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Abstract

Amastins are 170-200 amino acids, highly hydrophobic surface glycoproteins expressed
not only in T. cruzi amastigotes but also in amastigotes from several species of
Leishmania. The T. cruzi genome contains 12 copies of amastins, which can be
subdivided in two groups: the & amastins are organized in a cluster containing
alternated copies of tuzin genes, differently from [3 amastins which are not. Likewise &
amastins, mRNA from members of the 3 group is more abundant in amastigotes than
in the others stages of the parasite. Analyses of amastin genes present in the genome
showed that they encode proteins with increased amino acid variability in the
hydrophillic domain that is likely in contact with the host cell cytoplasm. In order to
gain new insights of their function, parasites over expressing amastin were generated
and yeast two hybrid (Y2H) experiments were performed to identify human proteins
able to interact with amastins. Epimastigotes over expressing a 6 amastin gene in
fusion with GFP showed higher densities in cultures in comparison to parasites
expressing only GFP. From the Y2H experiments, ten positive clones were identified
and IL-15 cDNA was present in two of them (Teixeira et al., not published). We
observed that IL-15 with a histidine tag interacts with amastin in in vitro pull down
experiments. Infection of HEK293T cells expressing intracellular IL-15 with CL Brener
trypomastigotes resulted in elevated rates of infection and number of intracellular

amastigotes in comparison to non-transfected cells.



Resumo

As amastinas sdo glicoproteinas de 170 a 200 aminodcidos, altamente hidrofdbicas,
expressas ndo somente em amastigotas de T. cruzi, mas também em amastigotas de
diversas espécies do género Leshmania. O genoma de T. cruzi contém 12 cépias de
amastinas, as quais podem ser subdivididas em dois grupos: as & amastinas estdao
organizadas em um agrupamento contendo genes de tuzinas, em contrapartida, as 3
amastinas ndo sdo intercaladas pos tuzinas. Como as d amastinas, mRNA dos membros
do grupo [} é mais abundante no estadgio amastigota do que nos outros estagios do
parasito. Andlise dos genes de amastina presentes no genoma mostrou que esses
codificam proteinas com variabilidade de aminodcidos maior no dominio hidrofilico
gue supostamente estda em contato com o citoplasma da célula hospedeira. Para
investigar a fungdo dessas proteinas, foram gerados parasitos que expressa amastina
em fusdo com GFP e ensaios de duplo hibrido foram realizados para identificar com
quais proteinas humanas as amastinas podem interagir. Epimastigotas super
expressando uma & amastina em fusdo com GFP alcangcou maiores densidades na
cultura em comparagdo com as epimastigotas que expressam GFP somente. A partir
dos ensaios de duplo hibrido, 10 clones positivos foram encontrados, sendo que dois
deles continham cDNA codificante para IL-15 (Teixeira et al., dados ndao publicados).
Foi observado que IL-15 em fusdao com histidina interage com amastina em
experimentos de “pull down” in vitro. Experimentos de infeccao de células HEK293T
expressando a forma intracelular de IL-15 com tripomastigotas da cepa CL Brener
resultou em taxas mais elevadas de infeccdo e de numero de amastigotas

intracelulares em comparag¢ao com as células nao transfectadas.
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1. Introducao

1. Doenga de Chagas e seu agente etioldgico: Trypanosoma cruzi

A doenca de Chagas foi descoberta e descrita em 1909 por Carlos Chagas
(1878-1934) o que foi considerado um feito Unico, pois o mesmo pesquisador
descreveu o inseto vetor que pertence a ordem Reduviidae e o agente etiolégico da
doenca, o protozoario Trypanosoma cruzi (Fundacdo Oswaldo Cruz,
http://www.fiocruz.br/chagas). Atualmente esta enfermidade acomete em torno de
11 milhGes de pessoas, se restringindo as Américas Central e do Sul, sendo por isso

também chamada de tripanossomiase americana (Organizacdo Mundial da Saude).

O agente causador da doenca de Chagas, o T. cruzi, pertence a ordem
Kinetoplastida, familia Trypanosomatidae. Os géneros pertencentes a essa familia
apresentam um flagelo que se origina de uma abertura, conhecida como bolsa flagelar,
e uma estrutura proeminente proxima ao local de insercdo do flagelo, conhecida como
cinetoplasto. Esse corresponde a uma condensag¢ao de DNA localizado no interior da
mitocondria Unica e ramificada que se estende por todo o corpo do protozoario.
Durante seu ciclo de vida, o T. cruzi apresenta trés formas principais: amastigotas,
epimastigotas e tripomastigotas. As duas primeiras formas sao replicativas e a ultima é

a forma infectante do parasito (Brener et al., 2000).

Sob condi¢gbes naturais, a infeccdo é transmitida através do contato do
hospedeiro mamifero com as fezes do vetor triatomineo hematdfago infectado, no
momento da picada. As formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do

inseto penetram na pele lesada ou mucosa e atingem a corrente sanguinea. A partir



dai, o parasito invade diversos tipos celulares e se diferencia nas formas amastigotas
no citoplasma das células hospedeiras. Depois de varios ciclos de replicacdo, as
amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que rompem a célula infectada
liberando formas amastigotas e tripomastigotas as quais podem infectar novas células.
Durante o repasto sanguineo, o inseto popularmente conhecido como barbeiro se
infecta ao ingerir as formas tripomastigotas sanguineas as quais se diferenciardo em
epimastigotas no trato digestivo. As formas epimastigotas replicam-se na luz do trato
digestivo do inseto e ao atingir sua porcdo final, se diferenciam em formas
tripomastigotas metaciclicas e sdo eliminadas com as fezes. Durante o repasto
sanguineo, as formas tripomastigotas metaciclicas presentes nas fezes do inseto vetor
penetram no hospedeiro mamifero através de aberturas na pele ou na mucosa dando
continuidade ao ciclo de vida do parasito (Brener et al., 2000) o qual esta representado
na Figura 1. Além dessa via, a infecgdo por T. cruzi também pode ocorrer por meio de
transfusdo sanguinea (Young et al., 2007), transplante de 6rgdos, transmissdo vertical
(Gurtler et al., 2003) e por ingestdao de comida ou bebida contaminada (Benchimol et

al., 2006; para revisdo veja Stuart et al., 2008).

A doenca de Chagas é resultado da persisténcia da infecgdo com T. cruzi e das
complexas intera¢des entre o patdgeno e o hospedeiro resultando em duas fases com
caracteristicas distintas. A fase aguda tem as caracteristicas clinicas de uma infeccdo
generalizada, de gravidade variavel, sendo o diagndstico sugerido pela presenga dos
sinais de porta de entrada (sinal de Romafa, chagoma cutaneo). Esta fase compreende
os primeiros meses apos a infeccdo, apresenta alta parasitemia (grande quantidade de
tripomastigotas circulantes no sangue) e pode ser caracterizada por febre

acompanhada de mal estar, cefaléia, astenia, hiporexia, hepatomegalia,
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Figura 1: Representacdo esquematica do ciclo de vida do protozodrio parasito
Trypanosoma cruzi. Os principais estagios de desenvolvimento do parasito como os
principais eventos ocorridos durante o ciclo nos hospedeiros vertebrados e
invertebrados estdo indicados (Stuart et al., 2008).



esplenomegalia e as vezes, perturbacdes neuroldgicas e insuficiéncia cardiaca. A fase
cronica inicia-se meses apds a infeccdo e pode se apresentar sob varias formas:
indeterminada, cardiaca, digestiva, ou cardio-digestiva (Brener et al., 2000). A maioria
dos individuos infectados pelo T. cruzi, tenha ou ndo previamente apresentado uma
forma aguda evidente, geralmente evolui para um estado de aparente equilibrio
parasito-hospedeiro, sem manifestacdes clinicas. Este estado de infeccdo silenciosa é
denominado forma indeterminada. As formas sintomaticas aparentam ser resultado
de um desequilibrio entre resposta imune do hospedeiro e carga parasitaria,
resultando geralmente em uma forma cardiaca, digestiva ou uma combinacdo de
ambas. A forma cardiaca da doenca é representada por uma cardiomiopatia
inflamatdria fibrosante, essencialmente arritmica, que leva a uma insuficiéncia
cardiaca progressiva, de curso fatal. As manifestacGes clinicas da forma digestiva se
iniciam como uma incoordenag¢do motora (disperistalse), devido ao comprometimento
dos plexos mioentéricos, a qual afeta principalmente o es6fago e o célon. Na auséncia
da a¢do moderadora do plexo mioentérico os musculos lisos tornam-se hiper-reativos,
contraindo-se desordenadamente e hipertrofiando-se. Por fim ocorre a dilatagdo dos
orgaos comprometidos, gerando o megacdlon e o megaesofago (Fundagdo Oswaldo

Cruz, http://www.fiocruz.br/chagas).

No Brasil, a forma indeterminada da doenga é mais comum (60-70%), seguida
pela forma cardiaca e digestiva (20-30% e 8-10% respectivamente). Na regido central
do Brasil e no Chile, a forma digestiva predomina, enquanto que essa é inexistente na
Venezuela e América Central (Luquetti et al., 1986; Dias 1992). As razdes para essa

diversidade de manifestacgdes clinicas em diferentes regides ainda sdao desconhecidas.



O tratamento da doenca de Chagas é realizado com a administracdo de
benzonidazol e nifurtimox. Entretanto, o tratamento com essas drogas é questionavel
devido a ineficiéncia dessas contra o parasito durante a fase cronica, presenca de
sérios efeitos colaterais, longo e alto custo do tratamento e surgimento de cepas
resistentes as drogas. Por isso os estudos bioquimicos e moleculares acerca desse
protozoario sdo importantes, ja que estes estudos proverdo informacdes a respeito de

possiveis alvos para o desenvolvimento de novas drogas ou tratamentos.

2. Estrutura populacional de T. cruzi

A populacdo de T. cruzi é constituida de vdrias cepas com caracteristicas
genéticas, bioquimicas e fisiolégicas distintas. A classificacdo das diferentes cepas
comecou através da andlise do perfil de isoenzimas de seis loci (Miles et al., 1978),
resultando na divisdo das cepas em trés zimodemas: Z1, Z2 e Z3. Posteriormente, a
analise do perfil de 15 loci de isoenzimas sugeriu maior diversidade genética entre os

diferentes isolados (Tibayrenc et al., 1986, Zhang et al., 1988).

Em 1995 a técnica de RAPD,”Random Amplification of Polymorphic”, DNA foi
usada com sucesso para classificacdo das cepas de T. cruzi. Tibayrenc et al. (1995)
correlacionaram a classificacdo feita através de RAPD e MLEE, do inglés “multi-Locus
enzyme electrophoresis”, e observaram que a classificagdo por RAPD sugeria também
a divisdo das cepas de T. cruzi em trés zimodemas. Duas linhagens principais do

parasito sdo representadas pelos zimodemas Z1 e Z2.



Através de analises dos genes de rRNA e do mini-exon, Souto et al. (1996)
definiram duas linhagens filogenéticas principais de T. cruzi. Uma seqliéncia de
aproximadamente 100 pb na extremidade 3" do gene de rRNA 24So e do gene de mini-
ex6n apresenta dimorfismos que corroboram com a classificacdo anterior em duas
linhagens principais. E importante mencionar que a classificacio feita através de
marcadores genéticos nos genes mini-exdn e rDNA 24Sa em linhagens 1 e 2
corresponde as linhagens 2 e 1 respectivamente, na classificacdo feita através de RAPD
e MLEE. Para facilitar os estudos filogenéticos a criacdo de uma nomenclatura comum
para a classificacdo das linhagens foi entdo proposta por Momem (1999). A linhagem
T. cruzi | inclui as cepas caracterizadas pelo zimodema Z1, marcadores genéticos rDNA
24Sc, e mini-exdn referentes ao grupo 2. As cepas pertencentes a linhagem T. cruzi |l
sdo caracterizadas pelo zimodema Z2 e marcadores genéticos como o rDNA 24Sa e
mini-exon referentes ao grupo 1. Esta linhagem posteriormente foi dividida em cinco

subunidades filogenéticas menores: lla, llb, lic, Iid e lle (Brisse et al., 2000).

Uma terceira linhagem foi definida por Freitas e cols. em 2006 através da
anadlise dos perfis presentes em cinco loci de microssatélites, genes codificantes para
rRNA 24Sa e polimorfismos presentes no gene mitocondrial da subunidade Il da
citocromo oxidase. A linhagem T. cruzi Ill abrange cepas que ndao puderam ser
classificadas como linhagens | ou Il e as cepas hibridas foram agrupadas
separadamente. Os dados de Freitas et al. (2006) indicaram ainda que a cepa CL
Brener, a qual é hibrida, é resultado da fusdo entre cepas parentais pertencentes as

linhagens T. cruzill e lll.



Com o avancgo no entendimento da estrutura populacional de T. cruzi e com a
descoberta de novas técnicas de tipagem, um novo sistema de classificacdo se tornou
necessario. Em 2009, Zingales e colaboradores propuseram um novo sistema de
classificagdo que abrange as cepas ainda nao classificadas no sistema anterior de
nomenclatura e mantém as cepas ja classificadas nas mesmas linhagens. O novo
sistema divide o taxon em seis linhagens, Tcl a TcVI, sendo que T. cruzil e a linhagem T.
cruzi Il ndo sdo alteradas (correspondem a divisdo de Brisse e cols. em 2000 como DTU
| e DTU llb respectivamente). A linhagem T. cruzi lll corresponde ao DTU llc, a linhagem
T.cruzilVaDTUlla, T. cruziVaDTU lld e T. cruzi VI a DTU lle. Uma mudanca notavel
ocorrida com a nova classificacdo é que o clone CL Brener, cujo genoma foi
seqlienciado por El-Sayed et al. em 2005, antes classificado como T. cruzi |l, agora é

classificado como pertencente a linhagem T. cruzi VI.

3. Genoma e mecanismos de expressao e regulacdo génica em T. cruzi

Para compreender melhor os fatores genéticos do parasito que podem estar
envolvidos na doenga de Chagas, El-Sayed et al. trabalharam no sequenciamento do
genoma de T. cruzi, que foi concluido em 2005. O genoma do clone CL Brener foi
determinado através da técnica de “Whole genome shotgun”. Devido ao fato do alto
conteudo de sequéncias repetitivas no genoma (mais de 50 %) e pela natureza hibrida
desse isolado, a montagem do genoma apds o sequenciamento foi muito. Weatherly e
cols. em 2009 obtiveram uma montagem do genoma com 41 cromossomos, Cujos
tamanhos variam de 78 Kb a 2.4 Mb. Os dados obtidos estao de acordo com resultados

de eletroforese em campo pulsatil e com sequéncias obtidas de clones BAC (“bacterial



artificial chromosome”). Com um tamanho de 67 Mb, o genoma hapléide de T. cruzi
contém em torno de 12000 genes codificadores de proteinas. Grande parte destes
genes pertence a familias multigénicas codificadoras de proteinas de superficie. Estes
genes ocorrem em agrupamentos in tandem, ou seja, cépias seguidas de um mesmo
gene, ou ocorrem de forma alternada por outros genes (El-Sayed et al., 2005).
Exemplos dessas familias multigénicas sdao as MASPs (“mucin associated surface

proteins), trans-sialidases, mucinas entre outras.

A organizagdo dos genes em agrupamentos permite a transcricdo coordenada
desses ja que os RNAs mensageiros primarios em T. cruzi sdo policistronicos. Por terem
divergido muito cedo durante o processo evolutivo, a linhagem dos tripanosomatideos
possui varias caracteristicas ausentes nos outros eucariotos como a transcricdo
policistronica, processamento do pré-RNA mensageiro por trans-splicing, auséncia de
introns nos genes, edicdo do RNA mitocondrial e transcricdo de genes codificadores de

proteinas por RNA polimerase | (para revisdo, veja Teixeira e DaRocha, 2003).

Como os mRNAs transcritos sdo policistronicos, eles precisam ser clivados no
nucleo para gerar mRNAs maduros monocistronicos. Esta clivagem ocorre através da
adicdo de uma sequéncia de 39 nt denominada sequéncia lider (do inglés “spliced
leader”) a qual ja contém o cap 5 'metilado. A adicdo da sequéncia lider e da cauda
poli-A é regulada por sequéncias presentes no pré-mRNA sendo que a adicdo de
ambas ndo é um evento independente. O sitio AG localizado logo apds a primeira
sequéncia de polipirimidinas consecutivas préximo ao inicio da regidao codificadora

guia a adicdo da sequéncia lider. Essa mesma sequéncia de polipirimidinas guia a



adicdo da cauda poli-A na extremidade 3" do gene anterior no transcrito primario

policistronico (Campos et al., 2008).

