insoluvel dos cultivos celulares coletadas ap6s 0, 3,6, 7,9, 11 e 24
horas e analisadas por Western blot. Verificamos que a deposi¢ao de fibronectina na
fragdo insoluvel aumenta ao longo do tempo (figura 16 A). Para a fragdo soluvel,
observamos um aumento nos cultivos correspondentes a 9 e 11 horas apds
incubagao (figura 16 B). Estes resultados sdo compativeis com a maior quantidade
de fibronectina encontrada nas fragdes insoluveis apds a incubagao da vesicula total

por 11 e 24 horas.

Assim como para as vesiculas totais, analisamos a expressao de fibronectina
ao longo do tempo para as células incubadas com a fracdo C:M:H,O das vesiculas
pela técnica de Western blot. As culturas de células foram incubadas com a fragéo
C:M:H,O das vesiculas e coletadas as fracbes soluvel e insoluvel, dos cultivos
celulares apés 0, 3, 6, 7, 9, 11 e 24 horas. Na fracido insoluvel observamos um pico
de deposicao de fibronectina apdés 3 horas de incubacdo, que ndo se manteve ao
longo do tempo, pois na fragdo insoluvel coletada em 6 horas de incubagéo
verificamos uma diminuicdo de deposicéo de fibronectina quando comparada com a
fragdo coletada as 3 horas (figura 17 A). Nas demais horas as deposi¢des se
mantiveram constantes entre si, porém menores quando comparadas a fragao
coletada as 3 horas e maiores do que a fracdo coletada apds 6 horas de incubagao
(figura 17 A). Na fracdo soluvel do cultivo celular ndo houve uma diferenca

significativa. (figura 17 B).
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(horas) (A) soluvel
(B)
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3 0,9 1,0
6 1,0 1,5
7 1,2 1,4
9 1,7 2,4
11 2,5 2,7
24 3,2 1,6
C

Figura 16: Analise da presenca de fibronectina ao longo do tempo na presenca de
vesiculas totais. A - fragdo insoluvel do cultivo celular; B — fracdo soluvel do cultivo
celular. C — Valores de padronizagao das figuras A e B (razao de fibronectina/lgG de

coelho). Revelado com anticorpo anti-fibronectina.
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Figura 17: Analise da presenca de fibronectina ao longo do tempo na presenca da fragao
C:M:H,0 de vesiculas. A - fracao insoluvel do cultivo celular; B — fragao soluvel do cultivo
celular. C — Valores de padronizacao das figuras A e B (razao de fibronectina/lgG de

coelho). Revelado com anticorpo anti-fibronectina.
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Para confirmar se ha realmente um pico de deposi¢cao de fibronectina apés
incubacdo com a fracdo C:M:H,O de vesiculas apds 3 horas, o ensaio foi repetido
coletando-se agora as fragdes soluveis e insoluveis dos cultivos celulares nos
tempos zero, 30 min, 1, 2, 3 e 4 horas. Observamos na fragao insoluvel dos cultivos
celulares, que apdés 1 hora de incubacdo ja ha a presenca significativa de
fibronectina (figura 18 A), que aumenta nos cultivos celulares incubados por 3 e 4
horas com a fragcdao C:M:H,O de vesiculas (figura 18 A). J& quando analisamos a
fracdo soluvel, verificamos que ha uma grande quantidade de fibronectina presente

apos 3 horas de incubagao (figura 18 B).

0 30° 1 2 3 4
KDa KDa 0 30 1 2 3 4
100 —
B 'R B
100 — ‘
50 — - -
A B

Figura 18: Analise da presenca de fibronectina ao longo do tempo na presenca da
fracdo C:M:H,O de vesiculas. A - fracdo insoluvel do cultivo celular; B — fragao
soluvel do cultivo celular. Revelado com anticorpo anti-fibronectina. Valores de
padronizagao da figura A: zero h = 0,4; 30 min =0,5; 1 h=1,8;2hs =2,3; 3 hs =
3,3;4 hs = 3,2.

