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Resumo

Titulo: Estudo do perfil de ativacdo da via MAPK em células Hela induzido por formas
Amastigotas Extracelulares (AEs) das cepas G e CL de Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, agente etiol6gico da Doenca de Chagas que afeta cerca de 7 milhdes
de pessoas, induz a ativacdo da via MAPK durante a invaséo celular, favorecendo sua entrada
e sobrevivéncia. Proteinas quinases ativadas por mitogenos (MAPKS) fosforilam residuos de
serina e treonina presentes em seus substratos para ativar ou desativar seu alvo. MAPK é uma
das formas de comunicacgéo entre um estimulo externo mediado por patégenos e a formacéo da
resposta imune. Existem trés vias de MAPK bem conhecidas em células de mamiferos: ERK1/2
- ativado por fatores de crescimento, hormonios e estimulos pré-inflamatorios, c-JUN quinase
N-terminal (JNK1 /2/3) e p38 MAPK (0, B3, 6 e y) - ativada por estresses celulares e ambientais,
além de estimulos pré-inflamatorios. Essas vias medeiam a formacgao da resposta imune através
da ativacdo de diferentes proteinas e consequente sintese de citocinas/interleucinas
inflamatdrias e anti-inflamatorias. Amastigotas extracelulares (AEs), uma forma infecciosa
alternativa de T. cruzi, sdo prematuramente liberadas de células infectadas ou geradas pela
diferenciacéo extracelular de formas tripomastigotas. Os AEs da cepa G sdo mais infectivos
que os AEs da cepa CL. O presente estudo teve como objetivo elucidar o perfil de ativacao da
via de MAPK em células HeLa mediado pela invasdo de formas AEs de T. cruzi das cepas G e
CL e seu possivel efeito na modulacdo da resposta imune do hospedeiro in vitro. Foi observado
em experimentos utilizando inibidores para quinases dessa via que ERK1/2, EGFR e p38
apresentam uma tendéncia na reducdo da taxa de invaséo de AEs da cepa G. AEs de cepa G
induziram uma fosforilagdo bifasica da via MEK-ERK, possivelmente devido a maior
infectividade apresentada por essa cepa. Ainda, é possivel que o receptor de EGF (EGFR) seja
ativado em processos iniciais de invasdo celular, nos momentos de adesdo, e logo apos seja
desativado, fato possivelmente explicado pelo sequestro de EGF pelo parasito. AEs da cepa CL
induziram a expressdo de IL-6, TNF-a ¢ TGF-B. Ja AEs da cepa G levaram a produgdo das
interleucinas/citocinas 1L-6, TNF-o e TGF-B e do fator de transcrigdo cFOS. A compreensdo
inicial de como essa via é ativada por patdgenos € uma importante forma de abrir possibilidades
para futuros estudos, principalmente visando relacionar essa via a diferentes morfologias de
Trypanosoma cruzi de cepas com maior importancia clinica em humanos.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi; amastigotas extracelulares (AEs); sistema imune,
MAPKS.
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Abstract

Title: Map kinase (MAPK) activation profiling induced in Hela cells by extracellular
amastigotes (EAs) of G and CL strains of Trypanosoma cruzi

Trypanosoma cruzi, the etiologic agent of Chagas Disease, which affects about 7
millions people induces MAPK pathway activation during cell invasion, favoring its entry and
survival. Mitogen-activated protein kinases (MAPKS) phosphorylate their substrates at serine
and threonine residues sites to activate or de-activate their target. There are three well-known
MAPK pathways in mammalian cells: ERK1/2 — activated by growth factor, hormones and
proinflammatory stimuli -, c-JUN N-terminal kinase (JNK1/2/3), and p38 MAPK (a, 3, 3, and
y) - activated by cellular and environmental stresses, in addition to proinflammatory stimuli.
These pathways mediate the immune response formation through activation of different
proteins and consequent synthesis of inflammatory and anti-inflammatory
cytokines/interleukins. Extracellular Amastigotes (EAS), an infectious alternative form of T.
cruzi, are prematurely released from infected cells or generated by extracellular differentiation
of trypomastigote forms. EAs of G strain are more infective than EAs of CL strain. The present
study aimed to elucidate the activation profile of MAPK pathway in HeLa cells mediated by
the invasion of T. cruzi EAs of G and CL strains and the possible effects on host immune
response modulation in vitro. In experiments using MAPK inhibitors, ERK1/2, EGFR and p38
inhibitors seemed to reduce the invasion rate of EAs of G strain. EAs of G strain induced a
biphasic phosphorylation of MEK-ERK pathway, possibly due to its higher infectivity.
Furthermore, it is possible that EGF receptor (EGFR) is activated in early phases of cell
invasion, at adhesion time, and deactivated soon after adhesion, possibly explained by parasite
EGF sequestration. CL EAs induced expression of IL-8, IL-6 and TNF-a. EAs of G strain
activated the production of interleukins/cytokines IL-6, TNF-a, TGF-f and cFOS transcription
factor. To understand how this pathway is activated by pathogens is crucial to broaden
possibilities for future studies, mainly relating this pathway to Trypanosoma cruzi evolutive
forms of different strains with greater clinical importance in humans.

Key words: Trypanosoma cruzi; extracellular amastigotes (EAs); immune system; MAPKS.



1. Introducdo
1.1. Trypanosoma cruzi e Doenca de Chagas

A Doenca de Chagas, descoberta em 1909 pelo médico sanitarista Carlos Justiniano
Ribeiro Chagas, tem como agente causador o parasita Trypanosoma cruzi (CHAGAS, 1909),
um protozoario flagelado pertencente a ordem Kkinetoplastida, familia Trypanosomatidae
(BRENER, 1997).

E considerada uma doenca negligenciada pela Organizacio Mundial da Satde (OMS)
sendo endémica em 21 paises da America Latina, exceto nas llhas do Caribe (OMS, 2017).
Porém, desde as Ultimas décadas, vem sendo detectada em diferentes localidades como: Estados
Unidos, Canadd, paises da Europa e paises do Pacifico Leste devido ao alto fluxo de circulacéo
de pessoas entre continentes levando a novos contextos epidemiolégicos, econdmicos e sociais
na distribuicdo da doenca (SCHMUNIS; YADON, 2010). Estima-se cerca de 6 a 7 milhdes de

pessoas contaminadas com T. cruzi em escala mundial (OMS, 2017).

