ROBERTA FERREIRA CURA DAS NEVES

Dinamica de componentes da superficie celular
de tripomastigotas do Trypanosoma cruzi
pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener

Dissertacdo apresentada ao Instituto de Microbiologia
Paulo de Goes da Universidade Federal do Rio de
Janeiro, visando a obtencdo do grau de Mestre em
Ciéncias (Microbiologia)

Orientador: Thais Souto-Padron

Instituto de Microbiologia Paulo de Goes
Universidade Federal do Rio de Janeiro
Rio de Janeiro

2009



Livros Gratis

http://www.livrosgratis.com.br

Milhares de livros gratis para download.



FICHA CATALOGRAFICA

Neves, Roberta Ferreira Cura das

Dinamica de componentes da superficie celular de tripomastigotas do
Trypanosoma cruzi pertencentes a cepa Y ¢ ao clone CL-Brener / Roberta Ferreira Cura

das Neves — Rio de Janeiro, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Gées, UFRJ, 2009.
xii, 83f.
Orientadora: Thais Souto-Padron

Dissertacdo (Mestrado em Ciéncias Biologicas) - UFRJ/ Instituto de Microbiologia

Prof. Paulo de Gées/ Programa de Pos-graduagdo em Ciéncias (Microbiologia), 2009.
Referéncias bibliograficas: f. 58 - 83

1. Trypanosoma cruzi 2. Shedding 3. Concanavalina A 4. Ferritina cationizada 5.
Microscopia eletronica 6. Citometria de fluxo I. Souto-Padrén, Thais. II. UFRJ/ Instituto
de Microbiologia Prof. Paulo de Goes/ Programa de Pos-graduacdo em Ciéncias

(Microbiologia), 2009. III. Titulo.

i




O presente trabalho foi realizado no Laboratério de Biologia Celular e Ultraestrutura,
Departamento de Microbiologia Geral, Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goes
(IMPPG), Centro de Ciéncias da Satude (CCS), Universidade Federal do Rio de Janeiro, sob a

orientacao do(a) Prof®. Thais Souto-Padron.

il



AGRADECIMENTOS

Primeiramente a Deus, por sempre me proteger e iluminar meu caminho.

A Thais por ter acreditado em mim e no meu trabalho, pela orientagcdo, ensinamentos e
por toda a compreensao durante esses dois anos. Obrigada por tudo!.

As minhas “florzinhas” do laboratorio, Moa, Anne, Gabi, Cynthia ¢ a mineirinha
Flavinha pela nossa maravilhosa convivéncia, amizade, cumplicidade e “saidinhas”. Em
especial a Ca por toda a amizade, ajuda nos experimentos, conversas € apoio em todos o
momentos, sobretudo naqueles mais dificieis. Adoro muito vocés!.

Aos professores do IMPPG pelas sugestdes e ensinamentos, especialmente, Marta
Branquinha, Angela Hampshire, Rosingela Soares, Anténio Pereira, Marcio Rodrigues,
Eliana Barreto e Ulysses Lins.

A professora Angela Hampshire pela revisdo desta tese.

As “meninas” e o Fernando do laboratério do professor Ulysses pelas nossas
conversas, festinhas e trocas de experiéncias “microscopicas’.

A todos os professores e amigos que fiz no Laboratorio Hertha Meyer. Com certeza
Chagas 2008 sera inesquecivel!

A todos os amigos que fiz em cursos, faculdade e no mestrado. Marcella, Anna Léa,
Alexandre, Elisa, Maristela, Marteka, Susando, Ana Claudia e L1, obrigada pela forca de
sempre. Nao esquecendo da querida amiga Di que, embora distante, nos mantemos unidas,
torcendo uma pela outra. Super obrigada a todos os meus amigos pelos nossos “papos” de
corredor e internet, festinhas e encontros.

A todos da minha mais “nova familia” Loyola Camorim por terem me aceitado como a
“agregada Flavia Roberta” e por todo o incentivo, carinho e preocupacdo. Vocés sao
especiais!

Ao meu maravilhoso namorado, Rogério, pelo amor, companheirismo e amizade
durante esses 4 anos juntos. Pela paciéncia e carinho, principalmente durante esses dois anos
de mestrado. Minha vida ndo seria a mesma sem voc€ ao meu lado. Amo vocé!

Aos meus tios e tias, primos e primas, aos meus queridos e amados avds, por terem me
dado forcas para lutar pelos meus objetivos, pelo amor e por terem compreendido, em alguns
momentos, minha auséncia. Voc€s sdo essenciais na minha vida!

A minha madrinha, por iluminar a minha vida com toda sua alegria e por me ensinar
que mesmo nos momentos mais dificeis temos que ter forcas para lutar e alcangar nossos

objetivos. Saiba que sempre estarei ao seu lado. Amo muito vocé!

v



A minha irmazinha Cris, que s6 de pensar j& me emociono. Para vocé ndo ha palavras,
apenas agradeco por vocé existir. Obrigada por tudo, at¢ mesmo os “puxdes de orelha”. Amo-
te! Nao podia esquecer do meu cunhado Ricardo pela amizade e estimulo.

Obrigada a todos que contribuiram nessa fase tdo importante da minha vida!



Esta tese é dedicada

Aos meus pais, Gloria e Roberto, pelo amor incondicional, por minha formagao
como pessoa € como profissional, sempre me guiando e encorajando para seguir o melhor
caminho. Tenho muito orgulho de ser filha de vocés!

“Seus bragos sempre se abrem quando preciso de um abrago. Seus coragdes sabem
compreender quando preciso de um amigo. Seus olhos sensiveis se endurecem quando preciso
de uma li¢do. A for¢a e o amor de vocés me dirigem pela vida e me dao asas para voar”
(Samantha Bader).

Amo voceés!!!

vi



RESUMO
Roberta Ferreira Cura das Neves

DINAMICA DE COMPONENTES DA SUPERFICIE CELULAR DE
TRIPOMASTIGOTAS DO Trypanosoma cruzi PERTENCENTES A CEPA Y AO CLONE
CL-BRENER

Orientadora: Thais Souto-Padron

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagao em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

No presente trabalho, analisamos o comportamento da superficie de formas
tripomastigotas do Trypanosoma cruzi pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener na
presenca de ferritina cationizada (FC) da lectina Concanvalina A (Con A). Observamos que a
ligacdo da FC dispara o mecanismo de “shedding” dos seus sitios de reconhecimento nos
parasitos da cepa Y, mesmo a 4°C e que esta movimentacdo nao ¢ tdo acentuada em parasitos
do clone CL-Brener. A ligagdo de Con A sobre os parasitos desencadeia o “shedding” de
vesiculas contendo a lectina em parasitos da cepa Y enquanto observamos uma intensa
redistribuicdo dos sitios de ligacdo de Con A para o interior da bolsa e para regido de adesao
flagelo-corpo nos parasitos do clone CL-Brener. Tripomastigotas da cepa Y sdo mais
susceptiveis a lise pelo anticorpo Ch anti-a-gal quando comparados ao clone CL-Brener e o
“shedding” de componentes da superficie dos parasitos da cepa Y os protege da lise por
anticorpos anti-o-gal. A modulagao dos sitios ligadores de FC e Con A ¢ discutido em relagao
a resisténcia a fatores do complemento, a a¢do de defensinas e de proteinas ligadoras de
manose (MBPs) in vivo. A analise do material liberado por ambas as amostras em meio de
cultura na auséncia de soro (sobrenadante total) pelos tripomastigotas de ambas as amostras ¢
semelhante tanto quantitativa quanto qualitativamente com peptidios variando entre 25 a 110
kDa. Observamos também no sobrenadante total atividades proteoliticas. Essas atividades sao
mais intensas em pH 5,5 em parasitos do clone CL-Brener ¢ em pH 10 na cepa Y. A
incubacdo dos parasitos na presenca de PMA ativa a liberacdo de proteinas na cepa Y,
observado pelo aumento da intensidade das bandas em SDS-GAGE e parece ndo afetar os
parasitos do clone CL-Brener. A analise do meio de incubacdo dos parasitos por MET
mostrou também a presenca de vesiculas variando de 40 a 250nm

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi, Shedding, Concanvalina A, Microscopia eletronica ¢
Citometria de fluxo

Rio de Janeiro
Julho de 2009
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ABSTRACT

Roberta Ferreira Cura das Neves

DYNAMICS OF CELL SURFACE COMPONENTS OF Trypanosoma cruzi
TRYPOMASTIGOTES FROM THE Y STRAIN AND CL-BRENER CLONE.

Orientadora: Thais Souto-Padron

Resumo da Dissertacdo de Mestrado submetida ao Programa de Pds-Graduagdo em Ciéncias
(Microbiologia), Instituto de Microbiologia Prof. Paulo de Goées da Universidade Federal do
Rio de Janeiro, como parte dos requisitos necessarios para a obtengdo do titulo de Mestre em
Ciéncias Biologicas.

In the present study, we analyzed the behavior of the surface of trypomastigote forms
of Trypanosoma cruzi belonging to the Y strain and CL-Brener clone in the presence of
cationized ferritin (CF) and the lectin Concanvalin A (Con A). We observed that CF triggers
the shedding of their binding sites in Y strain parasites, even at 4 °C, and that this process was
not as pronounced in parasites of CL-Brener clone. The binding of Con A to Y
trypomastigotes triggered the shedding of Con A-containing vesicles whereas in CL-Brener
parasites presented an intense redistribution of Con A binding sites into the flagellar pocket
and to the flagellum-cell body adhesion region. Y strain trypomastigotes were more
susceptible to lysis by Ch anti-a-gal antibody when compared to clone CL-Brener. Shedding
of cell surface components, after incubation with CF and Con A, protected Y parasites from
lysis by anti-a-gal. Cell surface modulation by FC and Con A was discussed in relation to the
resistance to complement, the activity of defensins and mannose binding proteins (MBPs) in
vivo. In the absence of serum (total supernatant), the material released by both types of
trypomastigotes in the culture medium was similar to each other, ranging from 25 to 110 kDa.
We also analyzed the proteolytic activities present in the supernatants. CL-Brener clone and Y
strain activities were more intense at pH 5.5 and 10, respectively. The incubation of the
parasites in the presence of PMA activated the release of proteins by the Y strain parasites,
observed by an increase in intensity of bands in SDS-PAGE, whereas parasites of CL-Brener
clone seem not to be affected by that. The analysis of the incubation medium under TEM
showed the presence of membrane vesicles ranging from 40 to 250 nm.

Key-Words: Trypanosoma cruzi, Shedding, Concanvalin A, Cationized Ferritin, Electron
Microscopy, Flow cytometry.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doencga de Chagas e Trypanosoma cruzi

A Doenca de Chagas ¢ uma doenga tropical, endémica em grandes areas das Américas
do Sul e Central, que afeta cerca de 18 milhdes de pessoas (WHO, 2002, MONCAYO, 2003,
GARCIA ET AL, 2007). O seu agente etiologico ¢ o Trypanosoma cruzi, protozoario pertencente
a ordem Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae, que apresenta um ciclo de vida
heteroxénico alternando entre um hospedeiro invertebrado ¢ um vertebrado. Os hospedeiros
invertebrados sdo insetos hematofagos, popularmente conhecidos como “barbeiros”, que
pertencem a Classe Hemiptera, Familia Reduviidae e subfamilia Triatominae, sendo as
principais espécies representantes Rhodnius prolixus, Triatoma infestans e Panstrongylus
megistus. Dentre os hospedeiros vertebrados podemos citar o homem, animais domésticos
como o gato € o cdo, ¢ animais silvestres como roedores, primatas, o tatu € o gamba, sendo
esses dois ultimos considerados os animais reservatorios do parasito na natureza (revisio em DE
SOUZA, 1984; ZINGALES & COLLI 1985; TYLER & ENGMAN, 2000). Durante o seu ciclo biologico,
o T. cruzi possui trés formas de desenvolvimento: amastigota, tripomastigota e epimastigota

(Fig.1) (revisio em DE SOUZA, 1984, 2002).
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Figura 1: Formas de desenvolvimento do T. cruzi diferenciam-se morfologicamente pelo formato do corpo e
localizagdo do cinetoplasto (seta azul) em relagdo ao nticleo (seta vermelha) e regido de onde o flagelo emerge da
bolsa flagelar. (a) Amastigota, oval com cinetoplasto em forma de bastdo localizado anteriormente ao nucleo e
pequeno flagelo ndo aderido ao corpo do parasito; (b) Tripomastigota, alongado, cinetoplasto arredondado e
posterior ao nucleo com flagelo longo percorrendo o corpo celular aderido a membrana plasmatica; (C)
Epimastigota, fusiformes, cinetoplasto em forma de bastdo localizado antero-lateralmente ao nucleo e flagelo
emergindo lateralmente no corpo celular (adaptado de DOCAMPO et al., 2005).

No inseto vetor o ciclo inicia quando este, durante o repasto sangiiineo, se alimenta de
sangue de um hospedeiro vertebrado infectado, ingerindo assim formas tripomastigotas

sangiiineas. No lumen do intestino do inseto vetor, as formas tripomastigotas se diferenciam e



proliferam sob a forma epimastigota. Estas formas colonizam o tubo digestivo do inseto e ao
atingirem a ampola retal (por¢ao final do intestino) se diferenciam em formas tripomastigotas
metaciclicas, formas ndo proliferativas, que sdo eliminadas juntamente com as fezes e urina
do inseto durante o repasto sangiiineo em um mamifero (BRENER & ALVARENGA, 1976). As
formas metaciclicas penetram nas células do hospedeiro vertebrado (revisto por TYLER &
ENGMAN, 2000) levando a formagao de um vacuolo parasitoforo (ANDRADE & ANDREWS, 2004;
DE SOUZA, 2005), do qual escapam (ANDREWS & WHITLOW, 1989; ANDREWS, 1994, ANDREWS et
al., 1990), para entdo alcancarem o citoplasma, onde se diferenciam em formas amastigotas,
que se multiplicam por divisdo binaria. Apos varios ciclos de divisdo, as formas amastigotas
se diferenciam em formas tripomastigotas, que sao liberadas pelo rompimento da célula
infectada, podendo assim invadir células vizinhas ou infectar outros tecidos, caso sejam
transportados pelas correntes sangiiinea e linfatica (BRENER & ALVARENGA, 1976; MORTARA et

al., 2005; ANDRADE & ANDREWS, 2005) (Fig.2).

1.1.1. Diversidade biol6gica entre as cepas do T. cruzi

Estudos sobre o ciclo bioldgico in vivo e in vitro, realizados com diferentes cepas de T.
cruzi, mostraram diferengas significativas no pico de parasitemia, no tropismo celular ¢ na
resisténcia ao sistema imune do hospedeiro vertebrado (BRENER, 1980), como ocorre nas cepas
Y e CL (BRENER, 1977). A utilizagdo de cepas com diferentes caracteristicas como, por
exemplo, diferentes graus de viruléncia ¢ uma ferramenta importante na identificacdo de
mecanismos de interacdo parasito-hospedeiro desenvolvidos por diferentes patdgenos
(ZINGALES & COLLI, 1985).

No caso do T. cruzi, a primeira evidéncia morfologica da diferenca entre cepas ¢ a
quantidade relativa de formas tripomastigotas finas e largas, que podem ser observadas tanto
no sangue de hospedeiros infectados, quanto no meio de cultivo de células. Embora ndo se
saiba definitivamente qual é a verdadeira importancia das formas largas ¢ finas em T. cruzi,
diferentemente do que ¢ descrito em tripanosomas Africanos (VICKERMAN, 1962, 1969;
BRENER, 1965), o fato é que se tomarmos como exemplo a cepa Y, observaremos que ela ¢
composta principalmente por tripomastigotas finos, enquanto a cepa CL ¢ composta

primordialmente por tripomastigotas largos.
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Figura 2 — Ciclo biologico do Trypanosoma cruzi. (1) Durante o repasto sangiiineo, o triatomineo infectado
pelo T. cruzi libera, juntamente com as fezes e urina, formas tripomastigotas metaciclicas; (2) Estas formas
penetram nas células do hospedeiro vertebrado (3) levando a da formagdo de um vacuolo parasitéforo, (4) do
qual escapam, (5) para entdo alcangarem o citoplasma, onde se diferenciam em formas amastigotas, que se
multiplicam por divisdo binaria; (6) As formas amastigotas se diferenciam em formas tripomastigotas, (7) que
sdo liberadas pelo rompimento da célula infectada, (8) podendo assim invadir células vizinhas ou infectar outros
tecidos, caso sejam transportados pelas correntes sangiiinea e linfatica; (9) o inseto vetor ao se alimentar de
sangue de um hospedeiro vertebrado infectado, ingere formas tripomastigotas sangiiineas, que no limen do
intestino do inseto vetor se diferenciam e proliferam sob a forma epimastigota (1) e ao atingirem a ampola retal
se diferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas, reiniciando o ciclo.



