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RESUMO

Trypanosoma cruzi € o agente etioldgico da doenca de Chagas, uma doenca
tropical negligenciada, de grande importancia epidemiolégica. O T. cruzi entra nas
células hospedeiras interagindo com sua superficie e causando lesdes em sua
membrana, as quais levam a um processo de endocitose compensatéria que
culmina na internalizacdo do parasito. Em estudos anteriores mostramos que a
auséncia de duas proteinas localizadas na membrana lisossomal, LAMP-1 e 2,
interferem com a entrada do T. cruzi e com sua multiplicacdo no interior das células
hospedeiras. No interior de células deficientes em LAMP, os parasitos apresentam
uma capacidade de multiplicagdo muito maior do que em células selvagens. Poderia
um ambiente intracelular deficiente em LAMP alterar caracteristicas do parasito?
Para responder esta questao, infectamos fibroblastos selvagens e deficientes em
LAMP-1 e/ou LAMP-2 e avaliamos, nesses parasitos, as taxas de invasao e adesao
celular em células selvagens para LAMP e em células da linhagem LLC-MK2, bem
como a capacidade de injuriar as células. Nossos resultados mostraram que, para
as culturas de fibroblastos selvagens, os parasitos derivados de células deficientes
em LAMP-1 e LAMP-2 ou apenas em LAMP-2 apresentam uma taxa de invasdo
diferente entre si e também quando comparados aos parasitos derivados de células
selvagens para LAMP. Demonstramos que estas diferencas ndo estéao relacionadas
a capacidade de adesdo dos parasitos a célula hospedeira, o que foi corroborado
por ensaios realizados em uma linhagem de células epiteliais, LLC-MK2. Por outro
lado, as diferencas nas taxas de invasdo mostraram ser influenciadas pela
capacidade de injurias e sinais de célcio intracelular induzidos por estes parasitos.
Nés acreditamos que o ambiente intracelular deficiente em LAMP esteja alterando a
expressdo de proteinas de superficie do parasito, acarretando no seu maior ou
menor sucesso de invasdo celular. Essa hipdtese € corroborada por ensaios
preliminares da analise de microvesiculas liberadas pelos parasitos provenientes

dos trés tipos celulares.

Palavras-chave: LAMP, Trypanosoma cruzi, infectividade



ABSTRACT

Trypanosoma cruzi is the etiological agent of Chagas' disease, a neglected
tropical disease of great epidemiological importance. T. cruzi enters the host cells
interacting with its surface and causing lesions on its membrane. The latter leads to
a process of compensatory endocytosis that culminates with the internalization of
this parasite. In previous studies, we have shown that the absence of two lysosomal
membrane proteins, LAMP-1 and 2 interferes with the entry of T. cruzi and their
growth within the host cells. Inside LAMP-deficient cells, parasite intracellular
multiplication rates are much higher than that observed in wild-type cells. In order to
investigate whether LAMP-deficient intracellular environment would alter parasite’s
characteristics, we infected wild-type and LAMP-1 and/or LAMP-2 deficient
fibroblasts and evaluated the rates of invasion and cell adhesion in wild-type LAMP
and LLC-MK2 cells, as well as their ability to injure cells. Our results showed that, for
wild-type fibroblast cultures, parasites derived from LAMP-1 and 2 or only from
LAMP-2 deficient cells differ in their invasion rate, as well as when compared to wild-
type derived parasites. We also demonstrated that these differences were not
related to the ability of these parasites to adhere to the host cell, which was
corroborated by assays performed on an epithelial cell line, LLC-MK2. On the other
hand, differences in invasion rates were influenced by the ability of these parasites to
cause cellular lesions and induce calcium signals. We believe that the LAMP
deficient intracellular environment is able to modify the expression of surface
proteins of the parasite, affecting positively or negatively their success in cellular
invasion. This hypothesis is corroborated by preliminary studies of the analysis of
microvesicles released by the parasites derived from the three cell types studied.

Key-words: LAMP, Trypanosoma cruzi, infectivity
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1 INTRODUCAO

A tripanossomiase americana, popularmente conhecida como doenca de
Chagas, foi descoberta em 1909 pelo médico Dr. Carlos Ribeiro Justiniano das
Chagas (CHAGAS, 1909). Carlos Chagas nédo so descreveu a doenca, mas também
seu agente etioldégico, o protozoario parasito Trypanosoma cruzi (nomeado em
homenagem ao seu amigo, Dr. Oswaldo Cruz), bem como identificou seu vetor de

transmissao, um inseto hemato6fago conhecido como barbeiro (CHAGAS, 1909).

1.1 O Trypanosoma cruzi e seu ciclo de vida

O Trypanosoma cruzi (T. cruzi) é um protozoario parasito que apresenta dois
hospedeiros em seu ciclo de vida, um inseto vetor da subfamilia Triatominae e um
vertebrado mamifero (CHAGAS, 1909; COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).
Atualmente, sdo reconhecidos dois ciclos de transmissdo do T. cruzi: um ciclo
silvestre e um domeéstico. No ciclo silvestre, ciclo original da doencga, participam
mais de duzentas espécies entre hospedeiros mamiferos e triatomineos silvestres,
porém o ciclo do parasito nestes animais ainda é pouco conhecido (ARGOLO et al.,
2008). No ciclo domeéstico, o mais estudado, participam o homem, animais
sinantrépicos e triatomineos domiciliares (ARGOLO et al., 2008). Por ser o ciclo de
transmissao mais esclarecido, as informac¢des aqui descritas sobre o ciclo do T.
cruzi referem-se ao ciclo domeéstico.

Em seu ciclo de vida (Figura 1), o T. cruzi se apresenta sob quatro formas
distintas sendo elas: epimastigota, tripomastigota metaciclica, amastigota e
tripomastigota sanguinea. A forma epimastigota, flagelada, €é replicativa e
encontrada no intestino de triatomineos. As formas epimastigotas provém de formas
tripomastigotas sanguineas ingeridas pelo inseto vetor durante o repasto sanguineo
em um hospedeiro infectado com o parasito. Na ampola retal do inseto vetor, as
epimastigotas se diferenciam novamente em formas tripomastigotas, denominadas
agora tripomastigotas metaciclicas, que séo formas flageladas e infectivas para o
hospedeiro vertebrado. As tripomastigotas metaciclicas sao expelidas juntamente
com as fezes e urina pelo hospedeiro invertebrado, durante o repasto sanguineo, e

ganham acesso ao hospedeiro vertebrado através de microlesdes em sua pele ou
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através das mucosas. Uma vez no hospedeiro vertebrado, as formas
tripomastigotas possuem a habilidade de infectar uma grande variedade de células
nucleadas de seu hospedeiro vertebrado, onde se diferenciam na forma replicativa
com flagelo ndo proeminente, conhecida como amastigota. Esta ultima se multiplica
ocupando todo o citoplasma da célula hospedeira até que se diferencia novamente
na forma tripomastigota, neste caso denominada de tripomastigota sanguinea. As
tripomastigotas liberadas pelas células hospedeiras ganham a corrente sanguinea e
podem novamente invadir outras células nucleadas bem como também serem
ingeridas por um novo inseto vetor, completando assim o ciclo de vida do parasito
(BRENER, 1973). Os multiplos ciclos de infeccdo das células nucleadas do
hospedeiro pelo parasito caracterizam a fase aguda da doenca de Chagas (COURA,;
BORGES-PEREIRA, 2010).

CICLO DO Trypanosoma cruzi CICLO DO Trypanosoma cruzi EM
EM TRIATOMINEOS HUMANOS E OUTROS MAMIFEROS

e =~
AN
/_ p

= g

=
Diferenciacho para formas I e
tripomastigotas metaciclicas Liberacdo das formas

INPOMATIGOTAS MEetadchcas Formas tripomastigotas

junta com as fezes @ a urina metaciclicas invadem células
do triatomineo durante o hospedeiras no sitio de

! repasio nnguinen e
S A ‘
Tripomastigotas sanguineos

se difundem, através das

correntes Janguinea ¢
linfatica, infectando outras
Comeersdo para forma 7 citulas e novamente &
epimastigota e multiplicacho transformando em
na por¢do média do intesting amastigotas intracelulares
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Er s
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R ol tripamastigatas se
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¥ ¥ Amastigotas intracelulares se
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sanguinea e linfatica

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi (adaptado de ARGOLO et al., 2008).
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1.2 A doenca de Chagas, seus aspectos clinicos e epidemiolégicos

A doenca de Chagas é uma doenca tropical negligenciada que afeta cerca de
6 a 7 milhdes de pessoas no mundo, de acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude (WHO, 2017). A maioria das pessoas infectadas com esta parasitose
encontra-se na América Latina (WHO, 2017). Além da transmissdo através das
fezes de insetos-vetores, a doenca de Chagas também pode ser transmitida por
meio de transfusdo sanguinea, transplante de érgaos, via congénita (pela placenta
ou pelo canal do parto no momento do nascimento) e por via oral, pela ingestao de
comida ou bebida contaminadas com as fezes do ou o proprio inseto, infectados
com o parasito (revisto por COURA, 2015). Devido a migracdo de pessoas
infectadas, o numero de casos da doenca vem crescendo na Europa e nos Estados
Unidos, em decorréncia de transmissdo através de transfusdo de sangue e
transplante de 6rgdos (SCHMUNIS; YADON, 2010).

No periodo inicial da infeccdo observa-se uma alta parasitemia e amplo
parasitismo tecidual, além de uma forte resposta imune (Figura 2), caracterizando a
fase aguda da infeccdo. Normalmente, o sistema imune do hospedeiro é capaz de
controlar a parasitemia, mas é incapaz de eliminar completamente o parasito,
ocorrendo assim a evolucéo da infeccdo para a fase cronica da doenca. E na fase
cronica que podem surgir as manifestacdes clinicas graves com quadros de
cardiomiopatia, megaes6fago e/ou megacolon que caracterizam a doenca de
Chagas (COURA; BORGES-PEREIRA, 2010).
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Infec¢do aguda Infec¢do crénica

Forma clinica Formas clinicas cardiaca
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Parasitemia e parasitismo tecidual

\\
R « o Inflamagdo e
Ativagdo intensa do Controle imunoldgico da .
: - S A patogénese provocadas
sistema imune replicagdo parasitaria

pelo parasita

Figura 2. Fases clinicas da doenca de Chagas (adaptado de JUNQUEIRA et al., 2010).

1.3A interacédo parasito-célula hospedeira e o ciclo intracelular do T. cruzi

As formas tripomastigotas do parasito iniciam a infeccdo interagindo com
moléculas de superficie na membrana da célula hospedeira através de ligantes
presentes em sua superficie ou secretados no meio extracelular (Figura 3). Acredita-
se gue qualquer classe de moléculas expostas na superficie da célula hospedeira
tenha potencial para ser um receptor de T. cruzi. Alguns carboidratos como,
galactosil, manosil e sialil, presentes na membrana plasmatica das células
hospedeiras de mamiferos, s&o internalizados com o parasito (BARBOSA;
MEIRELLES, 1992), indicio de que podem atuar como receptores. Alteracdo da
guantidade destes glicosideos na superficie celular podem alterar o padrdo de
invasdo do parasito na célula. Por exemplo, células Lec2, uma linhagem mutante de
células de ovério de hamster chinés (CHO — Chinese Hamster Ovary cells), a qual
expressa poucos residuos de acido sialico na superficie, apresenta uma diminuicéo
na invasdo e na adesado do T. cruzi a sua superficie (CIAVAGLIA; DE CARVALHO;
DE SOUZA, 1993).
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Outras moléculas envolvidas em processos de invasdo do T. cruzi sao as
integrinas. As integrinas sao receptores que medeiam a ligacdo célula-célula ou
célula-matriz extracelular, se ligam a laminina ou a fibronectina e atuam como
receptores que podem ativar as vias de sinalizacdo da PI-3 quinase (revisado por
DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010). Uma proteina presente na
membrana do T. cruzi, a Tc85, possui sequéncias de ligacdo semelhantes a
fibronectina (ORTEGA-BARRIA et al.,, 1991) e um dominio de ligagdo a laminina
(CIAVAGLIA; DE CARVALHO; DE SOUZA, 1993), indicio de que possa estar
envolvida com a invaséao através de interacbes com integrinas.

Outra classe de receptores utilizados por tripomastigotas para invadir células
de mamiferos, sdo os receptores de bradicinina. Esses receptores sdo acoplados a
proteina heterotrimérica G e sdo formados por dois subtipos: o receptor de
bradicinina 2 (B2R — bradicin-2 receptor), que é constitutivamente expresso por
células cardiovasculares, e o receptor de bradicinina 1, cuja expressao é regulada
positivamente nos tecidos lesados (SCHARFSTEIN et al., 2000). A superexpressao
do B2R em células CHO revelou que a invasao de tripomastigotas € modulada por
atividades combinadas de quinindgenos, quininogenases e peptidases degradantes
de quinina. Através dele as tripomastigotas desencadeiam transientes de célcio
intracelular que podem auxiliar no processo de invasado por este parasito (revisado
por DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).