A transmissdo da doenga pode ocorrer pela forma cléssica, resultante da penetracdo de
parasitas presentes nas fezes de triatominios através de lesdo tecidual causada pelo inseto ao se
alimentar (“chagoma” e “Sinal de Romana”), por transfusdes de sangue contaminado, de forma
congénita e por via oral através de alimentos contaminados com formas metaciclicas (caldo de
cana e acai), sendo essa Ultima relacionada a surtos, principalmente na regido Norte do Brasil
(SOUZA, et al., 2016; DIAS et al., 2016).

A Doenga de Chagas se manifesta em diferentes formas clinicas: aguda, cronica cardiaca
e gastrointestinal, e cronica indeterminada. Na fase aguda, caracterizada pela presenca de
formas circulantes na corrente sanguinea, ha intensa resposta inflamatoria e ativacdo da resposta
imune inata, com consequente producdo de citocinas inflamatérias, como TNF-a e IFN-y,
caracteristicas de uma resposta Th1l. A fase crénica, é caracterizada por inflamacao local e leséo
tecidual resultante da acdo citotoxica de células T CD8+, e pode gerar cardiopatias e
megasindromes (es6fago e intestino) ou pode ser indeterminada, na qual ndo causa a
patogénese previamente descrita tendo regulacdo da resposta imune pela producéo de citocinas
regulatdrias 11-10 e IL-17 (revisado por PEREZ-MOLINA; MOLINA, 2018) .

Apesar do surgimento de novas drogas candidatas ao controle da doenga (revisado por
URBINA, 2015), o tratamento de pacientes chagasicos ainda é limitado a apenas dois
medicamentos: benzonidazol e nifurtimox (OPAS, 2009; SOBRINHO et al., 2009), que

possuem alguns efeitos negativos como problemas de tolerancia e eficacia (ALDASORO et al.,



2018; MOLINA et al., 2014). Ainda, estudos com drogas candidatas ndo consideram a
multiplicidade de caracteristicas genéticas (gendtipos e fendtipos) existentes de T. cruzi
(ZINGALES, et al., 2014).

T. cruzi é um protozoario diploide que se reproduz de forma assexuada (fissao binaria)
e possui predominio de propagacdo genética clonal gerando gendtipos relativamente idénticos
(ZINGALES, et al., 2012). No entanto, hipoteses baseadas em aspectos evolutivos do parasita
e de possibilidade de troca de material genético indicam a formacao de cepas de T. cruzi
hibridas. Essa troca de material genético ocorre, possivelmente, por fusdo nuclear, formando
organismos poliploides que realizam trocas de material por recombinacdo alélica e
posteriormente perdem esses cromossomos e séo estabilizados por propagacéo clonal (revisado
por ZINGALES, 2011).

Devido a seu genoma diversificado e variedade de genoétipos e fenétipos, T. cruzi é
dividido em seis diferentes grupos (Tc | a V1) classificados por similaridade genética e baseados
na biologia evolutiva desse protozoario, denominados DTUs (do inglés, “Discrete typing
unit”). Essas DTUs visam abranger diferentes caracteristicas do parasita: genéticas,
moleculares, epidemioldgicas e patogénicas (HIGUERA; GUHL; RAMIREZ, 2013;
ZINGALES et al., 2012). De acordo com o modelo de hibridizagdo-dupla proposto para
explicar troca de material genético durante o processo de evolucdo de T. cruzi, as DTUs Tcle
Il tem origem de apenas um ancestral comum e se propagaram de forma clonal, enquanto Tc
I, IV, V e VI sdo modelos hibridos provenientes de uma hibridizacao inicial entre Tc l e Il e
subsequentes processos de hibridizagdo e mutagdes (ZINGALES et al., 2012).

Ainda, T. cruzi apresenta elevada plasticidade genética permitindo que esse organismo
seja capaz de se adaptar de forma réapida a diferentes ambientes aos quais € submetido durante
seu ciclo de vida, mediante a inducdo de fenotipos favoraveis a sua sobrevivéncia. Essa
plasticidade resulta em diversidade genética entre cepas/clones especificos e pode levar a
modificacdo de cromossomos inteiros, alterando o numero de copias destes, a modificacdes em
regibes cromossomicas especificas através de expansdo no numero de cépias de um
determinado gene e, consequentemente, alterando seu perfil de expresséo (REIS-CUNHA et al,
2015; REIS-CUNHA; VALDIVIA; BARTHOLOMEU, 2018).

Cepas pertencentes a duas diferentes DTUs foram avaliadas no presente estudo: cepa
CL (T. cruzi Tipo VI), e cepa G (T. cruzi Tipo I). Tc | representa a DTU com maior distribuigdo

geografica e esta presente nas Américas do Norte, Sul e Central. Essa engloba tanto o ciclo



silvestre quanto doméstico de distribuicdo do parasita e cepas pertencentes a Tc | estdo
relacionadas ao quadro de cardiomiopatia da doencga. A cepa G, utilizada como representante
de Tc | é exclusivamente de distribuicdo silvestre, principalmente em marsupiais. Tc VI é
prevalente na regido cone Sul americana e na regido do Grande Chaco e é raramente encontrada
no ciclo silvestre do parasita. Essa DTU esta relacionada a cardiomiopatias e a megasindromes
em humanos (ZINGALES, 2018; ZINGALES et al., 2009).

O ciclo de vida de T. cruzi mantém-se pela alternéncia entre dois hospedeiros:
vertebrado (mamiferos) e invertebrados (BRENER, 1997), insetos hemipteros da Familia
Reduviidae, tendo como géneros mais estudados e considerados importantes: Triatoma,
Rhodnius e Panstrongylus (JORGE; CASTRO, 2000; OPAS, 2009).

T. cruzi possui diferentes formas morfo-evolutivas, caracterizadas pela presenca e
posicao do cinetoplasto, uma estrutura mitocondrial formada por uma rede de fibrilas de DNA
que se estende pelo corpo do parasito, e pela localizagdo do seu flagelo. Nas formas
epimastigotas (EPI), essas estruturas estdo em posicao anterior ao nucleo enquanto nas formas
tripomastigotas metaciclicos (TM) e tripomastigotas sanguineos (TS) o flagelo emerge da bolsa
flagelar, localizada proximo ao cinetoplasto. No entanto, formas esféricas denominadas
amastigotas ndo apresentam flagelo aparente, sendo este interiorizado na bolsa flagelar; o
cinetoplasto nessas formas encontra-se entre o nucleo e a bolsa flagelar (BRENER, 1997; DE
SOUZA, 2002; TOMLINSON et al., 1995).