A capacidade de aglutinagdao na presenca de lectinas e a influéncia de diferentes
residuos de agucar na interagdo com células hospedeiras sdo distintas entre diversas cepas de
T. cruzi (PEREIRA et al., 1980). Essas duas caracteristicas estdo ligadas a composi¢do do
glicocalice dos parasitos e a capacidade de mobilidade de sitios de reconhecimento das
lectinas (revisto em DE SOUZA, 1995). Estudos prévios mostraram que a ligagdo da lectina
concanavalina A (ConA), que reconhece residuos de manose e glicose, a superficie de formas
tripomastigotas ¢ capaz de mobilizar componentes de superficie, induzindo a formagdo de
agregados destas moléculas nas regides anterior e posterior do corpo do parasito (SZARFMAN
etal., 1980).

Outro agucar importante na biologia do T. cruzi é o acido sialico. Sua presenca confere
carga negativa a superficie das diferentes formas de desenvolvimento do T. cruzi, sendo a
forma tripomastigota a mais negativa, seguida das formas amastigotas e finalmente dos
epimastigotas (revisto em DE SOUZA, 1995). A carga de superficie ¢ diferente para cada espécie
de tripanosomatideos estudada, no entanto, cepas e clones de uma mesma espécie apresentam
valores médios de carga de superficie idénticos ou bem semelhantes. Observamos, porém, que
em algumas cepas a carga de superficie dos individuos ¢ mais concentrada em determinados
valores, enquanto em outras a distribuicdo ¢ mais alargada, criando com isto cepas mais ou
menos homogéneas (revisto em DE SOUZA, 1995; ZINGALES & COLLI, 1985). A carga de
superficie ¢ um dos fatores que influencia diretamente a interacdo entre células. A distribui¢ao
de cargas entre individuos de uma cepa pode ser um fator decisivo para o sucesso ou
insucesso do processo de adesdo e internalizagdo (ARAUJO-JORGE & DE SOUZA, 1984;
CIAVAGLIA, CARVALHO & DE SOUZA, 1993).

Um outro aspecto importante ¢ a andlise do repertorio protéico das diferentes cepas do
T. cruzi. Estudos tém demonstrado uma alta diversidade genética e, conseqiientemente uma
grande heterogeneidade nas propriedades biologicas de diferentes cepas, acarretando
diferencas no ciclo de vida (RUIZ et al., 1998; WESTON, PATEL & VAN VOORHIS, 1999; RISSO et al.,
2004), na expressao de fatores de viruléncia (RISSO et al., 2004), no tropismo celular (MELO &
BRENER, 1978), na expressio de proteinas de superficie envolvidas na mobilizagdo de Ca**, na
capacidade do parasito penetrar em diferentes tipos celulares (RUIZ et al., 1998) e, finalmente,

na capacidade em escapar ou manipular/subverter o sistema imune do hospedeiro (KRETTLI &
NUSSENZWEIG, 1977; CAMARGO et al., 1997, GARZON et al., 2005; OURY et al. 2005; MATHIEU-
DAUDE et al., 2007).



1.2. Mecanismos de escape

Durante o curso das doengas parasitarias, na medida em que os hospedeiros e parasitos
evoluem para se adaptarem uns aos outros, observa-se o desenvolvimento de mecanismos
seletivos importantes, principalmente na manutencdo da sobrevivéncia dos parasitos.
Patogenos intracelulares obrigatdrios necessitam evadir o sistema imune do hospedeiro, para
garantir a sua sobrevivéncia e manutencdo desses microorganismos (BOGDAN &
ROLLINGHOFF, 1999). Alguns parasitos sdo capazes de produzir moléculas semelhantes as do
hospedeiro, caracterizando um processo de mimetismo, que em T. cruzi ¢ apontado como
sendo o processo responsavel pelo comportamento autoimune da doenga de Chagas (BLOOM,
1979; VAN VOORHIS et al., 1991; GIRONES et al., 2005).

Um segundo mecanismo, denominado disfarce antigénico, também baseado na
capacidade do parasito se “esconder” do sistema imune, ¢ a apropriacdo de moléculas do
hospedeiro, exibindo-as na sua superficie como albumina, heparina, identificadas na
superficie de tripanossomatideos (MUKHOPADHYAY,1989; DWYER, 1976; HERRERA et al., 1994)
e o fator acelerador do decaimento humano (DAF), que acelera a dissociagdo da C3
convertase tanto da via alternativa quanto da via cldssica do sistema complemento
identificado na superficie do T. cruzi (CAPRON & DESSAINT, 1989) ¢ do Schistosoma mansoni
(HORTA & RAMALHO-PINTO,1991) e imunoglobulinas ndo especificas foram descritos em
diversos parasitos como no S. mansoni (LOUKAS et al., 2001), os cestodas Taenia crassiceps
(KALLINA & MCMANUS, 1993), T. solium (WHITE et al., 1997), T. pisiformis (GRAIG, 1988),
Echinococcus multilocularis (ALKARMI et al., 1988) e E. granulosus (BAZ et al., 1998), os
nematodos Heligmosoides polygyrus (ENRIQUEZ et al., 1992), protozoarios como Toxoplasma
gondii (VERCAMMEN et al, 1999) e espécies patogénicas da familia Trypanosomatidae
(VINCENDEAU & DAERON, 1989; MIRANDA-SANTOS & CAMPOS-NETO, 1981), além de bactérias
como Brucella abortus (BRICKER et al., 1991) e Streptococcus spp. (RAEDER & BOYLE, 1993).

Além do mimetismo, muitos outros parasitos tém a capacidade de se isolar das
agressoes do ambiente em que se encontram, através do mecanismo de encistamento, como €
o caso de E. granulosus, Toxocara canis, Pneumocystis carinii, Entamoeba ou ainda
Toxoplasma gondii. O fato destes parasitos se manterem dentro de cistos, os protege ndo so da
a¢ao do SI como também de outras condigdes desfavoraveis (CAMUS et al., 1995, BLOOM, 1979).

Um quarto mecanismo de escape ¢ a variacdo antigénica, observada em muitos
patdgenos importantes, como o Plasmodium sp e T. brucei (GUPTA, 2005). A superficie celular
do T. brucei é composta principalmente por antigenos glicoprotéicos denominados

glicoproteinas variaveis de superficie (VSG) que tém sua expressdo controlada por diferentes



genes (FERGUSON & CROSS, 1984), mas apenas um unico gene € expresso por vez (CROSS,
1996). A capacidade das formas sangiiineas de sintetizarem rapidamente as VSGs, em um
tempo entre 1-2 horas, ¢ possivel devido ao controle da sintese de mRNA dessas moléculas.
Estes genes se localizam no teldmero de um cromossomos e sua transcricdo se inicia a partir
de um sitio de expressao (SE) encontrado no telomero. Uma copia da VSG ¢é duplicada para
um cassete, translocada para a expressdo local no telomero, tornando-se ativa.
Alternativamente, alguns genes sdo expressos sem ser em duplicata. Nestes casos, o SE ativo
em um cromossomo ¢ silenciado e um outro sitio ativo no cromossomo ¢ ativado
(STOCKDALE et al., 2008). Subseqiientemente, a VSG ¢é liberada para o meio extracelular,
através da hidrolise da ancora de GPI (BULLOW, NONNENGASSER & OVERATH, 1989) e acao de
endoproteases (“shedding”), requerendo a participagdo de metaloproteases nesse processo
(BANGS et al., 2001).

A remocdo de componentes de superficie também possibilita a evasdo do sistema
imune. Os constituintes da membrana plasmatica sdo continuamente renovados através da
exocitose, endocitose ou através do “shedding” (DANIAK, 1991). A exocitose ¢ um processo
importante para o aporte dos componentes da membrana plasmatica, enquanto a endocitose
permite que as células modulem a resposta a estimulos exogenos como, por exemplo,
hormonios e fatores de crescimento. Este processo chama-se “down-regulation” pos-
transcricional. E um fenémeno rapido, dependente do ligante e geralmente baseado numa
endocitose acelerada, seguida de um direcionamento destes complexos receptor-ligante para
uma via degradativa, tendo como principal fun¢do a inibicdo da geragdo continua de sinais
induzidos por estes ligantes (CARPENTER & COHEN, 1976). No T. brucei, sabe-se que quando a
as VSGs sdo reconhecidas pelo sistema imune, formando o complexo IgG-VSG, esses sao
encaminhados para compartimentos da via endocitica, onde a imunoglobulina ¢ degradada e
de onde as VSGs podem retornar a superficie celular (PAL et al., 2003; OVERATH & ENGSTLER,
2004; FIELD et al., 2007).

Um outro mecanismo de remog¢ao de componentes da superficie celular se da pelo
“shedding” (liberagdo) de proteinas de membrana. A fluidez da membrana plasmatica permite
a redistribui¢do de proteinas de superficie, induzindo a formacdo de agregados de proteinas
em algumas regides da superficie celular, processo conhecido como “capping”, descrito pela
primeira vez em linfécitos (NICOLSON, 1976). Algumas possiveis hipoteses existem para se
explicar o papel funcional deste processo no T. cruzi. Uma delas ¢ que estes agregados
formados facilitem sua eliminacdo da superficie, através do mecanismo de “shedding”.
Também ¢ possivel que esta mobilidade de antigenos de superficie induzida por anticorpos no

T. cruzi ou em outros parasitos confira resisténcia as defesas do hospedeiro (DE SOUZA, 1984).
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Segundo o modelo de “zipper”, a fagocitose mediada por receptores Fc, presentes na
superficie de macrofagos, requer que os parasitos tenham anticorpos distribuidos de maneira
homogénea em sua superficie. Sendo assim, parasitos que apresentam perfis de “capping” ndo
seriam ingeridos. O “shedding” de proteinas de superficie pode ser bastante importante na
patogénese de diversas doengas (DELLA SBARBA & ROVIDA, 2002). Estudos mostraram tanto o
“capping” como o “shedding” em Entameoba histolytica (CALDERON ET AL., 1980; GUILLEN et
al, 1998) e em tripanosomatideos patogénicos como T. cCruzi (SZARFMAN et al., 1980,

GONCALVES et al., 1991, TORRES, 2006) e Leishmania amazonensis (SARAIVA et al., 1989).

1.3. Mecanismo de “Shedding”

O “shedding”, por defini¢do, ¢ a liberagdo de constituintes da superficie celular na
forma soluvel ou associado a vesiculas sem afetar a viabilidade celular (TARABOLETTI et al.,
2002). O “shedding” de vesiculas, também denominado esfoliacao, foi descrito por Vitteta &
Uhr (1972), que estudaram a liberagdo de imunoglobulinas em linfocitos murinos de bago. A
liberagdo de constituintes soluveis depende da atividade proteolitica, que cliva ectodominios
das proteinas transmembrana, enquanto que as vesiculas sdo liberadas a partir da membrana
plasmatica. Com excec¢do da protedlise, a maioria dos processos de “shedding” pode requerer
que as moléculas que irdo ser liberadas possuam alguma mobilidade no plano da membrana

plasmatica (DOETSCHMAN, 1980).

1.3.1. ““Shedding” de ectodominios

O “shedding” de ectodominios ¢ uma modificagdo pds-translacional irreversivel de
proteinas transmembrana, que ocorre pela acdo de endoproteases (“shedases”, ou secretases
ou convertases), resultando na liberagao (“shedding”) de uma grande porgao, freqiientemente,
toda a por¢ao extracelular (ectodominio) das proteinas (DELLA SBARBA & ROVIDA, 2002). O
“shedding” de ectodominios representa uma estratégia importante e eficiente para a regulagao
da atividade de diferentes moléculas regulatérias, como receptor-ligante, moléculas de adesao
e ectoenzimas (WERB & YAN, 1998, DELLA SBARBA & RODOVIDA, 2002). A clivagem
proteolitica dos dominios extracelulares de proteinas transmembrana permite que as células
alterem rapidamente a composicdo da superficie celular e liberem mediadores soluveis, que
atuam em células vizinhas (GUTWEIN et al., 2002). Este processo ¢ denominado de “down-
modulation” ou “trans-modulation” e é independente da presenca de um ligante ou de um

receptor funcionalmente ativo (DOWNING et al., 1989). Uma das maneiras pela quais o
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“shedding” de proteinas transmembranas parece ocorrer ¢ através da clivagem de seqiiéncias
de aminoacidos, ainda pouco caracterizadas, localizadas entre o dominio extracelular e a
regido transmembrana, bem proxima a superficie celular (EHLERS et al., 1996).

Os ectodominios liberados podem ter diversas fungdes bioldgicas, por exemplo: (a) a
“down-modulation” na superficie celular, resultando numa inibi¢do direta da interagdo
receptor-ligante € uma conseqiiente alteracdo dos efeitos regulatérios e/ou adesivos de
moléculas exibidas na célula; (b) a geracao de receptores soliveis, que poderdo competir com
seus proprios ligantes, alterando a concentracdo efetiva de ligante na célula; (C) ou ainda a
geragdo de porgdes transmembrana/citoplasmaticas das moléculas, que podem ter fungdes de
sinalizag¢ao diferente das moléculas originais (DELLA SBARBA & ROVIDA, 2002).

Com relacdo a liberacio de componentes de membrana, duas classes de
metaloproteinases estdo relacionadas com shedding de ectodominios: membros da familia das
desintegrinas / metaloproteases (ADAMs — “a disintegrin and metalloproteases™) e
metaloproteases da matriz (MMPs — “matrix metalloproteases™). As ADAMs sdo proteinas de
membrana caracterizadas por um dominio conservado, que consiste de uma seqiiéncia sinal
N-terminal seguida por um pro-dominio, a metaloprotease, e dominios de desintegrina, uma
regido rica em cisteina, freqiientemente contendo uma repeticdo do fator de crescimento
epidermal, um dominio transmembrana e uma cauda citoplasmatica (BLACK & WHITE, 1998,
SCHLONDORFF & BLOBEL, 1999) (Fig. 3- A e B). Em ambas as classes de proteases, o pro-
dominio desempenha um papel crucial na regulacdo da atividade proteolitica. A
ADAMI17/TACE medeia a liberacdo de TNF-a, L-selectina ¢ TGF-o (PESCHON et al., 1998).
ADAMI10/KUZ ¢é uma a-secretases para a clivagem do APP (Proteina Percursora Amieldide)
(LAMMICH et al., 1999). ADAM9 (IZUMI et al., 1998) ¢ ADAMI10 (LEMJABBAR & BASBAUM,
2002) estdo envolvidas no “shedding” do ectodominio de fator de crescimento epidermal
ligante de heparina, ancorada & membrana.

As metaloproteinases da matriz (MMPs) sdo produzidas por diferentes tipos celulares
como lipdcitos, células sinusoidais e células de Kupffer, e atuam modificando ou degradando
a matriz extracelular das células eucaridticas e desempenham um papel na modelagem de
tecidos normais e diferenciagdo durante o desenvolvimento. Sua sintese e secre¢do parecem
ser importantes nos processos fisiologicos, incluindo respostas inflamatdrias, morfogénese,
invasdo tumoral e patogénese em muitas doengas. Kajita e col. (2001) demonstraram que
MTI1-MMP podem clivar CD44, o receptor celular mais importante para acido hialurdnico.
Outras MMPs podem clivar moléculas da superficie celular como, por exemplo, receptores de

quimiocina e Fas ligantes (EGEBLAD & WERB, 2002, OSENKOWSKI et al., 2004).



A liberagdo de proteinas soluveis, através do “shedding” de ectodominios, ¢ a
conseqiiéncia de duas vias compartilhadas, um mecanismo de sinalizagdo intracelular
envolvendo a proteina quinase C (KIESSLING & GORDON, 1998) € um outro mecanismo
independente dessa via, tais como a clivagem proteolitica mediada por metaloproteases,
dependentes de zinco (SCHLONDORFF & BLOBEL, 1999), tirosinas cinases do tipo
citoplasmatica (CTK) (INGLEY, 2008), proteinas cinases ativadas por mitdégenos (MAPKS)
(MONTERO et al., 2002), proteina cinase A (PKA) (ISLAM et al., 2008), fosfolipase A (PLA)
(MONTESEIRIN et al., 2005), fosfolipase C (GRUSZYNSKI et al., 2003, PARKIN et al., 2003) €

calmodulina (ANNABI et al., 2001).

A B
" " . o Figura 3- Organiza¢do do dominio desintegrina-
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1.3.2. “Shedding™ de vesiculas de membrana

O “shedding” de vesiculas de membrana ¢ um fendmeno comum em células tumorais
(CASSARA et al., 1998, DOLO et al., 1994) e em algumas células normais (DAINIAK, 1991). Tais
processos podem ocorrer tanto in Vivo como in vitro. Esse processo parece ser um importante
mecanismo para interacao célula-célula e célula-matriz (CASSARA et al., 1998).