Devido a essas caracteristicas que fazem com que os tripanosomatideos sejam
organismos Uunicos, vetores especificos para estudos de expressdao génica nesses
organismos tiveram que ser desenvolvidos. O primeiro vetor desenvolvido com essa
finalidade, denominado pTEX (Kelly et al., 1992), continha sequéncias “upstream” e
intergénica do gene de GAPDH | flanqueando o sitio multiplo de clonagem e as
sequéncias intergénica e “downstream” do gene GAPDH Il flanqueando o gene de
resisténcia a neomicina. Esses elementos inseridos flanqueando os genes a serem
expressos garantem o correto processamento do mRNA e a expressdao do gene de
interesse. Para testar os niveis de expressdao com esse vetor foi usado o gene cat
(cloranfenicol acetiltransferase) como gene repodrter. Os resultados da atividade desse
gene indicaram que somente de 1 a 10% do total de proteina correspondia ao produto

do gene repodrter, indicando que esse plasmideo possuia baixa eficiéncia de expressao.

Para aumentar a eficiéncia de expressdo do vetor pTEX, a sequéncia
“upstream” de GAPDH | foi substituida por um fragmento de rDNA (DNA que codifica
RNA riboss6mico) que continha o promotor e o ponto de inicio de transcrigdo ja
mapeado. Apds clonagem, a eficiéncia de expressdo propiciada pelo vetor foi testada
com o gene cat. Parasitos transfectados com esse novo vetor, denominado de
PRIBOTEX, apresentaram uma atividade de cloranfenicol acetiltransferase muito maior
do que os parasitos transfectados com o vetor parental pTEX (Martinez-Calvillo et al.,

1997).



Ao estudar o gene TcP2f que codifica uma proteina ribossdmica, Vazquez e
Levin (1999) econtraram sequéncias contendo sinais para o processamento do mRNA.
A sequéncia denominada HX1 apresentava alta eficiéncia em determinar o trans
splicing do mRNA e por isso foi usada para modificar o vetor pRIBOTEX. Essa foi
inserida entre o promotor de rRNA e o gene cat de modo a aumentar a eficiéncia de

expressao, gerando por fim o vetor pTREX que foi usado neste trabalho.

Em T. cruzi a transcrigdo de um conjunto de genes presentes no genoma resulta
em uma Unica unidade policistronica. Porém, genes individuais pertencentes a mesma
unidade podem apresentar diferentes padrbes de expressdo. Elementos em cis
presentes nas regides 5'e 3" UTR contribuem para a diferenca nos niveis dos mRNAs
como os elementos em trans que se ligam nessas regides (para revisao, veja Teixeira e
DaRocha, 2003). A regulacdo génica feita no nivel pds-transcricional permite o parasito
uma rapida mudanca dos padrdes de expressdao génica, a qual possibilita a adaptacao
do parasito a diferentes ambientes ja que ele apresenta diferentes formas e

hospedeiros durante o seu ciclo de vida.

Essa variabilidade de ambientes torna mais complexa a manutenc¢ao do ciclo
biolégico completo e o cultivo de todas as formas do parasito em laboratério. As
formas epimastigotas sdao as formas mais estudadas porque sdo mais facilmente
cultivaveis em laboratério. Entretanto, o estagio do parasito presente no hospedeiro
mamifero, forma amastigota, é de maior relevancia para a doencga, pois essa
permanece em constante contato com o hospedeiro vertebrado e os antigenos
produzidos nesse estagio sdo constantemente apresentados ao sistema imune.

Interessados em estudar os genes mais expressos na forma amastigota, Teixeira e
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colaboradores (1994) descobriram um gene cujo mRNA era muito mais abundante
nesse estagio. Este gene ndo continha nenhuma similaridade com outros genes

anotados até o momento, tendo sido denominado de amastina.

4. A familia génica das amastinas

As amastinas foram descobertas através de uma selecdo de genes
diferencialmente expressos em uma biblioteca de cDNA de formas amastigotas. Os
clones dessa biblioteca foram selecionados com uma sonda feita a partir de RNA de
formas amastigotas ou epimastigotas, permitindo a determinacdo de quais clones

continham cDNAs mais expressos em cada forma (Teixeira et al., 1994).

As amastinas constituem uma familia multigénica a qual possui 12 cdpias no
genoma de T. cruzi. Estes genes contém uma pequena regido 5" UTR, seguida de uma
ORF de aproximadamente 522 pb e uma regido 3° UTR de 630 pb. Os mRNAs de
amastinas codificam proteinas de 174 aminodcidos que contém varios sitios potenciais
de O-glicosilagdo. Andlises in silico indicam a presencga de quatro dominios hidrofébicos
separados por duas algas hidrofilicas na proteina, o que confere a esta proteina uma
localizagdo na membrana do parasito, o que foi confirmado por meio de ensaios de
microscopia eletronica (Teixeira et al., 1994). Estudando a organiza¢dao gendmica das
amastinas, Teixeira e colaboradores em 1995 encontraram genes que intercalam as
amastinas, os quais foram denominados de tuzinas. Apesar de estarem agrupados no
genoma e de serem transcritos em um unico pré-mRNA policistrénico, a regulacao dos

genes de amastinas e tuzinas é distinta. O mRNA de amastina é cerca de 50 vezes mais
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abundante no estagio amastigota em relacdo as outras formas do parasito e também

estd em niveis mais elevados quando comparado com os niveis do mRNA de tuzina.

A transcricdo do gene de amastina durante os diferentes estagios de vida do
parasito é semelhante, o que indica a presenca de um mecanismo de regulacdo pos-
transcricional para explicar a diferenca nos niveis do mRNA desse gene. A modulacao
da estabilidade do mRNA de amastina é o principal mecanismo responsavel pelos altos
niveis deste mRNA no estagio amastigota. Uma sequéncia de aproximadamente 215 nt
presente na porcdao 3° UTR do mRNA de amastina, além de conferir maior estabilidade
ao mRNA, é sitio de ligacdo de um fator protéico presente no estagio amastigota do

parasito (Coughlin et al., 2000).

Como em T. cruzi, a familia das amastinas também esta presente em diferentes
espécies de Leishmania. Através de uma metodologia similar a usada por Teixeira e
cols. (1994), Wu et al. (2000) identificaram um gene com 36 % de similaridade as
amastina de T. cruzi apés uma selecdo de uma biblioteca de cosmideos de Leishmania
donovani com sondas feitas a partir de RNA de formas promastigotas e amastigotas.
Como as amastinas de T. cruzi, o gene homdlogo de Leishmania apresenta um mRNA
com niveis mais elevados no estagio amastigota e a diferenca nos niveis destes é
obtida através do aumento da estabilidade do mensageiro. Através de ensaios de
luciferase, foi demonstrado que a 3" UTR confere uma maior estabilidade ao mRNA ja
gue este é transcrito na mesma taxa nos dois estagios de vida da leishmania. Analise
de hidrofobicidade deste ortdlogo de amastina de L. donovani indicou a presenca de

guatro dominios transmembrana e a localizagdo da proteina na membrana plasmatica
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do parasito foi confirmada por meio de microscopia de fluorescéncia com parasitos

expressando amastina em fusdo com GFP (Wu et al., 2000).

Apds o sequenciamento do genoma de Leishmania major (lvens et al., 2005),
foi confirmada a existéncia de um numero muito maior de amastinas (Rochette et al.,
2005). Com 45 membros no genoma das espécies de L. major e L. infantum, as
amastinas constituem a maior familia génica (nas leishmanias) cujos membros
possuem expressdo regulada durante o ciclo de vida do parasito. Como as amastinas
de T. cruzi, as amastinas das leishmanias também estdo intercaladas por genes de
tuzinas. O alinhamento dos diferentes membros de amastinas oriundos dos géneros
Trypanosoma e Leishmania mostrou uma conservacao significativa tanto em sequéncia
quanto em estrutura. E possivel notar as quatro hélices compostas por aminodacidos
hidrofébicos e intercaladas por dominios que apresentam aminoacidos hidrofilicos

com grande variabilidade entre os diferentes membros de amastinas.

Estudos de sequéncias de genoma tém mostrado que a familia das amastinas é
muito maior no género Leishmania do que em Trypanosoma, entretanto pouco é
conhecido acerca da histéria evolutiva dessa familia e de sua associagdo com o
parasitismo em vertebrados. Estudando a dinamica de evolugdo e diversificagdo dessa
familia, Jackson (2010) subdividiu essa familia génica em quatro grupos de acordo com
posicdo gendmica, estrutura secundaria e evolugdo. As o amastinas estdo presentes
nos tripanosomatideos como um par in tandem de isoformas estruturalmente
distintas. As 3 amastinas estdo presentes como um agrupamento de genes in tandem,
compreendendo multiplas copias de duas isoformas estruturalmente distintas. As y

amastinas sdo conservadas no género Leishmania, mas estdo ausentes no género
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Trypanosoma, e ocorrem como um agrupamento génico composto de mudltiplas
copias. Por fim, os genes de & amastinas (incluindo as amastinas denominadas ,0) que
formam um grupo altamente diverso, estdo espalhados em diversos loci em varios
cromossomos no género Leishmania e estdo intercalados com os genes de tuzina.
Somente um ldcus é conservado entre estes organismos como um agrupamento
génico in tandem. A arvore filogenética contendo os diferentes membros de amastinas
representada na Figura 2 revela que em T. cruzi hd somente membros pertencentes as

familias 3 e 5 e que esta ultima sofreu uma expansdo no género Leishmania.

Apesar de serem conhecidos vdarios aspectos acerca da distribuicio e
organizacdo das amastinas no genoma de diferentes parasitos, a funcdo dessas
proteinas ainda é desconhecida. Nosso grupo tem tentado entender o papel dessas
proteinas na fisiologia do parasito e no processo de infec¢do. Para isto, diferentes
metodologias foram empregadas e os resultados obtidos serdo descritos neste

trabalho.
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Figura 2: Arvore filogenética contendo amastinas pertencentes as diferentes
subfamilias nas diversas espécies de tripanosomatideos. Em cada ramo da arvore
esta mostrado o identificador de cada amastina. A direita estdo indicadas as diferentes
subfamilias com seus respectivos loci ou regides sub-teloméricas (ST). As setas indicam
as amastinas encontradas em Trypanosoma cruzi. Os nodos da arvore que
representam eventos evolutivos estdo indicados por A, B e C: aquisicdo de peptideo
sinal, associacdo dos genes de amastinas com tuzinas e diversificacdo das o amastinas
em Leishmania spp respectivamente (Adaptado de Jackson P.A., 2010).
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5. Estudos sobre o papel das amastinas em T. cruzi

Existem diferentes metodologias para estudo da funcdo de um determinado
gene em um organismo. Entretanto, em T. cruzi, a geracdo de linhagens nocautes para
um gene de amastina por recombinacdo homadloga ndo é possivel devido a quantidade
de cépias deste gene no genoma do parasito. Como demonstrado por DaRocha e
colaboradores (2004), T. cruzi ndo apresenta a maquinaria funcional de RNA de
interferéncia, portanto, ndo é possivel realizar o “knock down” do gene por esta
técnica. Ainda ndo dispomos de anticorpos eficientes para o bloqueio da funcdo das
amastinas. Assim, como alternativas para o estudo da funcdo desse gene foi adotada a
super expressdo de amastina e a determinacdo de interacdes com proteinas da célula

hospedeira.

Andlises iniciais avaliando o efeito da super expressdo de amastina foram feitas
através da clonagem do gene TcX71.40 (cujo identificador é Tc00.1047053511071.40,
GeneDB), pertencente a subfamilia 3, em fusdo com histidinas no vetor pROCK,
trabalho desenvolvido durante a dissertagao de mestrado de Danielle Marra de Freitas
Silva (2006). Formas epimastigotas da cepa CL Brener foram transfectadas por
eletroporagao de acordo com o protocolo descrito por DaRocha et al. (2004). A
expressao de TcX71.40 em formas amastigotas foi confirmada através da detec¢do do
MRNA de amastina::his através de experimentos de “Northern blot” e a proteina

produzida foi detectada através de “Western blot” em diferentes clones.

Curvas de crescimento feitas com clones desses parasitos mostraram que
formas epimastigotas transfectadas super expressando amastina apresentam maior

taxa de multiplicacdo do que os parasitos selvagens. Essa alteracdo levanta a hipdtese
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de que esta amastina pode ter uma funcdo no ciclo celular do parasito. Por sua
localizacdo na superficie da célula amastigota e pela presenca de supostas alcas
extracelulares voltadas para o citoplasma da célula hospedeira, a amastina poderia
atuar como um receptor. Para avaliar essa hipdtese, ensaios de duplo hibrido foram
feitos pelo nosso grupo com a finalidade de identificar proteinas da célula hospedeira

capazes de interagir com as amastinas (Teixeira et al., ndo publicado).

Estudos anteriores do nosso grupo indicaram que a amastina TcX71.40 possui
duas alcas extracelulares intercaladas por dominios hidrofébicos. A alca hidrofilica
extracelular de maior tamanho (TcX71.40S) foi clonada em fusdo com dominio de
ligacdo a DNA do fator de transcricio de levedura Gal4 (Gal4DB) e usada em
experimentos de duplo hibrido. Leveduras hapléides transformadas com o plasmideo
contendo TcX71.40S::Gal4DB foram usadas na selecdo de uma biblioteca de leveduras
hapldides contendo todos os cDNAs humanos, cada um em fusdo com o dominio de
ativacdo do fator de transcricdo Gal4 (Pretransformed Normalized Matchmaker™
Human Hela S3 Library, Clontech). A interagdo entre amastina e proteina humana
restaura a fungdao do fator Gal4, o que resulta na expressao de marcadores que
permitem o crescimento das leveduras dipldides em meio seletivo. A representagdo do

ensaio de duplo hibrido pode ser observada na Figura 3.

Foram obtidos dez clones positivos apds os ensaios de duplo hibrido, os quais
correspondiam, por exemplo, a diferentes proteinas envolvidas em vias de trafego
intracelular e proteinas secretadas. Dentre os clones positivos havia dois que
continham cDNA codificador para o gene de IL15 (dados ndo publicados). Este clone

nos chamou a atenc¢ao devido a trabalhos anteriores que relatam presenca de maiores
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Figura 3: Ensaio de duplo hibrido para selecdo de possiveis ligantes para amastina. A primeira alca hidrofilica de TcX71.40 foi clonada em
fusdo com dominio de ligacdo a DNA do fator Gal4 e usada para selecdo de uma biblioteca de cDNA humano contendo todas as ORFs presentes
no genoma clonadas em fusdo com o dominio de ativacdo do fator Gal4. Leveduras auxotréficas hapldides contendo o plasmideo com uma
porcdao de TcX71.40 foram cruzadas com as leveduras da biblioteca. A interacdo entre amastina e proteina humana restaura o fator de
transcricdo Gal4 o que permite aos clones que apresentam essa interagdo crescimento em meio seletivo.

IL-15 (2 clones)
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niveis desta citocina em infec¢des com diversos patégenos como herpesvirus (Flamand
et al., 1996), micobactérias (Maeurer et al., 1999), Cryptococcus neoformans (Mody et
al., 1998) e alguns protozoarios como Leishmania infantum (Milano et al., 2002) e T.

cruzi.

Niveis aumentados de IL-15 foram encontrados em lesdes cardiacas de
individuos infectados com T. cruzi, apesar de ndo ter sido observado um aumento nos
niveis do mRNA da citocina nessas lesdes (Fonseca et al., 2007). Este aumento de IL-15
se deve principalmente a producdo aumentada da citocina e do aumento do numero
de células CD68", o qual é um marcador especifico de macréfagos. Ja é estabelecido o
papel estimulatério de IL-15 e a funcdo reguladora da atividade de diversas células
durante a montagem de uma resposta imune. Além desse efeito, IL-15 atua também
em células do sistema ndao imune induzindo a proliferacdo celular e protecdo contra
apoptose. Diferente das outras citocinas, a IL-15 apresenta duas isoformas: uma
secretada e outra intracelular (para revisdo, veja Budagian et al., 2006). A maior parte
dos trabalhos que envolvem a detec¢dao de IL-15 é baseada na quantificacdo da
citocina secretada ou da forma intracelular presente em células do sistema imune.
Ainda ha poucas informagdes sobre os efeitos dessa citocina em células do sistema nado
imune em processos infecciosos. Com a finalidade de entender melhor a interacao
entre T. cruzi e célula hospedeira, nosso interesse foi obter informagdes acerca da
interacdo dessa proteina com proteinas da superficie das células amastigotas. Diante
dos resultados obtidos nos ensaios de duplo hibrido, esse trabalho teve como
finalidade a validagdao dessa interacdo, o estudo dos efeitos bioldgicos da IL-15 em
células infectadas pelo parasito e também o estudo das outras amastinas presentes

em T. cruzi.
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2. Objetivos

1. Objetivo geral

- Investigar a fungdo das amastinas de T. cruzi .