As formas epimastigotas (EPI) — intestino médio (replicativa) e tripomastigotas
metaciclicos (TM) — intestino distal (infectiva) podem ser encontradas no hospedeiro
invertebrado (inseto). No hospedeiro vertebrado (mamifero), T. cruzi apresenta-se como um
parasita intracelular obrigatorio e estd presente nas formas amastigotas intracelular (Al)
(replicativa) e tripomastigotas sanguineos (TS) (infectiva) (BERN, 2015; CLAYTON, 2010).

O hospedeiro invertebrado caracteriza-se por ser um inseto hematéfago e durante o
processo de repasto sanguineo o mesmo causa lesdo tecidual e elimina fezes e urina contendo
TM, quando infectado por essas formas; TM infectam o hospedeiro vertebrado através da lesdo
causada pelo inseto e invadem ceélulas por diferentes processos; uma vez na celula, TM se
diferenciam em amastigotas e apds o fim da sua replica¢do, amastigotas se diferenciam em TS

que estdo prontos para infectar novas células e manter a infeccdo, assim como infectar novos



vetores invertebrados dando continuidade ao ciclo (Figura 1) (BERN, 2015; MOLINA et al.,
2014; SOUZA; MORAES et al., 2016).

Figura 1. Ciclo de vida de Trypanosoma cruzi. Durante o repasso sanguineo o triatomineo (inseto) libera
formas Tripomastigotas Metaciclicas (TM) nas fezes, essas formas invadem células do hospedeiro vertebrado
através da pele danificada (A e B). No citoplasma da célula, TM se diferenciam em Amastigostas Intracelulares
(Al) e se multiplicam (C e D). Quando ocorre a ruptura celular sdo liberadas tanto formas amastigotas, AEs,
em caso de ruptura precoce, quanto formas Tripomastigotas Sanguineas (TS), quando h4 a diferencia¢do
intracelular (E e F). No sangue, as formas TS podem também se diferenciar em AEs que invadem novas
células (F). Essas formas TS ainda podem colonizar o tecido muscular do hospedeiro ou permanecer na
corrente sanguinea e infectar um novo triatomineo durante seu repasso sanguineo (G). TS, quando ingeridas
pelo inseto, se diferenciam em formas Epimastigotas (EPI) e ap6s alguns dias de infeccdo se tornam TM
(intestino distal) que podem infectar um novo hospedeiro vertebrado, mantendo seu ciclo de vida. Fonte:
LIMA et al., 2010.



1.2. Amastigotas Extracelulares, uma forma alternativa de manutencéo da infeccdo de T.

cruzi

Um subciclo alternativo da doenca foi descrito no hospedeiro vertebrado (Figura 1).
Formas liberadas pela eclosdo precoce de células ou por diferenciacao de formas TS circulantes,
denominadas Amastigotas Extracelulares (AEs) (Figura 2), possuem capacidade infectiva e de
manutencdo da infeccdo (revisado por FERREIRA et al., 2012).

Ley e colaboradores constataram em experimentos in vitro que 90% dos AEs
diferenciados em meio acido (LIT, pH 5,8) quando colocados em contanto mondcitos eram
internalizados enquanto apenas 30% de amastigotas intracelulares (Al) purificados de células
o realizavam. Apesar dessa diferenca de capacidade infectiva, esses parasitos apresentam taxa
de multiplicacdo parecida. Esse mesmo estudo mostrou que a inoculagdo de camundongos com
formas AEs pode levar a um quadro de letalidade (LEY, et al 1988). Detectou-se em
camundongos, quando em fase aguda, que cerca de 10% da populacgdo de parasitas circulante
eram AEs (ANDREWS et al, 1987).
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Figura 2. Polimerizacdo de actina induzida por formas AEs de Trypanosoma cruzi da cepa G na
superficie de célula Hela analisada por microscopia eletrénica de varredura. Fonte: FERREIRA et al.,
2012.

Cepas que tem como principal caracteristica alta infectividade das formas TM, como,
por exemplo, CL (Tc V1) e Y (Tc Il), apresentam suas formas AEs com baixa infectividade. Ja
cepas pouco infectivas para formas TM mostram um padréo oposto, possuem alta capacidade

de invaséo por formas AEs, como a cepa G (Tc I). Essas diferencas j& foram demonstradas



experimentalmente in vitro em células HeLa e Vero (FERNANDES et al., 2013; MORTARA
etal., 1999; PROCOPIO et al., 1998).

Experimentos in vitro, através de localizacdo por marcador de LAMP-1 (do inglés,
“Lysosome-associated membrane protein”), demonstraram que formas AEs conseguem ser
detectadas nas células invadidas no periodo de 1 hora apds contato e parecem escapar mais
rapidamente do vacuolo parasitéforo que formas TM (MORTARA et al., 1999).

Os mecanismos envolvidos no processo de invasdo dessas formas ainda ndo séo
completamente elucidados. AEs utilizam de estratégias como polimerizacdo de actina em
fagdcitos ndo profissionais, por meio de uma estrutura em forma de taga (Hela) ou por formacéo
de crateras no citoplasma (Vero), e aderem preferencialmente ao dorso da célula, em contraste
com formas TM que invadem pela periferia celular (FERNANDES et al., 2013; MORTARA et
al., 2005; MORTARA; BOTUCATU, 1991; PROCOPIO et al., 1998).

A proteina p21 (T. cruzi P21), expressa em todos os estagios morfologicos de T. cruzi,
parece ter efeito durante processo de invasdo dessas formas (DA SILVA, et al., 2009).
Rodrigues e colaboradores mostraram que o tratamento com T. cruzi P21 recombinante induz
o0 recrutamento de actina em macr6fagos durante a infecgdo por amastigotas extracelulares de
T. cruzi. Ainda, o tratamento com essa proteina leva ao aumento do nimero de parasitas
internalizados de diferentes patdgenos flagelados como Trypanosoma cruzi, Leishmania
amazonensis e Toxoplasma gondii nas formas amastigota extracelular, promastigota e
traquezoita, respectivamente (RODRIGUES et al., 2012).