As vesiculas de “shedding” sdo liberadas no meio extracelular como conseqiiéncia de
eventos de brotamento (PILZER et al., 2005). O isolamento dessas vesiculas demonstrou que as

mesmas derivavam de dominios de membrana ricos em proteinas, dentre elas enzimas
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proteoliticas (LIOTTA et al., 1977; GINESTRA et al., 1997; CASSARA ET AL., 1998), com baixos
conteudos de fosfolipidios e uma grande quantidade de colesterol e esfingomielina,
denominadas plataformas lipidicas (“lipid rafts””) (VAN BLITTERSWIJK et al., 1982, CASSARA et
al., 1998) (Fig. 4). As plataformas de membrana sdo resistentes a solubilizacdo por detergentes
e estdo envolvidas em varias fungdes celulares, como sinalizacdo celular, enderegamento

molecular e trafego de membranas (SIMONS & IKONEN, 1997; LAFONT et al., 1999).

“Shedding”
deVesicula de
membrana

Figura 4- Liberac¢do de vesiculas de membrana.
A esfoliagdo (shedding) da membrana plasmatica
permite a liberagdo de vesiculas para o meio
extracelular. Modificado de Pilzer et al. (2005) e
Dainiak, (1991).

Os mecanismos de sinalizacao envolvidos no “shedding” de vesiculas ainda nao estao
totalmente elucidados (COLTEL, 2006). Entretanto, alguns desses ja foram descritos como
importantes para eventos de brotamento de vesiculas oriundas da membrana plasmatica, como
a participacdo de ions de calcio (SHUKLA et al., 1978; MORGAN, 1985, 1987; COMFURIUS et al.,
1990, CARAFOLI, 1994; RATAJCZAK et al., 2006; MOSKOVICH & FISHELSON, 2007), cinases
(CYBULSKY et al., 1990; KRAUSS & FISHELSON, 2000; KRAUS, SEGER & FISHELSON, 2001; revisto
em PILZER et al., 2005; revisto em COLTEL et al., 2006) € proteases (WIEDMER et al., 1990; FOX et al.,
1990, 1991). Mais recentemente, foi demonstrado que o ATP, via seu receptor P, X7, pode ativar
uma esfigomielinase 4cida, provocando a liberagdo de vesiculas da membrana de astrocitos

em um processo dependente de p38 MAPK (BIANCO et al., 2009).

1.4. Modulacdo de componentes de superficie em Tripanosomatideos

Devido a fluidez da membrana plasmatica, alguns componentes de superficie sofrem
difusdo lateral no plano da membrana, na presenga de substincias que sdo responsaveis por
essa mobilidade, como anticorpos e lectinas, devido principalmente a presenca de dois ou
mais sitios de ligacdo dessas moléculas com a superficie celular, facilitando o processo de

aglutinacdao. Além dessas, foi descrita a participacdo da ferritina cationizada na formacao de
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agregados de sitios anidnicos em linfocitos (BUTMAN et al., 1980) e em plaquetas humanas
(BEHNKE, 1987). Tais mudangas nos componentes da membrana permitem a formacao de
agregados pontuais (“patches”) e total (“caps”) e podem ser subseqiientemente endocitados, o
que permite a renovacao das proteinas da membrana plasmadtica ou liberados no meio
extracelular.

Dentre os protozoarios, a Entamoeba histolytica ¢ tida como um modelo para a
descricdo dos processos de “capping” e ‘“shedding”. H4 uma intensa movimentagcdo de
componentes da membrana plasmatica de trofozoitos de E. histolytica na presenca de
anticorpos ¢ Con A, que estad sob influéncia do citoesqueleto celular (PINTO DA SILVA ET AL,
1975; GITLER ET AL., 1984; ESPINOSA-CARTELLANO & MARTINEZ-PALOMO,]994).

O “capping” em tripanossomatideos ja foi observado in vitro em diferentes formas de
desenvolvimento pertencentes aos géneros patogénicos da familia Trypanosomatidae. No
género Leishmania, Doyle e col. (1974) mostraram o “capping” de imunocomplexos, quando
formas promastigotas de L. enriettii foram incubadas com anticorpo de cobaias infectadas e
tais moléculas induziram a formag¢do de agregados de antigenos de superficie. Esse processo
se mostrou dependente de temperatura ¢ energia. Em L. amazonensis, a incubag¢do com
ferritina cationizada induziu o “capping” e o “shedding” de sitios anidnicos desse parasito.
Esse processo foi inibido por azida sddica, mas nao a baixa temperatura (4°C) (SARAIVA et al.,
1989). Em T. brucei, foi demonstrado o “capping” e o “shedding” de glicoproteinas de
variagdo antigénica (VSG) da forma tripomastigota sanguinea (BARRY , 1979; OVERATH &
ENGSTLER, 2004; SEYFANG et al., 1990).

Em T. cruzi, foi demonstrada a movimentacdo de componentes de membrana das
formas tripomastigotas sangiiineas, quando incubadas na presenca de soro obtido de pacientes
chagésicos ou de camundongos infectados (SCHUMUNIZ et al., 1978, 1980). Observou-se que
este processo era dependente de energia e de temperatura e que variava de acordo com a cepa
do parasito utilizada. Enquanto o “capping” ¢ facilmente obtido com parasitos da cepa Y ¢
dificil induzir tal processo nas formas tripomastigotas da cepa CL. O tratamento com
citocalasina B ou colchicina, por sua vez, ndo interferiu na formagdo desses agregados,
indicando uma participacdo pouco expressiva do citoesqueleto na movimentacdo de
moléculas da superficie (SCHUMUNIZ et al., 1978, 1980) (Fig.5 —A e B). O “capping” na
superficie de formas tripomastigotas do T. cruzi também foi observado em experimentos

realizados em presenga de Con A (SZARFMAN et al., 1980).
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Figura 5: Dindmica dos antigenos de superficie das formas tripomastigotas da cepa Y na presenga de soro de
paciente chagasico. Tripomastigotas incubados com soro e incubados a 0°C por 30 minutos e a seguir por mais
15 minutos a 37°C. Segue-se incubagdo com Igs anti-humanas conjugadas com peroxidase, e a seguir re-
incubadas a 37°C por 30 minutos. A marcagdo com peroxidase mostra em (A) a formagao de “capping” e em B a
liberacio (“shedding”) de vesiculas de membrana (seta) recobertas pela peroxidase. (SCHMUNIZ et al., 1980).

No T. cruzi o “capping” dos antigenos de superficie pode levar ao “shedding” do
complexo antigeno-anticorpo, explicando, desta maneira, a presenga de antigenos circulantes
(exoantigenos) no soro, nos rins € na urina de animais infectados e de pacientes nas fases

aguda e cronica da doenga de Chagas (DZBENSKI, 1974; CASTRO & RIBEIRO DOS SANTOS, 1977;
DE SIQUEIRA et al., 1979; SCHUMUNIZ et al., 1980; ARAUJO, 1981; BONGERTZ et al., 1981; ARAUJO et

al., 1987). A ocorréncia de antigenos do parasito em tecidos e 6rgdos nos quais parasitas
intracelulares ndo sdo visualizados ou sobre células ndo infectadas foi descrito na fase cronica
da doenga de Chagas e isso pode explicar o aumento no nimero e no tamanho das lesdes
inflamatoérias observadas (RIBEIRO DOS SANTOS & HUDSON, 1980; BEN YOUNES-CHENNOUFI et
al., 1988).

Estudos prévios mostraram que antigenos de superficie do T. cruzi sao
constitutivamente eliminados da superficie do parasito através de “shedding”, envolvendo a
formag¢dao de vesiculas da membrana plasmatica (GONCALVES et al, 1991). Os autores
mostraram também que as vesiculas possuiam de 20 a 80 nm de didmetro e que a analise por
SDS-PAGE mostrava diversas proteinas, dentre elas um antigeno de superficie de 85 kDa,
TC8S, envolvido no processo de interagdo com células hospedeiras, cujo “shedding” era

inibido na presenca de inibidores da glicosilagdo do tipo N (GONCALVES et al., 1991; ABUIN et
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al., 1996) (Fig. 6). Além dessa proteina, um antigeno especifico do T. cruzi também foi

observado associado a vesiculas (OUAISSI et al., 1992)

Figura 6: Localizagdo imunocitoquimica do antigeno TC-85 em formas tripomastigotas de T. cruzi pertencentes
a cepa YuYu. As células foram pré-fixadas e entdo marcadas com o anticorpo monoclonal anti-TC85 (H1A10) e
subseqiientemente incubadas na presenca de anticorpo anti IgG de camundongo complexada com particulas de
ouro coloidal. As vesiculas que sdo liberadas apresentam o antigeno em questdo (GONCALVES et al., 1991).

Além das proteinas que estdo associadas a vesiculas, existem aquelas que sdo liberadas
na forma soluvel como o T-DAF, o antigeno SAPA, o Ssp-4, principal antigeno da superficie

de amastigotas, além de alguns membros da familia trans-sialidades (JOINTER et al., 1988;
ANDREWS et al., 1988; DE TITTO & ARAUJO, 1988; AFFRANCHINO et al., 1989; CAMPETELLA et al.,

1992; FREVERT et al., 1992). Estudos também demonstraram que algumas proteinas podem ser
liberadas através da clivagem de ancoras de GPI, devido a acdo de fosfolipase C (MORTARA et
al., 2001). Além da fosfolipases C, o T. cruzi possui outras duas classes de enzimas, uma delas
inibida pela o-fenantrolina, presentes nas formas epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas

(SCHENKMAN et al., 1988).

1.4.1. Proteases em tripanossomatideos

As proteases sdo enzimas hidroliticas capazes de clivar ligagdes peptidicas nas
proteinas e fragmentos de proteinas (BARRET, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001). Estas enzimas
podem ser classificadas de acordo com: a) o tipo de reagdo catalisada, sendo exoproteases e
endopeptidases. As exopeptidases atuam na por¢do amino-terminal, liberando um residuo de
aminoacido, um dipeptideo ou um tripeptideo ou na por¢do carboxi-terminal, liberando um

residuo de aminoécido ou um dipeptideo. As endopeptidases sdo aquelas enzimas que clivam
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ligagdes peptidicas internas da cadeia polipeptidica.; b) a natureza quimica do sitio catalitico,
dividindo as endoproteases em subclasses do tipo serina, cisteina, aspartico, treonina,
glutdmico peptidase e metaloproteases, devido a presenca de um residuo de serina, cisteina,
dois acidos asparticos, treonina, acido glutdmico, e um ion, normalmente o Zn2+, no sitio ativo
da enzima, respectivamente (BARRET, 1994; BARRET, RAWLINGS & O’BRIEN, 2001).

Nos tripanossomatideos, ja foram detectadas metalo, cisteina, (BRANQUINHA et al.,

1996), serina-proteases € aspartico peptidases (ITOW & CAMARGO, 1977, CAMARGO, ITOW &
ALFIERI, 1978, NORTH, COOMBS & BARRY, 1983; ASHALL, 1990; VALDIVIESO, DAGGER &

RASCON, 2007). Estas enzimas tém se mostrado importantes na interagao parasito-hospedeiro,
participando na invasdo da célula hospedeira, escape ou modulagdo do sistema imunologico,
por degradagdo ou inativagdo de moléculas do sistema imune do hospedeiro, remodelagem do
parasito durante a diferenciagdo celular, dentre outras fungdes (McKERROW et al., 1993).

No T. cruzi, a principal cisteina proteinase detectada ¢ uma glicoproteina monomérica
de 60 kDa, altamente imunogénica denominada gp57/51 ou cruzipaina (MURTA et al., 1990). A
cruzipaina esta presente em todas as cepas e clones até hoje testados, assim como em todas as
formas de desenvolvimento deste tripanossomatideo, com os maiores niveis detectados na
forma epimastigota (TOMAS & KELLY, 1996), estando associada principalmente ao sistema
endocitico/lisossomal e reservossomas em epimastigotas (MURTA et al., 1990; SOUTO-PADRON
et al, 1990, SOARES, SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1992). Pode também estar presente na
superficie de amastigotas e epimastigotas e na bolsa flagelar das trés formas de
desenvolvimento (SOUTO-PADRON et al., 1990). Dentre as varias fungdes associadas a essa
protease, sabe-se que a cruzipaina estd relacionada com a degradacdo protéica,
metaciclogénese (BONALDO et al,, 1991; TOMAS, MILES & KELLY, 1997), multiplicacdo do
parasito nas células do hospedeiro (MEIRELLES et al., 1992) e provavelmente no escape do
sistema imune (GRUPPI, CERBAN & VOTTER-CIMA, 1997) e invasdo (SCHARFSTEIN et al., 2000;
APARICIO et al., 2004).

Dados prévios sugerem que a cruzipaina seja secretada para o meio externo onde
atuaria sobre um precursor peptidico, associado ao parasito, presente, provavelmente, em
membranas liberadas pelo mecanismo de “shedding” (APARICIO et al., 2004).

Além da cruzipaina, foi também descrita no T. cruzi uma cisteina-proteinase de 30kDa
(GARCIA et al., 1998; NOBREGA et al., 1998), sendo sua fun¢@o ainda pouco conhecida, além de
proteinas da familia das calpainas (cisteina proteinase dependente de célcio). Calpainas
descritas em Leishmania donovani, foram denominadas caldonopaina (BHATTACHARYA, DEY
& DATTA, 1993). D'AVILA-LEVY e cols. (2006) mostraram, em L. amazonensis, que a inibigdo
de calpainas III pelo seu inibidor MDL28170 promoveu alteragdes no crescimento celular.
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Recentemente, observou-se em formas epimastigotas do T. cruzi a ligagdo de anticorpos anti-
calpaina de Droshophila melanogaster em estruturas no citoplasma do parasito (SANGENITO et
al., 2009).

No T. cruzi, ndo apenas a cruzipaina esta relacionada com os processos de invasdo e
infectividade, sendo essas propriedades também atribuidas, tanto nesse protozoario como em
outros tripanossomatideos, as metaloproteases.

No género Leishmania, as formas promastigotas das espécies patogénicas ao homem
expressam em abundancia uma glicoproteina de superficie de 60-65 kDa, ancorada a
membrana por uma ancora de GPI, com atividade de metaloproteinase, denominada gp63 ou
leishmaniolisina ou protease de superficie das formas promastigotas (PSP), ou protease de
superficie majoritaria (MSP) (ETGES et al., 1986; BORDIER et al., 1986, 1987; MEDINA-ACOSTA et
al., 1993; SCHLAGENHAUF et al., 1998), a qual ¢ distribuida por toda a superficie celular das
formas promastigotas, incluindo o flagelo (FONG & CHANG, 1982; YAO et al., 2003). Essa
metaloprotease majoritaria, além de estar ancorada na superficie celular das formas
promastigotas do género Leishmania, ja foi detectada no meio extracelular, associada a
vesiculas de membrana e na forma soluvel (JAFLE & DWYER, 2003; revisto em SANTOS,
BRANQUINHA & D’AVILA-LEVY, 2006). Interessantemente, demonstrou-se que a liberagdo da
gp63 parece ser dependente da sua autoprotedlise (McGWIRE et al., 2002).

No T. cruzi, foi identificada uma familia de genes gp63 constituida de multiplos
grupos, cuja inibicao por ligacdo com anticorpos especificos bloqueia parcialmente a infec¢ao
de células Vero, sugerindo uma possivel fun¢do desta metaloprotease no processo de infec¢ao
in vitro (CUEVAS et al., 2003). Recentemente, essa gp63 “like” de T. cruzi foi idenficada em
todas as formas de desenvolvimento do parasito (KULKARNI et al., 2009).

Outras metaloproteases na faixa de 50 a 70 kDa, também foram identificadas no T.
cruzi, associadas a sua membrana (BONALDO et al., 1991; LOWNDES ET AL., 1996). A expressao
de metaloproteases ¢ considerada quantitativamente e qualitativamente heterogénea entre as
cepas ¢ as formas de desenvolvimento do T. cruzi (LOWNDES et al., 1995).

Como ja mencionado, as serina proteases também sdo encontradas em
tripanossomatideos, em varias cepas do T. cruzi (ITOW & CAMARGO, 1977) e nos géneros
Crithidia, Leptomonas, Herpetomonas, Trypanosoma ¢ Leishmania (CAMARGO, ITOW &
ALFIERI, 1978; NORTH, COOMBS & BARRY, 1983, ASHALL 1990). De uma forma geral, essas
enzimas em tripanossomatideos apresentam um alto peso molecular e sdo consideradas
enzimas citoplasmaticas (LOWNDES et al., 1990). As serina oligopeptidases do grupo das prolil
peptidases clivam, na sua maioria, peptideos apds residuos de prolina. Um subgrupo menor

dessa familia cliva substratos no lado carboxil de residuos de aminoacido basicos sendo
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denominada de serina oligopeptidase B. Esse subgrupo foi identificado em T. brucei, T. cruzi
e Leishmania.

No T. cruzi, detectou-se uma serina proteinase de 120 kDa, pertencente a familia das
prolil oligopeptidases de serina hidrolases, no citosol de formas epimastigotas e
tripomastigotas do T. cruzi, estando envolvida na interagdo parasito-hospedeiro (revisto por
BURLEIGH & WOOLSEY, 2002). Foi verificado, também, que o T. cruzi secreta uma serina-
proteinase de 250 kDa, que parece ser importante para o mecanismo de adaptacdo durante o
seu ciclo de vida, além de ser altamente antigénica (MARTINS et al., 1994).