Para controle dos ensaios de deposi¢cao de fibronectina ao longo tempo, as

culturas de células foram incubadas com meio DEM com 10% de soro fetal bovino e
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coletado a fragao soluvel e insoluvel apés 0, 3, 6, 9 11 e 24 horas ap6s incubacgao.
Nao detectamos nenhuma alteracédo de fibronectina tanto na fragao soluvel quanto
na insoluvel (Figura 19 A e B), dando assim credibilidade aos ensaios realizados

com vesiculas totais e fragdo C:M:H,0 de vesiculas.

0o 3 6 9 11 24 0o 3 6 9 11 24
KDa
..
100 — i :‘ : ‘. s )
L &
. 2% = "RENEE
- _ . -
A
Tempo de incubacgao Fragao insoluvel Fragao
(horas) (A) soluvel
(B)
0 0,5 0,3
3 0,7 0,4
6 0,5 0,4
9 0,8 0,3
11 0,7 0,5
24 0,8 0.4
C

Figura 19: Analise da presenca de fibronectina ao longo do tempo em células
epiteliais incubadas com a fragao C:M:H,O de meio de cultura DME 5% de SFB.
A - fragao insoluvel do cultivo celular; B — fragao soluvel do cultivo celular. C —
Valores de padronizacao das figuras A e B (razio de fibronectina/lgG de coelho).

Revelado com anticorpo anti-fibronectina.
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4.6 Relacdo dose-resposta

Ao verificarmos o aumento de fibronectina ao longo do tempo tanto para
cultivos celulares incubados com vesiculas totais quanto para os incubados com
extratos C:M:H,0O de vesiculas fomos averiguar se este aumento € dependente da

concentracdo dos compostos adicionados.

Neste ensaio, 1x10° células LLC-MK, foram incubadas por 24 horas com as
seguintes concentragdes de vesiculas totais: 1,5, 15, 45, 60, 90, 120, 150 e 250 ng.
ApoOs este periodo, separamos as fragdes soluvel e insoluvel e em seguida, estas

fracbes foram submetidas a técnica de Western blot (figura 20).

Observamos na fracao insoluvel, que a presenca de fibronectina nos cultivos
celulares aumenta conforme a concentracdo de vesiculas totais também aumenta
(figura 20 A). Na fracdo soluvel dos cultivos celulares, a presenca de fibronectina
permanece praticamente constante em todas as quantidades de vesiculas totais
utilizadas nas incubagdes, a partir de 1,5 ug (figura 20 B). Podemos concluir que a
deposicao de fibronectina pelas células epiteliais € proporcional a concentracao de

vesicula utilizada.

Apos verificarmos que a deposicao de fibronectina é dependente da
concentracdo de vesiculas totais, verificamos como se comportava esta deposicao
em diferentes concentrag¢des da fracado C:M:H,O de vesiculas. As concentracdes de
lipideos foram calculadas a partir do equivalente do parasita para obtencdo da
quantidade (em pg) de vesiculas como descrito anteriormente (1x10® parasitas

equivalem = 150 ug de vesiculas totais). As células foram cultivadas e incubadas por
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trés horas com as quantidades equivalentes de vesicula do extrato lipidico: 1,5, 15,
45, 60, 90, 120, 150 e 250 ng da fragdo C:M:H,O de vesiculas. Escolhemos incubar
as células por 3 horas, pois, nos ensaios de deposicdo ao longo do tempo, os
cultivos celulares incubados com extratos de C:M:H,O de vesiculas apresentaram
uma maior deposicdo de fibronectina apds trés horas de incubagdo. Em seguida
foram separadas as fracdes soluvel e insoluvel e submetidas a analise por Western

blot.

Verificamos que nas fragdes insoluvel e soluvel dos cultivos celulares ha um
aumento de fibronectina. Na fracao insoluvel o aumento de deposi¢ao ocorre a partir
de incubacbes com extratos correspondentes a 90 ug (figura 21 A). As células
incubadas com 250 ug de extrato C:M:H,O de vesiculas apresentaram a maior

deposicao de fibronectina (figura 21 A).
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Figura 20: Andlise da presenca de fibronectina em células epiteliais incubadas com

diferentes concentragbes, em ug, de vesiculas totais. A - fragado insoluvel do cultivo

celular; B — fragao soluvel do cultivo celular. C — Valores de padronizacéo das figuras