Entretanto, uma glicoproteina de superficie altamente expressa por formas Al,
denominada &-amastina (Am), quando superexpressa em formas AEs mais infectivas (cepa G)
tem sua capacidade infectiva reduzida. Essa proteina € naturalmente regulada positivamente em
formas AEs da cepa CL (menos infectiva) quando comparadas a cepa G (mais infectiva),
indicando a possibilidade de influenciar na reducéo da taxa de parasitas internalizados (CRUZ
etal., 2012).

Recentemente, a enzima mevalonato quinase (MVK), presente em diferentes
organismos, desde mais simples como bactérias a mais complexos como mamiferos, e que esta
relacionada ao processo metabolico da sintese de isoprenoides, foi descrita como uma proteina
moonlighting. Proteinas moonlighting sdo assim definidas por apresentarem uma funcédo

secundaria distinta — e inesperada - da que desempenha primariamente (BAHIA, 2017).



Ferreira e colaboradores demonstraram que MVK em T. cruzi, além de participar da via de
sintese de isoprenoide, localizando-se em glicossomos é também secretada pelo parasita. Além
disso, ao adicionar MVK recombinante as células HelLa ha ativacdo de proteinas quinases
responsaveis pelo remodelamento do esqueleto de actina (SRC/FAK). MVK, ainda, apresenta
um papel secundario em T. cruzi relacionado a modulagéo positiva de invasao de formas AEs

in vitro, caracterizando-se como uma enzima moonlighting (FERREIRA, et al., 2016).

Em revisdo realizada por Ferreira e colaboradores (Figura 3), estes propem um modelo
de sinalizacdo durante o processo de invasdo de formas AEs, que incluem moléculas ja citadas
previamente e, ainda, outras proteinas como Ssp-4, glicoproteinas de superficie exclusivamente
produzidas por essa forma, envolvidas na adesdo e entrada na célula do hospedeiro. Quanto ao
ponto de vista do hospedeiro, balsas lipidicas parecem ser fundamentais na internalizacao de
AEs, uma vez que a deplecdo de colesterol, maior componente dessas estruturas, tem efeito
negativo na invasdo por essas formas. EAs também recrutam proteina quinase D (PKD), actina
(F-actina), proteinas ligantes de actina (ABPs — cortactina, gelsolina e a-actina) quando em
contato com o hospedeiro. Receptores de superficie celular, como o receptor de manose de
alguns tipos celulares, podem reconhecer residuos de manose secretados por AEs e participar
na invasao (BONFIM-MELDO et al., 2015; FERREIRA, et al., 2012).



Figura 3. Modelo de sinalizacdo de formas AEs durante o processo de invasao proposto por Ferreira e
colaboradores (2012). n. ndcleo; k. cinetoplasto; Host cell. Célula hospedeira; EA. Amastigota Extracelular;
EMCs. Componentes da matriz extracelular; MR. receptor de manose; Ssp-4. Am. amastina; MVK.
mevalonato quinase; P21. proteina P21; PKD. Proteina quinase; cort. cortactina; ABPs. proteinas ligantes a
actina; PI3K. fosfatidilinositol-3-quinase; PKC. proteina quinase C; Racl. proteina relacionada a Ras; SFK.
familia Src quinase; Lipid rafts. Balsas lipidicas. Fonte: Ferreira et al., 2012.



1.3. Proteinas quinases (PK)

Proteinas quinases (PK, do inglés “Protein Kinase™) sdo enzimas que apresentam um
dominio quinase, de 250 a 300 residuos aminoacidicos, conservado em diversos organismos.
Essas proteinas catalisam a reacdo de adi¢do de grupamentos fosfatos (PO43-) de moléculas
doadoras de alta energia, como adenosina trifosfato (ATP), a elas mesmas, processo
denominado autofosforilacdo, ou a outras proteinas-alvo especificas de forma unidirecional. O
processo de fosforilagdo altera sitios de ligacdo especificos dessas proteinas ou das quais
sofreram fosforilagdo, modificando sua estrutura alostérica e consequentemente seu estado
funcional. Esse processo pode ser revertido por proteinas denominadas fosfatases que retiram
esses grupamentos (desfosforilagdo) (HANKS; QUINN; HUNTER, 1988; HUNTER, 1995;
WANG; COLE, 2015).

As PK representam a maior familia de proteinas em organismos eucariotos (COHEN,
2002) e sdo fundamentais para processos celulares como metabolismo, sinalizacdo celular
(regulacdo e transducdo de sinais), remodelacdo do citoesqueleto celular, movimento celular,
apoptose, homeostase, diferenciacdo, respostas fisiolégicas e imunoldgicas (GREEN;
LLAMBI, 2015; GROOTJANS et al., 2016; SAXTON; SABATINI, 2017). Uma quinase é
assim definida pela presenca do dominio catalitico quinase (DCK) (MILLER; TURK, 2018).
Dominios sdo estruturas compactas e estaveis da cadeia polipeptidica, de enovelamento
independente da conformacéo natural da proteina, que possuem uma fungéo bioldgica particular
(JOHNSON; NOBLE; OWEN, 1996). DCK é onde ocorre a catalise do resgate de fosfatos de
moléculas doadoras de energia, as quais posteriormente serdo transferidas a aminoacidos
especificos, caracterizando o processo de fosforilagdo (HANKS; HUNTER, 1995).