Dentre as proteinas do parasito ja identificadas como importantes moléculas
envolvidas com o processo de invasdo celular, podemos destacar os membros da
super familia gp85/trans-sialidase (TS), como gp82, gp90, gp35/50, os quais foram
correlacionados com o inicio da infecgdo por formas tripomastigotas (EGIMA et al.,
1996; WESTON; PATEL; VAN VOORHIS, 1999; DE PABLOS; OSUNA, 2012). Entre
outras fungbes, as trans-sialidases sdo enzimas descritas como de grande
importancia para a adesdo do parasito a célula hospedeira. Estas enzimas
promovem a transferéncia de residuos de acido siadlico a-2,3-ligado a
glicoconjugados presentes na célula hospedeira para moléculas de mucinas
presentes na membrana do parasito. Estas ultimas compdem uma grande familia de
proteinas de superficie altamente glicosiladas, ligadas a GPlI (ANDREWS et al.,
1987; SCHENKMAN et al., 1991, 1992). A adesao do parasito a célula hospedeira, a

partir da sialilacdo de sua superficie, desencadeia sinaliza¢des através da ativagédo
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de vias diferentes como PI-3 quinase/Akt, MAP quinase e ERK (revisado por
WALKER et al., 2013).

Outras moléculas presentes na superficie do parasito também participam no
processo de adeséo e internalizagdo, e desencadeiam uma sinalizagéo dependente
de calcio (Ca?*) que promove o recrutamento de lisossomos para o local de entrada
do parasito e consequentemente sua fusdo com a membrana celular. Entre as
moléculas conhecidas por induzir sinalizagdo celular estdo a cruzipaina, um fator
solavel de estrutura indefinida, o pequeno antigeno de superficie de tripomastigotas
(TSSA — Trypomastigote Small Surface Antigen) e as ja mencionadas, trans-
sialidases.

A cruzipaina é expressa em todas as formas do parasito e em diferentes
cepas (MURTA et al.,, 1990; PAIVA et al.,, 1998) e sua alta expressao ndo se
correlaciona com a infectividade do parasito (PAIVA et al., 1998). Participa no
processo de internalizacdo e no desenvolvimento intracelular do T. cruzi
(MEIRELLES et al., 1992), sendo sua principal cisteina proteinase. Atua sobre o
quininogénio celular, gerando bradicinina que, apds o reconhecimento pelo B2R
desencadeia o influxo Ca?* mediado por IP3 (fosfatidilinositol 3,4,5-3-fosfato), como
mencionado anteriormente (SCHARFSTEIN et al., 2000).

Ainda, um fator soluvel de estrutura desconhecida foi identificado como
sendo um componente produzido pela acdo de uma enzima citosolica de T. cruzi,
intimamente relacionada a familia de prolil oligopeptidases, denominada
oligopeptidase B (OPB) (BURLEIGH et al., 1997). Este componente, gerado a partir
de uma molécula precursora no citoplasma de tripomastigotas seria exportado e
funcionaria como um agonista de Ca?* ap6s ser reconhecido por um alvo receptor
na célula hospedeira. A ativacdo deste receptor leva a ativacdo da fosfolipase C e
producéo de IP3, induzindo a liberacédo de Ca?* do reticulo endoplasmatico (CALER
et al., 1998). CALER e colaboradores (2000), mostraram que tripomastigotas
deficientes em OPB possuiam uma capacidade menor de invadir as células, uma
atividade de inducdo de sinal de Ca?* de baixa intensidade e recrutamento de
lisossomos de forma significativamente atrasada. No entanto, sua propriedade para
induzir elevacéo de cAMP nas células hospedeiras era conservada (RODRIGUEZ et
al., 1995).

CANEPA e colaboradores (2012) mostraram que peptideos baseados no

TSSA se ligam as células e induzem sinalizacédo de Ca?*. O TSSA é uma molécula
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parecida com as mucinas e € rica em serina e treonina preditamente O-glicosiladas
(DI NOIA et al., 2002). Sua expressao € restrita a superficie de tripomastigotas
infectivas, derivadas de células, e funcionam como uma adesina envolvendo

receptores na célula hospedeira (BALOUZ et al., 2015).

Figura 3. Modelo esquematico da superficie de uma célula e uma tripomastigota de T.
cruzi hipotéticas resumindo as moléculas envolvidas na interacdo parasito-célula
hospedeira (adaptado de DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010).
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Hoje sabe-se que o T. cruzi usa o mecanismo de reparo de membrana da
célula hospedeira para invadir células fagociticas nédo profissionais, principal alvo da
infeccdo por este parasito (FERNANDES et al., 2011). O modelo de reparo de
membrana descrito por TAM e colaboradores em 2010, demonstra que a fusao dos
lisossomos com a membrana celular, leva a um processo de endocitose
compensatoéria que culmina com a internalizacdo da regido da membrana contendo
a injaria, resselando a membrana. Neste modelo, quando a membrana sofre uma
injaria ha um influxo de ions célcio (Ca?*) que culmina com o recrutamento e fusdo
de lisossomos com a superficie celular. Esta exocitose de lisossomos ocasiona a
liberacdo de esfingomielinase &cida, uma enzima lisossomal que, através da
clivagem da esfingomielina presente na membrana celular, gera ceramida (TAM et
al., 2010). A ceramida é um lipideo que favorece a deformacdo da membrana e, por
consequéncia, estimula a endocitose, levando a internalizacdo das porcdes
danificadas da membrana plasméatica. Corrote e colaboradores (2013) observaram
gue as caveolas também desempenham papel no reparo de membrana e que a
inibicdo de caveolina-1 (Cav-1) ou a deplecdo de colesterol inibem o reparo de
membrana. Os autores propdem que apos a exocitose lisossdmica disparada pelo
Ca?* e a liberagdo de esfingomielinase acida, as vesiculas derivadas das caveolas
se moveriam dentro das células enquanto passam por um processo de fusao
homotipica, 0 que resultaria em grandes compartimentos de origem endocitica
(CORROTTE et al., 2013). No caso do T. cruzi, a endocitose estimulada pela
ceramida culmina com a internalizacdo do parasito na célula hospedeira
(FERNANDES et al., 2011; FERNANDES; ANDREWS, 2012).

Durante o processo de endocitose compensatoéria, a forma tripomastigota do
parasito é entdo internalizada em um vacuolo formado por membrana plasmatica e
lisossomal (FERNANDES et al., 2011). Ap6s a entrada, mais lisossomos vao se
fundindo até que toda a superficie do vacuolo se encontra coberta com marcadores
lisossomais. A fusdo de mais lisossomos ao vacuolo parasitoforo € uma etapa
crucial para a viabilidade da infeccdo uma vez que, sem esta fusdo os parasitos
podem escapar da célula hospedeira (ANDRADE; ANDREWS, 2004).

Apos algum tempo de residéncia no vacuolo, o qual pode variar dependendo
da cepa do parasito e da célula infectada (ANDRADE; ANDREWS, 2004, 2005), os
parasitos escapam para o citosol da célula, se transformam na forma amastigota e

iniciam seu processo de multiplicagéo intracelular. O conteudo &cido dos lisossomos
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fornece o ambiente ideal para o escape do vacuolo e posterior replicagcdo do
parasito no citosol da célula (revisado por ANDRADE; ANDREWS, 2005). O pH
acido do lisossomo parece favorecer a atividade da Tc-TOX, uma molécula
secretada pelo parasito que permite a formacdo de poros ha membrana do vacuolo
parasitéforo e consequentemente permite seu escape para O citosol, apds o
rompimento da membrana vacuolar (ANDREWS et al., 1990 e revisado por
ROMANO et al., 2012). Além disso, a remoc¢do dos residuos de acido sidlico de
proteinas presentes na membrana do lisossomo pela acdo das trans-sialidases do
parasito parece tornar o lisossomo sensivel a acdo da Tc-TOX (ANDREWS;
WHITLOW, 1989). Foi demonstrado ainda que a taxa de atividade de trans-sialidase
pode interferir na velocidade de escape do parasito de seu vacuolo parasitéforo
(RUBIN-DE-CELIS et al., 2006). Parasitos superexpressores de trans-sialidases
ativas induzem um escape mais rapido do vacuolo parasitéforo para o citosol
celular. Livre no citosol da célula, a forma tripomastigota se transforma na forma
replicativa, amastigota, colonizando a célula e dando continuidade ao ciclo de vida

do T. cruzi.

1.4 O papel das LAMPs nainfeccao celular pelo T. cruzi

O lisossomo é uma importante organela para o sucesso da infeccao celular
pelo T. cruzi (TARDIEUX et al., 1992) e para sua retencdo na célula hospedeira
(ANDRADE; ANDREWS, 2004). Essa organela possui glicoproteinas presentes em
sua membrana, ricas em &cido sialico, conhecidas como LAMP (Lysosome-
Associated Membrane Protein) (KORNFELD; MELLMAN, 1989). As proteinas LAMP
se apresentam sob duas isoformas principais: LAMP-1 e LAMP-2 (CHEN et al.,
1985). Ambas isoformas consistem em um polipeptidio, cuja maior parte encontra-
se no lumen do lisossomo e que é conectada a um dominio transmembrana, o qual
se conecta a uma pequena cauda citoplasmatica (Figura 4). Embora estruturalmente
muito parecidas, suas sequéncias divergiram ao longo da evolucao, sendo o grau de
similaridade entre as isoformas em torno de 37%. Este fato pode ser comprovado
pela localizacdo de suas sequéncias em cromossomos diferentes (revisado por
FUKUDA, 1991). De acordo com MATTEI et al. (1990) sua divergéncia ocorreu

precocemente na evolugao.
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ANDREJEWSKI e colaboradores (1999) observaram que camundongos
deficientes para LAMP1 (KOL1) embora férteis, viaveis e com propriedades
lisossomais normais, apresentavam alteragdes na imunorreatividade cerebral a
Catepsina-D e uma leve astrogliose regional. Os autores ainda observaram um
aumento nos niveis de LAMP2 nos rins, baco e coracdo desses camundongos,
inclusive em tecidos que nao possuiam apenas um alelo LAMP1, indicando que os
mecanismos podem estar correlacionados e que os niveis elevados de LAMP2
compensaram a deficiéncia de LAMP1. Por outro lado, a deficiéncia em LAMP2
(KOL2) causou severos sintomas nos animais levando-os a morte 20-40 dias apés o
nascimento. Observou-se nesses camundongos, um acumulo e aumento no numero
de vacuolos autofagicos em tecidos como figado, coracdo, rim e mausculo
esquelético, além do aumento na meia vida de autofagossomos em hepatdcitos
(TANAKA et al., 2000). Nestes hepatdcitos, a degradacdo de proteinas de longa
vida é prejudicada. Estes fatos foram atribuidos a uma deficiéncia na reciclagem do
receptor da manose 6-fosfato de 46 kDa dos endossomos de volta a rede trans
Golgi (ESKELINEN et al., 2002).

Animais deficientes em LAMPl1 e LAMP2 (KOL1/L2) morrem ainda em
estagio embrionario (ESKELINEN et al., 2004). Seus tecidos apresentam muito mais
vacuolos citoplasmaticos do que os animais selvagens e grande parte desses
vacluolos é autofagica e apresentam atrasos nas etapas finais de maturacdo
(ESKELINEN et al., 2004). A capacidade fagocitica de células KOL1/L2 € normal, no
entanto ocorre um atraso na maturacdo das vesiculas endociticas comprometendo
a fusdo com vesiculas lisossomais (HUYNH et al., 2007). Esses autores ligaram
esta deficiencia com uma menor mobilidade dos lisossomos, provavelmente por

uma dificuldade no recrutamento de proteinas motoras.
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Figura 4. Esquema da estrutura das proteinas LAMP-1 e LAMP-2 e sua localiza¢cédo no
lisossomo. (Adaptado de ESKELINEN; TANAKA; SAFTIG, 2003).

Estudos recentes vém demonstrando que as proteinas LAMP desempenham
papéis importantes no curso da infec¢do pelo T. cruzi. Um destes estudos mostrou
gue células duplo deficientes para LAMP1/2 (KOL1/L2) se mostram menos
permissivas a entrada do T. cruzi quando comparadas as células com fendtipo
selvagem (ALBERTTI et al., 2010). Este mesmo estudo mostrou que a diminui¢cao
na taxa de invasdo pelo T. cruzi, observada nestas células, ndo se devia a
incapacidade das células de reter o parasito, como acontece quando ha a
diminuicao da fusao de lisossomos induzida por inibidores de PI-3 quinase. Albertti e
colaboradores (2010) também observaram que apds 72 h de infeccdo, as células
KOL1/L2 apresentavam um numero maior de parasitos em seu citoplasma do que
as células selvagens, indicando que a auséncia de LAMP interfere ndo s6é com a
invasdo, mas também com o comportamento intracelular do parasito. Este efeito de
LAMP na invasao e desenvolvimento intracelular do T. cruzi foi observado para as
cepas Y e CL Brener do parasito, demonstrando a importancia desta proteina no
curso da infeccao.