A e B (razdo de fibronectina/lgG de coelho). Revelado com anticorpo anti-

fibronectina.
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Figura 21: Presenca de fibronectina em células epiteliais incubadas com diferentes
concentragdes, em g, da fragdo C:M:H,O de vesiculas. A - fragado insoluvel do
cultivo celular; B — fragao soluvel do cultivo celular. C — Valores de padronizagao das
figuras A e B (razido de fibronectina/lgG de coelho). Revelado com anticorpo anti-

fibronectina.
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5. DISCUSSAO

Nosso trabalho teve por finalidade estudar a expressdo de fibronectina e
laminina em células epiteliais, na presenga de vesiculas liberadas pelo Trypanosoma
cruzi e alguns de seus constituintes. Iniciamos provocados por uma observacao de
Nde et al. (2006) pela qual a adicdo de gp83 a cultura de células induzia a expressao
de laminina y1. O mesmo grupo notou também a participagdo de trombospondina-1
(Simmons et al. 2006) na infecgdo pelo parasita e a indugdo de expressdo dessa
molécula na presenga de T. cruzi. Pinho et al. (2002) haviam demonstrado por
imunocitoquimica de fibroblastos e células epiteliais incubadas com vesiculas, um

aumento de laminina, fibronectina e colageno.

Como as vesiculas liberadas constantemente por T. cruzi, fendmeno
descoberto em nosso laboratério (Gongalves et al. 1991) contém expressiva
quantidade de Tc-85 (Alves & Colli 2007; Yoshida 2005), molécula que faz parte da
familia da glicoproteinas gp85/trans-sialidases e considerando a observagao de Nde
et al. (2006) empreendemos este trabalho a fim de verificar a participagdo de
moléculas dessa familia na inducido de expressdo de componentes da matriz

extracelular pelas vesiculas.

Para realizar os experimentos, escolhemos o clone 45 clonado em nosso
laboratdrio, tendo em vista que essa molécula contém, na sequéncia, o motivo RGD,
importante sitio de adesao a integrinas de diversas células (Pytela et al. 1995), além

de conter o dominio FLY, conservado em todos os membros da familia. O peptideo
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J, que contém o dominio FLY, foi escolhido para este trabalho por ser o peptideo
mais estudado em nosso laboratério e que apresentou resultados importantes

descritos na introdugao.

Em nossos resultados, utilizando técnicas imunocitoquimicas, observamos
quantitativa e qualitativamente um aumento de expressdo de laminina para as
culturas celulares que foram incubadas com vesiculas e, em menor escala, com
Tc85-45. Porém a técnica de Western blot ndo confirmou estes resultados, pois,
todos os ensaios com vesiculas, Tc85 e peptideo J levaram a resultados que nao
diferiram significativamente dos controles, tanto nos ensaios realizados com cultivos
celulares totais quanto em suas fragbes soluvel e insoluvel. Nado conseguimos
compreender totalmente essa discrepancia tendo em vista os resultados positivos ja
publicados de Nde et al. (2006) e Pinho et al. (2002). E possivel que nossas
observagdes microscopicas reflitam a observagcdo de poucos campos onde houve
aumento visivel por imunocitoquimica, mas o efeito ndo foi observado por métodos

que avaliam uma média de toda a amostra, como é o caso do Western blot.

Em nossos experimentos fica claro que a incubacdo das células com
vesiculas, mas ndao com Tc85-45 ou peptideo J, leva a um aumento significativo de
células reativas com o anticorpo anti-fibronectina (Fig. 4, 11 e 12). Quando
quantificamos esse aumento em ensaios de Western blot, padronizando-se
devidamente as areas das diferentes bandas contra um padrdo de imunoglobulina
externo, sejam com extratos totais, fragdes soluvel e insoluvel dos cultivos celulares,
apenas as ceélulas incubadas com as vesiculas apresentam um aumento
representativo de fibronectina. Esses resultados confirmam que apenas as vesiculas

interferem na expressédo de fibronectina e que provavelmente ndo é o grupo das
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glicoproteinas Tc85 que induz este aumento, uma vez que os resultados obtidos
para esta molécula ndo diferem dos controles. Aventamos a possibilidade de que as
mucinas — outro componente presente nas vesiculas — pudessem ser responsaveis
pelo aumento de expressao de fibronectina. Finalmente, dedicamo-nos também a

investigacao do possivel papel dos componentes lipidicos no fenébmeno.