Ainda com relagdo as serina proteinases, também foi demonstrado que as formas
tripomastigotas, amastigotas ¢ epimastigotas do T. cruzi secretam uma prolil-oligopeptidase
ndo-lisossomal de 80 kDa (POP Tc80), com alta especificidade para coldgeno humano tipos I
e IV, sugerindo que esta enzima pode facilitar a disseminagdo da doenca de Chagas
(SANTANA et al., 1997; JOYEAU et al., 2000; GRELLIER et al., 2001; BASTOS et al., 2005).

Embora mecanismos que provocam a liberagao de componentes da superficie celular

ja sejam conhecidos no T. cruzi (JOINTER et al., 1988; ANDREWS et al., 1988; DE TITTO & ARAUJO,
1988; AFFRANCHINO et al., 1989; CAMPETELLA et al., 1992; FREVERT et al., 1992 GONCALVES et al.,

1991; OUAISSI et al., 1992), ndo se sabe a real contribui¢ao de cada um deles na modulacao da
superficie do parasito, como também ndo se conhece se 0s mesmos mecanismos sao utilizados

por diferentes cepas.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo geral

Este trabalho visa analisar qualitativa e quantitativamente o processo de libera¢do de
componentes da superficie celular (“shedding”) nas formas tripomastigotas do T. cruzi,
identificando a contribui¢do do “shedding” de ectodominios e do “shedding” de vesiculas na

modula¢ao da superficie do parasita.

2.2. Objetivos especificos

. Analisar, por microscopia eletronica de transmissdo e microscopia eletronica de
varredura, a localizagao dos sitios de ligacao para a FC e a ConA em parasitos vivos.

. Analisar quantitativamente, por citometria de fluxo, a modulagdo dos sitios de ligacao
de Concanavalina A.

o Analisar o material liberado pelo parasito quanto a quantidade e perfil de proteinas

liberadas, e atividade proteolitica.

. Observar vesiculas liberadas no meio de cultivo, por microscopia eletronica de
transmissao
. Analisar a influéncia de PKC no processo de “shedding”.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Parasitos

Foram utilizadas as formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi pertencentes a cepa
Y, isolada de um caso agudo humano de doenga de Chagas (SILVA & NUSSENZWEIG, 1953) e
ao clone CL-Brener (ZINGALES et al., 1977). Tripomastigotas de cultivo celular foram obtidos
do sobrenadante de células LLC-MK, previamente infectadas. O sobrenadante das células
contendo os parasitos, foi coletado e centrifugado a 500 x g durante 5 minutos. Esta etapa
separa os restos celulares e as formas amastigotas, que ficaram no sedimento, das formas
tripomastigotas, que permaneceram no sobrenadante. Como uma quantidade significativa de
tripomastigotas ficou retida no sedimento, o tubo contendo a amostra foi incubado a 37°C por
2-3 h, para que esses tripomastigotas saissem do sedimento e retornassem ao sobrenadante. O
sobrenadante foi, entdo, coletado e centrifugado a 2000 x g durante 12 minutos, para obteng¢ao

dos tripomastigotas puros.

3.2. Cultivo de células hospedeiras

As células LLC-MK, foram cultivadas em garrafas de cultura de 25 cm” ou 75 cm’ e
mantidas em meio RPMI-1640 suplementado com 10% de soro fetal bovino, a 37°C em
atmosfera contendo 5% de CO,. A manutencao dessas células foi realizada através de
repiques. Para o repique das células, o0 meio RPMI-1640 contendo 10% de soro fetal bovino
foi retirado e as garrafas de culturas foram lavadas com solugdo salina tamponada (PBS) e
incubadas com solugdo de Tripsina-Verseno durante 1 minuto. A seguir, esse liquido
contendo a tripsina foi removido e as células foram ressuspensas em meio de cultura RPMI-
1640 acrescido com 10% de soro fetal bovino, para que se soltassem da garrafa. Uma vez

soltas, as células foram transferidas para novas garrafas de cultura.

3.3. Infeccao de células hospedeiras

Células LLC-MK, foram infectadas 24 h apos o repique, quando as culturas ainda ndo
se encontravam totalmente confluentes. A infecc¢do foi feita tendo 10:1 como relagdo parasito-
hospedeiro. Os parasitos ficaram em contato com as células por 24 horas. Apds este tempo, os
parasitos foram removidos e, entdo, as células infectadas foram mantidas em meio RPMI

suplementado com 10% de soro fetal bovino a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,. As
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células infectadas foram cultivadas em meio RPMI-1640, suplementado com 10% de soro
fetal bovino, e mantidas a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO, pelo tempo necessario
para a conclusdo do ciclo intracelular do parasito que ¢ de aproximadamente 5 e 10 dias para a
cepa Y e para o clone CL-Brener, respectivamente. Apds a liberacdo das formas
tripomastigotas, as garrafas de cultura foram mantidas em meio RPMI-1640, suplementado

com 2% de soro fetal bovino a 37°C em atmosfera contendo 5% de CO,.

3.4. Efeito de Ferritina Cationizada (FC) e da lectina Concanavalina A (ConA) na

movimentagdo e “shedding” de componentes de superficie.

Tripomastigotas (2 x 10’ parasitos/ml), obtidos de meio de cultura, foram lavados em
meio RPMI sem soro e incubados no mesmo meio, contendo 10 pg/ml de FC ou do complexo
ConA-ouro coloidal (8-10 nm de didmetro), por 30 minutos a 4°C e entdo centrifugadas a
20.000 x g a 4°C. Uma aliquota foi imediatamente fixada em solugdo de glutaraldeido 2,5 %
em tampao cacodilato de sddio 0,1 M com cloreto de calcio SmM e 3,7 % de sacarose por 1 h
a temperatura ambiente. Duas outras amostras foram lavadas 1 vez com RPMI sem soro a 4°C
para remogao da ferritina ndo ligada ao parasito e incubadas por mais 30 minutos nesse
mesmo meio € na mesma temperatura (“shedding a 4°C”). Apos este periodo, uma das
amostras foi centrifugada a 4°C e fixada e a outra amostra foi, entdo, incubada a 37°C por
mais 30 min (“shedding” a 37°C). Apos esta incubagdo, a amostra foi fixada como citado
acima. Para servir como controle do efeito da FC e da ConA sobre movimentacao de sitios de
superficie nos parasitos vivos, uma parte da mesma amostra de tripomastigotas foi pré-fixada
em solugdo de glutaraldeido 1 % em tampao cacodilato de s6dio 0,1 M com cloreto de célcio
SmM e 3,7 % de sacarose por 10 min a temperatura ambiente, lavada 2 vezes em PBS,
incubada durante 30 min na presenga de 10 pg/ml de FC e ConA em PBS a temperatura
ambiente, lavada 2 vezes em PBS e re-fixada em solucao de glutaraldeido 2,5 % em tampao
cacodilato de s6dio 0,1 M com cloreto de calcio SmM e 3,7 % de sacarose por 1 h a
temperatura ambiente. As amostras foram processadas para andlise por microscopia eletronica
de varredura e transmissdo, conforme sera descrito mais adiante.

Amostras foram também incubadas na presenca do conjugado ConA fluorescente
(ConA-FITC, 10 npg/ml), seguindo os mesmos procedimentos descritos acima. A Unica
modificagdo feita foi o tipo de fixador utilizado, que foi a formalina 3,7% em PBS. Apos a
fixacdo, as células foram processadas para analise por citometria de fluxo, conforme sera

descrito no item 3.13.
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3.5. Ensaio de lise pelo anticorpo Ch anti-a-gal

Para avaliar o efeito litico do anticorpo Ch anti-a-gal sobre as formas tripomastigotas
realizamos os experimentos conforme descrito anteriormente por Pereira-Chioccola e col.
(2000). Formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y ¢ ao clone CL-Brener (4 pl em meio
RPMI sem SFB; 1 x 10’ parasitos/ml) foram pré-tratadas por 10 minutos a 37°C com 10
ug/ml FC ou Con A, ou somente com meio de cultura. A seguir, foram adicionados 8 ul do
anticorpo Ch anti-a-gal (20 pg/ml) e a mistura foi incubada por 30 minutos a 37°C. Foram
contados em camara de Neubauer o numero de tripomastigotas moéveis e livres (ndo
aglutinados). Os resultados foram expressos em porcentagem (média * desvio padrdo) de
parasitos moveis e livres, comparados com o controle. Experimentos foram realizados em

triplicata.

3.6. Ensaios de “Shedding”

Os ensaios que realizamos sao relativos a andlise das moléculas liberadas no meio de
cultivo pelas formas tripomastigotas. Como essas formas possuem uma baixa atividade
endocitica e exocitica (revisado em CLAYTON, HAUSLER & BLATTNER, 1995; McCONVILLE et
al., 2002; DE SOUZA, SANT’ANNA & CUNHA-E-SILVA, 2009), inferimos que a liberacdo de
moléculas se faz majoritariamente através do mecanismo de “shedding”. Como sdo descritas
pelo menos duas formas de “shedding”, o “shedding” de ecto-dominios e o “shedding” de
vesiculas, analisamos esses dois tipos de material, conforme sera descrito mais adiante. O
ensaio de “shedding” mais geral possibilita a obtengdo dos dois tipos de material liberado.
Para isto, tripomastigotas purificados, obtidos como descrito no item 3.1, foram lavados em
solucdo salina balanceada de Hank (HBSS) sem soro e incubados em tubos Ependorff por 3 h
a 37°C em HBSS sem soro. Cada tubo contém no minimo 2 x 10 parasitos/ml e apés este
tempo os tubos foram centrifugados a 13.000 % g por 4 min e os parasitos € o sobrenadante
foram recolhidos para posterior andlise. A contagem dos parasitos foi feita em cdmara de

Neubauer, ap6s fixacdo em formalina 10% em PBS (liquido de contagem).

3.6.1. Avaliacédo da viabilidade dos parasitos apds o ensaio de ““shedding”

Todos os ensaios realizados com os parasitos foram acompanhados pela verificagdo da

viabilidade, através do teste de exclusdo do corante azul de Trypan (PATTERSON, 1979). Em
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todos os experimentos analisados o percentual de lise foi menor de 10%, tanto para a cepa Y

quando para o clone CL-Brener.

3.6.2. Isolamento das vesiculas de membrana liberadas no meio de cultivo (vesiculas de
““shedding”)

Sabe-se que componentes da superficie do T. cruzi sdo constitutivamente eliminados
da superficie do parasito, através de “shedding”, envolvendo a formacdo de vesiculas da
membrana plasmatica (GONCALVES et al., 1991; OUAISSI et al., 1992). Com intuito de verificar o
tamanho e a forma das vesiculas liberadas no meio de cultivo pelas formas tripomastigotas do
T. cruzi, o sobrenadante, obtido como descrito no item 3.6, foi centrifugado a 100.000 x g por
1 h a 4°C em ultracentrifuga Beckman, utilizando o rotor SW 50. Apds esse tempo, o
sedimento foi ressuspenso em PBS pH 7.2 e analisado por microscopia eletronica de

transmissao.

3.7. Avaliagcao de componentes liberados pelos tripomastigotas no meio de cultura

Com o objetivo de identificar e comparar os componentes liberados pelas formas
tripomastigotas, pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener do T. cruzi, analisamos o perfil
protéico e proteolitico do sobrenadante obtido, apos ensaio de “shedding” dos parasitos

pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener, como descrito no item 3.6.

3.7.1. Analise quantitativa das proteinas liberadas no meio de incubacao

O sobrenandante total obtido como descrito no item 3.6. foi dosado, segundo o método
de Bradford (1951), utilizando solugdo de albumina (BSA) na concentragao de 1 mg/ml para
constru¢do da curva-padrao e 50 pl de uma solucdo de Coomasie Briliant Blue G-250
(Coomasie Blue-G a 0,025%, etanol a 11,75% e &cido fosforico a 21,25%) e 50 ul de PBS pH
7.2. A leitura foi realizada, ap6s 10 min de contato dos sistemas reacionais com o corante, em
leitor de ELISA em 595 nm de comprimento de onda. Como o nosso trabalho se refere a
analise comparativa de duas amostras de T. cruzi e em situagdes nas quais avaliamos células e
sobrenadante, utilizamos um total de 2 x 10’ parasitos/ml e padronizamos a quantidade de

proteinas relativas a essa concentracdo de parasitos.
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3.7.2. Analise do perfil protéico das diferentes amostras

Analisamos o perfil protéico dos tripomastigotas pertencentes a cepa Y e ao clone CL
Brener, dos seus respectivos sobrenadantes totais, obtidos como descrito no item 3.6. Para a
analise dos sobrenadantes, os mesmos foram concentrados em Speed Vac® plus (SC 110°
Savant Cover KC110 B) por cerca de 2 horas. O perfil eletroforético protéico foi determinado,
segundo protocolo descrito por Laemmeli (1970) contendo um gel de poliacrilamida a 12%
(SDS-PAGE) e um gel de empacotamento a 3%, utilizando-se de um Mini Protean II (BioRad
Laboratories, Richmond, Calif). As amostras (30 pg/ml) foram diluidas a 1:4 em tampao de
amostra 4 X (10% de glicerol, 10% de SDS, 1% de azul de bromofenol, 7% de pB-
mercaptoetanol em tampao Tris-HCI1 0,5 M, pH 6,8) e fervidas por 3 minutos, a 100°C, antes
da aplicagdo no gel. A corrida do gel ocorreu em sistema vertical, com tampao de corrida 1X
(0,192 mL de glicina, 0,4% de SDS, Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8). Foi aplicada uma voltagem
constante de 100V durante 2 horas a temperatura ambiente. As bandas protéicas foram
visualizadas, utilizando-se solu¢ao corante contendo 0,2% de Coomassie Brilhant Blue R em
metanol: 4cido acético: agua destilada (50:10:40 v/v/v) ou com solugdo de nitrato de prata
(GONCALVES, NEHME & MOREL, 1984). Como descorante foi utilizada uma solugdo contendo
50% de metanol e 10% de 4cido acético em agua destilada. Padrdes de massas moleculares
conhecidas foram utilizados, aplicando-se 5 pl do marcador de peso molecular Page Ruler™
Prestained Protein Ladder Plus (Ferramentas Life Science). A aquisi¢do da imagem do gel, a
analise densitométrica e massa molecular das bandas protéicas foram realizadas utilizando o

aparelho Molecular Imager® Gel Doc™ equipado com o softwarer Quantity One® 1-D.

3.7.3. Andlise da atividade proteolitica das diferentes amostras

Analisamos a atividade de cisteino proteases e metaloproteases presentes nos
tripomastigotas pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener, nos seus respectivos
sobrenadantes totais, obtidos como descrito no item 3.6. As proteases foram caracterizadas
por SDS-PAGE a 12,5% (com um gel de empacotamento a 3%), contendo 0,1% de gelatina
(Sigma) como substrato co-polimerizado ao gel (HESSEN & DOWDLE, 1980). Aos géis foram
aplicados os extratos de tripomastigotas lisados e os sobrenadantes (50 pg/ml) em tampao de
amostras 4X (10% de glicerol, 10% de SDS, 1% de azul de bromofenol, em tampao Tris-HCI
0,5 M, pH 6,8 em uma diluicdo de 1:4) utilizando um Mini Protean II (BioRad Laboratories,
Richmond, CA). A corrida eletroforética foi realizada em sistema vertical com tampao de

corrida 1X (0,192 m de glicina, 0,4% de SDS, Tris-HCI 1,5 M, pH 8,8), aplicando-se uma
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voltagem constante de 120V, a 4°C. Ao término da corrida, os géis foram incubados em 1%
Triton X-100 com e sem 10uM de E-64 (inibidor de cisteina proteinase), por 1-2 horas, a
temperatura ambiente, com agitacdo suave. Os géis foram, entdo, lavados com agua destilada
e incubados por 48 horas, a 37°C em 50 mM de tampao fosfato, pH 5.5, suplementado com 2
mM de ditiotreitol (DTT) (condicdo que favorece a atividade de cisteina proteinase) ou em
tampao 1 M pH 10 (condicao que favorece a atividade de metaloprotease), na presenca € na
auséncia dos inibidores proteoliticos citados anteriormente. Depois da digestdo enzimatica, a
revelacdo das bandas proteoliticas foi feita, primeiramente, através da coloragdo do gel com
0,2% de Coomassie Brilhant Blue R em metanol:acido acético: agua destilada (50:10:40
v/v/v) e, finalmente, descorados em solugao contendo 7% de metanol e 5% de acido acético, a
temperatura ambiente, com agitacdo suave, por aproximadamente 16 horas (SANTOS et al.,
1999). Padrdoes de massas moleculares conhecidas foram, utilizados aplicando-se 5 pl do
marcador de peso molecular PageRuler™ Prestained Protein Ladder Plus (Fermentas Life
Scinece). A aquisi¢do da imagem do gel, a analise densitométrica e massa molecular das
bandas protéicas foram realizadas, utilizando o aparelho Molecular Imager® Gel Doc™

equipado com o Software Quantity One® 1-D.