Procurando compreender melhor o papel de LAMP na infeccéo celular pelo T.
cruzi, N0sso grupo observou que apenas a auséncia de LAMP-2 ja é suficiente para
diminuir as taxas de invaséo pelo T. cruzi, (COUTO et al., 2017). Neste estudo,

Couto e colaboradores demonstraram que células deficientes para LAMP2 (knock
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out para LAMP2 ou LAMP1) eram capazes de realizar a exocitose de lisossomos,
porém apresentavam um comprometimento na endocitose compensatoria, processo
importante durante o reparo de membrana. De fato, essas células quando eram
submetidas a injaria mecanica apresentavam um maior niumero de células mortas,
indicando que seu processo de reparo de membrana estava prejudicado. Este
defeito na endocitose compensatéria pode ser decorrente da diminuicdo de
caveolina observada na superficie celular. Esses dados revelam o papel majoritario

de LAMP-2 na infecg&o pelo parasito.

1.5 As microvesiculas do T. cruzi e seu papel na infeccao celular

As microvesiculas, também conhecidas como microparticulas, ectossomos,
exossomos ou vesiculas derivadas de membrana plasmética sdo estruturas
complexas que carreiam varias moléculas derivadas da célula, como lipidios,
peptideos, proteinas e &acidos nucléicos (MiIRNAs e mMRNAs) (revisado por
CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Em infeccdes parasitarias, sdo
observadas tanto microvesiculas secretadas por patdgenos extracelulares ou
produzidos por células hospedeiras infectadas por patégenos intracelulares (TWU;
JOHNSON, 2014). As microvesiculas podem mediar interacdes parasito-parasito ou
parasito-célula hospedeira. Exossomos derivados de células hospedeiras infectadas
ativam a comunicacao a distancia entre parasitos e facilitam a dispersao de fatores
de viruléncia (MANTEL; MARTI, 2014). A secrecdo de microvesiculas no parasito T.
cruzi, ocorre de modo espontdneo mas também pode ser induzida por estresse
nutricional ou quimico (BAYER-SANTOS et al, 2013; DA SILVEIRA;
ABRAHAMSOHN; COLLI, 1979; MARCILLA et al., 2014; TORRECILHAS et al.,
2009; 2012).

As microvesiculas do T. cruzi podem conter fatores de viruléncia envolvidos
em: (i) invasdo celular e desenvolvimento intracelular do parasito; (i) evasao do
sistema imune; (iii) aumento do parasitismo cardiaco, inflamacdo e arritmia que
contribuem para a patogénese da doenca de Chagas. Em sua maioria esses fatores
sdo proteinas associadas a membrana plasmatica via ancora GPI
(glicosilfosfatidilinositol) como: trans-sialidases, glicoproteinas (TS/SAPA, Tc85,
gp82, gp90, CRP, TESA), proteinas MASP (mucin-associated surface proteins),
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cruzipaina, gp63, mucinas, proteinas ricas em serina-, alanina- e prolina- (SAP)
(Figura 5) (revisado por WATANABE COSTA; DA SILVEIRA; BAHIA, 2016).
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FIGURE 1 | Mechanism of action by secreted proteins in vesicles. The graphical abstract shows tha main proteins that are released in vesicles (TGF-p, Gp82,
Gp85/TS, SAP. Cruzipain) and their mechanisms of action, which increases the parasite invasion of the host cell.

Figura 5. Mecanismo de acdo de proteinas secretadas em vesiculas (adaptado de
BORGES et al., 2016).

Uma das glicoproteinas presente em microvesiculas liberadas pelo T. cruzi €
a GP82, uma molécula de adesédo celular que se liga a célula hospedeira e esta
implicada na invasdo de cepas altamente infectivas do parasito (RAMIREZ et al.,
1993). A cascata de sinalizagéo induzida pela gp82 quando esta se liga a receptores
presentes na superficie da célula hospedeira, os quais sdo ainda desconhecidos,
inclui a participacdo da fosfolipase C, que gera IP3 o qual gera mobilizacdo de Ca?*
do reticulo endoplasmatico (YOSHIDA, 2006; YOSHIDA et al., 2000). O aumento do
Ca?* leva a uma reorganizacdo rapida e transitéria de microfilamentos das células
hospedeiras, incluindo a desmontagem do citoesqueleto de actina, facilitando a
invasdo pelo parasita (DORTA et al., 1995; MARTINS et al., 2011; RODRIGUEZ et
al., 1995; RUIZ et al., 1998)

Cestari e colaboradores (2012) observaram que o T. cruzi induzia a liberag&o
de vesiculas derivadas da membrana da célula hospedeira para evadir do sistema
imune inato. Essas vesiculas eram capazes de inibir a lise mediada pelo sistema

complemento bem como facilitar a invasdo celular pelo parasito. Torrecilhas e
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colaboradores (2009) ja haviam demonstrado que as microvesiculas de
tripomastigotas de cultura do T. cruzi aumentavam a infec¢do no tecido cardiaco
devido a uma resposta inflamatéria exacerbada. No parasito Trichomonas vaginalis,
a liberagdo de microvesiculas leva a um aumento na adesdo do parasito as células

epiteliais e a uma modulacdo negativa do sistema imune inato (TWU et al., 2013).
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2 JUSTIFICATIVA

A doenca de Chagas é uma doenca tropical negligenciada ainda sem vacina
disponivel e os tratamentos disponiveis causam efeitos colaterais indesejaveis
(BUSTAMANTE; TARLETON, 2015; CAZORLA et al., 2015; GUPTA,; GARG, 2015;
URBINA; DOCAMPO, 2003; WILKINSON et al.,, 2008). Faz-se cada vez mais
necessaria a descoberta de moléculas-alvo para o desenvolvimento de farmacos e
vacinas contra seu agente etiolégico, o Trypanosoma cruzi (T. cruzi). A
compreensao dos mecanismos envolvidos na interacdo parasito-hospedeiro e dos
mecanismos celulares subvertidos pelo parasito poderiam auxiliar nesta descoberta.

Como descrito anteriormente neste volume, sabe-se que o T. cruzi subverte o
mecanismo de reparo de membrana para invadir as células (FERNANDES et al.,
2011). A interacdo do parasito com a célula induz uma sinalizacdo de Ca?* através
de microinjurias e/ou da interacdo de moléculas do parasito com receptores da
célula hospedeira (WALKER et al., 2013). Essa sinalizacdo leva a exocitose de
lisossomos e consequente endocitose compensatoria culminando na internalizacéo
do parasito.

Trabalhos do nosso grupo, como o de COUTO e colaboradores (2017)
mostraram que a auséncia da proteina lisossomal LAMP-2 interfere na entrada do
parasito pois impacta nos processos de reparo de membrana da célula. As células
deficientes em LAMP2 apresentam uma alteracdo na distribuicdo de caveolina na
superficie celular, um marcador de caveolas que séo balsas de membrana
importantes para o processo de endocitose compensatéria que, por sua vez, faz
parte do processo de reparo de membrana. Outro trabalho do nosso grupo também
mostrou que tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi apresentavam uma maior
multiplicacéo intracelular em células deficientes para as isoformas de LAMP (LAMP1
e LAMP2) (PEDERSANE, 2014).

Diante desses dados, nos indagamos se 0 ambiente intracelular ausente em
LAMP, uma proteina altamente rica em acido sialico, importante para o parasito, e
gue ao mesmo tempo interfere com a homeostase de colesterol da célula, poderia
induzir alteragbes na infectividade do T. cruzi. DOS SANTOS e colaboradores
(2012) mostraram que tripomastigotas derivadas de tipos celulares distintos

apresentam uma infectividade diferente entre si e maior para as células das quais se
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derivaram. Ou seja, pequenas alteracbes no ambiente celular sdo capazes de
induzir mudancas nas caracteristicas do parasito podendo impactar em sua
interagdo com as células.

Dessa forma, compreender os mecanismos e o0 papel de componentes
celulares que regulam a infeccdo pelo T. cruzi, além de fundamental para o
entendimento da doenca como um todo, pode abrir oportunidades para o
desenvolvimento de drogas que atuem eliminando o parasito sem efeitos colaterais

para o organismo do hospedeiro.
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3 OBJETIVOS

3.1.0bjetivo geral
Avaliar a influéncia da auséncia de LAMP e ambiente intracelular no perfil de
formas tripomastigotas de T. cruzi liberadas durante a infeccdo em fibroblastos
selvagens (WT) e deficientes em LAMP1/LAMP2 (KOL1/L2) ou apenas LAMP2
(KOL2).

3.2.0bjetivos especificos

e Avaliar a taxa de invaséo de formas infectantes do parasito T. cruzi provenientes
de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 em fibroblastos WT e células da linhagem
LLC-MK2;

e Avaliar a taxa de adeséao de formas infectantes do parasito T. cruzi provenientes
de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 em fibroblastos WT e células da linhagem
LLC-MK2;

e Avaliar o nivel de injaria celular causado pela infeccdo com formas infectantes do
parasito T. cruzi provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 em
fibroblastos WT e células da linhagem LLC-MK2;

e Avaliar qualitativamente a sinalizacdo de célcio induzida por formas infectantes
do parasito T. cruzi provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 em
fibroblastos WT e células da linhagem LLC-MK2;

e Avaliar o estresse oxidativo em fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 induzido pela
infeccdo celular com formas infectantes da cepa Y de T. cruzi obtidas de células
LLC-MK2;

e Avaliar o papel de LAMP no recrutamento de proteinas +TIP de microtubulos;

e Avaliar o perfil de microvesiculas secretadas por formas infectantes do parasito
T. cruzi provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1.Cultivo de células da linhagem LLC-MK2

Células da linhagem LLC-MK2, células epiteliais de rim de macaco (HULL,;
CHERRY; TRITCH, 1962) foram mantidas em cultivo em meio DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle Medium/high glucose - Invitrogen) suplementado com 1% de
penicilina/estreptomicina (Gibco) e 10% de soro fetal bovino (Gibco), inativado a
56°C por 30 min (ADESSE et al.,, 2010; DOS SANTOS et al., 2012). Ap6s a
obtencdo de uma monocamada de células em garrafa de cultivo celular de 75cm?,
as células foram lavadas com PBS (Phosphate Buffered Saline), tripsinizadas com
solucdo de Tripsina-EDTA 0,05% (Gibco) e ressuspensas com meio DMEM. As
células foram semeadas na proporcdo 1:10 para manutencdo do cultivo e na
proporcdo de 1:20 para a infeccdo com os parasitos. Todas as culturas foram
mantidas a 37°C em atmosfera Umida com 5% de CO2. As células foram
rotineiramente testadas para contaminagdo com Mycoplasma sp (TIMENETSKY et
al., 2006) por meio de PCR (Polymerase Chain Reaction).

4.2. Cultivo de fibroblastos murinos

Linhagens de fibroblastos embrionarios obtidas a partir de embrides de
camundongos C57BL6 tipo selvagem (WT), deficientes para LAMP2 (KOL2) ou
deficientes para ambas isoformas de LAMP, LAMP1 e LAMP2 (KOL1/L2), e
espontaneamente imortalizados em cultura, foram gentilmente cedidas pelo grupo
do Professor Paul Saftig (Biochemisches Institut/Christian-Albrechts-Universitat Kiel,
Alemanha). Uma monocamada subconfluente de cada uma das linhagens (WT,
KOL2 ou KOL1/L2) foi mantida em garrafas de cultivo celular de 25cm?, em meio
DMEM suplementado com 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 10% de soro
fetal bovino (Gibco). As células foram ressemeadas trés vezes por semana e
mantidas a 37°C em atmosfera umida com 5% de CO2. As células foram

rotineiramente testadas para contaminagdo com Mycoplasma sp por meio de PCR.
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4.3.Cultivo de formas tripomastigotas

Tripomastigotas de T. cruzi da cepa Y (DTU Tcll) (ZINGALES et al., 2009)
foram utilizadas para infectar células da linhagem LLC-MK2 e fibroblastos murinos,
cultivadas como descrito anteriormente (itens 1 e 2). As células foram infectadas
com 3x10° parasitos por cerca de 24hs e mantidas em meio DMEM suplementado
com 1% de penicilina/estreptomicina (Gibco) e 2% de soro fetal bovino (Gibco) a
37°C e atmosfera Uumida com 5% de CO2 (ANDREWS et al., 1987). Durante o
cultivo, tanto as células hospedeiras quanto os parasitos foram testados por PCR
para detectar contaminacdo por Mycoplasma sp. e utilizados nos experimentos

somente quando negativos para este teste.