Nesta segunda etapa do trabalho, tanto os resultados obtidos por
imunocitoquimica quanto por Western blot nos levaram a excluir as mucinas como
sendo as responsaveis pelo aumento da expressdo de fibronectina. O mesmo
aconteceu com a fragao lipidica combinada, extraida das vesiculas com cloroférmio:
metanol (1:2, 1:1, 2:1 v/v) que extrai fosfolipideos e lipideos neutros. No entanto,
prosseguindo-se a extracdo do restante da fragdo lipidica com
cloroférmio:metanol:agua (1:2:0,8 v/v/v) encontramos uma fragdo que parece conter

os agentes indutores do aumento de fibronectina.

Apesar de nao podermos eliminar por completo a possibilidade de que a
fragdo C:M:H,O contenha restos de proteinas, é forte a sugestdo de que algum tipo
de lipideo contido nessa fragdo seja o responsavel pela alteragdo da expressao de
fibronectina. Musacchio et al. (2006) demonstraram por RT-PCR que acidos graxos
insaturados aumentam a expressao de fibronectina em osteoblastos humanos.
Richardson et al. (2004) sugerem aumento na transcricdo de genes que codificam
componentes da matriz extracelular, principalmente colageno, pela fusdo de acidos
graxos livres no plasma com células do musculo esquelético. As vesiculas liberadas
por Trypanosoma cruzi poderiam estar induzindo a expressao de fibronectina por

meios semelhantes.
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Nos ensaios realizados com vesiculas, a expressao de fibronectina medida na
fracdo insoluvel aumenta gradualmente com o tempo de incubagédo (Fig. 16). Na
fracdo soluvel, parece que a expressdo da proteina se da maximamente até 11
horas de incubagdo, o que seria esperado ja que o maximo de deposicdo externa

ocorre as 24 horas.

Quando analisamos a expressao no decorrer do tempo para cultivos celulares
incubados com a fracao C:M:H,O de vesiculas verifica-se que a expressao de
fibronectina é proporcional ao tempo, mas o maximo de expressao é atingido em

tempos menores (3 horas) quando medida na fragao soluvel.

Usando vesiculas para induzir aumento de expressado de fibronectina
verificamos alguma correlagéo entre concentracdo de vesiculas adicionadas nos
cultivos celulares e expresséo de fibronectina. Esse aumento parece saturar com
150 pg de vesiculas. Para as culturas celulares incubadas com diferentes
quantidades da fragdo C:M:H,O de vesiculas a resposta parece ser proporcional
com expressao significativa com quantidades superiores a 90 ug (equivalente em
vesiculas). Agusti et al 2000 ja haviam demonstrado que, embora os parasitas
fossem ricos em fosfatidiletanolamina e lisofosfatidiletanolamina, o meio de
cultura apds incubagdo com formas tripomastigotas ndo contém quantidades
significativas desses fosfolipidios. Por outro lado, esse mesmo meio € rico em
acidos graxos insaturados principalmente Cq6.1 € C1g.1 € contém fosfatidilcolina e
lisofosfatidilcolina (Agusti et al 2000). No entanto, essas medidas nao foram feitas
nas vesiculas isoladas, mas no sobrenadante de cultura e fosfatidilcolina

comercial, adicionada ao meio, ndo induziu a expressao de fibronectina.
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As extragdes com cloroférmio:methanol (2:1, 1:1, 1:2 v/v) praticamente
eliminam todos os lipideos neutros e os fosfolipideos e mesmo alguns pequenos
glicolipideos menos polares. Por isso, o extrato de cloroférmio:metanol:agua
(1:2:0,8 v/vlv) é constituido por lipideos e glicolipideos bem polares tais como
glicoesfingolipideos e glicosilinositolfosfolipideos. Tendo em vista a abundancia
dos fosfolipideos € possivel que alguns possam ter permanecido nesse extrato,
particularmente os liso-fosfolipideos. O laboratério estd prosseguindo na
identificacdo dos componentes responsaveis pela indugdo da expressdo de

fibronectina.