PK sdo divididas em duas familias superfamilias de proteinas que contém o dominio
catalitico quinase: proteinas quinases eucarioticas (ePK) e proteinas quinases atipicas (aPK).
Atualmente, em humanos podem ser identificadas 478 ePK e 40 aPK genes, totalizando 518
proteinas quinases descritas. Essas proteinas sdo classificadas por similaridade da sequéncia do
dominio quinase e estrutura, além da existéncia de outros dominios e regulacdo desses
(MANNING, 2002; MARTIN; ANAMIKA; SRINIVASAN, 2010). Ainda, ja foram descritas
540 quinases hipotéticas para camundongos, sendo que 510 dessas sdo ortdlogas as quinases
presentes em humanos quando comparados 0s quinomas das duas espécies. Trinta quinases
foram classificadas como exclusivas de camundongos e 8 quinases apareceram apenas no
quinoma humano (CAENEPEEL et al., 2004).
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ePK sdo classificadas em tres grandes categorias de acordo com o residuo aminoacidico
que fosforila: 1) tirosina quinases, 2) serina/treonina quinases e 3) TK-like quinases. As
serina/treonina quinases compreendem 0s grupos: quinases STE/MAP (do inglés, MAPK),
proteinas quinases dependente de célcio/calmodulina (CaMK), quinases dependente de ciclina
(CMGC), proteinas quinases dependentes de cCAMP (AGC), e quinase celular-1 (CK1). Ja a
classe de proteinas tirosina quinases sdo divididas entre proteinas ancoradas e ndo ancoradas a
membrana citoplasmaética, abrangendo 0s grupos receptores guanilato ciclase (RGC) e tirosina
quinases (TK). A classe de proteinas quinases TK-like (do inglés, Tyrosine kinase-like) contém
protéinas que fosforilam residuos tanto de tirosina quanto de serina e treonina (HANKS;
QUINN; HUNTER, 1988; MANNING, 2002).

As proteinas quinases aPK possuem atividade catalitica do dominio quinase
comprovada, porém sao classificadas em um grupo distinto devido a auséncia de similaridade
com os dominios das ePK. Essas proteinas representam menos de 10% das quinases existentes
e suas familias sdo compostas, geralmente, de um a seis membros. Os grupos descritos para
essa classe de proteinas atipicas compreendem: alfa quinases, fosfatidilinositol quinases
(PIKK), A6-quinases, ABC1 quinase, piruvato desidrogenase-quinase (PDHK), RIO-quinase,
bromodominio-quinase (BRD2), BCR-quinase (do inglés, breakpoint cluster region kinase),
dentre outras quinases (HANKS; QUINN; HUNTER, 1988; MANNING, 2002).

A interacdo entre PK durante a cascata de sinalizagdo celular é uma importante forma
de direcionamento de respostas em diversas condigdes e essas tém sido vastamente estudadas.
A flexibilidade do curso de sinalizacdo celular é fundamental para a manutencao da homeostase
e, dessa forma, a desregulacdo de quinases, induzida muitas vezes por mutacdo génica, que
conduz a uma expressdo desordenada, ou modificacdo de inibidores enddgenos, prejudica esse
estado e pode levar a diferentes desordens (LAHIRY et al., 2010). PK e interagdes entre vias
de sinalizacdo tém sido amplamente utilizadas como alvo terapéutico devido a especificidade
dos diversos inibidores existentes para muitas quinases (COHEN, 2002; SILVA, et al., 2009) e
estdo associadas a diversas patologias como cancer, doengas neurodegenerativas (ex.
Alzheimer), doengas autoimunes, diabetes (FERGUSON; GRAY, 2018), e no direcionamento
de respostas imunes induzidas microrganismos (protozoarios, fungos, bactérias, virus)
(BLANDER; SANDER, 2012).
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1.4. Proteinas Quinases Ativadas por Mitdgenos (MAPK)

MAPK (do inglés, Mitogen-activated protein kinase) ¢ uma familia de proteinas
serina/treonina quinases (MANNING, 2002), altamente conservadas desde organismos
unicelulares a organismos mais complexos como humanos (MODY; WEINER;
RAMANATHAN, 2009), capazes de induzir a ativacao de diversas respostas celulares através
da conversao de estimulos externos. Proteinas quinases pertencentes a essa via estdo envolvidas
em diversos processos de sinalizacdo celular, como expressdo génica, resposta a estresse,
apoptose, resposta imune e proliferacio (CARGNELLO; ROUX, 2011; RAMAN; CHEN;
COBB, 2007).

Existem duas classes de MAPK descritas em mamiferos: MAPK convencionais
(cMAPK) e MAPK atipicas (aMAPK). As cMAPK séo a classe de protéinas mais amplamente
estudadas e compreendidas, essa abrange: 1) Quinases reguladas por estimulos extracelulares
(ERK1/2); 2) Quinases c-Jun amino N -terminal 1/2/3 (JNK1/2/3); 3) p38 (a, B, d e y) ¢ 4)
ERKS5. Ja as aMAPK indentificadas englobam 1) ERK3/4, 2) ERK7, e 3) Nemo-like quinases
(NLK) (CARGNELLO; ROUX, 2011; TURJANSKI; VAQUE; GUTKIND, 2007).

Proteinas MAPK sofrem fosforilacdo em dois residuos conservados de treonina (Thr) e
tirosina (Tyr) presentes no seu sitio de ativacdo para que sejam ativadas por completo, sendo
esses separados geralmente por apenas um aminoacido entre os aceptores de grupamentos
fosfato, caracterizando um motivo tripeptidio (TXY). Por exemplo, ERK (ERK1, ERK2 e
ERKS5) Thr-(Glu)-Tyr; INKs (JNK1-3) Thr-(Pro)-Tyr; e as isoformas de p38 (a,B,0 e y) Thr-
(Gly)-Tyr (TURJANSKI; VAQUEAND; GUTKIND, 2007; PEARSON et al., 2001;).

Essa via € ativada devido a estimulos externos como mitdgenos, citocinas inflamatorias,
danos ao DNA, fatores de crescimento e estresse. ERK1/2 é ativada por fatores de crescimento,
homénios e estimulos pré-inflamatorios, enquanto JNK1/2/3 e p38 (a, B, 6 e y) sdo ativadas por
estresse e estimulos pro-inflamatérios (MIN et al., 2018; HU et al., 2018; LIN et al., 2015;
MOYES et al., 2010; BALARAMAN et al., 2005; KYRIAKIS, 1999).

A transducéo de sinais externos mediado por MAPK culmina no desencadeamento de
uma série de estimulos consecutivos, assim como demonstrado resumidamente na Figura 4,
uma MAPK3 ativa a MAPK2 (MEK1/2; MKK3/6; MKK4/7) que leva a ativacdo de uma
posterior MAPK (ERK1/2; p38; INK12) (KOLCH, 2005; KUMAR; BOEHM; LEE, 2003).
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A especificidade da propagacdo de sinal é dada por interacdo proteina-proteina e de
proteinas adaptadoras, componentes fundamentais na eficiéncia de propagacdo do sinal de
fosforilagdo durante o processo de sinalizagcdo celular (BARDWELL, 2006; CHANG, L.;
KARIN, 2001).