4.4.Monitoramento das culturas para contaminacdo com Mycoplasma sp.

Testes para averiguar a existéncia de contaminacdo por Mycoplasma sp. nas
culturas celulares de LLC-MK2, de fibroblastos e nas formas tripomastigotas de T.
cruzi foram realizados utilizando-se iniciadores descritos por Timenetsky et al.,
(2006), para amplificar parte do gene da subunidade 16S do RNA ribossomal de
gualquer espécie do género Mycoplasma pelo método de PCR. Aproximadamente
500 pL da suspenséao de células ou de tripomastigotas foram coletados e aquecidos
a 70°C por 30 minutos em banho-maria. Para a PCR foram utilizados 1uL da
suspensao de células aquecida, tampdo Green GoTaqg 1X (Promega), 200 uM de
dNTPs (dTTP, dATP, dGTP e dCTP), 2 pM do iniciador MGSO
[TGCACCATCTGTCACTCTGTTAACCTC] e 2 pupM do iniciador GPO3
[GGGAGCAAACAGGATAGATACCCT] e 1,25 U de Taq DNA Polimerase
(Phoneutria) para cada 30 yL de reacédo. As reacdes foram realizadas nas seguintes
condi¢cles: desnaturacéo inicial a 94°C por 5 min, 40 ciclos de 94°C por 1 min,
anelamento dos iniciadores a 55°C por 1 min e extensédo a 72°C por 1 min e, por
altimo, extensao final a 72°C por 10 min. O produto da PCR foi separado por
eletroforese em gel de agarose 1% a 100 V em tampédo TAE 1X (4,8g/L de Tris-base
pH 8,0; 1,14mL de acido acético glacial; 2mL de EDTA 0,5M), contendo brometo de

etidio (0,5 pg/mL) e visualizado por exposigéo a luz UV.
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4.5. Tipagem dos fibroblastos para fenotipo deficiente para LAMP

Para assegurar o fenétipo selvagem ou deficiente para LAMP dos fibroblastos
cultivados os fibroblastos foram tipados bimensalmente. Para tanto, os fibroblastos
foram plagueados sobre laminulas na proporcdo de 5x10“ células por poco em
duplicata para cada tipo celular. Apdés 24hs, as células foram fixadas com
paraformaldeido 4% (PFA 4%) em PBS suplementado com Ca*?/Mg*? (Phosphate
Buffered Saline contendo 0,133 g/L CaClz e 0,1 g/L de MgCl2 - PBS**) durante 30
min a temperatura ambiente, lavadas 3 vezes com PBS**, incubadas por 20 min
com PBS** contendo 2% de Soro-albumina Bovina (BSA — Bovine Serum Albumine
— Invitrogen) e 0,5% de Saponina (PBS/BSA 2%/Saponina 0,5%). Posteriormente,
as laminulas foram incubadas por 45 min com anticorpo anti-Lamp 1 ou anti-Lamp 2
diluidos 1:50 em PBS/BSA 2%/Saponina 0,5%. As laminulas foram lavadas 3x com
PBS/BSA 2%/Saponina 0,5%, incubadas por 30 min com anticorpo anti-rato
conjugado com Alexa 488 diluido 1:250 em PBS/BSA 2%/Saponina 0,5%,
novamente lavadas 3x com PBS/BSA 2%/Saponina 0,5%, lavadas 3x com PBS**,
coradas por 1 min com DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole - Invitrogen) diluido
1:1000 em PBS** e lavadas 3x com PBS**, quando foram entdo montadas sobre
lamina em gel de montagem anti-fading (PPD-p-Fenilenodiamina 0,1% em solucéo
de (glicerol:Tris1,5M-9:1). As laminas foram visualizadas e analisadas em

microscoépio de fluorescéncia.

4.6.Ensaios de invaséao celular do T. cruzi

Para os ensaios de invasado utilizando formas tripomastigotas de T. cruzi
derivadas de células LLC-MK2 ou fibroblastos WT, KOL1/L2 ou KOLZ2, fibroblastos
WT e células LLC-MK2 foram plaqueadas na proporcédo de 5x10* células por poco,
24h antes da exposicao aos parasitos. A exposicao aos parasitos foi realizada com
uma MOI de 50 parasitos por célula por 40 minutos a 37°C e 5% de CO2. Apds esse
periodo, as células foram lavadas com PBS** aquecido a 37°C, para a retirada dos
parasitos ndo internalizados e fixadas com PFA 4% por 24h a 4°C.

Para a marcagdo com anticorpos, as laminulas foram retiradas do fixador e
lavadas por 3 vezes com PBS*™*, em seguida incubadas durante 20 min em
PBS/BSA 2%. Para a identificagcdo dos parasitos extracelulares remanescentes, as

laminulas foram incubadas por 50 min com anticorpo primario anti-T.cruzi (soro de
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coelho imunizado com tripomastigotas de T. cruzi, como descrito previamente -
ANDREWS et al.,, 1987), diluido 1:500 em PBS/BSA 2%. Posteriormente, as
laminulas foram lavadas 4 vezes com PBS/BSA 2% e incubadas por 40 min com o
anticorpo secundario anti-lgG de coelho conjugado com Alexa Fluor 546 (Alexa
Fluor 546 goat anti-rabbit 1gG, Molecular Probes) numa diluicdo de 1:500 em
PBS/BSA 2%. Em seguida, as laminulas foram lavadas 3 vezes com PBS/BSA 2% e
mais 3 vezes com PBS**. O DNA da célula hospedeira e do parasito foram
marcados por incubagdo com DAPI diluido 1:1000 em PBS** durante 1 min e entéo
as laminulas foram lavadas com PBS** para a montagem sobre lamina para
microscopia com gel de montagem. As laminas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia onde foram contados aproximadamente 18 campos por laminula,

garantindo a contagem de um ndmero minimo de 250 células.

4.7.Ensaios de adeséo celular do T. cruzi

Os ensaios de adesédo de formas tripomastigotas do T. cruzi foram realizados
segundo protocolo descrito  anteriormente  por (SCHENKMAN; DIAZ;
NUSSENZWEIG, 1991). As células LLC-MK2 e os fibroblastos WT foram
plaqueadas sobre laminulas e, apos 24 h, lavadas duas vezes com HBSS (Hanks'
Balanced Salt Solution) aquecido. Em seguida, as células foram pré-fixadas com
glutaraldeido 2% (Sigma- Aldrich) em PBS** por 5 min a 4°C. Seguindo esta etapa,
as células foram lavadas com PBS e permaneceram em solugdo de etanolamina a
0,16 M pH 8,3 por pelo menos 24 h. ApoOs este passo, as células foram lavadas 3
vezes com PBS e 1 vez com DMEM/ BSA 0,2%. Tripomastigotas provenientes de
células LLC-MK2 ou dos fibroblastos (WT, KOL1/L2 e KOL2) foram ressuspensas
em DMEM/BSA 0,2% e incubadas por 40 min, a uma MOI de 50, com os
fibroblastos ou as células LLC-MK2, separadamente. Apds o periodo de incubacéo,
as tripomastigotas foram retiradas e as células lavadas gentilmente com HBSS para
a retirada dos parasitos ndo aderidos. Em seguida, as células foram fixadas com
Bouin (19 mL de solucdo saturada de &cido picrico e 1 mL de &cido acético) e

coradas com Giemsa para a analise da adesédo do T. cruzi.
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4.8.Ensaio de estresse oxidativo

Para os ensaios de estresse oxidativo, fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2
foram plagueados em placas de vinte e quatro pogos em uma concentracdo de
5x10% células por poco. Apés 24h as monocamadas foram expostas por 40 min as
formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi produzidas por culturas de células
LLC-MK2 (MOl 50) ou expostas ao meio de cultura sem parasitos.
Aproximadamente 48h apds a exposicdo aos parasitos ou ao meio somente, as
células foram incubadas com 10 uM da sonda CM-H.DCFDA (5-(and 6)-
chloromethyl-2’, 7°-dichlorodihydrofluorescein diacetate, acetyl ester — Molecular
Probes) por 30 min a 37°C antes da leitura no aparelho Varioskan Flash (Thermo
Fisher), um leitor multimodular de varrimento espectral que inclui intensidade de
fluorescéncia, fluorescéncia resolvida no tempo, fotométrica e outras tecnologias de

deteccdo luminométrica (https://us.vwr.com/store/product/4784681/varioskan-flash-

spectral-scanning-multimode-readers-thermo-scientific). A sonda CM-H2DCFDA é

usada para avaliar a producdo de espécies reativas de oxigénio nas células. Esta
sonda é capaz de se difundir no interior das células, onde seus grupos acetatos sao
clivados por esterases intracelulares e seu grupo reativo, clorometil tiol, reage com a
glutationa e outros tiois intracelulares. Esta oxidacdo leva a uma molécula resultante
fluorescente que permanece no interior da célula tornando possivel a mensuragao
das espécies reativas presentes nas células. A leitura da fluorescéncia emitida pela
oxidacdo da sonda foi feita durante cerca de 68 min, aproximadamente um total de
140 leituras.

4.9. Ensaio de injuria celular causada por parasitos derivados de
fibroblastos selvagens e deficientes para LAMP e de células LLC-MK2
Para os ensaios de injuria, fibroblastos WT ou células LLC-MK2 foram
plaqueados em placas de vinte e quatro pocos em uma concentracdo de 5x104
células por poco. Apdés 24h as monocamadas foram expostas por 30 min as
seguintes condicdes: 1. meio de cultura somente; 2. meio de cultura contendo iodeto
de propideo (10ug/mL); 3. meio contendo iodeto de propideo (10ug/mL) e parasitos
derivados de células WT, KOL1/L2 ou KOL2 a uma MOI de 100. Ap6s o periodo de

exposicdo, as células foram lavadas 1 vez com PBS, tripsinizadas, coletadas em
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tubo e levadas para analise em citometria de fluxo (FACS Scan, Benton Dickinson).

Os dados foram analisados no software FlowJo v.10.1 (Tree Star, Inc.).

4.10. Obtencdao de fibroblastos knock outs para Clasp -1a por meio do
sistema CRISPR-Cas9
Para a obtencdo de células knock outs para a proteina +TIP Clasp1a foi
utilizado o método de edigdo génica CRISPR-Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats — Caspase 9). O primeiro passo do protocolo consistiu
na obtencdo do plasmideo pSpCas9 (BB) contendo os RNAs guias, para isso foram
desenhadas sequéncias de 20 nucleotideos com o auxilio da ferramenta CRISPR

Design Tool (http:/tools.genome-engineering.org). Apdés a sintese dessas

sequéncias deu-se o inicio do protocolo de clonagem no vetor.
° Preparacéo dos insertos dos RNAs guias:

Para esta etapa foi feita uma reacdo nas seguintes especificacfes: 1 uL do
RNA guia forward a 100uM [CACCGTCTATGGTAACGCCCAGCGC], 1 uL do RNA
guia reverse a 100 uM [AAACGCGCTGGGCGTTACCATAGAC], 1 uL de tampéo de
ligacdo da T4 10x (NEB), 1 uL da T4 Polynucleotide Kinase (NEB) e agua suficiente
para o volume final de 10 uL. A reacéo foi feita a 37°C por 30 min, 95°C por 5 min
com ramp down até 25°C diminuindo 5°C por min.

Ao final a reacao foi diluida 200 vezes para a clonagem no vetor.

° Clonagem dos insertos no vetor:

Para a clonagem dos oligos no vetor foi feita uma reacdo nas seguintes
especificacdes: 100 ng do vetor pSpCas9 (BB), 2 uL do oligo duplex (1:200), 1 uL do
tampdo Tango 10x (Promega), 1 uL de DTT a 10 mM (Invitrogen), 1 uL de ATP a 10
mM (NEB), 1 uL da enzima Bpil, 0,5 uL da enzima T4 ligase e agua suficiente para o
volume final de 20 uL. A reacdao foi feita nas condi¢des de 6 ciclos a 37°C por 5 min
e 21°C por 5 min. Ao final a reacéo foi submetida a uma etapa de purificacdo com
exonuclease.

° Digestdo de DNAs residuais — purificacao da ligagéo:

Para a digestdo de DNAs residuais linearizados, a reacdo de ligagédo foi

tratada com uma exonuclease de acordo com as seguintes especificagdes: 11 uL da

reacdo de ligacéo, 1,5 uL do tampéao PlasmidSafe 10x (EpiCentre), 1,5 uL de ATP a
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10 mM (NEB) e 1 uL de PlasmidSafe exonuclease (EpiCentre). A reacédo foi feita
nas condic¢des de 37°C por 30 min e 70°C por 30 min.