Durante a infecgao por Trypanosoma cruzi, os componentes de matriz
extracelular apresentam papeis importantes. A fibronectina pode ser uma ponte
para a associacao do parasita a célula e em nosso laboratério a Tc85-11 foi
caracterizada como uma proteina ligadora de laminina (Giordano et al. 1999).
Além disso, a matriz extracelular sofre alteragao durante a infecgao pelo parasita.
Muitos autores sugerem que a alteracdo da modulacédo e da expressao da matriz
extracelular, durante a infeccdo, esta relacionada a resposta imune. Antigenos
liberados pelo parasita ativam células inflamatérias e seus produtos, IFN-y, TNF-a
€ quimiocinas que poderiam contribuir para o aumento da expressao dos
componentes de matriz extracelular. Marino et al. (2003) sugerem que as
alteracbes da matriz extracelular durante a infeccdo dependem de fatores de
crescimento, citocinas e quimocinas produzidas pelas células infectadas pelo
parasita ou sensibilizadas pelos seus antigenos, levando a fibrose do miocardio,
uma caracteristica tipica da doenga de Chagas. Na fase aguda da doenga ha um
aumento de proteinas da matriz extracelular presente no miocardio, incluindo

fibronectina (Garg et al. 2003). Nossos achados podem contribuir para o melhor
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entendimento do processo das modificacbes ocorridas na matriz extracelular
durante a infeccéo pelo parasita Trypanosoma cruzi, podendo as vesiculas e seus
componentes lipidicos, de alguma forma contribuirem, juntamente com a resposta
imune do hospedeiro, para que haja as modificagbes na matriz extracelular e

ocorra o sucesso da infecgao.
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6. CONCLUSOES

e O clone 45 da proteina Tc-85, as mucinas e o peptideo J n&o estdo envolvidos no
aumento da expressdo de componentes (laminina e fibronectina) de matriz

extracelular em células epiteliais LLC-MKjy;

e As vesiculas liberadas por Trypanosoma cruzi apresentam capacidade de

aumentar a expressao de fibronectina, mas, aparentemente, ndo de laminina;

e Lipideos extraidos das vesiculas com Cloroformio:Metanol:H,O estdo envolvidos

no aumento de expressao de fibronectina em células epiteliais LLC-MKy;

e Em células incubadas com vesiculas ou com lipideos delas extraidos, a
expressao de fibronectina é dependente do tempo de incubacéo e da quantidade

de vesiculas ou de extrato presentes na cultura.
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Sequéncia da proteina recombinante TC85-45

ILFTLEGDIHMetRGSHHHHHHGMetASMet TGGQQMetGRD
LYDDDDKDPTLIFVPQKTQVVPKGGTSQETKRDSFISPS
LVSAGGVIAAFAEGQVYTVNAGRQREKTSSDVVAEYIDA
TWDWSTLVGKVNESTWKAHTVLGTTDGTDKRVDFFYYP
TTTTKGNKVFLLAGSLYKHRQTVGNRTYSGFNLRLELVYV
GDVREPTSSEPTERIKWGQIRSLLNESTIAAHEGKWTGF
LAAGGSGVLMetEDGTLVFPLMetATNAAKDDYSMetllYST
DNGSTWALSTGVSPANCTDPRITEWDGSLLMetlVNCKY
SQRVYESRDMetGTTWTEAIGTLPGVWTKSRLLSWDLSL
RVEALITATIEGRKVMetLYTQRGDFSGEKSERALYLWVT
DNNRSFYFGPVGMetDNAVRWEFPSNLLYSDGKLHLLQAQ
RDNGEGSDLSLSRLTGELSTIKSVLSTWSQKDAFISSFSI
PTAGLVAVLSDAASNGTWIDEYLCLNAAVTNATKVKDGF
QLTESNSGVLWFVNTRDDNVRHVSLSHNFTLVASVTIEE
VPSNSTLLLTATSANNNSNHTMetGLSYTADKKWET MetF
EENKKTRRSTWVPKKEHQVALMetLQVKKASVYIDGNSL
GEEELPLKGEAPLELLYFCFGACGEDAGQKTNVKVKNYV
FLYNRPLNKGEFEAStopSG
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