2. Objetivos especificos

- Estudar a organizacdo genOmica das amastinas em T. cruzi e o padrdo de expressao

dos membros pertencentes a subfamilia f3.

- Avaliar os efeitos da super expressdao de amastina no ciclo celular de formas

epimastigotas de T. cruzi.

- Avaliar os efeitos da super expressdo de amastina no processo de infecgdo e

multiplicacdo do T. cruzi em células de mamiferos.

- Obter a expressao de Amastina e IL-15 recombinantes em Escherichia coli.

- Investigar a interagdao entre Amastina e IL-15 observada nos experimentos de duplo

hibrido através de experimentos de “pull down” in vitro.

- Testar o efeito da super expressao de IL-15 sobre a infecgdo com T. cruzi.
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3. Materiais e métodos

1. Cultura de parasitos

Nesse estudo, foram cultivadas formas epimastigotas do clone CL Brener e da
cepa G transfectadas com os vetores pPTREXGFP ou pTREXAmaGFP, cedidos
gentilmente pelo prof® Renato A. Mortara da Universidade Federal de S3o Paulo. Estes
parasitos foram mantidos em meio LIT (10 g/L de infuso de figado; 4 g/L NacCl; 400
mg/L KCI; 8 g/L Na,HPO4; 1 g/L de glicose; 5 g/L triptose; 10 mL de hemina a 0,2% em
NaOH (p/v); pH 7,2), suplementado com 10% de soro fetal bovino inativado (Cultilab),
penicilina a 100 U/mL e streptomicina a 100 pg/mL (Invitrogen) final, em estufa a 28° C

(Camargo, 1964).

Formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas a partir de culturas de
epimastigotas mantidas com o mesmo meio por aproximadamente 15 dias. Células L6
foram infectadas com essas culturas e cultivadas por quatro dias em DMEM (Gibco)
suplementado com 10% de soro de cavalo a 34° C com 5% de CO,, sendo que o meio
foi trocado uma vez por dia. Apds esse periodo as células foram cultivadas em DMEM
suplementado com 5% de soro fetal bovino. O meio de cultura foi trocado a cada dois
dias e apds, em média, sete dias de infeccdo, as formas tripomastigotas foram
coletadas do sobrenadante da cultura. As células foram mantidas em meio com 1% de

soro fetal bovino enquanto liberavam tripomastigotas.

As amastigotas foram obtidas através do mesmo procedimento de infecgao
descrito anteriormente. Contudo, apds infeccao, as células foram cultivadas em meio

contendo 5% de soro fetal bovino e mantidas em incubadora a 37° C com 5% de CO,.
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As amastigotas liberadas no meio de cultura pelas células foram coletadas por

centrifugacdo a 3000 rpm por 10 min em centrifuga Eppendorf 5810R.

2. Curva de crescimento de formas epimastigotas com pTREXGFP ou pTREXAmaGFP.

Formas epimastigotas transfectadas mantidas em meio LIT foram diluidas para
a concentracdo de 2x10° parasitos/mL em garrafas de cultura de 25 cm? e cultivadas
num volume de 5 mL de meio. A multiplicacdo dos parasitos foi acompanhada durante
20 dias e as contagens foram feitas num intervalo médio de dois dias cada. Cada
contagem foi feita usando cdmara de Neubauer de acordo com as instrugdes do

fabricante com o uso do microscépio CX41 (Olympus).

Cada ponto do grafico é resultado da contagem de uma triplicata e os
resultados foram plotados usando o programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad

Software). A diferenca estatistica entre os valores obtidos foi avaliada usando o teste t.

3. Infeccdo de células HEK293T com tripomastigotas transfectadas com pTREXGFP ou

PTREXAmaGFP.

Células HEK293T mantidas em DMEM (Gibco) suplementado com 10% de soro
fetal bovino (Cultilab) foram tripsinizadas e plaqueadas em placas de 24 pogos
(Corning) contendo laminulas de vidro circulares esteréis no fundo de cada pogo
(Glasscyto). 5x10” células foram plaqueadas, infectadas com tripomastigotas derivados
de cultura celular na proporgao de 10:1 e cultivadas na presenca dos parasitos durante

todo o experimento. As células infectadas foram cultivadas em DMEM suplementado
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com 10% de soro fetal bovino e infeccdo foi avaliada nos periodos de 4, 24 e 48 horas
(modificacdo do protocolo descrito por Staquicini et al, 2010). As células foram

coradas com Giemsa de acordo com o protocolo descrito posteriormente.

Os graficos foram feitos plotando os resultados das contagens das triplicatas de
cada experimento com auxilio do programa GraphPad Prism 5.0 (GraphPad Software).
A diferencga estatistica entre os valores obtidos foi avaliada usando o teste de andlise

de variancia.

4. Clonagem das sequéncias codificadoras de IL-15 e amastinad0S nos vetores

pDONRZeo, pDEST15 e pDEST17.

Os amplicons correspondentes a IL-15 e a primeira alca extracelular de
amastina40, denominada Ama40S, foram amplificados por meio de PCR (Ausubel et
al., 2007) em fusdo com sequéncias de recombinacdo attB. Os amplicons foram
purificados da reagdo de PCR por precipitagdo com PEG 8000\ MgCl,. Resumidamente,
a reacao de amplificacao foi diluida quatro vezes em T.E. (10 mM Tris-HCI; 1 mM EDTA,;
pH 7.5-8) e entdo foi adicionado a solugdo de PEG 8000 e MgCl, para concentragao
final de 10% PEG e 10 mM MgCl,. A mistura foi vortexada e centrifugada por 15 min a

velocidade maxima. O pellet obtido apds centrifugacao foi resuspendido em T.E.

A reacdo de clonagem BP foi feita usando o Gateway BP Clonase™ Il Enzyme
Mix. Em uma reagao de 8 L foi adicionado o amplicon a ser clonado, 150 ng do vetor

pDONR e o mix de recombinac¢dao contendo a enzima no tampao apropriado. A reagao
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foi feita a 25° C por 1 hora e metade desta foi usada em transformacdo de bactérias

guimiocompetentes E. coli da cepa XL-1 Blue como descrito abaixo.

A clonagem das regides codificadoras de IL-15 e amastina40S do vetor
pDONRZeo para pDEST15 ou pDEST17 foi feita por meio de recombinagdao usando o
Gateway LR Clonase™ Il Enzyme Mix (Invitrogen). A reacdo de recombinacdo foi feita
usando 150 ng do vetor contendo o DNA a ser transferido e do vetor de destino. Os
vetores de destino pDEST15 e pDEST17 (Invitrogen) produzem as proteinas
recombinantes em fusdo com GST e histidinas, ambos N-terminal, respectivamente.
Apds a adicdo do mix de recombinacdo, a reacdo foi incubada a 25° C por 1 hora.
Bactérias quimiocompetentes E. coli da cepa BL21 Al (Invitrogen) foram transformadas

por choque térmico como descrito a seguir.

5. Transformacao de E. coli quimiocompetente

Células quimiocompetentes de E. coli cepa XL1-Blue ou BL21Al (Invitrogen)
foram transformadas com os plasmideos citados anteriormente. De maneira resumida,
a transformacao foi feita adicionando as bactérias competentes o DNA a ser clonado e
incubando a suspensdo por 30 minutos no gelo. Um choque térmico de 42° C foi dado
nas bactérias seguido por uma incubagdo de 1 minuto no gelo. 500 uL de meio 2XYT
foram adicionados nas culturas e estas foram incubadas a 37° C por 1 hora. A cultura
transformada foi plagueada em placas contendo meio 2XYT semi sdélido com

antibiodtico apropriado e incubada por 16 horas a 37° C (Ausubel et al., 2007).
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6. Purificacdao de DNA plasmidial

Os vetores pDEST15 e pDEST17 nos quais estdo clonados as regides
codificadoras de IL-15 e amastinad0 foram purificados usando o kit de extracdo
Nucleospin Plasmid (Macherey-Nagel). As colbnias transformadas foram inoculadas em
5 mL de meio de cultura 2XYT contendo antibidtico apropriado e incubadas a 37° C por
16 horas. A extracdo foi feita de acordo com o manual do fabricante e o DNA extraido

foi eluido em tampdo 5 mM de Tris-HCl pH 8,0.

Os plasmideos usados na transfeccdo de células, pEGFP (Clontech) e plL15,
foram purificados usando o kit QIAGEN Plasmid Maxi Kit (Qiagen). Colonias
transformadas com esse plasmideos foram inoculadas em 10 mL de 2XYT contendo
antibidtico apropriado e incubadas a 37° C por 16 horas. Esses indculos foram diluidos
1:50 em 400 mL de meio fresco contendo antibidtico apropriado e incubadas a 37° C
por 16 horas. A cultura foi centrifugada a 6000 rpm por 15 min em centrifuga Hitachi
CR21Gll e o pellet usado na extracdo do DNA plasmidial. Os DNAs obtidos foram
quantificados por absorbancia a 260 nm no aparelho GeneQuant (GE Healthcare) e

analisados em gel de agarose.

7. Expressao das proteinas recombinantes TcX71.40S e IL-15 em fusdao com histidinas

ou GST

Células de E. coli da cepa BL21Al (Invitrogen) foram transformadas de acordo
com o protocolo descrito anteriormente com os plasmideos pDEST15TcX71.40S e

pDEST17IL-15, para producdao de amastina em fusdao com GST e IL-15 em fusdo com
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histidina respectivamente. A indugdao dos transformantes foi feita de acordo com o
manual do fabricante: 1 coldnia foi inoculada em 10 mL de meio de cultura contendo
ampicilina a 100 pg/mL e cultivado a 37° C durante 16 horas. Esse indculo foi diluido
aproximadamente 1:50 em meio fresco contendo os antibidticos apropriados e
cultivada até ODgoo 0,4. Nesse momento foi adicionada solugao de L-arabinose (Sigma)
para concentracao final de 0,2% e a expressdo dos genes de interesse foi feita durante

3 ou 16 horas.

O mesmo protocolo foi usado para expressdo de GST em células de E. coli da

cepa XL1-Blue (Invitrogen) transformadas com o vetor pGEX4T2 (GE Healthcare).

8. Eletroforese em gel de acrilamida contendo SDS (SDS-PAGE)

As amostras protéicas foram preparadas em tampao apropriado contendo 125
mM de Tris Cl, 20% glicerol, 4% SDS, 0,2% de 2-mercaptoetanol e 0,001% de azul de
bromofenol. Previamente a eletroforese, as amostras foram fervidas ou aquecidas a
37° C por 30 minutos. As proteinas foram separadas de acordo com o protocolo
descrito por Ausubel et al. (2007) em gel de poliacrilamida 14% a 200 volts por uma
hora. Os géis foram corados com solugdo de azul de comassie 0,1% em metanol:acido
acétic:agua (5:2:2) por 2 horas, seguida por descoramento com solugdo aquosa 30%
metanol e 10% acido acético. A coloragdo pela prata foi feita com o kit PlusOne Silver
Staining (Pharmacia Biotech) conforme instru¢des do fabricante. Como padrao de peso

molecular foi usado o Low Molecular Weight (GE Healthcare).
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9. “Western blot”

Extratos totais de 8x10° epimastigotas lisados em tampdo de amostra para
eletroforese foram submetidos a SDS-PAGE e transferidos para membrana de
nitrocelulose Hybond-ECL (GE Healthcare) a 100 volts, na temperatura de 4° C por uma
hora. A membrana foi bloqueada com leite desnatado Molico 5% em TBS (100 mM de
Tris-HCI pH 7,5; 150 mM de NaCl) com 0,1% de Tween 20 por no minimo duas horas.
Os anticorpos anti-Histidina (GE Healthcare), anti-GST (GE Healthcare), anti-IL15 (Re D
Systems) e anti-GFP (Santa Cruz) foram diluidos em TTBS (TBS contendo 0,1% de
Tween 20) e incubados durante 2 horas. A membrana foi lavada 3 vezes durante 15
minutos cada com TTBS e incubada com anticorpo secundario anti-lgG de camundongo
conjugado com peroxidase (GE Healthcare) ou anti-lgG de cabra conjugado com
peroxidase (Signalabs) 1:9000 durante 2 horas. A membrana foi lavada novamente
com TTBS 3 vezes de 15 minutos cada e revelada com ECL plus Western blot detection
reagents (GE Healthcare) Ausubel et al. (2007). A captura da imagem foi feita no

aparelho Storm 840 (GE Healthcare).

10. Ensaio de “pull down” in vitro

Pellets de 50 mL de cultura de bactéria induzida a produzir GST ou
GST::TcX71.40S foram ressuspendidos em 2 e 1 mL de PBS respectivamente.Foi
adicionada lisozima para concentragdo final de 100 pg/mL seguida por incubagdo de 15
min no gelo. As bactérias foram lisadas através de 5 ciclos de congelamento e
descongelamento, o lisado resultante foi passado por uma seringa e centrifugado a

16000 xg por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante obtido da amostra induzida de GST foi
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reservado. Os pellets da amostras restantes foram solubilizados em 500 pL de solugao
contendo 1% sarkosyl (USB) e 1,5% Triton X-100 (BioRad). As fragdes solubilizadas
foram centrifugadas a 16000 xg por 10 minutos a 4° C e o sobrenadante foi coletado. A
essas amostras foi adicionado coquetel de inibidor de proteases (Amresco). As
proteinas soluveis em fusdo com GST foram ligadas na resina glutationa sepharose 4B
(GE Healthcare) apds incubacdo por 2 horas a 4° C. A resina contendo as proteinas
ligadas foi coletada por centrifugacdo a 500 xg por 5 min e lavada trés vezes com PBS.
Para incubar IL-15::his com GST ou GST::TcX71.40S, pellets de cultura de bactérias
produtoras de IL-15::his foram lisadas da mesma maneira citada anteriormente. A
fracdo insoluvel do lisado foi ressuspendida em solugcdo 2 M de uréia e centrifugada a
16000 xg por 10 minutos a 4° C. O sobrenadante contendo as proteinas soluveis foi
incubado com resina glutationa sepharose contendo GST ou GST::TcX71.40S por 16
horas a 4° C. Apds incubacdo, as resinas foram lavadas trés vezes com PBS e coletadas

por centrifugacdo a 500 xg por 5 min a 4° C.

As proteinas ligadas a resina foram eluidas com tampado de amostra para SDS-
PAGE (tampdo composto por 500 mM Tris-HCl; 0,4% de SDS pH 6,8; acrescido de SDS
10%, B-mercaptoetanol a 4%; glicerol 40%) e fervidas por 10 min (Ausubel et al., 2007).
ApOs separacdo por SDS-PAGE, as proteinas foram analisadas por “Western blot” com

os anticorpos apropriados.

11. Cultura e transfecgdo de células HEK293T.
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Células HEK293T foram cultivadas em meio DMEM (Gibco) suplementado com
10% de soro fetal bovino. Para transfeccao, essas células foram desaderidas da garrafa
por tripsinizacdo e ressuspendidas em DMEM contendo 10% de soro fetal bovino.
5x10* células foram semeadas em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro

redondas (Glasscyto) no fundo de cada poco e transfectadas 24 horas apds repique.

As células foram transfectadas com os plasmideos pEGFP (Clontech) e plL15,
cedido gentilmente pelo prof? Thomas A. Waldmann, com auxilio do reagente FuGene
(Roche), ou Lipofectamina 2000 (Invitrogen) ou PEl (polietilimina), para mais
informacgdes acerca do ultimo reagente ver revisao escrita por Godbey et al. (1999). As
guantidades de reagentes e DNA usadas correspondem a quantidade necessaria para a
transfeccdo de células cultivadas em um poco de placa de 24 pogos e sdo

recomendadas pelos fabricantes dos reagentes.

A transfeccdo com Fugene foi feita misturado o plasmideo para expressdo de IL-
15 com o reagente na proporcao de 2 pug DNA para 3 uL de reagente em 100 plL de
meio DMEM sem antibiético e sem soro fetal bovino. O mix de transfec¢ao foi
homogeneizado e incubado por 15 minutos a temperatura ambiente. Apds esse

periodo, o mix foi adicionado as células.

A transfeccao com Lipofectamina 2000 foi feita diluindo 2 uL do reagente e
0,8ug do DNA em 50 pL de DMEM sem soro em dois tubos separados. Apds 5 minutos,
o contelddo dos tubos foi homogeneizado e incubados juntos durante 20 minutos.