Diversos receptores de superficie celular, como receptores tirosina quinases (RTK),
receptores de interleucinas, receptores toll-like (TLRs), receptores acoplados a proteinas G
(GPRC) e proteinas de adesdo como integrinas, quando estimulados desencadeiam diferentes
rotas de sinalizacdo citoplasmatica que resultam em interagcdes com proteinas GTPases, outras
quinases, fosfolipases e proteinas adaptadoras (GRIMSEY et al., 2018; DAS et al., 2018;
LEMMON; SCHLESSINGER, 2010; IHLE, 1995). O receptor tirosina quinase EGFR, por
exemplo, € uma das proteinas de superficie envolvidas na ativacdo da cascata que culmina na
ativacdo de ERK1/2 (revisado em BYEON; KU; YANG, 2019). Essa interacdo de proteinas
leva a ativacao e translocacdo de quinases para o nucleo e consequente controle da expressdo
génica, através da modificacdo do estado de fosforilacdo de fatores de transcri¢do (ativacao e
formacéo de dimeros), regulacdo da estabilidade de mRNA (fosforilacao de proteinas ligadas a
ele), remodelamento da cromatina (proteinas downstream MSK e RSK), e agem também como
co-ativadoras e inibidoras (retencdo citoplasmatica de fatores de transcricdo) (TURJANSKI,
VAQUE; GUTKIND, 2007; KOLCH, 2005).

Existe uma gama de proteinas nucleares reguladas por MAPK que funcionam como
fatores de transcricdo e estdo envolvidos em diferentes processos celulares. A ativacdo da
MAPK ERK/2 esta relacionada a proliferacdo celular, diferenciacdo e sobrevivéncia e participa
da regulacdo dos fatores de transcricdo como ELK1, cMyc, cFos, Smads (1-4). J& a via MAPK
p38 esta envolvida no processo inflamatdrio e de diferenciacdo celular e pode levar a ativacdo
de alguns fatores como ATF2, ELK1, cFos, MEF2 e p53. A MAPK JNK induz respostas
direcionadas a apoptose, e também, proliferacdo e diferenciacdo. cJun, ATF2, ELK1 e cMyc
sdo exemplos de fatores de transcricdo que podem ser ativados por essa via (TURJANSKI,
VAQUEAND; GUTKIND, 2007; CHANG et al., 2003; PEARSON et al., 2001).

A cascata canbnica de ativacdo mediada por MAPK pode ser regulada por diferentes
proteinas pertencentes a classe de tirosina fosfatases denominadas MAP quinase (MKP). Essas
fosfatases sdo codificadas pela familia génica DUSP, que sdo divididas em diferentes subclasses
de acordo do residuo de desfosforilagdo de preferéncia. Proteinas MKP atuam induzindo a

retirada de grupamentos fosfatos de MAPK especificas, levando a sua consequente desativacéo



13

e, muitas vezes, ao impedimento da transmissdo de resposta. Essas proteinas apresentam
especificidade no processo de desfosforilagdo de substratos; por exemplo, MKP 1, 5 e 7 atua
sobre as MAPK p38 e JNK enquanto MKP 3, X e 4 tém maior afinidade pela MAPK ERK1/2,
faz com que essas fosfatases sejam alvo de diferentes estudos, principalmente relacionados na
regulacdo de respostas imunes inata e celular (LIU, et al., 2016; JEFFREY et al., 2007; LIU;
SHEPHERD; NELIN, 2007; OWENS; KEYSE, 2007).

Growth factors B Inflammatory cytokines ¢ Stress

A
.

Figura 4. Via de sinalizacdo de MAPK simplificada. A) Via de quinases reguladas por estimulos
extracelulares (ERK1/2); B) Quinases c-Jun amino N -terminal 1/2/3 (JNK1/2/3); C) p38 (o, B, o € ).
Fosfatases: SHP2, MPK 3/X, MPK 1/5/7, MPK5/7. P. Fosforilagdo. Sitios de fosforilagdo: TEY, TGY,
TPY. RTK. Receptor tirosina quinase. PM. Membrana plasmatica. Fonte: SOARES-SILVA, et al., 2016.
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1.5. Resposta Imune e via MAPK

Durante o processo infectivo mediado por patégenos, o acionamento de uma resposta
imune efetiva é fundamental no impedimento da proliferacéo e do estabelecimento da infec¢do
(EBERL, 20186).

O sistema imune inato é essencial ndo s6 na deteccdo de patdgenos, mas também na
manutencdo da homeostase, desde o reparo de tecidos danificados a eliminacdo de células
senescente ou apoptoticas. Porém, essa apresenta uma memdria curta e depende da sincronia e
do orquestramento de uma resposta mais especializada, a adaptativa (EBERL, 2016; YATIM,;
LAKKIS, 2015).

A imunidade inata permite uma resposta imediata muito eficiente na eliminacdo de
patdgenos e além de possuir capacidade de diferenciacdo dos elementos proprios dos nédo
préprios. Essa abrange células fagociticas, sistema do complemento e receptores de superficie
(PRRs), sendo os receptores tipo toll-like (TLRs) a classe mais ampla, capazes de reconhecer
padrdes moleculares especificos de diferentes patdgenos (PAMPS). Ainda, esse sistema é capaz
de reconhecer e diferenciar entre patdgenos e microrganismos comensais (BLANDER;
SANDER, 2012).

O reconhecimento de componentes secretados por patdgenos leva a expressdo de genes
inflamatdrios e a iniciacdo da resposta imune inata. Células inatas especializadas (APCs) séo
capazes de reconhecer antigenos de iniUmeros patdgenos através de diferentes PRRs, processar
e apresentar a células T naive através de moléculas MHC (do inglés Major Histocompatibility
Complex) e do receptor de células T (TCR), que reconhecem essas células e induzem a producao
de sinais co-estimulatorios garantindo a proliferacéo e diferenciacdo de células T, processo
essencial para o direcionamento do curso da resposta imune adaptativa (YATIM; LAKKIS,
2015).