Para a transformacdo das bactérias com o vetor, foram aplicados 2uL da
reacdo as bactérias que foram mantidas 30 min no gelo, colocadas a 42°C por 30
seg e novamente colocadas no gelo por 2 min, posteriormente foram acrescentados
950 uL de meio LB e as bactérias foram mantidas sob agitacdo de 200 rpm a 37°C
por 60 min. Apds esse periodo foram plaqueados 100uL das bactérias em meio LB
Agar contendo 100ug/mL de ampicilina para obtenc&o de colonias isoladas.

Apos a obtencdo das coldnias isoladas, as bactérias foram inoculadas em
5mL de meio LB liquido contendo 100ug/mL de ampicilina e mantidas sob agitacao
de 180 rpm a 37°C por 12-16hs. O DNA plasmidial foi obtido através de miniprep
utilizando o kit Wizard Plus SV Miniprep DNA Purification System (Promega), de
acordo com as especificacdes do fabricante. O DNA obtido foi quantificado em
espectrofotometro NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 e a sua qualidade
avaliada por eletroforese em gel de agarose 0,7% em tampéao TAE 1x, contendo 0,5
pg/mL de brometo de etidio. Apés a verificagdo da qualidade, o DNA foi utilizado em
uma reacao de PCR para avaliar a correta insercdo dos RNAs guias no plasmideo.
Para esta reacao foi utilizado 1uL do DNA obtido na miniprep, tampéo Green GoTaq
1X (Promega), 200 uM de dNTPs (dTTP, dATP, dGTP e dCTP), 2 puM do iniciador
U6 promoter [GAGGGCCTATTTCCCATGATTCC] e 2 upM do iniciador
Claspl_CRISPR1_R (RNA guia reverse) [AAACGCGCTGGGCGTTACCATAGAC] e
1,25 U de Tag DNA Polimerase (Phoneutria) para 25 pL de reacdo. As reacdes
(teste e controle negativo) foram realizadas nas seguintes condi¢des: desnaturacao
inicial a 94°C por 5 min, 30 ciclos de 94°C por 1 min, anelamento dos iniciadores a
62°C por 1 min e extensdo a 72°C por 1 min e, por ultimo, extenséo final a 72°C por
10 min. O produto da PCR foi separado por eletroforese em gel de agarose 1% a
100 V em tampéo TAE 1X (4,8g/L de Tris-base pH8,0; 1,14mL de acido acético
glacial; 2mL de EDTA 0,5M), contendo brometo de etidio (0,5 pg/mL) e visualizado
por exposicdo a luz UV. Com a confirmacdo de que os RNAs guias foram inseridos
corretamente, procedeu-se entdo uma maxiprep para obtencdo de quantidades
maiores de DNA.

Para a obtencdo do DNA, uma coldnia bacteriana transformada com o
plasmideo para o CRISPR foi pré-inoculada em 5 mL de meio LB contendo 100

ug/mL de ampicilina e incubada a 37 °C por 8 h sob agitacdo de 180 rpm,
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posteriormente 2 mL foram inoculados em 200 mL de meio LB contendo 100 ug/mL
de ampicilina e incubado a 37 °C por 16h sob agitacdo de 180 rpm. A extracdo de
DNA foi realizada utilizando-se o Kit Wizard Plus Maxipreps DNA Purification
System (Promega), conforme instru¢cdes do fabricante. O DNA purificado foi
guantificado em espectrofotometro NanoDrop Spectrophotometer ND-1000 e a sua
gualidade avaliada por eletroforese em gel de agarose 1,0% em tampédo TAE 1x,
contendo 0,5 pg/mL de brometo de etidio.

Apés a conferéncia da qualidade do DNA plasmidial, células WT, KOL1/L2 ou
KOL2 foram plaqueadas em placas de 24 pocos na densidade de 5x104 células por
poco e mantidas a 37°C, 5% de CO2 por 24h antes da transfeccdo com o DNA. A
transfeccdo das células foi realizada com 500 ng de DNA (cerca de 0,5 uL), 48 uL
de meio sem soro fetal bovino por poco e 1,5 uL do reagente Fugene HD (Promega)
por poco (proporcdo reagente:DNA = 3:1). ApGs a adicdo do reagente de
transfeccdo o mix foi incubado por 15 min a temperatura ambiente e os 50 uL de
volume final foram adicionados as células. Aproximadamente 48h apds a adi¢cao do
mix de transfec¢do, o meio foi trocado por meio contendo o antibiotico Puromicina
na concentracdo de 3,0ug/mL para as células WT e KOL2 e de 1,5ug/mL para as
células KOL1/L2. A selecdo com o antibidtico foi realizada por 72h antes do
isolamento das células por citometria de fluxo (FACS Scan, Benton Dickinson). Apos

a selecao as células foram postas em cultivo celular como descrito no item 1.2.

4.11. Microvesiculas de tripomastigotas liberadas de fibroblastos WT,
KOL1/L2 e KOL2
Para a obtencdo das microvesiculas, fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2
foram infectados com tripomastigotas da cepa Y derivadas de células LLCMK2. Os
parasitos foram coletados logo ap6s a liberacdo e submetidos ao protocolo de
purificacdo de microvesiculas. Primeiramente o sobrenadante das culturas,
contendo o parasito, foi centrifugado a 800g por 10 min e incubado a 37°C por 2h
para que eventuais debris celulares e formas amastigotas presentes pudessem ser
baixados pela rotacdo e as formas tripomastigotas, que sdo natantes e de nosso
interesse, pudessem se concentrar ao longo do sobrenadante no tubo. Apés esta
etapa, esse sobrenadante, contendo majoritariamente tripomastigotas, foi coletado e

centrifugado a 3000g por 15 min e as tripomastigotas ressuspensas em 15 mL de
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solucdo salina tampédo fosfato 0,1 M estéril (PBS - Phosphate Buffer Saline). O
namero de tripomastigotas do precipitado foi contado em camara de Neubauer, e
cerca de 108 - 10° tripomastigotas/mL foram utilizadas para a obtencdo das
microvesiculas. As tripomastigotas foram novamente centrifugadas e ressuspensas
em 1ml de meio DMEM com 2% de glicose, incubadas por 2 hs a 37°C em estufa
umidificada, em atmosfera de 5% de CO2. ApOs esta etapa, foram novamente
centrifugadas por 10 min e o sobrenadante coletado e filtrado em membrana de
0.45um. As vesiculas foram quantificadas no NTA e o meio DMEM com 2% de
glicose foi usado como controle negativo nos ensaios de

dessalinizacdo/fracionamento, no NTA e LC-MS/MS.

4.12. Ensaios de sinalizacdo de célcio em fibroblastos WT e células
LLC-MK2 com parasitos derivados de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2
Para estes ensaios, fibroblastos WT e células LLC-MK2 foram plaqueadas,
24h antes, na proporcdo de 2,5x10% células por divisdo em placas confocais
divididas em quatro. O carregamento das células com sensor de calcio fluorescente,
foi realizado incubando as células com uma solugdo contendo 5uM de Fluo-4/AM
(Thermo Fisher), 0,01% de &cido plurénico e 2,5mM de Probenecid (Sigma), por
40min a 37°C. ApOs esta etapa, as células foram analisadas em microscépio
confocal (Nikon), utilizando o re a partir do recurso de time lapsing, onde foram
fotografadas por 180 segundos em intervalos de 8,2 segundos. Imediatamente ap6s
o inicio das coletas das imagens foi adicionado as células ionomicina (5uM) ou
parasitos provenientes dos diferentes tipos celulares (WT, KOL1/L2 ou KOL2 - MOI
100).
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5 RESULTADOS

5.1. Andélise da taxa de invasdo de tripomastigotas provenientes de
fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2

Como demonstrado em estudos anteriores do nosso grupo, tripomastigotas
provenientes de infecgbes em células LLC-MK2 apresentam uma menor taxa de
invasdo e de adesao em fibroblastos deficientes para LAMP (KOL1/L2 ou KOL2)
guando comparados a fibroblastos selvagens (WT), mostrando que células duplo
deficientes em LAMP (KOL1/L2) sdo menos susceptiveis a infeccdo pelo T. cruzi
(PEDERSANE, 2014; COUTO et al, 2017). Com o objetivo de compreender se a
auséncia de LAMP poderia induzir mudancas na infectividade dos parasitos, ensaios
de invasdo em fibroblastos WT e células LLC-MK2, utilizando tripomastigotas
derivadas de infec¢des em fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 foram realizados.

Para os ensaios de invasao, fibroblastos WT e células LLC-MK2 foram
plaqueadas em placa de vinte e quatro pocos. Vinte e quatro horas apds o
plagueamento, as monocamadas foram expostas as formas tripomastigotas da cepa
Y de T. cruzi derivadas de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2, lavadas, fixadas e
processadas para imunofluorescéncia como descrito na metodologia.

Para as infec¢cdes em fibroblastos WT, nossos resultados revelaram que
parasitos provenientes de fibroblastos KOL2 foram menos infectivos em
comparacdo aqueles provenientes de fibroblastos WT ou KOL1/L2. O numero de
células infectadas, bem como o nimero de parasitos intracelulares por 100 células,
foi cerca de 61 e 65%, respectivamente, menor para as culturas de fibroblastos WT
expostas a parasitos liberados de células KOL2 em relacdo as culturas expostas a
parasitos provenientes de células WT. Adicionalmente, parasitos derivados de
fibroblastos KOL1/L2 foram os mais infectivos, apresentando uma taxa de invasao
significativamente maior em comparacao as formas tripomastigotas provenientes de
fibroblastos WT ou KOL2 (Figura 6). Estes parasitos invadiram cerca de 74% e 50%
mais células em relagdo as culturas expostas a parasitos provenientes de células
KOL2 e WT, respectivamente, e observou-se cerca de 75% e 41% mais parasitos
intracelulares por 100 células, em relacdo aos parasitos provenientes de células

KOL2 e WT, respectivamente.
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Para as infeccbfes nas culturas de células epiteliais LLC-MK2, nao foi
observada diferenca no perfil de invasdo das formas tripomastigotas provenientes

dos trés tipos celulares. (Figura 7).
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Figura 6. Ensaios de invasdo com parasitos provenientes de fibroblastos WT,
KOL1/L2 e KOL2 em células WT. Fibroblastos selvagens foram expostas a formas
tripomastigotas de T.cruzi, provenientes dos mesmos fibroblastos selvagens, fibroblastos
deficientes em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2, por 40min e fixados
imediatamente apds a exposi¢ao. (A) Numero de células infectadas por 100 células totais e
(B) numero de parasitos intracelulares por 100 células, apés a exposicdo aos parasitos.
Letras diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas. (p < 0,05, Teste T
unicaudal ndo pareado).
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Figura 7. Ensaios de invasdo com parasitos provenientes de fibroblastos WT,
KOL1/L2 e KOL2 em células LLC-MK2. Células epiteliais da linhagem LLC-MK2 foram
expostas a formas tripomastigotas de T.cruzi, provenientes de fibroblastos selvagens,
deficientes em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2, por 40min e fixadas
imediatamente apds a exposicao. (A) Numero de células infectadas por 100 células totais e
(B) numero de parasitos intracelulares por 100 células apés a exposicao aos parasitos. (p >
0,05, Teste T unicaudal ndo pareado).
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5.2. Andlise da taxa de adesdo de tripomastigotas provenientes de
fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2

Os ensaios de invasao com parasitos provenientes de células selvagens ou
deficientes para LAMP, demonstraram haver diferencas no perfil de invasao desses
parasitos. Procurando compreender se estas diferencas poderiam estar
relacionadas com a capacidade de adesdo do parasito a célula hospedeira,
realizamos ensaios de adesdo em fibroblastos WT e em células LLC-MK2 utilizando
parasitos provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2.

Para estes ensaios, fibroblastos WT e células LLC-MK2 foram plagueadas
em placa de vinte e quatro pocos, 24 h apos o plagueamento, as células foram pre-
fixadas antes da exposicdo as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi,
produzidas por cultura de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2, de acordo com
protocolo descrito na metodologia.

Para os ensaios em fibroblastos WT, nossos resultados revelaram que
parasitos provenientes de fibroblastos KOL1/L2 e de KOL2 possuem taxas mais
baixas de adesdo quando comparados com aqueles parasitos provenientes de
fibroblastos WT (Figura 8). O namero de parasitos aderidos por 100 células foi
significativamente menor para as culturas de fibroblastos WT expostas aos parasitos
liberados de células KOL1/L2 quando comparados a parasitos liberados de WT
(cerca de 34,5%, ou parasitos liberados de KOL2 (cerca de 26%). Para as culturas
expostas aos parasitos liberados de KOL2 em relacdo aos parasitos liberados de
fibroblastos WT, ndo houve diferenca estatisticamente significativa quanto a taxa de
adesao. Dessa forma, ndo houve correlacdo direta entre as taxas de adeséao e
invasdo do parasito.