Depois da incubac¢ado, o mix de transfeccao foi adicionado nos pocos.
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Por fim, a transfeccdo com polietilimina foi feita diluindo 5 uL do reagente e
2pug do DNA em 100 pL de DMEM sem soro. O conteudo do tubo foi homogeneizado e
incubado durante 10 minutos a temperatura ambiente. 200 pL de DMEM com 10% de
soro fetal bovino foram adicionados no tubo. O meio dos pocos a serem transfectados
foi trocado por meio novo e entdo o mix de transfeccdo foi adicionado em cada. A
eficiéncia de transfeccao foi avaliada por meio de microscopia de fluorescéncia com o
uso do microscépio invertido de fluorescéncia Axio Observer (Zeiss) acoplado a cdmera

AxioCam Mrc (Zeiss).

12. Imunofluorescéncia para detec¢ao de IL-15.

As células cultivadas em laminulas de vidro foram lavadas com PBS e fixadas
com solucdo de paraformaldeido 4% a 4° C por 15 minutos. Apds fixacdo, as células
foram lavadas trés vezes com solugdo de PBS contendo Triton X-100 5% durante 5
minutos cada. O bloqueio foi feito com PBS contendo 1% BSA, Triton X-100 0,5% e soro
de cabra 5% durante 1 hora e a incubagao com anticorpo anti-IL-15 (R e D Systems)
diluido 1:400 em PBS com 0,1% BSA foi feita durante 2 horas. Entdo as células foram
lavadas trés vezes com PBS durante 5 minutos cada e incubadas com anticorpo anti-
IgG de cabra conjugado com Alexa555 (Molecular Probes) por 1 hora. As células foram
lavadas novamente com PBS como descrito anteriormente e entdo as laminulas foram
montadas sobre as laminas com Hydromount (National Diagnostics) e seladas com
esmalte comum. As imagens foram capturadas em microscépio invertido de

fluorescéncia Axio Observer (Zeiss) acoplado a camera AxioCam Mrc (Zeiss).
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13. Infeccdao de células HEK293T com T. cruzi apds transfec¢do para expressao de

IL15.

Células HEK293T foram transfectadas com plasmideo para expressao de IL-15
intracelular e apds 24 horas de transfeccao, foram infectadas com tripomastigotas do
clone CL Brener por um periodo de 48 e 72 horas. A infecgao, a contagem das células
infectadas e das amastigotas intracelulares e as anadlises estatisticas foram feitas como

descrito no item 3 dessa secao.

14. Coloracdo de Giemsa

A carga parasitaria e o numero de células infectadas foram avaliados através da
contagem do numero de células infectadas e do nimero de amastigotas apds tempos
variados de infeccdo. Esses valores eram obtidos a partir da contagem de 250 células,
incluindo infectadas e ndo infectadas, e do numero total de amastigotas apos
coloragdo com Giemsa. O protocolo de coloragdao foi adaptado a partir da técnica
descrita por Giaimis et al. (1992). As células cultivadas sobre laminulas de vidro
circulares (Glasscyto) foram lavadas com PBS e fixadas por no minimo 20 minutos com
metanol gelado. Apds fixagdo, as células foram coradas por 10 a 15 minutos com uma
solucao de Giemsa preparada na hora pela adicdo de 2 gotas de corante por mililitro

de 4gua.

Apds coloragdo, as laminulas contendo as células foram montadas sobre as

[aminas com Entellan (Merck). O nimero de células infectadas, ndo infectadas e o
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numero de amastigotas foram determinados através de contagem em microscopio

CX41 (Olympus).

15. Extragao de RNA de parasitos

RNA de formas amastigotas, epimastigotas e tripomastigotas foi extraido
usando o RNeasy Mini Kit (Qiagen). 3 x 10° parasitos foram coletados por
centrifugacao e o RNA foi extraido conforme instru¢des do fabricante. A elui¢ao do
RNA foi feita com agua e a concentracdo deste na amostra foi determinada através de

absorbancia a 260 nm no espectrofotometro GeneQuant (GE Healthcare).

16. “Northern blot”

As amostras de RNA foram submetidas a eletroforese em géis de agarose 1,2%
em tampao MOPS pH 7,0 (20 mM de MOPS; 5 mM de acetato de sédio e 1 mM de
EDTA) e formaldeido 5% (Teixeira et al., 1995). A cada amostra foram adicionados 2,5
pL de tampdo da amostra (0,75 mL de formamida; 0,15 mL de tampao MOPS 10x; 0,24
mL de formaldeido; 0,1 mL de agua livre de DNAse/RNAse; 0,1 mL de glicerol e 0,08 mL
de azul de bromofenol a 10%). As amostras foram incubadas por 15 minutos a 65° C e
a elas foi adicionado 1 puL de uma solugdo de brometo de etidio a 1,0 mg/mL antes da
aplicacdo no gel. A eletroforese foi feita a 100 volts durante 3 horas a temperatura

ambiente.
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ApOs eletroforese, os géis foram tratados 2 vezes com SSC 10x (3 M de Nadl,
0,3 mM de citrato de sédio; pH 7,0) por 20 minutos. Os RNAs foram transferidos por
capilaridade, em SSC 10x, para membranas de nylon Hybond-N (GE Healthcare)
previamente tratadas com SSC 10x por 5 minutos. Apds a transferéncia, as membranas
foram lavadas com SSC 6x e os RNAs imobilizados na membrana através de irradiacdo
com luz UV no aparelho UVStratalinker (Stratagene) (Ausubel et al, 2007). As
membranas foram pré-hibridadas por 3 horas, a 42° C sob rotacdo, em solugcdo de
formamida a 50%, SSC 6x, Denhardt’s 10x, SDS a 0,2% e DNA de esperma de salmao a
75 pg/mL. Em seguida as membranas foram hibridadas por 14 horas a 42° C com 50 uL
de sonda purificada, marcada radioativamente com 50 pCi de [o->2P] ACTP usando o
kit Ready-to-go DNA labeled beads dCTP (GE Healthcare) conforme instrucdes do
fabricante. Apds a hibridacdo, as membranas foram lavadas 3 vezes com solucdo de
lavagem (SSC 2x; SDS a 0,1%) a 65° C por 30 minutos e reveladas a temperatura

ambiente por 1 dia usando o aparelho Storm 840 (GE Healthcare).

17. Analises de bioinformatica

As sequéncias de amastinas e tuzinas anotadas no genoma de T. cruzi foi obtida

no banco de dados TritrypDB (http://tritrypdb.org/tritrypdb/).

Os alinhamentos das sequéncias foi feito usando o programa ClustalW
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalw2/) e editado com auxilio do programa

BioEdit.
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As anadlises de predicdo topoldgica para predicdo dos dominios transmembrana
dos membros da familia das amastinas foram feitas usando o programa TMHMM

(http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM-2.0/).
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4. Resultados

1. Organizagao gendmica da familia multigénica das Amastinas

As formas amastigotas permanecem em constante contato com o hospedeiro
apos ele ter sido infectado. Os antigenos produzidos nesse estagio do parasito, entao,
sdo de maior relevancia para a doenca de Chagas pois sdao continuamente
apresentados ao sistema imune. Com o interesse de estudar os genes
diferencialmente expressos, Teixeira e colaboradores em 1994 descobriram uma nova
familia multigénica cujos membros eram principalmente expressos no estagio
intracelular do parasito. Apds o seqlienciamento do genoma do clone CL Brener (El-
Sayed et al., 2005) e da montagem feita por Weatherly e cols. em 2009, o nimero

exato de copias de amastinas e a respectiva localizacdo pode ser determinada.

Seis copias de amastinas estdo anotadas no genoma do clone CL Brener. Como
descrito na Introducdo, o genoma desse clone é um genoma hibrido e as diferencas
entre os alelos permitem diferenciar os hapldtipos correspondentes as cepas parentais
denominados “Esmeraldo” e “ndao Esmeraldo”. Assim, 6 cdpias de amastina sdo
similares as encontradas no genoma da cepa Esmeraldo e 6 ndo similares. Das quatro
subfamilias de amastinas descritas por Jackson (2010), representadas pelas letras
gregas a, B,y e 9, T. cruzi apresenta somente membros pertencentes as familias 3, e o
(Figura 4). Os membros da familia & estdo presentes nos cromossomos 26 e 34
enquanto as 3 amastinas estdo localizadas no cromossomo 32. Além disso, assim como
nas amastinas de leishmania, genes de tuzina em associagdo com genes de amastinas

somente sdo observados com membros que pertencem a subfamilia o.
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Figura 4: Organizacdo gendmica das amastina de T. cruzi do clone CL Brener. Os
cromossomos estao representados pelas linhas e os genes das amastinas pelas caixas
de cor azul, sendo azul escuro para 6 amastinas e azul claro para [ amastinas. Os genes
de tuzinas e os genes adjacentes estao representados pelas caixas de cor cinza e de cor
verde respectivamente. Acima de cada amastina estd indicada parte de seu
identificador. O nimero do cromossomo esta indicado acima de cada e a letra S
designa cromossomos do haplétipo Esmeraldo e a letra P designa cromossomos do
haplétipo ndao Esmeraldo. O nimero abaixo de cada cromossomo indica a posi¢ao
fisica dos genes.
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2. Analise comparativa in silico das diferentes amastinas de T. cruzi

De acordo com a divisdo da familia das amastinas proposta por Jackson (2010),
T. cruzi apresenta membros oriundos de duas subfamilias distintas. As amastinas de T.
cruzi sdo genes que possuem em torno de 500 pares de bases os quais codificam
proteinas de aproximadamente 174 aminodacidos, com uma massa de 19,5 kDa
(Teixeira et al., 1994). O alinhamento das amastinas de T. cruzi e das amastinas
presentes nas espécies do género Leishmania, as quais possuem um numero de
amastinas muito maior do que T. cruzi, mostrou que todas as amastinas possuem
qguatro hélices hidrofébicas em sua estrutura (Rochette et al., 2005). Esses dominios
estariam intercalados com duas alcas voltadas para o exterior da célula amastigota e

as regides N e C terminais estariam voltadas para o citoplasma do parasito.

Para comparar as sequéncias de aminoacidos das amastinas de T. cruzi, as
sequéncias obtidas do banco de dados “TriTrypDB” foram alinhadas com auxilio do
programa ClustalW2. Além disso, com a finalidade de investigar se a estrutura de todas
amastinas de T. cruzi seguem um padrdo, a predicdo da estrutura topoldgica com a
indicacdo das possiveis hélices transmembrana e dos dominios extra e intracelulares
foram determinadas com auxilio do programa TMHMM. O alinhamento da sequéncia
protéica das amastinas estd mostrado na Figura 5 e a analise topolédgica de cada

proteina estd representada na Figura 6.

O alinhamento das amastinas de T. cruzi mostra que os membros de amastinas
sdo diferentes entre si principalmente na regidao predita como extracelular, onde a
variacdo de aminoacidos é maior. Nas outras regides, principalmente nas regides

transmembrana, ha variacdo, mas em geral as substituicées sdo sindnimas (Cerqueira
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1 65

TcX71.40 MSMVGAILYGVVSFTALLIMLVGTPLDQFRFRTNPLPLIDPCVTLWGGKLEFCSGTEYIISGEDVI
TcX03.50 MSKVGAILYGVVSFTALLLIMLTGTPLDQFRPRTNPFFLTDPCVTLWGGKMHCSSTEYVISGNDVI
TcX39.120 MSKVGAILYGVVSFTALLLIMLTGTPLDQFRPRTNPFFLTDPCVTLWGGKMHCSSTEYVISGNDVI
TcX37.10 MSKLGAILYGAVGFLAFLEVLVGTPIDQFRAKEKGATGNTPCMTLWGIKEDCHSTKYEFTIEEVE
TcX85.150 MSKLGAILYGAVGFLAFLEVLVGTPIDQFRTKEKKATGNTPCITLWGVKEDCQSMKYEFTFWEDFE
TcX37.30 MSKLGAILYGVVGFLAFLEVLVGTPIDQFRAKEKGATGNTPCMTLWGIKEDCHSTKYEFTVGEDF
TcX85.130 MSKLGAILYGAVGFLAFLEVLVGTPIDQFRTKEKKATGNTPCITLWGVKEDCQSMKYEFTFWEDFE
TcX89.10 MSKLGAILYGVVGFLAFLEVLVGTPIDQFRAKEKGATGNTPCMTLWGIKEDCHSTKYEFTVGEDF
Consenso KA KKKk Rk R R Rk L., KA FFFK X ki
66 130
TcX71.40 HECYAVLGLFRVAEASSIVSIALLLVATILGVLSHLYKKSLRTLTNVLLVSGMVTVGVVWGLMVH
TcX03.50 HECYAVLELFRVAEASSIVSIALLLAATILGVLSHIYNKSLRTLTNVLLVCSMVTVGVVWGLMVH
TcX39.120 HECYAVLELFRVAEASSIVSIALLLAATILGVLSHIYNKSLRTLTNVLLVCSMVTVGVVWGLMVH
TcX37.10 RACPSVLRLFRMAEAFSIISILLLLAATALGVAAHFCLKSLKIFATLLLVVSIVTVGLVWIPMAY
TcX85.150 RECPSVLRLFRMAGAFSIISILLLLAATILGVAAHFYLKSLKIFATLLLVVSIVTVGLVWVPMAY
TcX37.30 RECPSVLRLFRMAEAFSIISILLLLAATALGVAAHFCLKSLKIFATLLLVVSIVTVGLVWIPMAY
TcX85.130 RECPSVLRLFRMAGAFSIISILLLLAATILGVAAHFYLKSLKIFATLLLVVSIVTVGLVWVPMAY
TcX89.10 RECPSVLRLFRMAEAFSIISILLLLAATALGVAAHFCLKSLKIFATLLLVVSIVTVGLVWIPMAY
Consenso LR LLURR R kR Rk Rk ok Rk kR ok Rk L KRk KA Rk L
131 194
TcX71.40 VYKEKIGDCIVTPFKTQLKFGHGFGLIVASWSLTFFAVVFLNLPYGSRLQHSCDVGDQQMHVVR
TcX03.50 VYKEEISNCIATPFRTHFKFGHGFGLIVASWSLTFFAVVFLNLPYGSRLQHSCEVGDQQMHVVR
TcX39.120 VYKEEISNCIATPFRTHFKFGHGFGLIVASWSLTFFAVVFLNLPYGSRLQHSCEVGDQQMHVVR
TcX37.10 FYNHDVDNCFGTPLKTGLKYGGGFVIIVIGWCLIFVAVVLLRML--—-—-——-——-—=——=——=———————
TcX85.150 LYKRDVDNCFGEPIERWSKYGSGFLIIVIGWCLIFVAVVLLRVL-————-——-——-———————————
TcX37.30 FYNHDVDNCLGTPLKTCSKYGGGFVIIVIGWCLIFVAVVLLRML--——-——-——-=—=——=———————
TcX85.130 LYKRDVDNCFGEPIERWSKYGSGFLIIVIGWCLIFVAVVLLRVL-——-—-—-——-——-———————————
TcX89.10 FYNHDVDNCLGTPLKTYLKYGGGFVIIVIGWCLIFVAVVLLRML--—-—-——-——-=—=——=———————
Consenso K. oL KoL, FT O O
1 65
TcX65.394 MGFETLAGRVGPFAYMVCACISFVFATVSTPTSQFRGKGYLDGGKESKLSCVTAWGVKNECTSNK
TcX97.19 MGFETLAGRVGPFAYMVCACISEFVFATVSTPTSQFKGKGYLDGGKVSKLSCVTAWGVKNECTSDK
TcX65.390 MSKKKNFFVREYGKHKGATGLLLACM-VSFIFFVIGTPIAMILQPK-—--—— LSSGTCYTLWGTR-
TcX51.20 MSKKKNFFVREYGKHKGATGLLLACM-VSFIFFVIGTPIAMILQPK-—-—-—-— LSPGTCYTLWGTR-
Consenso K e e e e et et e e e e e e e e e e K e e e e ettt e e
66 130
TcX65.394 YDLRSSEIKCEGNDKRLHQLFQTTOQAFSIISIFLTFASIIT-VGMLFNGKSTRRLTLLLAVASVA
TcX97.19 YDLRSSEINCDGNDKSLHQLFQTTQAFSIIS-——-—-————————=——————————————————————
TcX65.390 PCNSPNYNWRVNWDTCKAR----RLRFQFGEAFSICALYFAVVAGIG-SWYVLSGSNKKWLTVLA
TcX51.20 ACNSPNYDWRVNWDTCKAR----RLRFQFGEAFSICALYFAVVAGIG-SWYVLSGSKKKWLTVIA
CONSENSO 4 ee e eennnannn e e e K e e e e e e e et ettt e et e e
131 194

TcX65.394 ALLIPWACMAAVYKGSFCGTVFHDNWRRDWKYSSAFGLFLGGWLVQLVGTVFLLAL--—————
TcX97.19 @ ————
TcX65.390 SAISTVSGLVTWSMVASTIHNVKLCG--SDTYTSANTKYGPGFALFVTGFVVQFCGLLGLIVLE
TcX51.20 SAISTVSGLVTWSMVASTIHNVKLCG--SDTYTSANTKYGPGFALFVTGFVVQFCGLLGLIVLE
CONSEINISO  t et ettt te ot e e oaesoeeseeeaeeasesessesseseesesessssssnssansseeses

Figura 5: Alinhamento das 3 amastinas (A) e 3 amastinas (B) de T. cruzi. As sequéncias
anotadas como amastinas no banco de dados TriTrypDB foram alinhadas com auxilio
do programa ClustalW2. Parte dos identificadores das amastina esta indicada a
esquerda. As regides em cinza indicam os dominios transmembrana preditos. Os tragos
representam gaps no alinhamento e os asteriscos no consenso indicam aminoacidos
conservados nas sequéncias. Os numeros acima do alinhamento indicam a posi¢ao na
sequéncia.
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Figura 6: Analise topoldgica das amastina de T. cruzi. As sequéncias anotadas como
amastinas no banco de dados TriTrypDB foram analisadas pelo programa TMHMM
guanto a presenca de regides transmembrana. No eixo vertical do grafico esta indicada
a probabilidade de determinado aminoacido da sequéncia, mostrado pelo eixo
horizontal, de estar num segmento transmembrana ou extra ou intracelular. Os
graficos a esquerda e a direita correspondem a andlise da topologia das & e B
amastinas respectivamente. Parte dos identificadores de cada amastina analisada esta
indicada acima de cada grafico. Na porcdo superior do grafico esta indicado o
resultado da andlise com cada dominio representado por cores sendo vermelho para
dominios transmembrana e azul e rosa para dominios intra e extracelular.
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et al., 2008). Apesar da diferenca entre os membros, os alelos de um mesmo gene de
amastina sdo praticamente idénticos, com algumas substituicdes somente. A amastina
AmaX97.19 depositada no banco de dados ndo estd completa e por isso sé estd

mostrada os primeiros 96 aminodcidos da proteina anotada.