Linfocitos T e células B, células altamente especializadas, desempenham importante
papel durante a resposta imune adaptativa. Células B, produtoras de imunoglobulinas (1gs), sao
fundamentais no processo neutralizacdo de toxinas, virus e de opsonizacdo de patdgenos
durante a infecgdo. J& as células T, sdo responsaveis por orquestrar a resposta imune mediada
por um invasor atraves da promocdo da proliferacdo, maturacdo e ativacdo da funcéo
imunologica de outras células (B e T), células T helper, ou funcionam diretamente como
efetoras na morte celular, células T citotoxicas (EBERL, 2016; YATIM; LAKKIS, 2015).
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T. cruzi é capaz de induzir a ativacdo de inumeros genes inflamatorios através do
estimulo de diferentes TLRs. Alguns padrdes (PAMPs) identificados sdo proteinas mucinas
ligadas a éncoras glicosilfosfatidil-inositol (tGPI) e glico-inositolfosfolipideos (eGPl),
reconhecidas pelos TLRs 2 e 4, respectivamente. TLRs endossomais, como TLR9 estimulado
por DNA genémico rico em regides CpG e TLR6 que reconhece moléculas de RNA, também
sdo relacionados ao reconhecimento de componentes desse parasito (revisado por
RODRIGUES; OLIVEIRA; BELLIO, 2012).

Os estimulos resultantes do reconhecimento de patdgenos e do consequente
desenvolvimento da resposta € mediado por diversas vias celulares do hospedeiro. A cascata de
MAPK é uma das formas de comunicacao entre um estimulo externo mediado por patdgenos e
a formacéo da resposta imune (SIMON; ARTHUR; LEY, 2013). MAPK expressa de forma
ubiqua e esta relacionada com a coordenacdo celular da producdo de diferentes citocinas e
interleucinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias (HUANG; SHI; CHI, 2009). ERK1/2
direciona a producéo de interleucinas como TNF-a, I1-1-p e IL-10 e regula negativamente a
producdo de IL-12, IFN-B e iNOS. Ja a via de p38 regula a redugdo da sintese de TNF-a ¢
producdo de IL-12. IL-1, IL-6 e CXCL8 (IL-8), citocinas pro-inflamatdrias, tém sua expressao
induzida por ambas vias e também por NFkB (SIMONS; ARTHUR; LEY, 2013; GAESTEL,
BLANDER; SANDER, 2012; KOTLYAROV; KRACHT, 2009).

Citocinas e interleucinas sdo produzidas por uma gama de células, essas estdo
envolvidas em diversos processos durante a resposta imune e desempenham fungdes cruciais
para a propagacdo de uma resposta imune eficiente. Algumas das fun¢des dessas proteinas sao
descritas a seguir: 1) IL-1-p estd relacionada a proliferacdo de células B e sintese de
imunoglobulinas; 2) TGF-p atua como fator inibitorio para células B e TCDS8+, fagdcitos
mononucleares e células NK além de apresentar papel importante na amenizacgéo de respostas
alérgicas. 3) IL-12, produzida por diversas células desde mondcitos, ceélulas B, células
dendriticas, macrdfagos especializados a células epiteliais, age como indutora de processos
como proliferacdo, citotoxicidade e producdo de citocinas por células NK, outro importante
papel dessa proteina é na regulacéo da proliferacdo de células T helper e T CD8+. 4) CXCLS8
(IL-8) é produzida por diferentes células epiteliais e por células do sistema imune (macrofagos,
neutrofilos, células T). Essa quimiocina é importante no recrutamento de neutréfilos
polimorfonucleares e na aderéncia dessas células. 5) IL-6 é sintetizada por mondcitos, células

endoteliais e epiteliais, queratindcitos, hepatdcitos e celulas da medula 6ssea. Essa interleucina
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promove ativacdo, diferenciacdo e maturacéo de células T, proliferacdo de mastocitos, e induz
a producdo de IL-1ra (antagonista do receptor de IL-1) regulando negativamente a producéo de
IL-1 e TNF-a (BORISH; STEINKE, 2003; DE OLIVEIRA et al., 2011).

Ha evidéncias de que T. cruzi utilize de estratégias no direcionamento da resposta imune
do hospedeiro para manutencéo da infecgdo (BASSO, 2013). No entanto, a forma como T. cruzi
modula a resposta imune do hospedeiro para manter a infeccdo agindo sobre as vias de
sinalizacdo das MAPKSs nao é vastamente estudada e totalmente compreendida. No entanto,
Leishmania spp., também um protozoario da familia Trypanosomatidae, evade a resposta imune
do hospedeiro, atuando sobre a via CD40/MAPK. Leishmania impede a realocagdo de CD40,
fator co-estimulatorio de células T subtipo Thl, para a membrana plasmética para modular a
sinalizacdo CD40/MAPK de p38 para ERK1/2, subvertendo a producdo de citocinas
regulatérias de 1L-12 para IL-10, impedindo a formacéo da resposta do tipo Thl e favorecendo
ainfeccdo por meio do estabelecimento de uma resposta do tipo Th2. Leishmania também induz
aumento na produgédo de IL-10, atuando sobre fosfatases (MKP-1 e MKP-3) (revisado por
SOARES-SILVA et al., 2016).

Visto que outros tripanossomatideos da mesma familia que T. cruzi modulam a resposta
celular de forma a favorecer sua manutencdo no hospedeiro atuando sobre a via MAPK, o
presente estudo buscou avaliar e compreender o perfil de ativacdo dessa via, induzido por
formas amastigotas extracelulares (AEs) de T. cruzi das cepas G e CL, cepas que apresentam
diferentes infectividades, e seus efeitos na modulacdo da resposta imune através de
experimentos in vitro em células epiteliais (Hela). Para cumprir esse objetivo, foi realizada
analise da cinética de ativacdo das MAPKs p38 e ERK1/2, de outras quinases e da fosfatase
MKP1 induzida por formas AEs de T. cruzi durante a infeccdo, em diferentes intervalos de
tempo, por Western blotting. O perfil de expressdo de interleucinas e de fatores de transcrigdo
ativados por MAPK foi avaliado por meio de RT-PCR. Experimentos de invasao utilizando
inibidores especificos para diferentes quinases pertencentes a via MAPK (p38, ERK1/2 e INK),
da MAP2K MEK e do receptor de fator epidermal (EGFR) também foram realizados com o
objetivo de verificar a participacdo dessas vias durante o processo de invasdo. Um esquema de

vias de ativacdo pelas cepas G e CL de T. cruzi foi proposto ao final.
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2. Objetivos

2.1. Objetivo geral

Elucidar o perfil de ativacdo da via de MAPK mediado por formas amastigotas

extracelulares (AEs) de T. cruzi das cepas G e CL e seus possiveis efeitos na modulagdo da

resposta imune do hospedeiro in vitro.