Para as células LLC-MK2, nossos resultados revelaram que parasitos
provenientes de fibroblastos KOL2 apresentam as taxas de adesdo mais baixas
guando comparadas com aqueles parasitos provenientes de fibroblastos WT e
KOL1/L2 (Figura 9). O numero de parasitos aderidos por 100 células foi cerca de
65% menor para as culturas de células LLC-MK2 expostas aos parasitos liberados
de células KOL2, em relagdo as culturas expostas a parasitos provenientes de
células KOL1/L2. Em relacdo aos demais grupos, ndo houve diferencas estatisticas
na taxa de adeséo dos parasitos. Novamente sugerindo que nao ha correlacao entre

as taxas de adeséo e de invasao.

41



)
=2 20- a , ,

3 — [ Parasitos de células WT

P 5 1 Parasitos de células KOL1/L2
S ™ b Hl Parasitos de células KOL2

E ——

o

B 10-

@

o

w

nw 54

S

2

(] 0 T

o

Figura 8. Ensaio de adesdo em fibroblastos WT. Fibroblastos selvagens foram pré-
fixados com 2% de glutaraldeido em PBS, antes da exposi¢cdo a formas tripomastigotas de
T. cruzi, provenintes dos mesmos fibroblastos selvagens, fibroblastos deficientes em
LAMP?2 ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2, por 40 minutos (MOI 50). O grafico
apresenta o numero de parasitos aderidos por 100 células totais. Letras diferentes indicam
diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05, Teste T unicaudal ndo pareado).
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Figura 9. Ensaio de adesdo em células LLC-MK2. Células epiteliais da linhagem LLC-
MK2 foram pré-fixadas com 2% de glutaraldeido em PBS, antes da exposicao a formas
tripomastigotas de T. cruzi, provenintes de fibroblastos selvagens, fibroblastos deficientes
em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2, por 40 minutos (MOI 50). O
gréfico apresenta o niumero de parasitos aderidos por 100 células totais. Letras diferentes
indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05, Teste T unicaudal n&o
pareado).
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5.3. Anélise de microvesiculas de tripomastigotas derivadas de
células WT, KOL1/L2 e KOL2
Uma vez que diferengas tanto na taxa de invaséo, quanto na taxa de adesao
foram observadas para parasitos provenientes dos trés tipos celulares, decidimos
avaliar se havia indicativos de possiveis diferencas no perfil de expressdo de
proteinas de superficie destes parasitos. Para isto, avaliamos o padrdo de
microvesiculas liberadas por parasitos provenientes dos trés tipos celulares. As
microvesiculas sao vesiculas derivadas da membrana do parasito e podem ter como
componentes moléculas que auxiliam na invasdo do parasito (CESTARI et al.,
2012). As microvesiculas foram obtidas como descrito na metodologia e analisadas
por ensaios de dessalinizacdo/fracionamento, no NTA e LC-MS/MS.
Como observado na figura 10, os parasitos derivados dos diferentes tipos
celulares apresentam um perfil de microvesiculas distinto entre si. Essas diferencas
nos tamanhos e nas concentracfes de microvesiculas apresentadas pelos parasitos

poderiam justificar as diferencas vistas na invasao.
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Figura 10. Perfil de microvesiculas de tripomastigotas derivadas de fibroblastos WT,
KOL1/L2 e KOL2. Os graficos apresentam o perfil de vesiculas (tamanho e concentra¢ao)
liberadas por formas tripomastigotas de T. cruzi provenientes de fibroblastos selvagens,
deficientes em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas LAMPL1 e 2. (A, C e E) Perfil de
vesiculas liberado por cada triplicata dos diferentes parasitos. (B, D, F) Média dos perfis de

vesiculas liberados pelos diferentes parasitos.
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5.4. Andlise de sinalizacdo de calcio induzida por tripomastigotas
provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 e de células LLC-MK2

A andlise do perfil de invasdo de parasitos provenientes de fibroblastos
selvagens e deficientes para LAMP mostrou haver diferencas entre os parasitos
liberados pelos diferentes tipos celulares. No entanto, as diferencas na taxa de
invasdo nao foram compartilhadas por suas respectivas taxas de adesao nos dois
tipos celulares estudados, WT e LLC-MK2. Por outro lado, observamos que o perfil
de microvesiculas liberadas pelos diferentes parasitos, obtidos a partir de
fibroblastos selvagens, KOL1/L2 ou KOL2, também foi distinto indicando diferencas
no perfil de proteinas de superficie do parasito. Como muitas dessas proteinas de
superficie ou secretadas pelo parasito sdo importantes indutores do sinal de célcio
na célula hospedeira, resolvemos investigar se estas diferencas encontradas
poderiam estar correlacionadas na sinalizacdo de calcio induzida por estes
parasitos.

Para isso, células previamente carregadas com um sensor fluorescente de
célcio foram expostas as formas tripomastigotas de T. cruzi liberadas por
fibroblastos WT, KOL1/L2 ou KOL2. Para os fibroblastos WT expostos aos parasitos
oriundos de KOL1/L2 pudemos observar um aumento significativo na intensidade de
fluorescéncia (aproximadamente 180 segundos), indicando aumento na
concentracdo de calcio livre no citoplasma (figura 11A). Para fibroblastos WT
expostos aos parasitos oriundos também de fibroblastos WT, pudemos observar um
pequeno sinal, enquanto para aqueles expostos a parasitos provenientes de KOL2
este sinal foi ainda menor. Como este foi um ensaio qualitativo, € possivel que o
sinal de calcio gerado em células expostas aos parasitos liberados por fibroblastos
WT e KOL2 néo tenha sido suficiente para a visualizacdo. De qualquer forma, estes
resultados corroboram com uma maior invasdo apresentada por parasitos oriundos
de KOL1/L2, seguidos daqueles oriundos de WT e depois daqueles oriundos de
KOL2.

O mesmo experimento foi realizado em células LLC-MK2 carregadas com o
sensor de calcio fluorescente. Para essas células um perfil parecido com o
observado para fibroblastos WT, foi encontrado. No entanto, neste caso a diferenca
entre o0 sinal de calcio entre células WT e KOL1/L2 foi menor do que aquele
observado para os fibroblastos WT expostos a estes mesmos parasitos.

Adicionalmente, para células LLC-MK2, embora muito menor, foi possivel observar
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um leve sinal de calcio quando estas células foram expostas aos parasitos
provenientes de células KOL2, o que nao foi observado para os fibroblastos WT.
Estes resultados mostram que em LLC-MK2 a diferenca no perfil de indugéo de
sinais de célcio entre as cepas é menor do que aquele obtido para fibroblastos WT.

Ensaios quantitativos devem ser realizados para confirmar estes dados.

11. Perfil de inducdo de sinal de calcio em fibroblastos WT e células LLC-MK2
induzidas por tripomastigotas derivadas de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOLZ2.
Imagens seriadas obtidas em microscopio de fluorescéncia confocal, de fibroblastos WT (A)
e células epiteliais LLC-MK2 (B) carregados com Fluo-4 / AM (sonda fluorescente sensora
de célcio), expostos a lonomicina (ionéforo de calcio - controle positivo) ou as formas
tripomastigotas de parasitos provenientes de fibroblastos selvagens, deficientes em LAMP2
ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2. Os painéis apresentam imagens obtidas de
células antes (Oh) e a cada 45 segundos apés a exposi¢do a lonomicina ou aos diferentes
parasitos. Aumentos na intensidade de fluorescéncia correspondem a aumento na
concentracao de célcio livre no citoplasma. (observar figura na proxima pagina).
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5.5. Andlise da injaria celular causada por tripomastigotas
provenientes de fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2 e de células LLC-MK2

Sabe-se que, durante o processo de entrada na célula hospedeira, o parasito
pode tanto estimular a liberacdo de calcio de estoques intracelulares, através de
suas proteinas de superficie ou liberadas para o meio extracelular, quanto levar ao
influxo de célcio do ambiente extra para o ambiente intracelular, através de
microinjarias causadas na superficie da célula hospedeira. Este aumento de célcio
leva a exocitose de lisossomos e consequente endocitose compensatéria que
carreia 0 parasito para o interior da célula. Com o intuito de verificar se havia
diferencas na quantidade de microinjarias causadas pelos parasitos obtidos dos
diferentes tipos celulares, WT, KOL1L2 ou KOL2, fibroblastos selvagens ou células
LLC-MK2 foram plaqueados e 24hs depois colocados em contato com meio de
cultura celular, meio contendo iodeto de propideo ou meio contendo parasitos (MOI
100) e iodeto de propideo por 30 min. Apdés os tratamentos, as células foram
tripsinizadas e analisadas por citometria de fluxo.

Como observado nas figuras 12 A e 13 A, parasitos liberados de células
KOL1/L2 induziram niveis de injuria em fibroblastos WT cerca de 58% maior do que
os parasitos derivados de WT e 51% maior do que os parasitos derivados de KOL2
em fibroblastos WT. Por outro lado, parasitos derivados de fibroblastos WT ou KOL2
apresentaram niveis de injaria cerca de 18% e 29%, respectivamente, maior do que
0 controle positivo somente com o iodeto de propideo, indicando que causam lesdes
a poucas células.

Para as células LLC-MK2, parasitos derivados de células WT ou KOL2
apresentaram niveis de injlria tdo baixos quanto o controle negativo, iodeto de
propideo, indicativo de que causam poucas lesdes as células (Figuras 12 B e 13 B).
Novamente, parasitos derivados de fibroblastos KOL1/L2 apresentaram niveis de
injuria celular maiores em relacdo aos parasitos derivados de WT (cerca de 71%) e
aqueles derivados de KOL2 (46%). No entanto, foi observado que para todos os
tipos celulares os indices de fluoresc6encia obtidos foram muito mais baixos para
todos as condi¢cdes quando comparado com os fibroblastos WT. Esses dados
sugerem que as células LLC-MK2 sdo menos susceptiveis as microlesdes do que
os fibroblastos WT, uma vez que ndo sé o numero de células positivas para iodeto

foi menor em todas as condigcbes observadas, mas também na condicdo com
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apenas iodeto de propideo que representa a injuria normalmente sofrida pela célula
durante o experimento.
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Figura 12. Ensaio de microinjaria em fibroblastos WT (A) e células epiteliais LLC-MK2
(B). Histogramas representativos mostrando o nimero de células por intensidade de
fluorescéncia (IF). Células com IF superior a 10? foram consideradas positivas para
marcagcdo com o iodeto de propideo (Pl+), o qual corresponde ao niumero de células que
sofreram injuria. Células com IF inferior a 10? foram consideradas negativas e, portanto, as
gue nao sofreram injuria (PI-). As células foram plaqueadas e expostas somente ao iodeto
de propideo (vermelho) ou aos parasitos provenientes de fibroblastos selvagens, deficientes
em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas LAMP1 e 2 (azul), em meio contendo iodeto
de propideo, durante um periodo de 30 min. Posteriormente as células foram lavadas,
tripsinizadas e analisadas em FACs Scan. Os numeros acima da curva representam a

porcentagem de células PI- ou PI+ para cada condi¢do: somente Pl (vermelho) ou parasito
mais PI (azul).
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Figura 13. Ensaio de microinjuria em fibroblastos WT (A) e células epiteliais LLCMK2

Porcentagem de célulasinjuriadas em 10000 eventos

(B). Os gréficos representam a analise quantitativa dos dados de triplicatas obtidas a partir
do experimento apresentado na figura 12, mostrando a porcentagem de células que
sofreram injdria em um total de 10.000 células. Como descrito na figura anterior, as células
foram plaqueadas e expostas somente ao iodeto de propideo ou aos parasitos provenientes
de fibroblastos selvagens, deficientes em LAMP2 ou deficientes em ambas isoformas
LAMP1 e 2, em meio contendo iodeto de propideo, durante um periodo de 30 min.
Posteriormente as células foram lavadas, tripsinizadas e analisadas em FACs Scan. Letras
diferentes indicam diferencas estatisticamente significativas (p < 0,05, Teste T unicaudal

nao pareado).
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5.6. Andlise do estresse oxidativo induzido pela infeccdo com T. cruzi
em fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2

Com o intuito de avaliar possiveis diferencas no ambiente intracelular que
pudessem contribuir para diferencas no perfil de proteinas de superficie do parasito,
decidimos investigar se haveria uma diferenca na inducdo de estresse oxidativo
gerado pela infecgcdo com os parasitos nos diferentes tipos celulares. Dados do
laboratério (submetidos a publicacdo) mostram que o estresse oxidativo gerado
durante a infeccdo em cardiomiécitos pode contribuir para a multiplicacéo
intracelular do T. cruzi nestas células. Da mesma forma, GOES e colaboradores
(2016) demonstraram que espécies reativas de oxigénio (ROS - reactive oxigen
species) contribuem para o crescimento do T. cruzi no interior de macrofagos. Uma
vez que estudos anteriores do nosso grupo mostraram que o T. cruzi apresenta uma
maior capacidade de multiplicacdo no interior das células deficientes para LAMP
(PEDERSANE, 2014), nos propusemos investigar se o estresse oxidativo da célula
induzido pela infeccdo poderia estar correlacionado com estas mudancas no perfil
dos parasitos.