A andlise topoldgica das amastinas corrobora com o padrdo estabelecido
previamente na literatura. A predicdo da estrutura resulta em uma proteina com
guatro hélices transmembrana separados por dominios extracelulares de tamanhos
diferentes os quais carregam maior parte da variacdo de aminoacidos observada. O
primeiro dominio hidrofdbico seria o peptideo sinal que sofreria clivagem ao gerar a
proteina madura. O dominio extracelular maior possui em torno de 52 aminoacidos de
tamanho e somente TcX65.390 apresenta esse mesmo dominio com tamanho de 40
aminoacidos. O dominio extracelular menor apresenta em média um tamanho de 18

aminodacidos.

Diferente dos outros membros presentes em T. cruzi, as amastinas TcX71.40 e
seu alelo TcX03.50, e TcX39.120 apresentam uma porg¢ao adicional de 20 aminoacidos
na extremidade C-terminal, que esta ausente nos outros membros de amastinas de T.
cruzi. Ao contrdrio do que ocorre em TcX71.40, essa por¢ao é predita como um

dominio transmembrana nas outras amastinas.

As B amastinas sdao bem diferentes das & amastinas, apesar de possuirem a
mesma topologia do que a predita para os outros membros. Do mesmo modo que
ocorre no outro grupo, os alelos de 3 amastinas sdo muito mais parecidos entre si do

que as copias in tandem no mesmo cromossomo. Além disso, as B amastinas possuem
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um tamanho idéntico de 186 aminoacidos enquanto uma variagdo no tamanho da

sequéncia estd presente entre os membros da subfamilia d.

3. Expressdo das 3 amastinas nos diferentes estagios de T. cruzi.

De acordo com a sequéncia publicada de amastina do clone TcA21 da cepa
Tulahuén por Teixeira e cols em 1994 e de acordo com a classificacdo proposta por
Jackson (2010), sabe-se que o gene presente no clone TcA21 corresponde a uma o
amastina. Estudos posteriores em Leishmania mostraram que as amastinas da familia 6
também s3do expressas principalmente no estagio amastigota do parasito (Rochette et

al., 2005).

Sabendo que as O amastinas sdo mais expressas em amastigotas, um dos
objetivos desse trabalho foi avaliar a expressao das amastinas da subfamilia 3. Para
isso o ensaio de “Northern blot” foi feito com RNA total de epimastigotas,
tripomastigotas e amastigotas. As amostras de RNA foram separadas por eletroforese
e transferidas para membranas. A detecgdo dos transcritos foi feita com o uso de
sondas radioativas especificas desenvolvidas a partir da regido codificadora dos genes

TcX65.394 e TcX65.390.

A hibridacdao das membranas com as sondas revelou somente um transcrito
para o gene TcX65.390 com aproximadamente 1,9 Kb e dois transcritos de tamanhos
diferentes para o gene TcX65.394, um de tamanho aproximado de 1,9 kb e outro
menor que 1,3 kb, como pode ser observado na Figura 7. Assim como as 6 amastinas,

as [ amastinas foram detectadas somente nas amostras de RNA de amastigotas.
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Sondas: AMA394 AMA390

Figura 7: “Northern blot” de amostras de RNA total de diferentes estagios de T. cruzi.
RNA total de epimastigotas (E), tripomastigotas (T) e amastigotas (A) foi separado por
eletroforese, transferido para membranas e hibridado com sondas para detec¢do de
MRNA de TcX65.394 e TcX65.390. As sondas estdo indicadas abaixo de cada foto. Fotos
dos géis mostrando as bandas correspondentes aos rRNAs corados com brometo de
etidio estdo indicadas abaixo da respectiva membrana hibridada. A direita estdo
indicados os tamanhos das bandas de rRNAs na membrana em kb.
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4. Geragao de linhagens de T. cruzi expressando amastina em fusao com GFP.

Para obter a expressao de amastina em T. cruzi, a regido codificadora do clone
TcA21 foi clonada gerando o vetor pTREXAmaGFP (DaRocha et al, dados nao
publicados) de forma que os parasitos transfectados pudessem ser monitorados pela
visualizacdo da fluorescéncia. Uma representacdo esquematica dos vetores pTREXGFP

e pTREXAmaGFP pode ser observada na Figura 8.

Culturas da cepa G transfectadas com esses plasmideos foram gentilmente
cedidos pelo grupo do prof? Dr. Renato Arruda Mortara da Universidade Federal de
S3o Paulo (UNIFESP). Resumidamente, epimastigotas foram transfectados com os
plasmideos pTREXGFP e pTREXAmaGFP de acordo com o protocolo descrito por
DaRocha et al. (2004), clonados e selecionados com G418. Os parasitos transfectados
expressando a proteina verde fluorescente isolada ou em fusdo com amastina (TcA21)
podem ser observados na Figura 9. Os parasitos expressando somente GFP exibem
uma fluorescéncia verde difusa por toda célula e de intensidade muito maior em
comparag¢do com parasitos nao transfectados ou expressando Ama::GFP. Esses ultimos
apresentam uma fluorescéncia menor e mais concentrada nas bordas do parasito,
indicando a localizagdo da proteina Ama::GFP na membrana plasmatica. Ao contrario
dos parasitos transfectados, os parasitos selvagens nao exibem nenhuma fluorescéncia

detectavel.

Além da confirmacdo da expressdao das proteinas feita por microscopia de
fluorescéncia, extratos totais dos parasitos transfectados foram submetidos a
eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS e “Western blot” com anticorpos anti-

GFP. A imagem obtida apds revelacdao da membrana pode ser observada na Figura 10.
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Figura 8: Mapa do vetor pTREXGFP e pTREXAmaGFP. A regido codificadora GFP esta
indicada em verde. A regido codificadora do clone TcA21 foi clonada em fusdao com
GFP gerando o vetor pTREXAmaGFP. Abaixo do nome do vetor estd indicado o
tamanho total em pares de bases (pb). As linhas conectam a designacdo de cada parte
do vetor representada pelas caixas coloridas. Os sitios de restricdo estdao omitidos.
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Figura 9: Expressao de GFP e Ama::GFP em formas epimastigotas da cepa G. Formas
epimastigotas da cepa G expressando (A) GFP, (B) Ama::GFP e (C) a cepa G ndo
transfectada foram fotografadas em aumento de 100 vezes. A esquerda estdo as
imagens fluorescentes dos parasitos e a direita as respectivas imagens de campo claro.
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Figura 10: “Western blot” de extratos proteicos totais de epimastigotas
transfectadas com pTREXGFP e pTREXAmaGFP. Extratos totais de 8x10° parasitos
foram submetidos a SDS-PAGE e as proteinas foram transferidas para membranas de
nitrocelulose. As proteinas foram detectadas com anticorpo anti-GFP e anti-IgG de
camundongo conjugado com peroxidase na diluicdo de 1:1000 e 1:2000
respectivamente. A esquerda da imagem estd indicada a massa das bandas do padrdo
em kDa. Acima de cada canaleta estd indicada a amostra sendo G para extrato de
epimastigotas expressando GFP e A para extrato de epimastigota expressando
Ama::GFP.
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Nela é possivel observar uma Unica banda de tamanho aproximado de 30 kDa
referente a GFP e outra banda de tamanho aproximado a 45 kDa referente a amastina
em fusdo com GFP. Ambas as proteinas possuem peso molecular compativel com o

peso molecular esperado de 26 kDa para GFP e 41 kDa para Ama::GFP.

5. Curva de crescimento de epimastigotas transfectados com GFP e AmaGFP.

Os parasitos transfectados com pTREXGFP e pTREXAmaGFP foram mantidos em
meio LIT. Para monitorar o crescimento das epimastigotas, uma diluicdo para 2x10°
parasitos/mL foi feita e a proliferacdo foi acompanhada durante 20 dias por meio de
contagem em cdmara de Neubauer. Os dados obtidos foram submetidos a testes

estatisticos e a curva resultante pode ser observada na Figura 11.

O resultado do teste estatistico indica que ha uma diferenca significativa entre
as médias dos pontos analisados da curva de crescimento de epimastigotas
expressando GFP ou Ama::GFP. Apesar de proliferarem de maneira similar, os
parasitos que expressam Ama::GFP s3o capazes de alcangar uma densidade maior no
meio de cultura em comparagdo com os parasitos expressando a proteina fluorescente

sozinha.

Até do dia 6 da curva de crescimento, tanto o clone que expressa GFP quanto o
gue expressa Ama::GFP apresentaram mesma densidade na cultura. A partir desse
ponto, o clone que expressa Ama::GFP continuou proliferando chegando a alcancar
uma densidade maxima de 7x10’ parasitos/mL. Enquanto isso, o clone que expressa

GFP mantém uma densidade menor que alcancou o méaximo de 6,3x10’ parasitos/mL.
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Figura 11: Curva de crescimento de formas epimastigotas transfectadas com
pTREXGFP e pTREXAmaGFP. Epimastigotas mantidas em LIT foram diluidas para 2x10°
parasitos/mL e o crescimento dos parasitos foi monitorado durante 20 dias. Os pontos
representam a contagem de triplicatas. No eixo x estdo indicados os dias e no eixoy a
concentracdo de parasitos. A legenda do grafico encontra-se a direita. Os dados foram
submetidos ao teste t com p < 0,05.
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E importante ressaltar que ao longo do experimento n3o foi observada

nenhuma alteracdo de morfologia das epimastigotas.

6. Multiplicagao de amastigotas intracelulares expressando GFP e Ama::GFP

Com a finalidade de investigar se os parasitos que expressam Ama::GFP
possuem maior taxa de proliferacdo também no estagio amastigota, células HEK293T
foram infectadas com tripomastigotas transfectadas na proporcao de 10 parasitos por
célula hospedeira. O niumero de amastigotas foi determinado em diferentes tempos
por meio da contagem dos parasitos dentro das células infectadas, além da

porcentagem de células infectadas.

Os dados da Figura 12A mostram que a expressao de Ama::GFP ndo afetou de
forma estatisticamente significativa a porcentagem de células infectadas nem o
numero de amastigotas por célula infectada, em comparacdo com parasitos
expressando GFP nos tempos observados. A média de células infectadas com parasitos
expressando GFP ou Ama::GFP no periodo de 4 horas foi de 21,52 e 30,46%. Esses
valores aumentaram para 75,94 e 86,8%; 87,9 e 90,02% nos periodos de 24 e 48 horas

respectivamente.

A expressdo de Ama::GFP também ndo afetou o nimero de amastigotas
intracelulares por célula infectada. A média de amastigotas por célula infectada no
periodo de 4 horas apds infeccao foi de 2,26 nas células infectadas com parasitos
expressando GFP e de 1,75 para células infectadas com parasitos expressando

Ama::GFP. Esses valores aumentaram para 4,25 e 4,53 no periodo de 24 horas e depois
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Figura 12: Taxa de infec¢do e nimero de amastigotas por célula infectada em células
HEK293T infectadas com tripomastigotas expressando GFP ou Ama::GFP. Células HEK
foram infectadas na proporcdao de 10:1 com tripomastigotas derivados de parasitos
transfectados com pTREXGFP ou pTREXAmaGFP. (A) Porcentagem de células
infectadas em diferentes tempos de infecgdo. (B) Niumero de amastigotas por célula
infectada. No eixo x do grafico estdao indicados os tempos de infeccdo. A legenda de
cada grafico encontra-se a direita.
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aumentaram para 5,9 e 7,02 no periodo de 48 horas como mostrado na Figura 12 B.

7. Possiveis interagdes entre amastina e proteinas da célula hospedeira: validacdo de

resultados de ensaios de duplo-hibrido.

Para realizar o experimento de duplo hibrido, a regido correspondente a
primeira alca extracelular de TcX71.40 (aminoacido 27 ao 79) foi usada como isca para
a selecdo de clones da biblioteca Pretransformed Normalized Matchmaker™ Human
Hela S3 Library (Clontech) expressando proteina humanas que poderiam interagir com
as amastinas. Os experimentos de duplo hibrido executados pela prof2 Santuza
Teixeira na Universidade de Maryland em colaboracdo com prof? Najib El-Sayed
resultaram em 10 clones positivos. Dois desses clones continham cDNAs que codificam
a citocina IL-15. Com o objetivo de verificar se a interacdo entre IL-15 e amastina pode
ser detectada por meio de outras metodologias, o cDNA dessa citocina, bem como um
fragmento do gene correspondente a regido hidrofilica de Amastina foram clonados

em vetores para expressao em bactéria.

As regides codificadoras de TcX71.40S (primeira alga extracelular predita que se
estende do aminoacido 27 ao 79) e de IL-15 clonadas no vetor pDONR (Invitrogen)
foram recombinadas com os vetores pDEST15 e pDEST17 com uso da LR Clonase™ I
enzyme mix (Invitrogen). Como produto da rea¢dao de recombinacao, foram obtidos os
plasmideos pDEST15TcX71.40S e pDEST17IL15 que produzem proteinas recombinantes

em fusdao com GST e histidina na posicao N-terminal respectivamente.

Na Figura 13 estdao mostrados os resultados de andlises por SDS-PAGE de
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Figura 13: Eletroforese em gel de acrilamida com SDS de amostras de bactéria
expressando TcX71.40S::GST e IL-15::his. Os niumeros acima de cada foto indicam o
tempo de indugdo da amostra. As letras S e | indicam as fragBes sollveis e insoluveis
dos extratos totais. A esquerda de cada foto estd representado o padrdo de peso
molecular em kDa. (A): Expressdo de TcX71.40S::GST em diferentes tempos e
solubilidade da proteina induzida. (B): Solubilidade de TcX71.40S::GST apds tratamento
com detergentes. (C): Expressao de IL-15::his em diferentes tempos e solubilidade da
proteina induzida. (D): Solubilidade de IL15::his apds tratamento com 2 M de uréia.
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extratos protéicos totais, bem como das fracdes sollvel e insolivel de bactérias
expressando as proteinas recombinantes. Pode-se concluir que tanto TcX71.40S::GST e
IL-15::his foram produzidas nos periodos de 3 e 16 horas apds inducdo com arabinose.
A TcX71.40::GST migra no gel com um tamanho de aproximadamente 30 kDa
enquanto IL-15::his apresenta um tamanho em torno de 25 kDa. Diferente da amastina
induzida, a IL-15 recombinante apresentou um pequeno aumento de expressdo no
periodo de 16 horas. Contudo ambas as proteinas recombinantes foram produzidas
em formas insoltveis. O tratamento de TcX71.40S::GST com os detergentes sarkosyl e
triton X-100 resultou num aumento da solubilidade da proteina em torno de 50 %. Jd o
tratamento de IL-15::his com esses reagentes ndo alterou a solubilidade. Foi utilizado
entdo, um tampdo contendo 2 M de uréia o qual aumentou um pouco a solubilidade

da proteina.