3.8. Analise da regulagdio do processo de “shedding”

A ativacdo do ‘“shedding” em células de mamiferos possui, pelo menos, dois
mecanismos: a ativacdo de proteinas cinases € a agao de metaloproteases (revisado em DELLA
SBARBA & ROVIDA, 2002). Para avaliar a participacdo da proteina cinase C (PKC) na
sinalizagdo do “shedding” em T. cruzi, utilizamos o acetato de forbol miristato (PMA), um
ativador inespecifico da PKC. Os tripomastigotas (2 x 10’ parasitos/ml) foram incubados na
presenca de PMA (100 ng/ml) durante 1 h a 37°C em meio HBSS. O efeito do mesmo foi
avaliado através da dosagem protéica e do perfil de proteinas do sobrenadante total, como
descrito em 3.7.1 e 3.7.2. Estas amostras também foram processadas para observacdo ao

microscopio eletronico de transmissdo, conforme serd descrito mais adiante.

3.9. — Observacgdo das vesiculas de “shedding” por contrastacdo negativa

Para a analise do tamanho e da formas das vesiculas de “shedding”, ap6s isolamento
conforme descrito no item 3.6.2., as mesmas foram observadas por contrastacdo negativa ao
microscopio eletronico de transmissao FEI Morgagni 268. Foi aplicada uma pequena gota,

contendo as vesiculas, sobre uma grade de cobre de 300 “mesh” previamente coberta com
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filme de Formvar e metalizada com carbono. Ap6s 5 minutos, o excesso de liquido foi
removido, com o auxilio de um papel de filtro e sobre as amostras adicionados 5 ul de acetato
de uranila 2%, diluido em 4gua por 5 minutos. A seguir, com o auxilio do papel de filtro, pela
lateral da grade, o excesso do liquido foi removido e aplicados 5 pl de uma solugao contendo
2% de metilcelulose e 2% acetato de uranila até o dia seguinte, quando a grade estava seca

(adaptado de POTOLICCHIO et al., 2005).

3.10. Processamento de amostras para imunofluorescéncia

Parasitos fixados, obtidos nos diferentes tratamentos, conforme descrito no item 3.5,
foram lavados duas vezes em PBS e aderidos em laminulas previamente cobertas com poli-L-
lisina (0,1 % em PBS) por 20 minutos. As laminulas, contendo os parasitos, foram lavadas
com PBS, pH 7,2 e incubadas com 50 mM de cloreto de aménio por 30 minutos em
temperatura ambiente. Sitios inespecificos foram bloqueados com PBS, contendo 0,2% de
gelatina e 0,01% de azida (PGN) por 30 minutos. A seguir, foram incubados por 1 hora em
temperatura ambiente com o anticorpo primario Ch anti-a-gal (dilui¢do 1:200) em PGN. Apds
esse tempo, as amostras foram lavadas em PBS e incubadas na presenca do anticorpo
secundario, Alexa-546, conjugada com anticorpo anti-humano diluido em PGN, por 1 h a
temperatura ambiente. Posteriormente a marcacdo, as amostras foram lavadas em PBS e
montadas sobre laminas de vidro, contendo solu¢do de 0,2N de n-propil-galato, diluido em

glicerol 90% em PBS e analisadas no microscopio Zeiss Axioplan.

3.11. Processamento de amostras para microscopia eletronica de varredura (MEYV)

As amostras foram lavadas em PBS, e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sodio 0,1M, pH 7,2, contendo 3,7% de sacarose durante 1 hora a temperatura
ambiente. Apds fixadas, as células em suspensdo foram lavadas em PBS e aderidas em
laminulas de vidro, previamente recobertas com poli-L-lisina (0,1% em PBS). Apds adesdo
dos parasitos por 15-20 minutos, as laminulas foram lavadas por 2 vezes em PBS e pos-
fixadas durante 30 minutos em solugdo de tetroxido de 6smio a 1% em cacodilato de sddio
0,1 M, pH 7,2, com 0,8% de ferrocianeto de potassio e cloreto de calcio 5 mM. As amostras
foram entao lavadas em PBS, e desidratadas em séries crescentes de etanol de 15 até 95% e
em mais duas etapas em etanol absoluto. Todas as etapas de desidratacdo foram realizadas
durante 15 minutos a temperatura ambiente. As amostras foram secas pelo método do ponto

critico em CO, em aparelho BAL-TEC CPDO030 e as laminulas de vidro foram montadas
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sobre suportes de aluminio com cola de prata ¢ metalizadas com uma camada de 20 nm de
ouro, pelo método de “sputtering”, em aparelho Balzers Union FL-9496. A observagdo foi

feita em um microscopio eletronico de varredura JEOL JSM 5310.

3.12. Processamento de amostras para microscopia eletronica de transmissdo (MET)

As amostras foram lavadas em PBS e fixadas em glutaraldeido 2,5% em tampao
cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2, contendo 3,7% de sacarose durante 1 hora em temperatura
ambiente. Apoés a fixagdo as células foram lavadas duas vezes em PBS e pés-fixadas durante 1
hora, em solucao de tetroxido de 6smio a 1% em cacodilato de sédio 0,1 M, pH 7,2, contendo
0,8% de ferrocianeto de potassio e cloreto de célcio 5 mM. As amostras foram, entdo, lavadas
2 vezes em PBS e desidratadas em séries crescentes de acetona de 50% até 90% e mais duas
vezes em acetona absoluta, 10 minutos em temperatura ambiente. As amostras foram, entao,
infiltradas em resina epoxi Poly-Bed diluida 1:1 em acetona absoluta e, posteriormente, em
resina Poly-Bed pura em temperatura ambiente. Apos esse periodo, foi feita a inclusdo das
amostras em moldes de borracha ou silicone, que permaneceram durante 72 h a 60°C para que
a resina fosse polimerizada. Secg¢des ultrafinas foram obtidas em ultramicrétomo Leica UC2 e
colhidas em grades de cobre de 300 “mesh”. As grades foram contrastadas em uma solugdo
aquosa de acetato de uranila 5% durante 30 minutos, lavadas em 4gua e, em seguida,
incubados em citrato de chumbo durante 5 minutos. As amostras foram observadas em

microscopio eletronico de transmissdo FEI Morgani 268.

3.13. Andlise por citometria de fluxo

Para a avaliacdo do processo de “shedding” por citometria de fluxo, as formas
tripomastigotas (5 x10° células/ml) da cepa Y e do clone CL-Brener incubadas com ConA-
FITC, conforme descrito em 3.4, e cada etapa com os diferentes tipos de incubacao foram
fixadas, bem como o experimento controle, em formalina 3,7% em PBS pH 7.2. Para avaliar o
efeito da FC e de ConA na ligacdo do anticorpo anti-a-gal, tripomastigotas vivos foram
incubados na presenga de 10 pg/ml de FC e ConA por 30 minutos a 37°C em meio RPMI sem
soro fetal bovino ou somente em meio de cultura. Apos lavagem, as células foram fixadas em
formalina 3,7% em PBS pH 7.2 por 10 min a 4°C. Seguiu-se lavagem em PBS, incubagdo em
solugdo de cloreto de amonio 50 mM em PBS e em solugdo de PBS contendo 0,2% de
gelatina e 0,01% de azida (PGN). As células foram entdo incubadas por 1 hora a temperatura

ambiente na presenca do anticorpo Ch anti-a-gal (diluicdo 1:200) em PGN. Apds lavagem em
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PGN as amostras foram incubadas em anticorpo de cabra anti-imunoglobulina humana,
conjugado a Alexa Fluor 546 (Molecular Probes), na diluicdo de 1:500 em PGN. Apods
processadas, as células destinadas a andlise por citometria de fluxo foram diluidas 1:1 em PBS
pH 7.2. A obtencdo e andlises dos resultados foram realizadas no citometro de fluxo
FACSCalibur (Becton-Dickinson, Franklin Lakes, NJ, USA), equipado com o software Cell
Quest (Joseph Trotter, Scripps Research Institute, San Diego, CA, USA). Analises posteriores
foram realizadas também no software WinMDI 2.8 (Joseph Trotter, Scripps Research

Institute, San Diego, EUA).
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4. RESULTADOS

4.1. Mobilidade dos componentes de membrana

Estudos anteriores demonstraram que a ligagdo da lectina ConA a superficie do T.
cruzi (SZARFMAN et al, 1980) e de imunoglobulinas de pacientes chagasicos ou de
camundongos infectados (SCHUMUNIZ et al., 1978, 1980) foram capazes de mobilizar
componentes de superficie, gerando o “capping” destas moléculas nas regides anteriores e
posteriores do corpo do parasito. Na presenca de anticorpos especificos, os parasitos sdao
capazes de descartar o imunocomplexo através da liberagdo de vesiculas ou de um material
amorfo eletrondenso, observado por microscopia eletronica de transmissdo (GONCALVES et al.,
1991). Admite-se, por estudos com as diferentes formas, que os epimastigotas possuam uma
intensa atividade endocitica/exocitica, o que ndo parece ser compartilhado pelas formas
tripomastigotas e amastigotas (revisado em DE SOUZA, SANT’ANNA & CUNHA-E-SILVA, 2009). A
liberagdo de moléculas no meio por essas duas ltimas formas seria dada, majoritariamente,
por processos de esfoliagdo (“shedding”). Baseados nesses resultados prévios existentes, que
pouco relataram sobre o(s) mecanismo(s) de inducdo da liberagdo dos componentes de
membrana do T. cruzi, decidimos verificar se a incubagdo dos parasitos da cepa Y e do clone
CL-Brener com a lectina ConA e com a FC era capaz de: 1) induzir a mobilidade dos ligantes
para estas substancias, na auséncia de soro; 2) induzir mobilidade dependente de temperatura;
3) em havendo mobilidade, se esta levaria a um processo de “shedding” de componentes da
superficie através de vesiculas ou ndo; e 4) em caso de “shedding”, se cinases e proteases
participariam deste processo.

Utilizamos células pré-fixadas como controle, para a observagdo da distribui¢do dos
sitios de ligacdo de ConA e FC. Os parasitos foram fixados e posteriormente incubados na

presenga de 10 pg/ml de ferritina cationizada e de ConA. Esta concentracdo de ConA ¢ muito

inferior aquela necessaria para a aglutinagdo de T. cruzi, conforme verificado por Pereira e

col. (1980).

4.1.1. Comportamento dos sitios ligantes de FC

A analise por MET dos parasitos fixados e posteriormente incubados na presenga de
FC mostrou uma densa camada de particulas de FC no corpo celular e na membrana flagelar.

Nas formas tripomastigotas da cepa Y, no entanto, esta camada mostra alguns pontos onde a
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quantidade de particulas ¢ menor (Fig. 7A), diferentemente do que ocorre no clone CL-Brener
(Fig. 7D). Em ambos os tripomastigotas, brotamentos de perfis de membrana intensamente
marcados com FC foram observados (Fig. 7C, D). Entretanto, no clone CL-Brener, também
se observa membranas nao marcadas brotando da membrana flagelar (Fig. 7F). Além disso,
observa-se nos parasitos da cepa Y a formagdo de aglomerados (“clusters”) de particulas de
FC na membrana flagelar, que emerge o flagelo da bolsa flagelar (Fig. 7A). Ao microscopio
de varredura, observamos que as formas tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener
apresentam vesiculas aderidas a sua superficie, nas regides anteiror e posterior do parasito,
bem como no flagelo e na regido da bolsa flagelar por onde o flagelo emerge (Fig. 7B, E).

A incubagdo dos tripomastigotas vivos da cepa Y a 4°C por 30 minutos, na presenca
de FC, provocou um rearranjo dessas particulas, uma vez que agregados de FC maiores do
que aqueles detectados os parasitos pré-fixados, foram observados sobre o flagelo e na regido
da entrada da bolsa flagelar (Fig. 8A). A analise no MEV mostrou vesiculas de tamanhos
variaveis e os grumos de particulas liberadas pelo parasito (Fig. 8B). Nessa temperatura,
observamos por MET, que os tripomastigotas do clone CL-Brener mantiveram a distribui¢ao
uniforme de particulas de FC por toda a célula e membrana flagelar, conforme observado nas
c¢lulas pré-fixadas (Fig. 9B). Diferentemente da cepa Y, os parasitos do clone CL-Brener
praticamente ndo apresentaram grumos de particulas sendo liberados do flagelo ou na regiao
da saida da bolsa flagelar. Algumas vesiculas, desprovidas de FC e maiores do que aquelas
observadas na cepa Y, se projetam da membrana do corpo na saida da bolsa flagelar (Fig.
9B). Imagens, obtidas por MEV, mostraram que as células apresentaram poucas vesiculas em
relacdo ao que foi observado nas células pré-fixadas, confirmando as analises feitas por MET,
nas quais as cé¢lulas apresentaram uma marcagdao de FC mais homogénea, com poucos perfis
de “shedding” (Fig. 9A).

Uma incubagdo adicional dos parasitos vivos por mais 30 minutos a 37°C mostrou
ainda mais diferencas entre o comportamento das duas amostras. Observamos que o0s
tripomastigotas da cepa Y incubados por 30 minutos a 4°C com FC e, a seguir, por mais 30
minutos a 37°C, mostraram um perfil de “shedding” bem mais intenso, quando comparado ao
dos parasitos incubados a 4°C. A primeira constatacdo ¢ de que a grande maioria da superficie
celular dos tripomastigotas ndo apresentava particulas de FC e que grumos de particulas
podem ser observados no espaco entre as cé€lulas e na por¢ao posterior do corpo do parasito
(Fig. 8C). As imagens de microscopia de varredura confirmam as informagdes obtidas com a
transmissdo, mostrando também a presenca de vesiculas aderidas aos grumos liberados na
porgdo posterior do corpo (Fig. 8D). Pequenas vesiculas sdo observadas sobre o corpo do
parasito (Fig. 8D).
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Figura 7 — Localizagédo de FC em tripomastigotas pré-fixados. Tripomastigotas da cepa Y (A-C) e do clone
CL-Brener (D-F) foram fixados e posteriormente incubados na presenga de 10pg de FC. Imagens de MET
(A,C,D,F) mostram que tripomastigotas da cepa Y apresentam uma camada densa mas com regides nao
marcadas com essas particulas (cabeca de seta am A) e a formagdo de “clusters” de FC na membrana flagelar
na regido da bolsa flagelar que emerge o flagelo (seta em A ) bem como a liberagdo de perfis de membrana
intensamente marcados com FC (setas em C). Parasitos do clone CL-Brener apresentam uma camada homogénea
marcada com particulas de FC (setas em D) e vesiculas liberadas na regido do flagelo marcadas com FC (
asterisco em D) bem como perfis de membrana ndo marcadas com (setas em F). Observamos por MEV que
ambas as amostras do T. cruzi, apresentaram vesiculas na regido posterior e anterior do parasito bem como no
flagelo e na saida da bolsa flagelar (B,E). Barras em B ¢ E correspondem a 1um.
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Figura 8 — Localizagdo de sitios de ligacdo a FC em formas tripomastigotas vivas pertencentes a cepa Y.
Tripomastigotas vivos da cepa Y foram incubados a 4 (A-B) e a 37°C (C-D) na presenca de 10pg/mL de FC e
observados por MET (A,C) e MEV (B, D). Observamos através do MET redugdo na marcagdo de FC na
superficie do parasito apos 30 min a 4°C (A) e um aumento de aglomerados de particulas no flagelo e na saida
da bolsa flagelar (setas em A). Os parasitos que foram submetidos a uma incubagio adicional a 37°C também
apresentaram grumos na regido posterior da célula (setas em C). Por MEV observamos vesiculas distribuidas
pela regido anterior do corpo do parasito ¢ os grumos de particulas na regido de saida da bolsa flagelar e sobre o
flagelo (setas brancas em B). Quando os parasitos sdo incubados a 37°C por mais 30 minutos, observamos um
perfil de shedding bem mais intenso que a 4°C, sendo detectadas vesiculas de shedding na regido posterior do
corpo além da presenca de grumos (seta branca em D) e de pequenas vesiculas sobre o corpo (setas pretas em D).
F = flagelo; N = nticleo, K = cinetoplasto
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No caso dos tripomastigotas pertencentes ao clone CL-Brener observamos, através do
MET, que a marcacao de superficie ainda se mantém e que vesiculas maiores do que as
encontradas nas células pré-fixadas ou incubadas a 4°C sdo observadas brotando da
membrana do corpo, na saida da bolsa flagelar (Fig. 9C). Projecdes de membrana recobertas
por FC puderam ser observadas em secgdes ultra-finas ao MET (Fig. 9D).

Os dados mostram um comportamento diferente em relacdo a dinamica de sitios

anidnicos da superficie das duas amostras analisadas.