Para os ensaios de estresse oxidativo, fibroblastos WT, KOL1/L2 e KOL2
foram plagueados em placas de vinte e quatro poc¢os, apos 24h as monocamadas
foram expostas as formas tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi produzidas por
culturas de células LLC-MK2 ou expostas ao meio de cultura sem parasitos.
Aproximadamente 48h apds a exposicdo aos parasitos ou ao meio somente, as
células foram incubadas com a sonda CM-H2DCFDA por 30 min a 37°C antes da
leitura no aparelho Varioskan (Thermo Fisher).

Os resultados mostraram que ndo houve diferencas nos valores de oxidagéo
da sonda CM-H2DCFDA entre as células infectadas em relagdo as células néo
infectadas ou entre os diferentes tipos celulares (Figura 15). Este resultado nos
indica que ndo houve inducdo de estresse oxidativo nestas células e que,
provavelmente, este ndo seja um fator responséavel pelas mudancas observadas no

perfil dos parasitos.
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Figura 14. Ensaio de estresse oxidativo em fibroblastos infectados e n&o infectados.
Fibroblastos selvagens ou deficientes em LAMP foram incubados com a sonda CM-
H2DCFDA 48h p6s infeccdo e a fluorescéncia emitida avaliada por Varioskan. A) O gréfico
mostra os valores de fluorescéncia produzidos por oxidagdo da sonda CM-H2DCFDA ao
longo do tempo (68 minutos). Os dados representam a média de triplicatas. B) O gréfico
representa a area sob a curva, mostrada em A. os dados representam a média de triplicatas
do total de contagens em 68 min. ndo houve diferenca estatisticamente significativa entre os
grupos. (p > 0,05, Teste T unicaudal ndo pareado).
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5.7.Avaliacdo do recrutamento de +TIPs para o local de invasdo do parasito

e obtencdo de células knock outs para essas proteinas a partir de

CRISPR-Cas9

Uma vez que nao identificamos a indugdo de estresse oxidativo, decidimos
investigar outros parametros do ambiente intracelular que pudessem estar
influenciando nas alteracdes de perfil encontradas nestes parasitos. A fusdo de
lisossomos durante as etapas iniciais da entrada, tanto para desencadear a
endocitose compensatoria, quanto posteriormente apds a internalizacao do parasito
sdo etapas cruciais para a viabilidade da infeccdo (ANDRADE; ANDREWS, 2004;
FERNANDES et al., 2011). Tanto o tempo de permanéncia no vacuolo quanto a
guantidade de lisossomos que se fundem a este vacuolo podem ser fatores que
influenciam o ambiente intracelular pelo qual o parasito € exposto. Recentemente,
foi demonstrado que proteinas envolvidas no metabolismo de microtubulos,
proteinas +TIP, sdo importantes para a entrada, fusdo de lisossomos e mobilidade
do vacuolo na célula (ZHAO et al, 2013). Os microtubulos s&o responsaveis pelo
suporte ao trafego anterégrado (do nucleo para a periferia celular) de lisossomos
dependente de cinesina, e retrogrado (da periferia celular para o nucleo), mediado
pela dineina, de vesiculas endociticas recém-formadas (ZHAO et al, 2013;
KORNILOVA, 2014). Dessa forma, decidimos investigar se a auséncia de LAMP
poderia estar envolvida com o recrutamento dessas proteinas e poderia alterar o
trafego intracelular do parasito ou a aquisicdo de lisossomos ao vacuolo. Paras isso,
iniciamos um processo de delecdo via a técnica de CRISPR-Cas9, do gene que
codifica a proteina CLASP-1a, sabidamente envolvida com a entrada, aquisicdo de
lisossomos e mobilidade do vacuolo na célula hospedeira.

Plasmideos contendo o RNA guide desenhado para a CLASP1a foram
gerados domo descrito na metodologia. A confirmacdo da insercdo dos guias no
plasmideo foi realizada através de reacdo de PCR com o iniciador para o promotor
do plasmideo e também com iniciador reverso para a CLASP. O produto da reacéo
foi separado por eletroforese (Figura 15). Os tamanhos de banda obtidos foram
correspondentes ao tamanho da banda esperada, cerca de 300 pares de base (pb).
Bactérias foram transformadas com os plasmideos e apds a obtencéo dos clones,
as células foram transfectadas. A partir dessas transfec¢des, foi possivel selecionar
clones possivelmente deficientes na proteina +TIP Clasp-la. Foram obtidos quatro

clones em fibroblastos selvagens para LAMP, quatro clones em fibroblastos
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deficientes em LAMP2 e dois clones em fibroblastos deficientes em LAMP1 e
LAMP2. Os experimentos envolvendo essas ceélulas deficientes em CLASP1 néao
foram possiveis devido ao fim do prazo para a apresentacdo desta dissertacdo. A
validacdo do nocauteamento da CLASP1a nessas células esta em processo.
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1 - Miniprep Clasp 1 — CRISPR 1 (Clone 1)
2 — Miniprep Clasp 1 — CRISPR 1 (Clone 2)
3 — Miniprep Clasp 1 — CRISPR 2 (Clone 1)
4 — Miniprep Clasp 1 — CRISPR 2 (Clone 2)

Figura 15. Eletroforese dos clones obtidos, em bactérias, do plasmideo contendo
CLASP1a. No gel sdo observados o padrédo de tamanho em pares de base (padréo 1Kb), o

controle negativo da reacéo (sem DNA) e 4 clones obtidos das colbénias de bactérias.
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6 DISCUSSAO

O parasito Trypanosoma cruzi, agente etioldgico da doenca de Chagas, inicia
seu ciclo intracelular invadindo a célula hospedeira, processo que envolve a adesao
e o reconhecimento da forma infectiva do parasito pela célula e a inducao de vias de
sinalizacdo que culminam com a internalizacdo do parasito em um vacuolo
endocitico, denominado vacuolo parasitéforo (revisado por ANDRADE; ANDREWS,
2005; DE SOUZA; DE CARVALHO; BARRIAS, 2010). A identificacdo de moléculas
do T. cruzi que estédo envolvidas nos estagios iniciais do processo de invasdo, como
a sinalizacdo e a adesao a célula hospedeira, foram importantes avancos para a
compreensao da infeccao pelo T. cruzi (revisado por EPTING; COATES; ENGMAN,
2010). Tanto a adesdo como a invasao sdo processos dependentes da interagcao
entre proteinas de superficie do parasito e da célula hospedeira, algumas dessas
proteinas desencadeiam vias de transducdo de sinalizacdo que levam ao aumento
da concentracdo de célcio citosolico em ambos parasito e célula hospedeira, além
do recrutamento e fusdo de lisossomos perinucleares da célula hospedeira no local
de entrada do parasito (MORENO; DOCAMPO, 2003; YOSHIDA et al., 2000).
Outras auxiliam na interacdo a partir da modificacdo de outras proteinas, como por
exemplo as proteinas da familia de trans-sialidases do T. cruzi (Tc-MUC) que
transferem o &cido sialico das proteinas de superficie da célula para as proteinas de
superficie da familia MASP (mucin-associated surface protein) do parasito
(ACOSTA-SERRANO et al., 2001), importantes para promover a entrada e a
permanéncia dos parasitos nas células. Além das moléculas de superficie,
organelas celulares, como os lisossomos, também impactam no sucesso de invasao
pelo parasito. Como ja descrito por ANDREWS (2002), os lisossomos s&o
recrutados para o local de entrada do parasito via sinalizacdo de calcio e sao
cruciais para a permanéncia do parasito na célula.

Nosso grupo observou que parasitos da cepa Y de T. cruzi possuem
dificuldade em invadir fibroblastos murinos (MEFs) deficientes nas proteinas
lisossomais LAMP 1 e/ou LAMP 2, quando comparados a invasdo em fibroblastos
selvagens (COUTO et al, 2017). Essas proteinas sao as principais glicoproteinas
dos lisossomos e sdo importantes para a manutencdo de sua integridade, pH e
catabolismo (ANDREJEWSKI et al., 1999; ESKELINEN, 2006). Apesar de ter um

56



menor sucesso na invasdo de células deficientes em LAMP, os parasitos
apresentam uma capacidade consideravelmente maior em se replicarem no interior
dessas células (PEDERSANE, 2014).

O T. cruzi possui a habilidade de infectar uma grande variedade de espécies,
cerca de 1000 espécies de vertebrados e 40 espécies de invertebrados (TEIXEIRA
et al.,, 2009). Toda essa capacidade, em parte, se deve a sua habilidade em se
adaptar aos diferentes ambientes, seja mudando expressdo de proteinas ou se
transformando em uma de suas formas (epimastigota, tripomastigota ou
amastigota). Essa adaptacdo ao ambiente celular foi observada por DOS SANTOS
et al. (2012) em relacdo ao perfil de expressdo das proteinas MASP. Dos Santos e
colaboradores (2012) observaram que os parasitos cultivados em células da
linhagem celular LLC-MK2 apresentavam um perfil de expressdo de MASPs
diferente daqueles parasitos cultivados em células da linhagem L6, mioblastos de
rato, apds alguns ciclos de infeccdo. Além disso, os autores também observaram
que apods varios ciclos de infeccdo em uma linhagem celular, os parasitos
apresentavam uma menor taxa de invasado em outro tipo celular.

Diante dessas informacdes, nos perguntamos se 0s parasitos liberados de
fibroblastos deficientes em proteinas LAMP-1 e LAMP-2 (KOL1/L2) ou somente em
LAMP-2 (KOL2) sofreram pressdes suficientes para estimular adaptagoes. Para isso
nos propusemos a fazer um ciclo de infeccdo em fibroblastos deficientes ou
selvagens para LAMP e os parasitos liberados desse ciclo eram desafiados a invadir
fibroblastos selvagens ou células da linhagem LLC-MK2. Nossos resultados
revelaram padrdes de infeccdo diferentes para os tipos celulares bem como também
para os trés grupos de parasitos. NOs observamos que aqueles parasitos liberados
de células KOL1/L2 eram mais infectivos se comparados aqueles parasitos
liberados de células selvagens para LAMP (WT) e os parasitos liberados de células
KOL2 eram menos infectivos frente ao desafio com células WT. No entanto, para o
desafio com células LLC-MK2, ndo observamos diferencas entre os parasitos. Isso
demonstra que o ambiente intracelular € importante e capaz de induzir alteracdes na
formacdo de novas formas infectantes do parasito. Adicionalmente, que essas
alteracdes podem ser percebidas de forma diferente para os diferentes tipos
celulares. Isso concorda com o modelo, anteriormente proposto, e resultados sobre
histotropismo diferencial de distintas cepas do parasito (ANDRADE et al., 1999;

MACEDO et al., 2004). No intuito de compreender melhor e caracterizar os
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parasitos, ensaios de adesao, microvesiculas, sinalizacdo de calcio, injuria celular e
estresse oxidativo também foram realizados.

Nossos ensaios de adesé&o revelaram ndo haver uma correlacdo direta entre
a adesao do parasito e a sua internalizacdo. Para os ensaios com fibroblastos WT,
observamos que parasitos provenientes de fibroblastos KOL1/L2 aderem menos do
gue parasitos provenientes de fibroblastos WT ou KOL2. No entanto, para as células
LLC-MK2 observamos que parasitos provenientes de fibroblastos KOL2 aderem
menos quando comparados a parasitos provenientes de fibroblastos KOL1/L2,
porém ndo ha diferenca quando comparados a parasitos provenientes de
fibroblastos WT, novamente demonstrando que nédo ha correlacdo entre a taxa de
invasdo e a taxa de adesdo desses parasitos. Estes dados sao bastante
interessantes, uma vez que é assumido na literatura que uma maior adesdo é
certamente importante e contribui diretamente para uma maior invasdo. N0sSs0s
dados mostram que, pelo menos neste contexto, de presenca e auséncia de LAMP,
maior adesao, ndo necessariamente significa maior invasédo, assim como o oposto é
verdade. Estes dados suportam ainda a ideia de que as proteinas envolvidas em
adesdo podem diferir daquelas necessarias para a sinalizacdo e desencadeamento
do processo de invasao celular.