Para validar a interacdo encontrada nos ensaios de duplo hibrido foi escolhido
o experimento de “Pull down in vitro” usando IL-15 recombinante em fusdo com
histidina e a alga extracelular de TcX71.40 em fusdo com GST. O “western blot” das

amostras analisadas pode ser observado na Figura 14.

As proteinas GST e a alca extracelular de TcX71.40 (aminodcidos 27-79),
denominada de TcX71.40S, em fusdo com GST, foram produzidas em bactéria e ligadas
em resina glutationa sepharose (GE Healthcare). A expressdo de TcX71.40S::GST e GST
sozinha pode ser observada nas canaletas 6, 8 e a ligacdao das respectivas proteinas
pode ser observada nas canaletas 7, 9. A IL-15 recombinante expressa com uma cauda
de histidina utilizada para a ligagdo a TcX71.40S::GST pbde ser detectada no blot

incubado com anticorpo anti-histidina (GE Healthcare) e como
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Figura 14: “Pull down” de IL-15 recombinante com resina contendo TcX71.40S::GST.
“Western blot” das amostras obtidas apds experimento de “pull down”. A esquerda e
a direita da figura estdo os pesos referentes ao padrao de peso molecular. Abaixo de
cada membrana esta indicado o anticorpo primario. As diluicdes dos anticorpos anti-
histidina, anti IL-15 e anti-GST foram respectivamente 1:1000, 500 e 3000. As diluicdes
dos respectivos anticorpos secundarios para cada blot foram 1:2000, 1000 e 6000.
Acima da figura estdo indicadas as amostras: (1) resina GST incubada com lisado de
bactéria contendo IL-15, (2) resina TcX71.40S::GST incubada com lisado de bactéria
contendo IL-15, (3) lisado de bactéria contendo IL-15, (4) resina TcX71.40 incubada
com lisado de bactéria contendo TcRpL7aREP, (5) lisado de bactéria contendo
TcRpL7aREP, (6) lisado de bactéria contendo TcX71.40S::GST, (7) resina contendo
TcX71.40S::GST, (8) lisado de bactéria contendo GST, (7) resina contendo GST.
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no blot incubado com anticorpo anti-IL15 (R&D Systems), como pode ser observado na
canaleta 3. Esta amostra foi obtida a partir de corpos de inclusdo apds inducao da

expressao.

IL-15 recombinante em fusdo com histidinas ou uma proteina nao relacionada,
nesse caso a por¢ao repetitiva da proteina ribossémica TcRpL7aREP também em fusdo
com histidinas, foram incubadas com resina na qual foi ligada GST ou TcX71.40S::GST.
As proteinas ligadas as resinas com GST ou TcX71.40S::GST apds incubacdo com corpos
de inclusdo semi-purificados tratados com 2 M de uréia contendo IL-15 recombinante
podem ser observada nas canaletas 1 e 2 nessa ordem. E possivel observar uma banda
na posicdo proxima de 25 kDa detectada nos blots incubados com anti-histidina e anti-
IL15, a qual é similar com a banda detectada no extrato total de bactéria contendo IL-
15 recombinante. Em contrapartida, foi detectada somente uma banda extremamente
fraca correspondente a IL-15 na amostra contendo a resina ligada somente a GST, o
gue pode ser observado na canaleta 1. A proteina TcRpL7aREP p6de ser detectada no
extrato total de bactéria, mas nenhuma proteina em fusdo com histidina nao foi
detectada na resina contendo TcX71.40S::GST. Essas amostras estdao presentes nas

canaletas 5 e 4.

8. Transfec¢do de células HEK293T com vetor para expressao de IL-15.

Com a finalidade de determinar os possiveis efeitos bioldgicos de IL-15 sobre a
infeccdo de células com T. cruzi, células HEK293T foram transfectadas com o plasmideo
para expressao de IL-15 citoplasmatica. Inicialmente a estratégia adotada foi a inibicao

da expressdao de IL-15. O mRNA dssa citocina é constitutivamente produzido por
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diversas linhagens celulares contudo, a proteina foi detectada somente em extratos de

cardiomidcitos neonatos (dados ndo mostrados).

Primeiramente as células foram transfectadas com diversos reagentes e com o
plasmideo pEGFP (Clontech) para determinar qual reagente possuia melhor eficiéncia

de transfeccdo. As células expressando GFP podem ser observadas na Figura 15.

Os reagentes PEl e Fugene HD (Roche) ndo apresentaram nenhum efeito sobre
a morfologia da célula. Contudo, o reagente Fugene HD (Roche) apresentou uma baixa
eficiéncia de transfeccdo nas condicbes testadas em comparagcdo com os outros
reagentes. J4 nas células transfectadas com Lipofectamina 2000 (Invitrogen) é possivel

observar uma alta eficiéncia de transfeccao, mas a morfologia das células é alterada.

Nas transfeccoes feitas com plasmideo pEGFP (Clontech) é possivel observar
um aumento do numero de células fluorescentes de 24 para 72 horas, juntamente com
o numero de células na cultura. Mesmo assim, o Fugene (Roche) apresentou a menor
eficiéncia de transfeccdao enquanto a lipofectamina 2000 (Invitrogen) mostrou uma
alta eficiéncia desde o periodo de 24 horas até o final do experimento. Apesar de nao
ser tdo eficiente quanto a lipofectamina 2000 (Invitrogen) o PEI concilia uma eficiéncia

significativa a preservac¢ao da morfologia celular.

A transfeccdo de células HEK293T para a expressao de IL-15 foi feita com o
reagente PEl e o plasmideo contendo a regido codificadora de IL-15 intracelular foi
gentilmente cedido por T.A. Waldmann (Tagaya et al., 1997). Apds 48 e 72 horas de
transfeccdo, experimentos de imunofluorescéncia foram feitos para verificar a
expressao de IL-15 pelas células transfectadas a qual pode ser observada na Figura 16.

Como esperado, a expressao de IL-15 ocorre de forma difusa no
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Figura 15: Transfeccao de células HEK293T com pEGFP usando diferentes reagentes
de transfec¢do. Células HEK293T foram transfectadas com PEl, Lipofectamina 2000
(Invitrogen) e FugeneHD (Roche). Os reagentes usados estdo indicados a direita e os
tempos de transfeccdo a esquerda. As fotos de campo claro estdo ao lado das
respectivas imagens das células fluorescentes.
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Figura 16: Imunofluorescéncia de células HEK293T apods transfec¢do para expressao
de IL-15. Células HEK foram transfectadas com plasmideo contendo regido
codificadora de IL-15 intracelular com auxilio do reagente PEl. Os tempos de
transfeccdo analisados estdo indicados a esquerda. A deteccdo da citocina produzida
foi feita por imunofluorescéncia com anticorpo conjugado com Alexa 555.
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citoplasma como pode ser observada pela marcacao em vermelho.

9. Infeccdo de células HEK293T expressando IL-15 com tripomastigotas do clone CL-

Brener.

Para testar os efeitos bioldgicos da super expressao de IL-15 sobre a infec¢do
por T. cruzi, células HEK293T transfectadas de forma a produzirem I[L-15 foram
infectadas com o clone CL Brener na propor¢do de 10 parasitos do por célula apds 24
horas de transfeccdo. A infec¢do foi avaliada nos tempos de 48 e 72 horas e foi medida

a porcentagem de células infectadas e o nimero de amastigotas por célula infectada.

No periodo de 48 e 72 horas apds infeccdo, a média de células infectadas é de
41 e 53% respectivamente, nos pocos nos quais as células ndo foram transfectadas. Ja
0s pocos que continham células transfectadas com IL-15 apresentaram uma média de
células infectadas de 40% no periodo de 48 horas apds infeccdo. Esse valor aumenta
para 65% apds 72 horas de infecgdo. Obviamente, ndo foi observada diferenga
estatisticamente significativa na infecgao de células HEK293T com o clone CL Brener no
periodo de 48 horas. Entretanto, foi observada uma diferenca estatisticamente
significativa no periodo de 72 horas apds infeccdo. Esses resultados podem ser
visualizados na Figura 17 A. Da mesma forma, o niumero de amastigotas por célula
infectada apresentou diferenga estatisticamente significativa somente no periodo de
72 horas ap6s infecgdo. Nas células nao transfectadas, a média de amastigotas por
célula infectada é de 2,8 e 5,7 nos periodos de 48 e 72 horas apds infeccdo. Ja nas
células transfectadas com IL-15 essa média é de 2,7 e 9,8 nos periodos de 48 e 72

horas apods infeccdo. Esses resultados podem ser visualizados na Figura.17 B.
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Figura 17: Infecgdo de células HEK293T com T. cruzi apds transfec¢do para expressao
de IL-15. Células HEK foram infectadas com tripomastigotas do clone CL Brener 24
horas apds serem transfectadas com plasmideo para expressao de IL-15 intracelular. O
asterisco em cima de cada barra do grafico indica diferenca estatisticamente
significativa com p < 0,05. Em (A) Porcentagem de células infectadas e em (B) NUmero
de amastigotas por célula infectada.

60



5. Discussao

A transformacdo de T. cruzi de um estdgio para outro estd associada com
mudancas morfoldgicas e expressdo de moléculas estdgio especificas. Como as formas
tripomastigotas e amastigotas estdo presentes no hospedeiro vertebrado, o estudo de
proteinas expressas nessas formas sdo de grande relevancia para o entendimento da

doenca de Chagas.

Varias proteinas de superficie de tripomastigotas ja foram caracterizadas como,
por exemplo, as trans-sialidases (Parodi et al., 1992; Colli W., 1993; Frasch A.C., 2000),
mucinas (Frasch A.C., 2000; Yoshida et al., 1989; Acosta-Serrano et al.,, 2001), as
proteinas associadas a mucinas ou MASPs (Bartholomeu et al., 2009) e as TASVs (do
inglés, “trypomastigote alanine, serine, valine rich proteins”) (Garcia et al., 2010).
Contudo, poucas proteinas de superficie expressas no estagio amastigota foram
caracterizadas, entre elas podemos citar: ASP-1 (Santos et al., 1997) e ASP-2 (Low e
Tarleton, 1997) que sdo membros da familia das trans-sialidases, SA-85 (Kahn et al.,
1990, 1991) e SSP4 (Andrews et al., 1988; Olivas-Rubio et al., 2009). A maioria das
proteinas citadas acima sdo glicoproteinas ancoradas a membrana por meio de ancora
GPI e foram descobertas a partir do reconhecimento por anticorpos contra antigenos
presentes na superficie da célula amastigota. Alguns desses anticorpos reconhecem a

porc¢ao glicidica dessas glicoproteinas.

A partir de uma selecao de clones de uma biblioteca de cDNA, Texeira et al.
(1994) descobriram genes cujo mRNA era muito mais abundante no estagio

intracelular do parasito, os quais foram denominados de amastinas. No genoma
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hapldide de T. cruzi ha seis amastinas que foram classificadas em duas subfamilias
(Jackson P.A., 2010). As amastinas TcX65.394 e TcX65.390, classificadas como
pertencentes a subfamilia 3, estdo localizadas no cromossomo 32. Jd as amastinas
TcX71.40, TcX39.120, TcX85.150 e TcX85.130 sao classificadas como & amastinas. A
primeira esta localizada no cromossomo 26 enquanto as 3 ultimas estdo presentes no
cromossomo 34. Nessa subfamilia é possivel observar genes de tuzina intercalando os
genes de amastinas enquanto que essa associa¢cdo esta ausente nos membros da

subfamilia f3.

Ao estudar as amastinas presentes em L. major e L. infantum, Rochette et al.
(2005) identificaram, por meio de analises in silico, 55 sequéncias homodlogas a
amastinas no genoma de L. major enquanto 37 foram identificadas em L. infantum.
Como ocorre no genoma de T. cruzi do clone CL Brener, o maior cluster de amastinas
esta localizado no cromossomo 34 o qual em L. major contém 27 genes enquanto que
em L. infantum estdo presentes 12 copias de amastinas. O maior nimero de amastinas

nessas espécies se deve a uma expansao da subfamilia 0.

Ao analisar a sintenia das amastinas do cromossomo 34 entre os
tripanosomatideos citados acima de acordo com os dados depositados no TriTrypDB,
observa-se que as amastinas do haplétipo Esmeraldo, TcX39.120, TcX85.150,
TcX85.130, ndo apresentam sintenia com as amastinas de L. major e L. infantum. Em
contrapartida, as amastinas do haplétipo ndao Esmeraldo sado sinténicas com os genes
presentes nessas espécies de Leishmania. As amastinas [ também sdo sinténicas entre
os tripanosomatideos. Jd4 a amastina TcX71.40 e seu alelo TcX03.50 ndo apresentam

sintenia com nenhum outro membro. A cepa CL-Brener é hibrida, sendo o resultado de
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eventos de hibridizacdo entre cepas parentais dos grupos T. cruzi ll e T. cruzi lll (Freitas
et al., 2006). As amastinas do haplétipo ndo Esmeraldo, devido a presenca de sintenia
com as amastinas das leishmanias, podem ser mais proximas evolutivamente a esses
ortélogos. Sendo assim, estudos filogenéticos acerca da familia das amastinas em
cepas do grupo T. cruzi lll sdo importantes para determinar a variabilidade dessa

familia no taxon T. cruzi.

O alinhamento das sequéncias de aminoacidos das amastinas de T. cruzi mostra
uma significativa similaridade entre os membros como ja observado em trabalhos
anteriores do nosso grupo (Cerqueira et al., 2008). Essa similaridade pode ser
observada tanto em nivel de sequéncia de aminodacidos, como em nivel de estrutura. A
conservacdo de aminodcidos da sequéncia € muito maior entre os alelos de uma
mesma amastina do que com outros membros, como pode ser observado no
alinhamento na Figura 5. Apesar dessa variacdo de aminodcidos, a topologia geral das
amastinas é mantida como quatro dominios hidrofébicos separados por dois dominios
preditos como ndo transmembrana, como pode ser visto na Figura 6. No primeiro
dominio hidrofilico ha duas cisteinas universalmente conservadas e dentre elas uma
sequéncia de 11 aminoacidos que foi denominada de assinatura de amastina (Rochette
et al., 2005). Essas cisteinas podem formar uma ponte dissulfeto entre si responsavel
pela manutencdo da estrutura dessa regido da proteina a qual também apresenta
significativa variabilidade observada entre os membros e pode ser responsavel por
diferencas funcionais entre cada um. Diferente de todas as outras amastinas, somente
TcX71.40, TcX03.50 e TcX39.120 apresentam uma porg¢ao adicional de 20 aminoacidos
a qual é ausente nos outros membros. Por causa da suposta localizacdo das amastinas

na membrana citoplasmatica, essa porcao adicional presente em alguns membros

63



pode ser responsavel pelo ancoramento de outras proteinas ou pela transducdo de
algum sinal por via de fosforilagdo como demonstrado, por exemplo, para as trans-

sialidases (Bao et al., 2010).

Juntamente com as diferengas estruturais presentes entre membros das sub-
familias de amastinas, Minning e cols. (2009) observaram um padrdao de expressao
génica diferente entre amastinas 6 e amastinas 3. Ao estudar o transcriptoma dos
diferentes estagios do ciclo de vida de T. cruzi, através da técnica de microarranjo de
DNA, os autores observaram que muitos grupos de genes paralogos apresentam
variacdo na abundéancia relativa de mRNA. Um desses grupos estudados foi o grupo
das amastinas. A abundéancia dos transcritos, medida por microarranjo de DNA e
confirmada por PCR quantitativa com transcriptase reversa, mostrou que o transcrito
de TcX71.40 apresenta uma abundancia relativa maior no estagio amastigota do que
nos outros estagios do ciclo de vida. Entretanto, transcritos derivados dos alelos
TcX65.390 e TcX65.394 apresentaram uma abundancia maior nos estagios
encontrados no inseto vetor como epimastigotas e tripomastigotas metaciclicas.
Ambos genes apresentaram transcritos com aproximadamente 1,9 kb, contudo
TcX65.394 apresentou um transcrito adicional de tamanho inferior a 1,3 kb. Esse
transcrito pode ser um processamento alternativo durante a transcricdo dessa

amastina.

Como pode ser observado na Figura 7, diferentemente dos dados encontrados
por Minning e cols. (2009), os dados presentes no presente trabalho mostram que a
expressao das B amastinas é maior no estagio amastigota, similarmente as outras

amastinas ja estudadas. Diante desses dados conflitantes, o experimento de “northern
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blot” sera repetido. Contudo vale ressaltar que a andlise da expressdao das amastinas
TcX65.394 e TcX65.390 nesse estudo foi feita por meio de uma técnica mais precisa em

comparacdo com a técnica de microarranjo de DNA.