4.1.2. Comportamento dos sitios ligantes de Con A

Tripomastigotas da cepa Y (Fig. 10A) e do clone CL-Brener (Fig. 10B) pré fixados e
incubados na presenca do complexo ConA-ouro coloidal apresentam uma camada continua de
particulas de ouro sobre as membranas do corpo celular e do flagelo. Particulas de ouro
coloidal nao foram observadas no interior da bolsa flagelar dos parasitos pré-fixados,
indicando que esses marcadores normalmente nao tém acesso ao interior da estrutura, devido
a forte adesdo do flagelo a membrana do corpo celular. A anélise por MEV dos parasitos do
controle de ambas as amostras do T. Cruzi apresentaram o mesmo aspecto descrito no controle
dos experimentos de ferritina (Figs 7B, 7E). A analise por citometria de fluxo, entretanto,
mostrou que a ligacdo de ConA-FITC sobre tripomastigotas pré-fixados da cepa Y ¢ menos
intensa do que sobre tripomastigotas do clone CL-Brener (Fig. 11).

Quando parasitos vivos sdao incubados a 4°C por 30 minutos na presenca de ConA-
FITC, posteriormente fixados e analisados por citometria de fluxo observamos uma queda
acentuada na intensidade de marcagdo que foi de 53 e 80 % para tripomastigotas da cepa Y e
do clone  CL-Brener, respectivamente (Fig. 11). Por MET, observamos que os
tripomastigotas da cepa Y apresentam uma menor quantidade de particulas de ouro sobre sua
superficie, mas, que as mesmas encontram-se distribuidas homogeneamente por todo o corpo
celular (Fig. 12A). Por microscopia de varredura (Fig. 12B) observamos a presenca de
vesiculas de at¢ 1 pm aderidas sobre o corpo do parasito. Os tripomastigotas do clone CL-
Brener, no entanto, apresentaram um comportamento bastante diferente do descrito para a
cepa Y. Observamos uma intensa redistribuicao dos sitios de ligacdo com a ConA a 4°C (Fig
13A), no qual as particulas de ouro foram localizadas na regido de adesao entre o flagelo e o
corpo celular e no interior da bolsa flagelar (Fig. 13A), indicando que mesmo a 4°C sitios de
ligagdo de ConA podem se mover no plano da membrana. Quando analisadas ao MEV,

parasitos do clone CL-Brener apresentaram comportamento semelhante a cepa Y.
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Com a incubagio adicional a 37°C, verificamos por citometria da fluxo que os parsitos
da cepa Y apresentaram uma redu¢do de 13% na intensidade de fluorescéncia, indicando que
esses parasitos eliminaram sitios de ligagdo durante este periodo (Fig. 11). Quando analisados
ao MEV, alguns parasitos da cepa Y apresentaram um aumento de perfis de “shedding” em
relacdo as células incubadas a 4°C e a presenga de pequenas vesiculas ligadas a superficie,
semelhante ao que foi verificado com a incubagdo na presen¢a de FC (Fig. 12D). A analise
por MET mostrou uma grande quantidade de vesiculas contendo particulas de outro coloidal
na proximidade dos parasitos (Fig. 12C). Parasitos do clone CL-Brener ndo apresentaram
mudanga significativa na intensidade de marcagdo, quando analisados por citometria de fluxo
(Fig. 11), indicando que estes parasitos ndo perderam sitios de ligagdo com a ConA durante
a incubagdo a 37°C (Fig. 11). Da mesma maneira, a analise ao MET mostrou que a
distribuigdo das particulas de ouro (Fig. 13C) era a mesma observada a 4°C. Quando
analisadas ao MEV, parasitos do clone CL-Brener apresentaram comportamento semelhante a

cepa Y (Fig. 13B-D).

4.1.3. Efeito da incubacédo com FC e ConA na lise de tripomastigotas por anticorpos

Estudos prévios demonstraram que a presenca de acido sidlico previne a lise das
formas tripomastigotas pelo sistema complemento e por anticorpos Ch anti-o-gal (PEREIRA-
CHIOCCOLA et al., 2000). Como durante a incubagao com a FC, que se liga a cargas negativas, e
a ConA observamos alteragdes significativas na superficie das tripomastigotas das duas
amostras, decidimos, entdo, analisar se essas alteragdes levariam a alguma modificacdo na
sobrevivéncia dos parasitos, que foi medida pela contagem de tripomastigotas mdveis e nao
aglutinados apds a incubagdo com os diferentes protocolos do experimento.

Tripomastigotas das duas amostras de T. cruzi, incubados na presenca de Ch anti-a-gal
(20pg/ml) em meio RPMI sem SFB, apresentaram comportamentos distintos. Tripomastigotas
da cepa Y apresentaram uma reducdo de 33% de parasitos moveis e livres, diferentemente ao
observado nos tripomastigotas pertencentes ao clone CL-Brener que tiveram uma redugado de
apenas 2% (Fig. 14A). Esses dados demonstram que parasitos da cepa Y sdo mais
susceptiveis ao Ch anti-a-gal, quando comparados ao clone CL-Brener. A diferenca entre as
amostras incubadas na presenca do anticorpo ¢ estatiticamente significativa com P<0,001
(Fig. 14A).

A incubacdo de tripomastigotas somente com 10 pg/ml de FC e Con A promoveu uma
pequena redu¢do no ntimero de parasitos moveis, em ambas as amostras do T. cruzi (Fig.

14A), que nao sdo estatisticamente relevantes.
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A seguir, avaliamos o efeito de uma incubagao prévia dos parasitos com FC ¢ ConA,
seguida da incubag¢dao por 30 minutos a 37°C com o anticorpo anti-o-gal (Figs 14A-C).
Observamos que tripomastigotas da cepa Y apresentaram uma menor porcentagem de
parasitos imoveis na presenca do Ch anti-a-gal, quando comparados aos parasitos incubados
somente na presenc¢a do anticorpo, mostrando que, de certa forma, a ligagdo da FC ¢ da ConA
protege esses parasitos da lise pelo anticorpo Ch anti-a-gal (Fig. 14A). As diferengas na
porcentagem de parasitos moveis entre aqueles incubados somente na presenca do anticorpo
com os que foram incubadas com FC e ConA e posteriormente com o anticorpo Ch anti-a-gal
sdo estatiticamente significativas com P<0,001. Os mesmos tratamentos ndo produziram
diferencas significativas na porcentagem de motilidade e tripomastigotas moveis no clone CL-
Brener (Fig. 14A).

Como obtivemos uma diferenga significativa na motilidade dos tripomastigotas,
principalmente na cepa Y, apds a incuba¢do com a FC e a ConA, decidimos avaliar, por
citometria de fluxo, o grau de ligagdo do anticorpo anti-a-gal nos parasitos controle e
previamente tratados com essas duas substincias. A andlise da ligacdo do anticorpo nas
populagdes controle mostrou duas caracteristicas importantes (Figs 14B-C): a) que as duas
populagdes de tripomastigotas possuem diferengas no padrao de marcacdo. Os tripomastigotas
da cepa Y apresentam duas populacdes distintas enquanto os parasitos do clone CL-Brener
apresentam uma populagdo unica (Figs 14B, Bs); b) que a mediana do valor de fluorescéncia
¢ maior nos tripomastigotas da cepa Y do que nos do clone CL-Brener (Fig. 14C). A ligagdo
de FC em tripomastigotas da cepa Y modificou significativamente o padrao de marcagdo da
populagdo. A populagdo mais marcada, pico menor a direita do grafico (Fig 14B;), ndo é mais
observada e os parasitos marcados se concentram em uma populagdo unica, embora com
caracteristicas heterogéneas (distribuicdo alargada). A medida da mediana de fluorescéncia
dos parasitos incubados com FC ¢ bem inferior a dos parasitos incubados somente na
presenga do anticorpo (Fig. 14C). Modificagdes importantes no padrio de marcacdo da
populagdo foram também observadas, apos a incubacdo com a ConA. Embora a mediana do
valor de fluorescéncia ndo apresente uma reducdo tdo acentuada, como ocorreu com a
incubagdo com a FC (Fig.14C), a distribuigdo dos parasitos na populacdo gerou novamente
duas populagdes, com uma grande quantidade de parasitos concentrados no lado esquerdo do
grafico (Fig. 14Bs).

A pré-incubagdo com a FC e a Con A também modificou o padrido de fluorescéncia
dos tripomastigotas do clone CL-Brener. Embora a populagdo se distribua em um tnico pico
de marcacéo, observamos modifica¢do na distribui¢ao dos parasitos marcados (Figs 14Bs Bg).

Essa diferenca pode ser observada na figura 14C, onde verificamos que a mediana da
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fluorescéncia dos tripomastigotas pré-incubados com FC sofre uma redugdo, enquanto que a
incubagdo com a ConA aumenta a ligacao com o anticorpo anti-o-gal.

A andlise de tripomastigotas da cepa Y, por imunoflurorescéncia, mostrou uma
marcagdo uniforme dos sitios reconhecidos pelo anticorpo Ch anti-a-gal por todo o corpo

celular do parasito, tanto naqueles que foram apenas incubados com esse anticorpo, quanto os

que foram previamente incubados com FC e ConA (Fig. 14D).

Figura 9 — Localizacdo de sitios de ligacdo a FC em formas tripomastigotas vivas pertencentes ao clone CL-
Brener. Tripomastigotas vivos do clone CL-Brener foram incubados a 4 (A-B) e a 37°C (C-D) na presenca de
10pg/mL de FC e observados por MET (A,C) e MEV (B, D). Observamos na incubagdo a 4°C por MET, uma
camada homogénea de particulas de FC no corpo celular do parasito (B) com vesiculas brotando, aparentemente,
desprovidas de particulas de FC (seta). Imagem de MEV (A), mostra que as células apresentam poucas vesiculas na
regido da saida da bolsa flagelar localizadas na mesma regido mostrada em B. Apods a incubacdo adicional a 37°C a
marcagdo é ainda intensa (D) e grandes proje¢des de membrana contendo FC se projetam da membrana do corpo na
saida da bolsa (seta em D) dando origem a imagem de grandes vesiculas, de até 1 um de didmetro (seta branca em C)
na mesma regido anontada em D. Barraem D = 100 nm.
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Figura 10 — Localizagdo de sitios de ligagdo de ConA em parasitos pré fixados. Tripomastigotas da cepa Y
(A) e do clone CL-Brener (B) foram fixados e incubados na presenga do complexo ConA-ouro coloidal (8-10
nm). (A) A andlise por microscopia de transmissdo mostra que as formas tripomastigotas da cepa Y uma densa
de particulas de ouro sobre a membrana do corpo celular e do flagelo célula. Nao sdo observadas particulas na
regido de adesdo entre o flagelo e o corpo celular (seta em A). (B) A distribui¢@o dos sitios de ligagdo com o
complexo ConA-ouro coloidal nos tripomastigoas do clone CL-Brener é semelhante a observada na cepa Y. Ndo
foram observadas particulas de ouro no interior da bolsa flagelar (seta) . BF = bolsa flagelar; F = flagelo; N =
nucleo.
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Figura 11 - Andlise quantitiva do “shedding” de sitios de ligagdo de Con A da superficie dos
tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener. Parasitos incubados na presenga de 10g/mL de ConA-FITC
de acordo com os seguintes procedimentos: @) parasitos pré-fixados; b) parasitos vivos incubados por 30 min a
4°C; c) parasitos vivos incubados como descrito em ¢ foram lavados a 4°C em meio RPMI sem soro e incubados
por um periodo adicional de 30 min a 4°C em RPMI sem soro; d) parasitos vivos incubados como descrito em b,
lavados a 4°C em meio RPMI sem soro e incubados por mais 30 min a 37°C em RPMI. Parasitos pré-fixados (a)
apresentam uma marcagdo nos tripomastigotas do clone CL-Brener 40% mais intensa do que nos parasitos da
cepa Y. A 4°C por 30 minutos (b), observamos uma queda acentuada na intensidade de marcagdo que foi de 53 e
80% para tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener, respectivamente. Apds a incubagdo como descrito
em (C), verificamos que ambas as amostras permanecem com a mesma marcagdo que em b. A 37°C (d), os
parasitos da cepa Y apresentam uma redugdo de 13% na intensidade de fluorescéncia indicando que esses
parasitos eliminaram sitios de ligacao durante este periodo, diferentemente ao observado nos parasitos do clone
CL-Brener a 37°C. Dados descritos com média + desvio padrdo (n=3). Diferencas entre os grupos ndo sao
estatisticamente significantes (p>0.01). Os asteristicos indicam os tratamentos que sdo estatisticamente
significantes em parasitos da cepa Y.
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Figura 12 — Localizagdo de sitios de ligacdo de ConA em tripomastigotas vivos pertencentes a cepa Y.
Tripomastigotas vivos da cepa Y foram incubados a 4 (A-B) e a 37°C (C-D) na presenga de 10ug/mL de FC e
observados por MET (A,C) e MEV (B, D). Quando os tripomastigotas sdo incubados a 4°C por 30 minutos,
observa-se uma menor quantidade de particulas de ouro sobre as membranas do corpo e do flagelo (A). A analise
por MEV mostra vesiculas (setas brancas) aderidas aos parasitos ou aderidas sobre a laminula (cabeca de seta
braga). Algumas vesiculas apresentam aproximadamente 1 um (seta branca). Apos a incubagdo adicional a
37°C, os parasitos continuam a apresentar marcacdo por todo o corpo celular porém ¢ reduzida
significativamente em relagdo ao verificado a 4°C (C). Sdo observadas arias vesiculas e perfis de membrana
marcados com particulas de ouro coloidal (setas). Quando esta amostra é observada ao MEV (D) observamos a
presenga de vesiculas grandes e de pequenas vesiculas que variam 200nm a 1um (seta branca) sobre a membrana
das formas tripomastigotas e amastigotas. As barras nas figuras de MEV correspondem a 1 pm.
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Figura 13 — Localizacao de sitios de ligacdo de ConA em tripomastigotas vivos pertencentes ao clone CL-
Brener. Na incubagdo a 4°C observa-se uma diminui¢do de marcagdo com ConA na superficie do corpo celular
do parasito havendo a redistribui¢do dessas particulas de ouro, concentrando-se na zona de adesdo do flagelo
(A). Quando analisados ao MEV, os parasitos apresentaram poucas vesiculas (B). A 37°C (C-D) observamos por
MET e o mesmo perfil de distribui¢do da ConA observado a 4°C (C). Os parasitos observados por MEV (D)
apresentam diferentes tamanhosde veiculas aderidas ao corpo ceular e flagelo Barras = 300 nm (A, B); 1um
(C.D)
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4.2. Avaliacdo das proteinas totais liberadas no meio pelo parasito na auséncia de soro fetal

bovino

Trabalhos anteriores, que avaliaram a liberagdo de moléculas de T. cruzi no meio de
cultura, utilizaram meios de incuba¢do com porcentagens variadas de soro fetal bovino
(GONCALVES et al., 1991; TORRECILHAS et al., 2009). O soro possui uma grande quantidade de
exossomos, que sdo vesiculas de 30-100 nm de didmetro (revisado em OLVER et al., 2007;
OCHIENG et al., 2009). Como uma das finalidades do nosso estudo era de analisar vesiculas
liberadas pelo parasito, cujas dimensdes sao muito semelhantes a dos exossomos, resolvemos
entdo abolir a presenca de soro nos meios de incubagdo (revisado em OLVER et al., 2007;
OCHIENG et al., 2009).

Avaliamos tanto a quantidade total, quanto o tipo de proteinas liberadas no meio de
incubagdo. Tripomastigotas (2 x 10 parasitos/ml) pertencentes as duas amostras foram
incubados por 3 horas a 37°C, e a quantidade total de proteinas no sobrenadante foi dosada
pelo método de Bradford. Esta andlise ndo mostrou diferencas significativas na quantidade de
proteinas totais liberadas para o meio extracelular pelos tripomastigotas das duas amostras,
embora, em todos os experimentos, a quantidade liberada pela cepa Y tenha sido maior do que

aquela encontrada nas analises do clone CL-Brener (Fig. 15).

= CepaY
gg Clone CL-Brener

mg/ml de proteina

1

Figura 15 — Andlise quantitativa das proteinas liberadas pelas formas tripomastigotas do 7. cruzi.
Dosagem de proteinas liberadas pelas formas tripomastigotas em meio de cultura sem soro durante 3 horas pelo
método de Bradford. A analise estatistica mostrou que a quantidade liberada pelos parasitos da cepa Y e do clone
CL-Brener ndo ¢ significativamente distinta. Dados sdo expressos como média + desvio padrdo (n =3), sendo
p>0,01.

Com o objetivo de identificar as proteinas liberadas no meio de incubagdo, analisamos

o extrato total dos parasitos e o sobrenadante do meio de cultura ap6s o ensaio de “shedding”
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por SDS-PAGE (12%). Como controle para o nosso experimento, utilizamos parasitos recém
retirados da cultura e que ndo foram submetidos a incubagdo em meio sem soro (Fig. 15). O
perfil protéico dos tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener mostrou que tanto os
parasitos controle quanto aqueles que foram incubados em meio HBSS expressam proteinas
cujas massas moleculares variam de 25 a 110 kDa. Em ambas as amostras controle
observamos a presenca de uma proteina majoritria, com massa molecular aparente de 70
kDa. Os parasitos, submetidos a incubacdo por 3 h em meio sem soro, apresentaram uma
reducdo de aproximadamente 60% na expressdo da proteina de 70 kDa, confirmada através da
analise densitométrica das bandas do gel (Fig. 16). Quando analisamos o sobrenadante,
observamos que a proteina de 70 kDa, que teve sua expressdo diminuida nos parasitos
submetidos ao ensaio de “shedding”, ¢ igualmente expressa no sobrenadante de ambas as
formas tripomastigotas (Fig. 16). Além dessa proteina, observamos no sobrenadante obtido da
incubacdo dos tripomastigotas pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener, a expressao de
diversas proteinas, que também sdao observadas no extrato total dos parasitos, como por
exemplo, as proteinas com massas moleculares de 21 kDa, 50 kDa, 61 kDa, 80 kDa, 85 kDa,
89 kDa, dentre outras.