GONCALVES e colaboradores, em 1991, demonstraram pela primeira vez
qgue tripomastigostas liberavam vesiculas de tamanho em torno de 20-80nm ao
longo de sua superficie. Posteriormente, mostrou-se que o principal componente
dessas vesiculas, ap0s purificacdo e separacdo por tamanho, eram membros da
superfamilia TS/gp85 (TRIBULATTI et al., 2005). Outros autores também
demonstraram a existéncia de moléculas contendo a-Gal (ACOSTA-SERRANO et
al., 2001; ALMEIDA et al., 1994), proteases como cruzipaina (APARICIO;
SCHARFSTEIN; LIMA, 2004), proteinas do citoesqueleto, proteinas da familia
MASP e vérias outras proteinas com fungbes ainda desconhecidas (revisado por
CARDOSO; REIS-CUNHA; BARTHOLOMEU, 2016). Na literatura, tem-se uma
extensiva documentacdo de moléculas de superficie do parasito que interagem com
a célula hospedeira e que sdo importantes para sua internalizacdo. Diante das
diferencas observadas em nossos ensaios de invasao e adesdo, com parasitos
provenientes de fibroblastos selvagens ou deficientes em LAMP, nos indagamos se
tais diferencas poderiam estar correlacionadas com a mudanca de moléculas

expostas na superficie do parasito e consequentemente nas microvesiculas
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liberadas. Embora, n&o tenhamos analisado o conteddo das microvesiculas
liberadas por esses parasitos, observamos que o perfil de microvesiculas liberadas
por eles difere em relagdo ao tamanho e concentragdo. Acreditamos que esse seja
um indicio de que os parasitos estdo sendo induzidos a mudancas em suas
moléculas de superficie, como forma de adaptacdo ao ambiente intracelular. Dos
Santos e colaboradores em 2012, demonstraram que o parasito € induzido a
modificar a expressdo de membros da familia MASP ao longo de sucessivos ciclos
de infeccdo e que esta mudanca impacta na interacdo dos parasitos com outros
tipos celulares. Neste trabalho, realizamos alguns ensaios tentando identificar
alguns membros de MASPs diferencialmente expressos nestes parasitos
provenientes dos trés tipos celulares. No entanto, uma vez que os iniciadores para
amplificacdo de genes de MASP, disponiveis para estes ensaios, haviam sido
desenhados para outra cepa, ndo obtivemos um bom resultado. Isto também
corrobora a diversidade de expressdo dessas proteinas e seu possivel papel
contribuindo para um perfil diferencial de infec¢cdo celular. Para confirmagéo de
diferencas no perfil de expressdo destas e outras proteinas importantes para a
invasdo do parasito, andlises protebmicas dessas microvesiculas e de proteinas de
superficie do parasito serdo realizadas.

Diferencas na superficie do parasito, podem certamente acarretar mudancas
no seu perfil de estimulacdo da célula hospedeira, interferindo com diferentes
etapas do processo de entrada. Dentre estes, a inducdo de sinais de calcio, seja ele
por estimulacdo de receptores na superficie celular e liberacdo de estoques
intracelulares ou através de influxo de célcio extracelular, ocasionado por
microinjarias provocadas pelos parasitos. Percebemos que parasitos provenientes
de células KOL1/L2 induzem os maiores sinais de célcio em fibroblastos WT,
corroborando sua maior capacidade de invasdo nessas células. Por outro lado,
embora parasitos oriundos de fibroblastos WT tenham apresentado um sinal de
calcio qualitativamente menor que aqueles oriundos de KOL1/L2, este sinal foi
aparentemente maior do que aquele obtido para KOL2. Esses dados corroboram os
dados de invasao celular obtidos para fibroblastos WT. Adicionalmente, em ensaios
de microinjuria usando iodeto de propideo, os parasitos oriundos de fibroblastos
KOL1/L2 foram também capazes de induzir maior injdria, indicando que pelo menos
em parte esta capacidade maior de injlria possa estar relacionada a um maior

influxo de calcio. De fato, parasitos liberados de fibroblastos WT ou KOL2
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desencadearam sinais de calcio menores na ceélula hospedeira, e apresentaram
também niveis de injuria similares. Para esses parasitos (WT e KOL2) ndo houve
congruéncia direta entre os niveis de calcio e de injaria. Isto pode estar relacionado
a sensibilidade dos métodos estudados. Outra possibilidade € que néo sé a injuria,
mas alteracfes no sinal de calcio induzidas por fatores secretados pelo parasito
sejam responsaveis por essas diferencas. Para células LLC-MK2 os niveis de
inducdo de calcio e de injaria realizados, embora maiores para parasitos oriundos
de fibroblastos KOL1/L2, foram menores em todos os casos do que aqueles
observados para fibroblastos WT, o que poderia justificar a pouca diferenca nos
niveis de invasdo entre parasitos oriundos dos diferentes tipos celulares.
Adicionalmente, para células LLC-MK2 n&o houve total congruéncia entre os niveis
de calcio e de injaria, reforcando que outros fatores podem também estar
contribuindo para a inducdo dos niveis de calcio que ndo s6 a injuria. Como
mencionado, no caso de LLC-MK2, nossos dados revelaram que estas células
aparentemente sdo mais resistentes a injaria do que fibroblastos WT pois,
apresentaram menores quantidades de células injuriadas inclusive no controle
positivo. Alteragcdes nos niveis de injuria celular para diferentes tipos celulares ja
haviam sido descritas anteriormente (COUTO et al., 2017). Utilizando células
também deficientes ou ndo em LAMP e que apresentam diferencas na organizacao
de seu citoesqueleto, esses autores mostraram que 0 montante de injUria causada
por formas tripomastigotas de T. cruzi pode variar dependendo do estado de
organizacdo do citoesqueleto de actina da célula. Isso poderia justificar as
diferencas observadas entre os dois tipos celulares utilizados no presente estudo.
Com o intuito de entender o que no ambiente intracelular poderia estar
contribuindo para diferencas no perfil de expressédo de proteinas nestes parasitos,
realizamos ensaios de avaliacdo da inducdo de estresse oxidativo durante a
infeccdo em fibroblastos das diferentes linhagens (WT, KOL1/2 e KOL2). Em
estudos anteriores, nosso laboratério j4 havia demonstrado que embora os parasitos
tenham uma capacidade menor de invadir fibroblastos deficientes em LAMP,
apresentam uma capacidade de multiplicagdo em seu interior muito maior do quem
fibroblastos selvagens (PEDERSANE, 2014). Tal caracteristica poderia estar
correlacionada com o estresse oxidativo gerado nestas células pela infeccdo com o
T. cruzi. GOES e colaboradores (2016) demonstraram que espécies reativas de

oxigénio contribuem para o crescimento do T. cruzi no interior de macrofagos e
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DIAS (2017) estudando a cepa JG e o clone de Colombiana Col1.7G2, observou a
correlacdo de um maior estresse oxidativo em cardiomiocitos primarios e o
crescimento da cepa JG. Poderia a infeccdo celular pelo T. cruzi estar induzindo
estresse oxidativo nos fibroblastos deficientes em LAMP e consequentemente
induzindo uma melhor multiplicacdo do parasito em seu interior? Para elucidar esta
guestao, infectamos os fibroblastos selvagens ou deficientes em LAMP e, 48h apos
a infecgéo, incubamos com a sonda CM-H2DCFDA e analisamos no Varioskan. Os
ensaios revelaram nao haver diferencas em relagdo a producdo de ROS em
fibroblastos nédo infectados ou infectados, revelando que estas células ndao sofrem
estresse oxidativo mediante infeccéo pelo T. cruzi. Também nao foram observadas
diferencas entre os fibroblastos selvagens e deficientes. Dessa forma, o estresse
oxidativo parece ndo ser o fator responséavel por esta diferenca.

Nossos resultados sugerem que o ambiente intracelular deficiente em LAMP
induz modificacbes no parasito de modo a alterar suas caracteristicas infectivas e
de adesdo. InUmeras podem ser as explicacdes para tais alteracdes. Dados da
literatura ja demonstraram que existem varias moléculas de superficie do parasito
gue sao responsaveis por interagir com a célula e desencadear sinalizacbes que
culminam na entrada do parasito (CAMPO; MARTINS-TEIXEIRA; CARVALHO,
2016) e que mudancas em sua expressao podem ocorrer (DOS SANTOS et al.,
2012). Além disso, outros fatores como a motilidade do parasito também pode
interferir com sua capacidade de invasdo. MATTOS (2013) mostrou que a interacao
do parasito com componentes da matriz celular, como fibronectina e laminina,
induzem modificagdes na fosforilacdo/desfosforilacdo de proteinas relacionadas ao
citoesqueleto e ao flagelo do parasito podendo impactar em sua motilidade e
consequentemente na invasdo. Segundo o autor, uma reducdo na poliaglutinacdo
de tubulina também afeta a estabilidade do flagelo, podendo impactar diretamente
na adesdo ou invasao do parasito. Outro fator seria a secre¢cdo de componentes
capazes de induzir a formacdo de pequenos canais na membrana, como seria 0
caso da Tc-TOX, uma proteina do parasito envolvida com o rompimento da
membrana do vacuolo parasitéforo (ANDREWS et al, 1990).

N&o s6 o ambiente citosolico, mas os ambientes percorridos durante trafego
intracelular do parasito, incluindo o montante de lisossomos que se fundem ao
vacuolo parasitoforo, conteddo acidico ou tempo de permanéncia no vacuolo

também poderiam estar contribuindo para diferengas no ambiente intracelular que
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poderiam induzir modificagcdes no perfil de expressédo destes parasitos. Sabemos
gue a fusdo de novos lisossomos ao vacuolo parasitéforo € uma etapa crucial para a
viabilidade da infeccdo uma vez que, sem esta fusdo os parasitos podem escapar
da célula hospedeira (ANDRADE; ANDREWS, 2004). Essa etapa é também
dependente da dindmica de microtubulos da célula hospedeira. Os microtubulos séo
responsaveis pelo suporte ao trafego anterégrado (do nucleo para a periferia
celular) de lisossomos dependente de cinesina, que € necessario para o
remodelamento da membrana plasmatica e para a invasado do parasito (ZHAO et al.,
2013). Além disso, os microtibulos sdo também responsaveis pelo transporte
retrogrado (da periferia celular para o nucleo), mediado pela dineina, de vesiculas
endociticas recém-formadas (KORNILOVA, 2014). Neste contexto, proteinas
estabilizadoras da extremidade mais (plus-end) de microtubulos, denominadas de
+TIPs (microtubule plus-end tracking protein) também poderiam estar envolvidas na
coordenacdo da internalizacdo de tripomastigotas e em eventos pos-entrada do
parasito. De fato, o trabalho de ZHAO e colaboradores (2013) demonstrou que o
silenciamento da proteina CLASP-1, uma +TIP que participa da estabilizacdo do
microtubulo, impactando na formacédo do fuso mitético (MIMORI-KIYOSUE et al.,
2005) e processos dinamicos na periferia da célula (AKHMANOVA et al., 2001,
MIMORI-KIYOSUE et al., 2005), diminui a internalizacdo de tripomastigotas sem
alterar a exocitose de lisossomos regulada por célcio. O trabalho mostrou que a
fusdo subsequente do vacuolo parasitoforo com os lisossomos da célula hospedeira
bem como seu posicionamento justanuclear sofrem um atraso em células CLASP1
depletadas. Por outro lado, o silenciamento de EB1, um componente importante das
+TIPs que auxilia na ligacdo de outras +TIPs, incluindo CLASP-1, na extremidade
mais (plus-end) do microtubulo, ndo afetou a entrada do T. cruzi na célula e também
nao impacta na acumulacdo de LAMP-1 no vacuolo parasitéforo (ZHAO et al.,
2013). Um dos nossos objetivos especificos nesse trabalho era avaliar o papel de
LAMP no recrutamento das proteinas CLASP-1, CLASP-2 e EB-3, bem como avaliar
0 impacto da auséncia dessas proteinas, na infeccdo pelo T. cruzi, mediante a
geracdo de células knock out através da técnica de edicdo génica CRISPR-Cas9.
Obtivemos sucesso na geracao de clones possivelmente deficientes para a proteina
CLASP-1, no entanto devido ao esgotamento do tempo, nédo foi possivel dar
prosseguimento as analises e experimentos. Ensaios de recrutamento de +TIPs

também foram realizados porém, néo foi possivel avaliar com sucesso se ocorre ou
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nao o recrutamento dessas proteinas para o local de entrada do parasito, uma vez
gue a taxa de transfeccdo das células com os plasmideos contendo os genes das
proteinas +TIPs ligadas ao GFP era muito baixa. A taxa de infec¢cdo dessas células
pelos parasitos também € baixa e por este motivo, era raro encontrar uma célula
transfectada expressando a +TIP que também estivesse infectada. Essas limitacdes
inviabilizaram o sucesso o dos experimentos

Os dados aqui apresentados confirmam dados anteriores da literatura de que
o0 ambiente intracelular modula o perfil de expresséo de parasitos liberados por
estas células. Adicionalmente, estas alteracdes de perfil ttm impacto significativo na
sua capacidade de infeccdo de novas células. Mais importante, demonstramos que
uma proteina lisossomal, LAMP, tem impacto importante neste processo. Novos
estudos devem ser realizados para identificar as diferencas no perfil destes

parasitos, bem como os fatores do ambiente intracelular envolvidos neste processo.
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