Apesar dos conhecimentos acerca da organizacdo, expressdao dos mRNAs e
topologia das proteinas, a fungcdo das amastinas ainda é desconhecida. Evidéncias
indiretas da funcdo das amastinas em amastigotas devem ser consideradas uma vez
gue esse gene é principalmente expresso nessa forma. Além disso, por ter sido
localizada na membrana citoplasmatica (Teixeira et al.,1994), essas proteinas podem
ter alguma participagdo nas interag0es que ocorrem entre o parasito e moléculas

presentes no citoplasma da célula hospedeira.

Existem diversas estratégias para estudar a funcdo de um determinado gene,
dentre elas super expressdo do gene, nocautes por recombina¢do homadloga ou por
RNA de interferéncia, RNA anti-senso, bloqueio da funcdo da proteina com anticorpos
e determinacdo das interacbes entre proteinas. Entretanto, nem todas essas
estratégias sao possiveis de serem empregadas tendo T. cruzi como organismo em
estudo. O T. cruzi ndo apresenta a maquinaria funcional de RNA de interferéncia
(DaRocha et al.,, 2004). A geracdao de nocautes por recombinacdao homéloga ndo é
possivel devido a presenca de varias copias de amastinas no genoma do parasito e
ainda nao foi possivel gerar anticorpos eficientes para o bloqueio da fun¢do da
proteina. Dessa forma, as estratégias adotadas nesse trabalho para estudar as
amastinas de T. cruzi foram a super expressdao do gene e a determinacdo da interagao

das amastinas com outras proteinas.
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Para super expressar amastina em T. cruzi, a regido codificadora do clone TcA21
(Teixeira et al., 1994) foi clonada no vetor pTREXGFP gerando o vetor pTREXAMAGFP
cujos mapas podem ser observados na Figura 8. Formas epimastigotas foram
transfectadas com esses vetores e os parasitos modificados expressando as proteinas
fluorescentes podem ser observados na Figura 9. As proteinas em fusdo com GFP

também podem ser detectadas por “western blot” como pode ser visto na Figura 10.

Apesar de plasmideos circulares apresentarem um potencial recombinogénico
baixo (Lorenzi et al., 2003), os parasitos transfectados com pTREXGFP e pTREXAMAGFP
apresentam uma expressdo estdvel das proteinas fluorescentes, observavel por
microscopia de fluorescéncia tanto em epimastigotas quanto em amastigotas. A
capacidade de integracdo dos vetores pTREX ja havia sido relatada por Lorenzi e cols.
(2003) que demonstraram que a recombinacdo ocorre na regido do promotor
ribossomico. Geralmente em T. cruzi, plasmideos circulares sdo instaveis na auséncia
de selecdo por drogas, mas os transformantes sdo estaveis quando o vetor se integra
no genoma. Em T. brucei, a transfec;do com plasmideos circulares possui uma
eficiéncia muito menor em compara¢dao com a transfec¢do com DNA linear que se
integra nos cromossomos por recombinacao homodloga (ten Asbroek et al.,, 1993). Em
contrapartida, a transfec¢do das espécies do género Leishmania com DNA circular, que

se mantém no parasito como um epissomo, é estdvel (revisto por Clayton, 1999).

Trabalhos anteriores do nosso grupo indicaram que a super expressao da
amastina em fusdo com cauda de histidinas (tese de mestrado de Danielle Marra de
Freitas Silva, 2006) resulta em parasitos com uma maior taxa de proliferacdo em

comparagdo com parasitos selvagens. Entetanto esses dados ndo puderam ser
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reproduzidos uma vez que esses parasitos expressando amastina::his eram instaveis e
a super expressao da proteina de fusdo deixou de ocorrer por algum motivo
desconhecido. J& as epimastigotas transfectadas com pTREXAMAGFP, descritos nesse
trabalho, os quais mostraram uma expressdo estavel da proteina de fusao,
apresentaram uma densidade maior a partir do dia 6 de crescimento em comparacao

com os parasitos que expressam GFP, como observado na Figura 11.

Para investigar se esse efeito sobre a multiplicagdo também ocorria nas formas
amastigotas, os parasitos citados acima foram usados em experimentos de infeccdo de
células HEK293T. A porcentagem de células infectadas e o nimero de amastigotas por
célula infectada foi medido nos intervalos de 4, 24 e 48 horas. Diferente do que ocorre
nas formas epimastigotas, ndo foi observada diferenca na porcentagem de células
infectadas e no numero de amastigotas dentro de cada célula infectada entre os
parasitos expressando GFP ou Ama::GFP nos periodos analisados. Experimentos de
infeccdo com tempos mais longos ndo foram realizados devido a possibilidade de
interferéncia na porcentagem de céulas infectdas causada pela liberagdo de
tripomastigotas. Dessa forma, novos ensaios de infecgdao utilizando outros tipos
celulares nos quais serdao feitas andlises em tempos de infecgdo mais longos

juntamente com a contagem das tripomastigotas liberadas serdo realizados.

A segunda estratégia adotada para estudar as amastinas foi determinar as
interacBes que essas proteinas fazem com proteinas da célula hospedeira. Para isso,
experimentos de duplo hibrido foram realizados usando a por¢ao extracelular de
TcX71.40 como isca para uma biblioteca normalizada de cDNA humano. Dez clones

positivos foram encontrados apds os ensaios de duplo hibrido. O seqlienciamento do
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cDNA de cada clone mostrou que dois dos clones encontrados continham cDNA que

codificava a interleucina 15 ou IL-15.

Esta interacdo nos chamou a atencdo devido ao fato de que foram encontrados
maiores niveis de IL-15 em lesdes cardiacas de individuos infectados com T. cruzi
(Fonseca et al., 2007). Este aumento de IL-15 se deve principalmente a producdo
aumentada da citocina e do aumento do nimero de células CD68", o qual é um
marcador especifico de macréfagos. Sendo assim, essa citocina pode ter algum papel

na doenca de Chagas.

A interleucina 15 foi descrita independentemente por Burton et al. (1994),
durante estudos acerca da proliferacdo de células HuT-102 derivadas de leucemia de
células T adultas e por Grabstein et al. (1994) ao isolarem uma citocina de
sobrenadantes de células epiteliais de rim de macaco. Foi observado por esses
pesquisadores que a linhagem de células HuT-102 secreta uma proteina de
aproximadamente 15 kDa, que apresenta similaridade com a citocina encontrada por
Grabstein et al. (1994), capaz de induzir a proliferacdao de células T e a ativagdo de

diferentes linfécitos Bamford et al. (1996).

Durante o trabalho desenvolvido por Grabstein et al. (1994) foi isolado o gene
codificador de IL-15. Apesar de nao haver similaridade significativa entre IL-2 e IL-15,
anadlise da estrutura secundaria destas citocinas revela que, como IL-2, IL-15 pertence a
familia das citocinas de quatro o hélices. Esta familia de citocinas compreende
proteinas com quatro a hélices como IL-2, IL-3, IL-4, IL-6, IL-21, fator estimulador de

colonia de macréfago-granulécito, fator estimulador de col6nia de granulécito. Alguns
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horménios como eritropoietina, prolactina e hormonio do crescimento também fazem

parte dessa familia. (para uma revisao, veja Budagian et al., 2006).

O cDNA de IL-15 obtido por Grabstein et al. (1994) codifica um peptideo de 162
aminoacidos que apds processamento gera uma proteina madura de 114 aminodcidos.
Essa citocina é bastante conservada entre diferentes espécies, pois ao se comparar a
regido codificadora de IL-15 humana com outros organismos, esta apresenta 97 % de
identidade com o gene de macaco, 82 % com o gene derivado de porco e 73 % com o

de camundongo.

O mRNA de IL-15 é constitutivamente expresso em diferentes tipos celulares e
tecidos, incluindo macrofagos/mondcitos, células dendriticas, queratindcitos,
fibroblastos, células nervosas, rim, placenta, pulmdes, coracdo e musculo estriado
esquelético. Diferentes de outras citocinas, o mRNA de IL-15 apresenta duas isoformas
geradas por splice alternativo, que diferem somente no tamanho da sequéncia
codificadora do peptideo sinal. O cDNA da IL-15 originalmente identificada contém
uma regidao 5" UTR de pelo menos 316 pb, uma regido codificadora de 486 pb e uma 3’
UTR de 400 pb. A tradugao deste mRNA gera um precursor com um peptideo sinal
longo de 48 aminodcidos e a proteina resultante (IL-15 LSP, do inglés “long signal
peptide”) é encontrada em organelas da via de secre¢do celular como reticulo
endoplasmatico, complexo de Golgi e endossomos primarios. Posteriormente, um
segundo mMRNA contendo um sitio de inicio de tradugdo alternativo com uma
sequéncia de Kozak ndo conservada foi identificado. A traducdo desse transcrito gera
um precursor cujo peptideo sinal € composto por 21 aminoacidos, assim essa isoforma

é denominada de IL-15 SSP (do inglés “short signal peptide”). A isoforma IL-15 SSP ndo
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é secretada e nem co-localiza com organelas ou estruturas envolvidas com a via
secretéria da célula, de fato, ela é armazenada no citoplasma da célula hospedeira

(para uma revisao, veja Budagian et al., 2006).

Apesar da ampla distribuicdo do mRNA, a citocina IL-15 é de dificil detec¢ao
tanto em células quanto em tecidos. Isso se deve principalmente a regulacdo da
expressdo de IL-15 a qual ocorre em diferentes niveis. Um controle modesto ocorre no
nivel transcricional, em contrapartida, um controle dominante ocorre pods-
transcricionalmente incluindo tradugao e trafego intracelular. A regulagao no nivel
transcricional é feita através de uma série de sitios para ligacdo de fatores de
transcricdo como NF-xB, IRF-E, myb, v IRE, IL-6 e aINF-2 os quais estdo presentes em
regioes regulatorias 5° do gene de IL-15. Dentre esses sitios, ja e conhecido que os
sitios para ligacdo de NF-kB, IRF e IRF-E estdo envolvidos com o aumento nos niveis do
MRNA de IL15. Esse transcrito contém uma longa sequéncia 5° UTR (352 nt nos
transcritos humanos e 465 nos transcritos de camundongos) na qual esta presente
diversos cédons de inicio (AUG). Estes cddons que precedem a regidao codificadora
diminuem drasticamente a eficiéncia de tradugdao Além disso, os mRNAs codificantes
para IL-15 possuem um peptideo sinal que leva a uma baixa eficiéncia na traducao e

secrec¢do da proteina (para uma revisao, veja Waldmann e Tagaya, 1999).

Mesmo sendo secretada ou armazenada no citoplasma, a IL-15 exerce seus
principais efeitos bioldgicos através da ligagao no seu receptor. Esse é composto por
trés cadeias denominadas a, 3 e v, sendo que cada receptor pode ser composto pelas
trés cadeias ou somente pelas subunidades [ e y. Estas cadeias também estdo

presentes no receptor da IL-2, o que explicaria parte da redundancia dos efeitos
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biolégicos dessas citocinas. A especificidade de cada receptor é conferida pela cadeia
o, a qual apresenta caracteristicas distintas entre os receptores de IL-2 e IL-15. As
subunidades a do receptor de ambas citocinas sdao estruturalmente similares, pois
ambos sdo compostos por dominios sushi, seguidos por um dominio rico em treoninas
e prolinas que se localiza préoximo a membrana plasmatica e uma curta cauda
citoplasmatica. Dominios sushi sdo estruturas protéicas compostas por um sanduiche
de 2 a 3 fitas 3, contendo de 2 a 3 pontes dissulfeto. Estes dominios sdo responsaveis
pela ligacdo desses receptores as respectivas citocinas: o receptor o de IL-2 contém
dois dominios sushi e o receptor o de IL-15 contém somente um, o qual é suficiente
para a ligacdo do receptor com seu ligante (revisto por Bédnar et al., 2008). Apesar da
semelhanca estrutural descrita acima, a interacdo do receptor o de IL-15 com seu
ligante é muito mais forte e estavel do que a interagdo entre o receptor o de IL-2 com

seu respectivo ligante.

A ligacdo de IL-15 em seu receptor desencadeia diversos efeitos na célula alvo
que incluem células do sistema imune e ndo imune. Esta citocina esta envolvida na
manutencdo de linfécitos T e age em sinergismo com IL-2 na expansdo da populagao
dessas células, promove a diferenciacdo e ativacdao de linfécitos T citotdxicos e a
manutenc¢do de linfécitos T CD8" de memdria. Apesar de n3o possuir efeitos em
linfécitos B ndo ativados, IL-15 induz proliferacdao e sintese de imunoglobulinas nas
formas ativadas dessas células. Ha fortes evidéncias de que IL-15 também esta
envolvida na diferencia¢do, sobrevivéncia e funcionamento de células NK. Animais
nocaute para a cadeia 3 do receptor de IL-15 apresentam uma deficiéncia marcante

nos niveis de células NK, o mesmo ndo ocorre quando cadeias exclusivas do receptor
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de IL-2 sdo deletadas (Waldmann e Tagaya, 1999). Em células do sistema ndo imune,
IL-15 tem como principais efeitos a inducdo de proliferacdo celular e de protecao
contra apoptose, por exemplo, em fibroblastos, queratindcitos, hepatdcitos e células
epiteliais. Em células musculares, IL-15 induz hipertrofia sugerindo um efeito anabdlico
e de acumulo de massa muscular. Mesmo antes de conhecer as diversas fun¢des dessa
citocina, a presenga do mRNA de IL-15 em diferentes tipos celulares ja havia levantado
hipéteses a respeito de sua atividade sobre diversas linhagens celulares incluindo

células ndo pertencentes ao sistema imune.

O aumento dos niveis de IL-15 j& foi observado durante infec¢Ges por
diferentes patégenos como herpesvirus (Flamand et al, 1996), micobactérias
(Maeurer et al., 1999), Cryptococcus neoformans (Mody et al., 1998) e alguns
protozoarios como Leishmania infantum (Milano et al., 2002) e T. cruzi. Além desses
patégenos, o papel da IL-15 na infeccdo por T. gondii e a acdo leishmanicida em

macrofagos ja € bem compreendido.

O apicomplexa Toxoplasma gondii é um parasito intracelular capaz de infectar
teoricamente qualquer tipo celular. A resposta imune celular é a principal forma de
eliminagdao do parasito pelo hospedeiro. Essa resposta pode ser dividida em uma
resposta imune inata, mediada principalmente por células NK, e uma reposta celular
antigeno especifica, mediada principalmente por linfécitos T CD8". A administra¢do de
IL-15 recombinante seguida da vacinacdo de animais com uma cepa vacinal de T.
gondii resulta num aumento da populacdo de linfécitos CD8" antigeno especificos e
numa maior produgdo de IFN-y (Khan e Casciotti, 1999). Em contrapartida, o bloqueio

de IL-15 feito por meio da administragdo da cadeia o receptor leva a uma perda da
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resposta imune celular mediada por linfécitos T CD8" e a morte dos animais desafiados
com uma dose letal do parasito (Khan et al., 2002). A resposta celular contra T. gondii
€ mediada principalmente pelas citocinas IFN-y, IL-2 e também por IL-15. Através de
PCR em tempo real, Doherty et al. (1996) identificaram um aumento nos niveis do
mMRNA de IL-15 em macréfagos murinos infectados com T. gondii apds receberem um

estimulo prévio de IFN-y.

O potencial leishmanicida de IL-15 foi estudado em macréfagos ativados com
PMA e infectados com L. infantum. As células cultivadas na presenca de IL-15
apresentaram uma atividade leishmanicida comparada aquela induzida por IFN-y. Essa
atividade era reduzida mediante neutralizacdo da citocina com anticorpos monoclonais
anti IL-15 ou IFN-y. Esses dados sugerem que IL-15 é um ativador direto ou indireto da

atividade leishmanicida de macrofagos (D Agostino et al., 2004).

Diferente do que ocorre com outros protozodrios parasitos, a producdo de IL-
15 por certos tipos celulares poderia ser um fator favoravel para o parasito. Essa
citocina promoveria a multiplicagdo do parasito e inibiria o processo de apoptose da
célula hospedeira. Isso seria uma estratégia muito eficiente porque as células com
maiores niveis de IL-15 seriam melhores hospedeiras para T. cruzi: essas células nao
entrariam em apoptose e ao mesmo tempo promoveriam a multiplicagao intensa do

parasito.