A andlise do meio de incubagdo das formas tripomastigotas, por meio da microscopia
eletronica de transmissdao, mostrou a presenca de vesiculas de tamanhos variaveis (40-250

nm) (Fig. 17).

4.3. Deteccgao das atividades proteoliticas totais obtidas durante ensaios de “shedding”

A liberagao de proteinas soluveis (“shedding” de ectodominios) necessita da clivagem
proteolitica de dominios extracelulares das proteinas transmembrana, através da acdo de
metaloproteases. Além disso, sabe-se que a liberagdo de vesiculas contendo melatoproteases
da matriz extracelular possibilita o efeito invasivo de células cancerigenas e durante a
angiogénese (TARABOLETTI et al., 2002) e a disseminagdo de células carcinogénicas de ovario
(DOLO et al, 1999). Devido a importancia dessas proteases no processo de “shedding”,
decidimos analisar o perfil proteolitico do sobrenadante obtido ap6s o ensaio de “shedding”.

A andlise do perfil proteolitico do extrato total dos parasitos e do sobrenadante total,
em tampao fosfato pH 5.5, com 2 mM DTT (atividade para cisteino proteinase) mostrou um
comportamento distinto entre as amostras do T. cruzi analisadas nesse trabalho. O extrato
total dos tripomastigotas da cepa Y apresentou duas bandas com massas moleculares
correspondentes a 38 kDa e 44 kDa, enquanto que no clone CL-Brener ¢ possivel detectar,

além dessas proteases, outras duas com massa molecular de 51 kDa e 57 kDa. A andlise do
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sobrenadante, obtido da incubacgdo dos tripomastigotas da cepa Y, mostrou a expressio das
proteases de 38 kDa e 44 kDa, enquanto que no clone CL-Brener observamos apenas a
protease de 44 kDa (Fig. 18A).

A incubagdo em tampado glicina pH 10 (atividade para metaloprotease) mostra, no
extrato total das formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y ¢ ao clone CL-Brener, a
presenca de duas proteases, com massas moleculares equivalentes a 52 kDa e 78 kDa. No
sobrenadante total de ambas as amostras observa-se a expressdo da protease de 52 kDa.
Entretanto, essa liberagdo para o meio extracelular ocorre mais intensamente nos parasitos da
cepa Y. A andlise densitométrica mostrou que a banda dos parasitos da cepa Y ¢ 50% mais

densa do que a observada para o clone CL-Brener (Fig. 18B).

4.4. Influéncia do PMA no processo de “shedding”

A ativagdo da proteina cinase C (PKC) foi o primeiro mecanismo intracelular
reconhecido como um alvo comum para a sinaliza¢do que gera o “shedding” de ectodominios
em mamiferos (DELLO SBARBA & ROVIDA, 2002). Com intuito de elucidar se o mecanismo de
“shedding” de ectodominios ¢é responsavel pela dinamica da superficie celular de T. cruzi,
utilizamos como experimento piloto, o 13-acetato de forbol 12-miristato (PMA), que ¢ um
ativador inespecifico da proteina cinase C (PKC), através de experimentos realizados com
formas tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y e do clone CL-Brener, através da analise
quantitativa, qualitativa e ultraestrutural.

A andlise quantitativa das proteinas liberadas no sobrenadante total mostrou que
parasitos da cepa Y, tratados com PMA, liberam cerca de 13% a mais de proteinas, quando
comparado com o controle (Fig. 19). Em contrapartida, nao observamos influéncia
significativa do PMA nos tripomastigotas do clone CL-Brener (Fig. 19).

Os perfis protéicos do extrato total das formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y e
ao clone CL-Brener, controle e tratado com PMA, apresentaram proteinas variando de 25 a

110 kDa, mantendo o mesmo padrdo proteinas expressas, conforme descrito no item 4.2.(Fig

20A).
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Figura 16 - Detec¢do de proteinas do extrato e sobrenadante totais das formas tripomastigotas
pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener por SDS-PAGE (12%), coradas com Nitrato de Prata. Perfil
protéico do extrato celular dos tripomastigotas controle (recém retirados da cultura) e daqueles submetido ao
shedding (incubados a 37°C por 3 horas em meio HBSS sem adigdo de soro fetal bovino) pertencentes a cepa Y
e ao clone CL-Brener (A). Analise das proteinas expressas no sobrenadante obtido apds o ensaio de “shedding”
de ambas as amostras (B). C, controle; S, “shedding”.
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Figura 17 — Deteccdo das vesiculas de shedding no meio de incubacgdo. Vesiculas liberadas por formas
tripomastigotas durante os ensaios de shedding foram observadas em MET pela técnica de contrastagdo negativa.
As vesiculas apresentam entre 40 e 250nm. Barra = 300 nm.
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Figura 18 — Analise em SDS-PAGE-gelatina das proteases presentes no extrato e sobrenadante totais das
formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y e ao clone CL-Brener em pH 5.5 suplementado com 2mM
DTT(A) e em pH 10 (B). Em pH 5,5 (A) detectamos no extrato total uma maior atividade proteolitica no clone
CL-Brener. Observamos no sobrenadante total, proteases extracelulares em ambas as amostras, entretanto, uma
maior liberacdo ocorre nos parasitos da cepa Y. Quando analisamos essas amostras em pH 10 (B), verificamos,
tanto na cepa Y quanto no clone CL-Brener, a presenca de duas proteases equivalentes a 52 kDa e 78 kDa.
Entretanto, detectamos apenas no sobrenadante total, obtidos das duas amostras, a protease de 52 kDa sendo a
liberacdo 50% maior na cepa Y.
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A detecgdo por SDS-PAGE das proteinas liberadas no sobrenadante total de
tripomastigotas da cepa Y, apos tratamento com PMA, mostrou que a grande maioria das
bandas observadas teve sua expressdo aumentada, em relacdo ao controle, o que foi
confirmado pela analise densitométrica (Fig. 20B). Os parasitos do clone CL-Brener
mantiveram a mesma expressdo de proteinas apds o tratamento com PMA, sugerindo, assim
que o processo de “shedding” nas formas tripomastigotas do clone CL-Brener, aparentemente,
nao ¢ influenciado pelo PMA (Fig. 20B).

A andlise ultraestrutural dos parasitos tratados com PMA de ambas as amostras, por

MET, nao mostrou diferengas significativas na quantidade de vesiculas liberadas (Fig. 21).

Controle
D, B Tratado PMA (100ng/ml)

ma/ml proteina

CepaY Clone CL-Brener

Figura 19 - Analise quantitativa da influéncia do PMA no processo de shedding em formas
tripomastigotas do 7. cruzi. O sobrenadante total, obtido dos parasitos pertencentes ao clone CL-Brener,
tratados com PMA (100 ng/ml) por 1 h a 37°C néo apresentam diferengas significativas das proteinas liberadas
pelo controle. Tais diferengas podem ser observadas no sobrenadante obtido da cepa Y, possuindo 13% a mais
de proteinas naqueles submetidos ao tratamento. Dados s@o expressos como média + desvio padrao (n =3)
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Figura 20 - Deteccdo de proteinas do extrato (A) e sobrenadante totais (B) das formas tripomastigotas
pertencentes & cepa Y e ao clone CL-Brener por SDS-PAGE (12%), coradas com Nitrato de Prata na
presenca e auséncia do PMA. Extrato total dos tripomastigotas pertencentes a cepa Y ¢ ao clone CL-Brener (A)
ndo apresentam diferencgas nas proteinas expressas entre o controle e o tratado, entretanto observamos no perfil
protéico do sobrenadante total obtido da cepa Y apds o tratamento do PMA uma maior liberagdo de proteinas em
relagdo ao controle. Tal variagdo ndo foi observada no sobrenadante do clone CL-Brener (B). C, controle; T,
tratado.
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Figura 21 — Influéncia do PMA no shedding de vesiculas de membrana das formas tripomastigotas do T.
cruzi da cepa Y(A-C) e do clone CL-Brener (D-G). Tripomastigotas vivos da cepa Y (A-B) e do clone CL-
Brener (D-E) foram incubados por lhora a 37°C em HBSS sem soro na auséncia e presenga de 100ng/mL de
PMA (C; F-G). No controle da cepa Y, observamos vesiculas brotando da superficie celular do parasito (seta
em A), sendo detectadas, também, aderidas no corpo celular (B). Nas amostras tratadas com PMA da néo
observamos diferencas quanto a liberagdo de vesiculas quando comparados com o controle, mostrando que o
PMA aparentemente, ndo estd envolvido no shedding de vesiculas de membrana desses parasitos (C). No
controle dos tripomastigotas do clone CL-Brener (D-E) detectamos a formagdo de vesiculas na regiao do flagelo
(E). Nessa mesma regido observamos protrusdes de membrana (Seta em D). Quando tratados, observamos
vesiculas brotando a partir da membrana plasmatica e no flagelo (setas em F). Protrusdes do tipo filopddia
também sdo detectadas assim como observamos no controle (G).
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5. DISCUSSAO

Durante o curso das doengas parasitdrias, na medida em que os hospedeiros e parasitos
evoluem para coexistirem, observa-se o desenvolvimento de mecanismos de escape ao
sistema imunolodgico, principalmente naqueles que sdo parasitos intracelulares obrigatérios,
como no caso do T. cruzi (LEIRIAO et al, 2004). Como por exemplo, podemos citar a
modulacdo da superficie celular (MIRANDA-SANTOS & CAMPOS NETO, 1995). Devido a fluidez
da membrana plasmatica, os componentes de membrana se mobilizam lateralmente no plano
desta, podendo formar agregados de proteinas em algumas regides da superficie celular,
processo conhecido como “capping” (NICOLSON, 1976) e tais agregados podem ser
endocitados ou liberados através do “shedding” (DOYLE et al., 1974).

Em espécies do género de Leishmania mostrou-se o “capping” de imunocomplexos
em formas promastigotas, quando incubadas com anticorpos de cobaias infectadas (DOYLE et
al., 1974) e o “capping” e o “shedding” de sitios anidnicos desse parasito na presenga da
ferritina cationizada (FC) (SARAIVA et al., 1989). Tanto o “capping” como o “shedding” ja
foram descritos nas formas tripomastigotas e amastigotas do T. cruzi, in vitro (LEON et al.,
1979; SZARFMAN et al., 1980; SCHMUNIS et al., 1980; GONCALVES et al., 1991; BARROS et al., 1996),
na presenga de imunoglobulinas de pacientes chagasicos ou de camundongos infectados
(SCHUMUNIZ et al., 1978, 1980) e da lectina Concanavalina A (ConA) (SZARFMAN et al., 1980).
Estudos anteriores mostraram que a cepa Y rapidamente induz o “capping” e o “shedding” de
suas moléculas de superficie, diferentemente ao observado na cepa CL (DE SOUZA, 1984).
Acredita-se que no T. cruzi esses agregados, formados a partir da superficie do parasito, sejam
eliminados através do mecanismo de “shedding” e que este possa ocorrer espontaneamente,
embora em niveis diferentes, dependendo do antigeno, ou ainda que possa ser estimulado na
presenga de algumas substancias ou moléculas (GONCALVES et al., 1991).

A capacidade de aglutinacdo na presenca de lectinas e a influéncia de diferentes
residuos de aglcar na interagdo com células hospedeiras sdo distintas entre diversas cepas
(PEREIRA et al.,1980). Muitas das propriedades da superficie celular do parasito, como
imunogenicidade, reconhecimento de sinais extracelulares e adesdo estdo vinculados direta ou
indiretamente ao glicocalice (MARTINEZ-PALOMO, 1970; LUFT, 1976). Devido a importancia
dessas moléculas na interagdo parasito-hospedeiro, decidimos analisar, comparativamente, em
formas tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener do T. cruzi, se o parasito modula
sitios anidnicos e de manose, presentes na sua superficie, € como isso ocorre nas diferentes

amostras.
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Utilizamos, como controle para a localizagdo dos sitios ligantes de FC e ConA,
parasitos pré-fixados, partindo do principio de que a fixagao quimica com o glutaraldeido, em
condicdes estabelecidas had muitos anos no laboratério, guarda as condi¢des de ligacdo no
momento de adi¢do do fixador e que a velocidade de fixacdo ¢ suficiente para manter a
distribui¢do dos sitios de superficie na auséncia do estimulo. Com este tipo de abordagem,
observamos que a ligacdo da FC a superficie dos tripomastigotas ¢ bem diferente nas duas
amostras utilizadas neste estudo. Os parasitos da cepa Y exibem sempre agregados de
particulas, sendo estas, assim como vesiculas marcadas com FC, liberadas das membranas;
aparentemente as particulas e vesiculas ndo estavam previamente associadas as membranas.
Em tripomastigotas do clone CL-Brener, observamos vesiculas marcadas e ndo marcadas com
FC e auséncia de grumos. De alguma forma, os parasitos do clone CL-Brener liberam os
sitios receptores de FC somente associados a membranas e regulam a liberacdo de vesiculas
de membrana com diferentes composigoes.

A incubagao dos tripomastigotas vivos na presenca de FC a 4°C mostrou que parasitos
da cepa Y apresentaram agregados de particulas de FC na mesma regido do corpo observada
no controle, enquanto os parasitos do clone CL-Brener mantém a sua marcagdo de superficie
uniforme, indicando uma diferenca na mobilidade dos sitios de ligagdo de FC entre as duas
amostras, a baixa temperatura. Quando a temperatura ¢ elevada, restaurando as condi¢des
normais de fluidez da membrana, notamos que os tripomastigotas da cepa Y mostram um
perfil de “shedding” bem mais intenso, apresentando uma maior quantidade de vesiculas
marcadas e agregados sendo liberados na por¢do posterior do corpo. No CL-Brener pouca
modificacdo ¢ observada. Eventualmente aparecem poucas vesiculas marcadas sendo
liberadas. O comportamento das formas tripomastigotas pertencentes a cepa Y ¢ muito
semelhante ao observado em formas promastigotas de Leishmania mexicana amazonensis
(SARAIVA et al., 1989).

O que estes experimentos podem mostrar em relagdo ao comportamento do parasito in
vivo?

Ferritina cationizada ¢ utilizada de rotina em técnicas citoquimicas para a deteccdo de
cargas negativas na superficie de diferentes tipos celulares. O fato da incubacdo na presenca
da FC ser feita a pH fisiologico propicia o seu uso em células vivas. No T. cruzi, a FC que se
liga a superficie das diferentes formas evolutivas o faz na quase totalidade sobre residuos de
acido sidlico, tendo em vista que o tratamento com neuraminidase praticamente abole a sua
ligagdo (SOUTO-PADRON & DE SOUZA, 1984, 1986). A presenca de acido sialico é importante,

ndo s6 para a carga de superficie em si, refletindo no processo de reconhecimento entre
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células e substratos e/ou outras células (ARAUJO-JORGE & DE SOUZA, 1982,1984), como na
protecdo do T. cruzi contra a lise mediada por complemento (KIPNIS et al., 1981).

O que temos, entdo, ¢ que os tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener
modulam, de maneira diferente, o acido sialico de superficie. Os parasitos da cepa Y tentam
remover os residuos ocupados pela proteina catidnica, descaracterizando a superficie e a
expondo a ligagdo de outras moléculas. Os parasitos do clone CL-Brener ndo descartam de
maneira tdo intensa os sitios ocupados pela FC. A observagdo deste processo ao microscopio
corrobora observagdes prévias obtidas por Krettli & col. (1979) e por Kipnis & col. (1981) em
relacdo a resisténcia a lise pelo complemento. A remogao de acido sialico provoca a lise de
tripomastigotas pelo sistema complemento (KIPNIS et al., 1981). Tripomastigotas da cepa CL
ndo sdo lisados por soro humano normal, enquanto os da cepa Y o sdo, indicando que os
componentes da via alternada do complemento ndo atuam da mesma maneira sobre as duas
amostras (KRETTLI et al. 1979).

A utilizacdo da ferritina cationizada em parasitos vivos vem ao encontro de outra
caracteristica observada in vivo: a agdo das defensinas, que sdo peptideos cationicos ricos em
cisteina, produzidos pelos leucdcitos e células epiteliais, sendo importantes na imunidade
inata contra alguns micrébios. O reconhecimento pela defensina o-1 de humanos causa a
formagdo de poros de membrana e induz a fragmentagdo do DNA, levando a destrui¢do dos
tripanossomas (MADISON et al., 2007). Como tripomastigotas pertencentes a cepa Y perdem
sitios anidnicos mais intensamente, quando comparados aos do clone CL-Brener, isso poderia
facilitar a ligacdo das defensinas sobre os parasitos da cepa Y, facilitando o processo de lise.

Quando analisamos a ligacdo de ConA em parasitos pré-fixados, ndo observamos
diferengas no padrdo de distribui¢ao dos sitios de ligagcdo da lectina entre os parasitos das duas
amostras, embora a analise por citometria de fluxo indique uma maior intensidade de
marcacdo nos parasitos do clone CL-Brener. A incubagdo de parasitos a 4°C mostrou
caracteristicas bem distintas em relacdo as duas amostras. Os parasitos da cepa Y
permanecem com os sitios de ligacdo distribuidos por todo o corpo ou sendo liberados em
vesiculas. A intensidade de ligagdo em relagdo ao material pré-fixado é bem inferior, tanto
quando analisamos por citometria de fluxo, quando observamos ao MET. Nos parasitos do
clone CL-Brener, a intensidade ¢ ainda menor do que a observada no material pré-fixado e
observamos uma redistribuicdo dos mesmos sitios para a regido de adesdo flagelo-corpo e
para o interior da bolsa flagelar, local este que rarissimas vezes aparece marcado em parasitos
controle. A incubagao adicional a 37°C intensifica a liberacao de sitios dos parasitos da cepa

Y, com uma redugdo de 13% na intensidade de fluorescéncia e mostra um comportamento
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oposto do CL-Brener, que permanece com os mesmos niveis de fluorescéncia e a mesma
distribuicao de sitios nas analises por microscopia eletronica.

Dois fatos importantes na biologia do T. cruzi podem ser explicados pelo
comportamento dos sitios de ligacdo com a ConA: a) o maior reconhecimento da cepa CL por
cardiomidcitos e b) a resisténcia ao sistema complemento.

Em relacdo ao tropismo, estudos prévios mostraram que diferentes cepas possuem
comportamentos distintos frente a diferentes tipos celulares e que, para o T. cruzi, a cepa Y é
considera um modelo de cepa macréfagotropica (tropismo para células de linhagem
macrofagica), enquanto a cepa CL ¢é considerada miotropica (ARAUJO-JORGE et al., 1986).
Além disso, receptores de manose em cardiomidcitos estdo envolvidos no processo de invasao
dessas células (SOEIRO et al., 1999). Observando, novamente, as nossa imagens da ligacao de
ConA-ouro coloidal, vemos que os parasitos da cepa Y liberam vesiculas contendo manose
para o meio extracelular. Aqui podemos fazer duas consideragdes: 1) que constitutivamente
fazem este processo — logo, vesiculas de membrana contendo manose se ligariam na
superficie do cardiomidcito, modulando negativamente a ligagdo com o tripomastigota; ou 2)
que a ligacdo com a célula, via o receptor para manose, dispararia o brotamento de vesiculas,
assim como acontece com a ConA, fazendo com que o parasito reconhecido pudesse se soltar
ou que as vesiculas liberadas por este parasito modulassem negativamente a ligacdo de outros
tripomastigotas. No caso dos parasitos do clone CL-Brener, que perdem uma quantidade
muito menor de residuos de manose (visto pela citometria de fluxo) e que redistribuem seus
sitios para a regido da bolsa flagelar, acreditamos que a presenga dos sitios, ainda que nesta
regido, sejam suficientes para garantir a ligagdo dos parasitos a célula hospedeira. Devemos
lembrar, também, que a adesdo de tripomastigotas a células hospedeiras ¢, na grande maioria
das vezes, feita através da regido posterior do corpo do parasito, onde se encontra a saida da
bolsa flagelar. O mesmo padrao de distribuicdo de residuos de manose em Y e CL-Brener
seria responsavel pelo maior reconhecimento dos parasitos da cepa Y por macrofagos, onde a
invasdo se d& primordialmente por fagocitose, o que pressupde a distribuicdo homogénea de
sitios de reconhecimento pela superficie da célula a ser fagocitada.

Em relag@o a resisténcia ao complemento, os dados nos levam a pensar que in Vvivo, os
efeitos aqui mostrados com a ConA poderiam ser provocados pelas proteinas ligadoras de
manose (mannose-binding lectin — MBL ou mannose-binding proteins - MBPs). A ligacao da
MBL a célula alvo provoca o disparo da cascata do complemento (TAKAHASHI et al., 2006). O
recrutamento dos sitios de ligacdo de ConA nos parasitos do clone CL-Brener poderia evitar a
lise, através desta via do sistema complemento. Os dados em relagdo ao clone CL-Brener sao

corroborados por estudos prévios, em que MBP se ligam fortemente a amastigotas da cepa CL
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sub-clone 3 e ndo a tripomastigotas da mesma amostra e que a ligagao aos amastigotas facilita
sua fagocitose por células fagociticas profissionais (KAHN et al., 1995, 1996).

Unindo as duas moléculas encontradas in vivo podemos dizer que a lise dos parasitos
da cepa Y ¢ maior, porque as defensinas se ligam sobre a superficie do parasito, que libera por
“shedding” parte da sua superficie, facilitando a ligagao das MBPs.

Analisamos, também, a influéncia da liga¢ao de proteinas cationicas e lectinas sobre o
reconhecimento de tripomastigotas pelo anticorpo anti-o-gal. E sabido que este anticorpo esta
presente em grandes quantidades no soro de pacientes chagésicos cronicos, que se liga com
grande afinidade a oligossacarideos O-ligados de glicoproteinas do tipo mucinas de
tripomastigotas e que aglutina e destroi tripomastigotas de cultura, de forma independente de
complemento (ALMEIDA et al., 1993, 1994a, 1994b, GAZZINELLI et al., 1991). A lise pelo anticorpo
anti-o-gal esta intimamente relacionada ao grau de sializa¢ao da superficie de tripomastigtotas
e, na auséncia do acido sidlico, a agregagdo das mucinas pelo anticorpo causaria danos
irreversiveis a superficie do parasito e, finalmente, sua lise (PEREIRA-CHIOCCOLA et al., 2000).
O primeiro fato que observamos ¢ que tripomastigotas da cepa Y ligam mais anti-a-gal do que
os do clone CL-Brener, o que explicaria a menor percentagem de parasitos moveis na cepa Y.
A seguir, observamos que o tratamento com FC provoca uma diminui¢do acentuada da
ligacdo do anti-a-gal (queda na intensidade de fluorescéncia) e, consequentemente, uma maior
sobrevivéncia dos parasitos, principalmente na cepa Y. A diminui¢ao da ligagdo com o
anticorpo possivelmente se deve ao ‘“shedding” de cargas negativas da superficie dos
tripomastigotas, muito provavelmente as mucinas reconhecidas pelo anti-a-gal. No caso dos
parasitos do clone CL-Brener, a aparente impossibilidade de descartar os sitios de ligagdo
com a FC levaria uma impossibilidade conformacional para a ligagao do anticorpo anti-o-gal.
Na presenga de ConA, verificamos um comportamento distinto entre as duas amostras.
Parasitos da cepa Y ligam menos anti-o-gal e aumentam sua taxa de sobrevivéncia pela lise
com o anticorpo, provavelmente como descrito para a FC por sua alta taxa de “shedding”. Ja
os parasitos do clone CL-Brener apresentam uma maior taxa de ligagdo com o anticorpo
(aumento na intensidade de fluorescéncia em relagdo ao controle) ¢ um aumento discreto na
percentagem de parasitos lisados que, estatisticamente, ndo foi significante. Uma vez que a
ligagdo com a ConA provoca uma redistribuicdo acentuada de moléculas na membrana dos
tripomastigotas, este fato também poderia levar a uma impossibilidade de acdo do anticorpo
anti-a-gal.

Como citamos anteriormente, a acdo de moléculas semelhantes na natureza poderia
provocar os mesmos efeitos observados com a FC e a ConA, reforcando o dados ja

conhecidos de maior resisténcia dos parasitos da cepa CL em relagdo a lise pelo sistema
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complemento. Mesmo assim, este estudo apenas mostra mais uma estratégia utilizada pelo
parasito e a variabilidade de comportamento entre diferentes cepas.

Um caminho natural a seguir seria o da andlise e comparacdo do material que ¢
liberado pelos parasitos das duas amostras de T. cruzi que utilizamos como modelo
experimental. Iniciamos, entdo, a identificagdo e comparagdo do material liberado no meio de
cultura pelos parasitos da suas amostras de T. cruzi, além de uma analise sobre as possiveis
vias de sinalizagdo intracelular que estariam, ou ndo, agindo no processo de “shedding” desses
parasitos. Na infecg¢do pelo T. cruzi, o “shedding” de componentes de membrana tem sido
apontado como responsavel pela presenca de antigenos do parasito em tecidos e 6rgdos, nos
quais os parasitos intracelulares ndo sao visualizados ou sobre células nao infectadas na fase
cronica da doenca de Chagas (RIBEIRO DOS SANTOS & HUDSON, 1980; BEN YOUNES et al., 1988),
pela presenga de antigenos circulantes (exoantigenos) no soro, nos rins € na urina de animais
infectados e de pacientes nas fases aguda e cronica da doenga de Chagas e por alteragdes
morfoldgicas e imunoldgicas detectadas em rim de camundongos infectados pelo T. cruzi
(CASTRO & RIBEIRO DOS SANTOS, 1977).

No nosso trabalho, para o ensaio de “shedding”, ndo utilizamos o soro fetal bovino,
apesar de sabermos que o soro fetal bovino ¢ capaz de estimular fortemente o “shedding” de
vesiculas (DOLO et al.,, 1994; CASSARA et al.,, 1998). O soro fetal bovino possui exossomos
(OCHIENG et al., 2009), que seriam invariavelmente isolados juntamente com as vesiculas do
parasito, prejudicando as analises bioquimicas e estruturais do material obtido dos parasitos.

Observamos que tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener liberam quantidade
semelhantes de proteinas no meio e que as proteinas liberadas apresentam o mesmo padrao de
bandas, com massas moleculares entre 25 a 110 kDa. Nosso resultado ¢ um pouco diferente
do observado anteriormente por Gongalves e col. (1991) que detectaram polipeptideos
liberados pelas formas tripomastigotas da cepa Y variando de 70 a 150 kDa.

No sobrenadante de ambas as amostras do T. cruzi, observamos uma proteina com
massa molecular aparente de 85kDa, que inferimos ser a glicoproteina de superficie da
superfamilia trans-sialidases TC-85, encontradas nas formas tripomastigotas de cultura do T.
cruzi, que estdo envolvidas no reconhecimento das células hospedeira, permitindo a interagao
com diferentes receptores da célula e com a matriz extracelular (ALVES et al., 1986; MING et al.,
1993; GIORDANO et al 1994). Relatos anteriores demonstraram o “shedding” dessa proteina
associada a vesiculas (GONCALVES et al., 1991), sendo a proteina rapidamente liberada para o
meio extracelular (ABUIN, COLLI & ALVES, 1996). Além disso, esta proteina, bem como outras
na faixa de massa molecular de 85-110 kDa foram encontradas em células ndo infectadas,

sendo internalizadas por essas células. A absor¢do dos antigenos liberados pelo T. cruzi
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sensibiliza as células hospedeiras, induzindo a expressio dos componentes da matriz
extracelular, contribuindo no estabelecimento da inflamacao (PINHO et al., 2002).

A andlise da atividade proteolitica, presente no material liberado durante a incubagao
em meio sem soro, mostrou que a pH 5.5 (condigdes preferenciais para cisteino proteinases)
os parasitos da cepa Y apresentaram a expressdo de 2 bandas de 38 kDa e 44 kDa, enquanto
que no clone CL-Brener, observamos apenas a protease de 44 kDa. Como as atividades foram
inibidas por E-64, isto ¢ indicativo da presenca de cisteino proteinases. A identificacdo das
proteinas por Western-blotting esta em andamento.

Devido a importancia da metaloprotease no processo de “shedding” (SCHLONDORFF &
BLOBEL, 1999; DELLA SBARBA & ROVIDA, 2002), decidimos verificar se, no sobrenadante
obtido apds a incubagdo dos parasitos, esta atividade estaria presente. Apesar de ndo termos
conseguido, ainda, a inibicdo dessas proteases, sabemos que a incubacdo em tampao glicina
pH 10 favorece a atividade de serina e metaloprotease. No sobrenadante total de ambas as
amostras observa-se a expressdo da protease de 52 kDa. Entretanto, essa liberagao para o
meio extracelular ocorre mais intensamente, cerca de 50% a mais nos parasitos da cepa Y, em
compara¢cdo ao clone CL-Brener. Acreditamos que a protease de 52 kDa seja aquela
identificada recentemente como sendo a gp63 do T. cruzi (KULKARNI et al., 2009). Sabe-se que
no género Leishmania, a gp63 (glicoproteina de superficie de 60-65 kDa, ancorada a
membrana por uma ancora de GPI com atividade de metaloproteinase) (BORDIER et al., 1986,
1987) € responsavel pelo aumento da infectividade das formas promastigotas no hospedeiro
mamifero, resisténcia ao complemento, viruléncia e sobrevivéncia do parasito, sendo liberada
para o meio extracelular através do processo de “shedding” (JAFLE & DWYER, 2003). Esta
liberagdo de vesiculas pelo T. cruzi contendo metaloproteases poderia provocar os mesmos
efeitos, ja descritos em células tumorais, cujas metaloproteases presentes em vesiculas de
membrana liberadas provocam a degradacdo da matriz extracelular, promovendo a invasao
tecidual e metastase (DOLO et al 1999). Ainda nao possuimos dados da atividade enzimatica nas
vesiculas isoladas.

Iniciamos, também, a andlise de uma outra via de liberagcdo de proteinas de superficie,
a do “shedding” de ectodominios. A liberacdo de proteinas soliveis por esse mecanismo
envolve vias de sinalizag¢do intracelular e proteina cinase C (KIESSLING & GORDON, 1998).
Baseados nestes dados testamos a influéncia do PMA no ‘“shedding” em T. cruzi.
Observamos, através da analise por eletroforese em SDS-PAGE, apenas em tripomastigotas
pertencentes a cepa Y, que a grande maioria das bandas observadas, apos o tratamento com
PMA, apresentou sua expressao aumentada, em relacdo ao controle, o que foi confirmado pela

analise densitométrica, o que ndo ocorreu com parasitos do clone CL-Brener.
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A analise ultraestrutural dos parasitos de ambas as amostras do T. cruzi, incubados
com PMA, nao apresentou diferengas quanto a liberacdo de perfis de membrana por esses
parasitos, quando comparados com o controle. Além disso, observamos em alguns parasitos,
no flagelo das formas tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener, proje¢des do tipo
filopodia, corroborando com os dados observados por Carvalho & De Souza (1987). Sendo
assim, € possivel que a maior liberagdao das proteinas detectadas no sobrenandate obtido apos
ensaio de “shedding”, na presenca do PMA, e nas formas tripomastigotas pertencentes a cepa
Y do T. cruzi, esteja ocorrendo devido a liberagdo de proteinas de ectodominios, pelo
processo de “shedding” , e que na cepa Y este processo tenha, como parte de sua sinalizagdo,
a ativacao de PKC. Ainda ndo sabemos a participacao de cinases na ativacao do “shedding”

no clone CL-Brener.

Conclusoes:

Os dados obtidos neste trabalho nos permitem concluir que:

a) A presenca da FC ¢ capaz de induzir o “shedding” em tripomastigotas vivos da cepa Y ja a
4°C, enquanto que no clone CL-Brener, isso s6 ocorre a 37°C, ainda assim ndo sendo tao

intenso esse processo.

b) A presenga de ConA induz o “shedding” em tripomastigotas do clone CL-Brener a 4°C,

enquanto nos parasitos da cepa Y observamos ocorrer a 37°C.

c¢) Tripomastigotas da cepa Y se ligam mais ao anticorpo anti-a-gal do que os do clone CL-

Brener.

d) Parasitos da cepa Y s3o mais susceptiveis a lise pelo anticorpo Ch anti-a-gal, quando

comparados ao clone CL-Brener.

e) A pré-incubacdo com FC e ConA e, posteriormente com Ch anti-a-gal, protege
tripomastigotas da cepa Y da lise por este anticorpo, diferentemente ao observado no clone

CL-Brener.

f) Tripomastigotas da cepa Y e do clone CL-Brener ndo apresentam diferengas qualitativas e

quantitativas quanto a liberagdo de proteinas, ap6s a incubagdo com meio sem soro.
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g) Em pH 5.5 observamos uma maior atividade proteolitica no sobrenadante, obtido apos
ensaio de “shedding”, em parasitos da cepa Y do que no clone CL-Brener. Em pH 10,
observamos que ambos os parasitos liberam as mesmas proteases, apesar da intensidade ser

maior em tripomastigotas da cepa Y.

h) Na regulagdo do processo de “shedding”, a ativacdo da proteina cinase C se mostrou

importante nos tripomastigotas da cepa Y.
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