Ja é estabelecido o papel estimulatdério de IL-15 no sistema imune e sua fungao
reguladora da atividade de diversas células durante a montagem de uma resposta
imune. Entretanto, alguns parasitos podem ter desenvolvido métodos para usarem as
citocinas do hospedeiro em seu préprio favor. Para validar a interacdao entre TcX71.40S
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e IL-15 encontrada nos ensaios de duplo hibrido, experimentos de “Pull down” foram
feitos. A porcao de amastina TcX71.40 usada no ensaios de duplo hibrido foi clonada
em fusdo com GST e a IL-15 foi produzida em bactéria em fusdo com cauda de
histidinas. A expressao e a solubilidade das proteinas recombinantes foram analisadas
por SDS-PAGE e os resultados podem ser observados na Figura 13. Ambas as proteinas
recombinantes foram produzidas em corpos de inclusdo e por isso foram tratadas com
agentes desnaturantes. A citocina IL-15 ja foi expressa em fusdo com outras proteinas
(Xiong et al., 2005) e também se apresentou insolivel como ocorreu nesse trabalho.
Diante disso, amastina foi tratada com os detergentes Sarkosyl e Triton X-100 porque
esses compostos ndo sdo desnaturantes fortes. J4 IL-15 foi tratada com uréia porque
Ward e cols (2009) relataram que a citocina recombinante produzida em E. coli possui
atividade apds tratamento com 6 M de cloreto de guanidina e 8 M de uréia. Apos
solubilizacdo, as proteinas recombinantes foram usadas em experimentos de “pull

down” in vitro.

Como pode se observado na Figura 14, a IL-15 p6de ser encontrada ligada a
resina contendo amastina enquanto que uma interagdo bem mais fraca (quase nao
detectdvel) foi detectada entre IL-15 recombinante e a resina com GST. A interagdao
Amastina::GST com IL-15::His pode ser observada tanto nos blots revelados com
anticorpo anti-IL15 quanto com anti-histidina. A interagdo encontrada entre amastina
e IL15 no experimento de “pull down” in vitro é uma forte evidéncia porque foram
usadas proteinas recombinantes produzidas em bactéria durante o experimento.
Como as proteinas produzidas se encontram insollveis elas foram tratadas com
agentes solubilizantes. Ndo se sabe se a estrutura das proteinas recombinantes é a

mesma das proteinas nativas e se as condi¢gdes usadas durante o experimento sdo as
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ideais para que a interagao ocorra. Mesmo assim, foi detectada uma interagao

especifica entre amastina e IL-15.

Porém, para afirmar que hd uma interacdo entre essas duas proteinas é
necessario a execucao de experimentos adicionais como, por exemplo, “pull down” in
vivo usando extratos celulares de parasitos super expressando Amastina::GFP, co-
imunoprecipitagdo de amastina e IL-15 a partir de lisados totais de células produtoras
de IL-15 infectadas com cepa G de T. cruzi expressando Amastina::GFP e experimentos
de imunofluorescéncia ou FRET (do inglés, “fluorescence ressonance energy transfer”).
Esses experimentos usam proteinas oriundas dos organismos que as produzem e assim
as condicGes nas quais o experimento é feito se aproximam do que ocorre
fisiologicamente. Entdo, as interagcGes encontradas nesses experimentos sdo mais

proximas do que as que ocorrem durante o processo de infeccdo.

No ultimo conjunto de experimentos, procuramos avaliar os possiveis efeitos
bioldgicos resultantes de uma possivel interacdo entre a amastina e IL-15. Inicialmente
haviamos planejado realizar ensaios de RNAi com o objetivo de bloquear a expressao
de IL-15 nas células hospedeiras e avaliar o efeito dessa inibicdo sobre a infecgao.
Entretanto, sabendo que IL-15 apresenta baixos niveis de expressdao em vdrios tecidos,
decidimos adotar a estratégia de transfectar células para aumentar os niveis da forma
intracelular da citocina. Primeiramente, células HEK foram transfectadas com o gene
de GFP para escolha do reagente de transfec¢ao mais adequado. Foram testados os
reagentes comerciais Fugene HD (Roche) e Lipofectamina 2000 (Invitrogen) e o
polimero PEI (Godbey et al., 1999). Ao contrario dos outros reagentes, a lipofectamina

alterou a morfologia das células apesar de ter apresentado a maior eficiéncia de
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transfeccdo. Essa alteracao se deve a baixa quantidade de células usadas no momento
da transfeccdo que acarreta numa diminuicdo da viabilidade celular, como descrito
pelo fabricante. Esse problema pode ser contornado aumentando o numero de células
ou diminuindo a quantidade de reagente no momento da transfeccdo. Ja o Fugene HD
ndo alterou a morfologia celular, entretanto a eficiéncia de transfeccdo obtida foi
muito baixa. Dessa forma, o reagente escolhido para transfeccdo foi o PEIl devido a

conciliar a morfologia celular com uma eficiéncia de transfecgao satisfatéria.

O plasmideo usado na transfec¢do das células HEK93T para expressao de IL-15,
gentilmente cedido pelo prof.2 T.A. Waldman, codifica a forma citoplasmatica de IL-15
além de conter modificacdes nos elementos regulatdrios desse gene para aumentar os
niveis de expressdo (Tagaya et al., 1997). Apds transfec¢cdo com PEl, a IL-15 produzida
foi detectada por imunofluorescéncia com 48 e 72 horas pds-transfeccdo, sendo
possivel observar uma distribuicdo uniforme da marcacdo da citocina em vermelho

condizente com a localizacdo citoplasmatica esperada.

Células HEK293T transfectadas para expressarem IL-15 foram infectadas com T.
cruzi 24 horas apds a transfecgdo. A porcentagem de células infectadas e o nimero de
amastigotas por célula infectada foi determinado nos periodos de 48 e 72 horas apds
infeccdo. A expressdo de IL-15 somente afetou esses parametros no periodo de 72
horas em comparagdo com as células ndo transfectadas. Esse efeito pode ser devido a
uma maior quantidade da citocina no periodo de 72 horas que poderia ter causado um
aumento da proliferacdo dos parasitos, por isso o numero de amastigotas por célula
infectada seria maior. Contudo, os niveis de IL-15 no periodo de 48 e 72 horas nao

variam de acordo com a imunofluorescéncia. Dessa forma, o efeito observado no
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numero de amastigotas por célula infectada no periodo de 72 horas deve ser explicado
pela acdo da IL-15 sobre a proliferacdo do parasito, a qual é observada em tempos
mais longos. Como a porcentagem de células infectadas foi avaliada até o periodo de
72 horas, ndo é possivel concluir que a citocina IL-15 aumenta a taxa de infeccdo. Para
isso seriam necessarios experimentos de infeccdo com tempos mais longos, nos quais
seria possivel observar a infeccdo das células hospedeiras por tripomastigotas
liberadas pela prdépria cultura. Provavelmente essa taxa de infec¢do seria maior ja que
as células infectadas e transfectadas para expressarem IL-15 apresentam uma
guantidade maior de amastigotas intracelulares, as quais posteriormente seriam

liberadas como tripomastigotas na cultura.

S3o poucos os estudos funcionais acerca das amastinas. Sabe-se que essa
familia multigénica esta presente em parasitos como T. cruzi e Leishmania sp e que 0s
membros sdo expressos principalmente no estagio presente no hospedeiro mamifero
durante o ciclo de vida. Os dados de estudos indicando o efeito da super expressao das
amastinas sobre a taxa de divisao celular do parasito precisam ser melhor avaliados,
mas sugerem um papel dessa proteina no controle do ciclo celular. Por outro lado,
ensaios de duplo hibrido e os ensaios de interagdo in vitro indicaram que uma das
isoformas das amastinas (TcX71.40) interage com a interleucina 15, isso nos levou a
especular que as amastinas poderiam atuar como receptores de IL-15 cujo efeito seria
o de induzir a proliferacdo do parasito. O fato de lesdes cardiacas de pacientes
infectados com T. cruzi apresentarem niveis maiores dessa citocina (Fonseca et al.,
2007) poderia indicar também que o parasito estaria “utilizando” essa citocina como
um fator de crescimento. Como descrito acima, diferentemente do que ocorre nas

outras citocinas, a IL-15 apresenta uma isoforma citoplasmatica e pode ser produzida
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por varios tipos celulares. Essa isoforma poderia ser explorada pela célula amastigota
como um fator de crescimento presente no citoplasma da célula hospedeira.
Normalmente, o hospedeiro produz citocinas para estimular o sistema imune a
controlar determinada infec¢cdo. Nesse caso, a producdo da IL-15 citoplasmatica seria

benéfica em parte para T. cruzi, pois estimularia a proliferacdo das amastigotas.

Ap0ds penetrarem na célula hospedeira, parasitos intracelulares enfrentam uma
série de obstaculos para completarem seu ciclo de vida e por isso desenvolveram
estratégias para alterar o metabolismo celular e adapta-lo as prdprias necessidades. A
apoptose é o principal obstaculo enfrentado, pois a morte da célula hospedeira por
apoptose impede o desenvolvimento, proliferacdo e disseminacdo do parasito. Dessa
forma, as estratégias desenvolvidas visam o controle sobre esse processo celular,

como feito pelos apicomplexa T. gondii e Plasmodium sp.

Varias proteinas de T. gondii sdo secretadas no citoplasma da célula
hospedeira, dentre elas proteinas das roptrias e dos granulos densos (revisto por
Ravindran e Boothroyd, 2008). Essas proteinas injetadas na célula alteram vdrias vias
de sinalizagdo como a via das JAKs/STATs, IL-4 e IL-6 (Saeij et al., 2007). As proteinas
gue interferem nessas vias sdo kinases, como a ROP16 descrita por Saeij e cols. (2007),
ou fosfatases, como a PP2C descrita por Gilbert e cols. (2007) que alteram fatores de
transcricdo ou interferem em interagdes entre as proteinas da célula hospedeira. Essas
proteinas podem ser encontradas no nucleo da célula hospedeira poucos minutos apés
infeccdo pelo parasito, o que evidencia a manipulagdao do metabolismo celular logo
apos a infecgdo. Além das proteinas mencionadas acima, o T. gondii secreta proteinas

gue permanecem na membrana do vacuolo parasitéforo que podem interargir com
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proteinas presentes no citoplasma da célula hospedeira. Hajj e cols. (2007)
caracterizaram mais uma kinase presente nas roptrias, denominada ROP18, que
permanece no vacuUolo parasitoforo. Parasitos super expressando essa proteina
apresentam maior taxa de proliferacdo em comparagdo com parasitos selvagens. Além
disso, experimentos de co-infeccdo usando parasitos selvagens e transfectados
mostraram que o aumento na proliferagdo ocorre somente nos parasitos dentro dos

vacuolos parasitéforos que contém maior quantidade de ROP18.

Essa manipulacdo do metabolismo celular por T. gondii tem como principal
objetivo a criacdo de um ambiente anti-apoptético onde o parasito pode se
multiplicar. A interferéncia no processo de apoptose é feita por meio da inibicdo dass
caspases 3 e 7 (Keller et al., 2005), por aumentar a expressdo de fatores anti-
apoptaoticos, inibir a liberacdo de citocromo ¢ da mitocondria e por inibir a ativacdo de
fatores pro-apoptdticos como Bax e Bak (Hippe et al., 2009; revisto por Laliberté e

Carruthers, 2008).

O apicomplexa Plasmodium sp apresenta dois estagios no hospedeiro
vertebrado que infectam diferentes células. Os esporozoitos tém os hepatdcitos como
células hospedeiras enquanto os merozoitos infectam hemadcias. A proteina UIS3,
super expressa na superficie dos esporozoitos, interage com a proteina L-FABP (do
inglés, “liver fatty acid binding protein”) do hepatdcito (Mikolajczak et al., 2007). Essa
proteina é a principal carreadora de acidos graxos no interior da célula, atuando na
importacdo, armazenamento e destinacdo dessas moléculas. A super expressao de L-
FABP aumenta a proliferacdo do parasito no interior do hepatdcito enquanto a inibicao

da expressao dessa proteina tem efeito oposto. A aquisicdo de acidos graxos pelo
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parasito é a principal explicacdo para essa interacdo e para os efeitos observados na

multiplicacao do parasito.

Os hepatdcitos infectados por Plasmodium apresentam resisténcia a apoptose
tanto in vitro quanto in vivo (van de Sand et al., 2005). A inibicdo da apoptose parece
ser crucial durante a infeccdo e replicacdo nos hepatdcitos contudo a manipulacdo da
apoptose é feita de forma mais precisa no final do desenvolvimento dos esporozoitos
em merozoitos. Sturm e cols. (2006) observaram previamente a infeccdo dos
eritrécitos um numero crescente de hepatdcitos livres na circulagdo sanguinea
contendo merozoitos de P. berghei. Esses hepatdcitos livres exibem varias
caracteristicas de células apoptdticas como presenca de citocromo c no citoplasma,
aumento da permeabilidade da membrana externa mitocondrial e condensacdo da
cromatina, mas ndo apresentam fosfatidil serina no folheto externo da membrana
plasmatica. Os merozoitos induzem uma morte celular no hepatdcito, que ndo pode
ser classificada como necrose nem como apoptose, para promover a formagdo de
vesiculas que transportardo os merozoitos na circulagdo sanguinea (revisto por
Carmen e Sinai, 2007). Ao infectar os eritrocitos, os merozoitos degradam a
hemoglobina presente no citoplasma. Porém, as hemdcias de mamiferos sao
anucleadas e n3ao possuem organelas, portanto ndao sao capazes de sintetizar novas
proteinas e outros componentes celulares. A célula hospedeira nesse caso possui uma
deficiéncia em vdrios nutrientes necessarios ao parasito. A aquisicao de nutrientes por
P. falciparum é feita a partir das substancias presentes no meio extracelular por meio
do aumento da permeabilidade das hemadcias infectadas a diferentes solutos (Cobbold
et al., 2011). Diante desses exemplos, fica claro que os parasitos intracelulares

desenvolveram diversos mecanismos para sobrevivéncia dentro de seus hospedeiros
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0s quais se baseiam na defesa das células parasitodas e no aumento da eficiéncia de

aquisicdo de nutrientes.

A estratégia de criar um ambiente anti-apoptético também é explorada por T.
cruzi. Por meio da interferéncia em vias de sinalizacdo e por inibicdo da apoptose o
parasito promove a sobrevivéncia da célula hospedeira até diferenciar e continuar seu
ciclo. Chuenkova e PereiraPerrin. (2009) mostraram que o T. cruzi produz um fator
neurotréfico, que é uma transialidase presente na superficie do parasito, que é
substrato e ativador da kinase Akt. Esse fator aumenta a expressao de Akt e suprime a
transcricdo de genes pro-apoptéticos em células de Schwann, resultando numa
resisténcia da célula hospedeira a indutores externos de apoptose como TNF-a, TGF-3
e stress oxidativo. Essa mesma transialidase é capaz de ligar no receptor TrkC, um
receptor da familia dos receptores tirosino-kinases envolvido na regeneracdo de
células do sistema nervoso central e periférico. A ligacdo do fator neurotroéfico
derivado do parasito no receptor TrkC promove a via de sinalizacdo das MAPKs (do
inglés, “mitogen activated protein kinases) que resulta no crescimento e sobrevivéncia

de neuronio e de células de Schwann (Weinkauf e PereiraPerrin, 2009).

Outro fator soluvel, a cruzipaina, na auséncia de atividade catalitica, protege
cardiomidcitos neonatais contra apoptose. As células tratadas com essa proteina
apresentam niveis elevados de Bcl-2 (Aoki et al., 2004), uma proteina anti-apoptdtica,

e ativacdo de multiplas vias de sinalizacdo que modulam a apoptose(Aoki et al., 2006).

A interacdo entre amastina e a forma citoplasmatica de IL-15 pode ser mais um
mecanismo de interferéncia na célula hospedeira. Essa citocina promoveria a
multiplicacdo do parasito e inibiria o processo de apoptose da célula hospedeira. Isso
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seria uma estratégia muito eficiente para o parasito porque as células com maiores
niveis de IL-15 seriam melhores hospedeiras: essas células ndo entrariam em apoptose
e ao mesmo tempo promoveriam a multiplicacdo intensa do parasito. A ligacdo de
moléculas do parasito em citocinas para promover a prépria multiplicacdo ainda ndo
foi observada em outros organismos e por isso mais experimentos sdo necessarios

para validar a interacdo entre amastina e IL-15.

Para dar mais suporte a hipdtese acima, experimentos de infeccdo de animais
nocaute para IL-15 e avaliacdo da parasitemia e carga parasitaria tissular seriam
importantes. Além disso, experimentos de co-imunoprecipitacdo, restauracdo de
fluorescéncia ou FRET (do inglés, “fluorescence ressonance energy transfer”) estdo
sendo planejados para confirmar se essa interacdo observada tanto nos ensaios de

duplo hibrido e nos experimentos de “pull down” estaria ocorrendo realmente.
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