2.2. Objetivos especificos

Verificar a taxa de invasdo de AEs da cepa G e CL em células HelLa tratadas com
inibidores especificos para diferentes quinases pertencentes a via MAPK e vias
relacionadas;

Analisar a cinética de ativacdo das MAPKSs p38 e ERK1/2 induzida por formas AEs de
T. cruzi durante a infeccdo, em diferentes intervalos de tempo, das cepas G e CL em
ceélulas Hela;

Avaliar o perfil de expressdo das interleucinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias
induzido por AEs das cepas G e CL em células HeLa, em diferentes intervalos de tempo
de infeccéo;

Avaliar a expressdo de fatores de transcricdo ativados por MAPK e da via NFkB
mediante a interacdo com AEs das cepas G e CL em células HeLa, em diferentes

intervalos de tempo de infeccéo.



18

3. Metodologia
3.1. Culturas celulares
3.1.1. Cultivo de células HeLa

Células epiteliais provenientes de adenocarcinoma cervical (células Hela)
imortalizadas foi a linhagem utilizada em todos os ensaios do projeto, como descrito
anteriormente (PROCOPIO et al., 1998). Estas foram cultivadas em meio RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) 1640 Gibco® pH=7,2 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino (SFB)
e 1% de antibiotico (penicilina 10.000 U.I/ml-estreptomicina 10mg/ml) e mantidas em estufa a

37°C com atmosfera imida e 5% de CO..

3.1.2. Cultivo de células Vero

A manutencao do ciclo de vida de Trypanosoma cruzi in vitro foi realizada em células
epiteliais de rim do macaco verde africano (células Vero) imortalizadas. As células Vero foram
cultivadas em meio RPMI 1640 Gibco® pH=7,2 suplementado com 10% de Soro Fetal Bovino
(SFB) e 1% de antibidtico (penicilina 10.000 U.I/ml e estreptomicina 10 mg/ml) e mantidas em

estufa a 37°C com atmosfera Umida e 5% de CO».

3.2. Obtencéo de parasitas

Parasitas das cepas G (YOSHIDA, 1983) e CL (BRENER, 1965) de Trypanosoma cruzi,
gentilmente fornecidos pelo Dr. Claudio Silva — Universidade Federal de Uberlandia, foram
mantidos em cultura in vitroin vitro para realizacdo dos experimentos deste estudo. As formas
epimastigotas de ambas as cepas foram mantidas em meio Liver Infusion Tryptose-LIT (3,69
NaCl, 0,36g KCI, 13,599 Na,HPO47H-0, 4,5g Triptona, 4,59 Infusdo de Figado, 10mg/mL
Hemina, 10mL Glicose 20%, 900mL H20 g.s.p., pH=7,2) suplementado com 10% de Soro Fetal
Bovino (SFB) e 1% de antibidtico (penicilina 10.000 U.I/ml e estreptomicina 10 mg/ml) em
B.0.D (Biochemical Oxygen Demand) a 28°C.

A obtencdo de formas tripomastigotas metaciclicos (TMs) foi realizada através do
envelhecimento de culturas de epimastigotas (EPI) em meio LIT ndo suplementado por periodo

aproximado de duas semanas e utilizados para infeccéo de células Vero.

Células Vero infectadas com as cepas G e CL foram cultivadas em meio RPMI 1640
Gibco® pH=7,2, suplementado com 2% de Soro Fetal Bovino (SFB) e 1% de antibi6tico
(penicilina 10.000 U.lI/ml e estreptomicina 10 mg/ml) e mantidas em estufa a 37°C com
atmosfera tmida e 5% de COa.
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Tripomastigotas derivados de cultura de tecido (TCTs) foram obtidos através de coleta

do sobrenadante da eclos&o de células Vero previamente infectadas.

As formas amastigotas extracelulares (AEs) foram obtidas apds a incubacdo de TCTs
em meio LIT pH=5,8 suplementado com 5% SFB e 1% de antibidtico (penicilina 10.000
U.l/ml-estreptomicina 10mg/ml) e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera Umida e 5% de
CO- por periodo de 12 a 16 horas.

As formas amastigotas extracelulares (AEs) foram obtidas apds a incubacdo de TCTs
em meio LIT pH=5,8 suplementado com 5% SFB e 1% de antibidtico (penicilina 10.000
U.I/ml-estreptomicina 10mg/ml) e mantidas em estufa a 37°C com atmosfera imida e 5% de

CO2 por periodo de 12 a 16 horas.

3.3. Ensaios de citotoxicidade
As concentracdes de uso dos inibidores utilizados foram estabelecidas e padronizadas

de acordo com as indica¢gfes do manual do fabricante Cayman Chemical®, ver tabela 1.

Os possiveis efeitos citotdxicos dos inibidores foram entéo avaliados através do método
de reducédo de Resazurina, em triplicata para cada concentracao, utilizando Resazurin (Sigma-
Aldrich®) A resazurina € um sal de sddio de coloracgdo azul, fracamente fluorescente e redutivel
a resorufina, um corante r6seo com alta fluorescéncia em vermelho. Esse sal é reduzido nas
mitocdndrias e é dependente da enzima NADPH desidrogenase, NADPH ou NADH que
reduzem resazurina a resorufina (RISS et al., 2013). Dessa forma, esse composto foi utilizado
para avaliar a viabilidade celular de acordo com sua capacidade de conversdo e mudanca de

coloracdo do meio, quando submetido a diversos tratamentos com inibidores.

Em uma placa de poliestireno de 96 pocos ((Kasvi®), area = 0,33 cm?) foi distribuida a
suspensio de 200ul/pogo de meio RPMI contendo 2x10° células HeLa. Esta placa foi incubada
overnight em estufa a 37 °C com atmosfera imida e 5% de CO2 para adesdo das células. Estas
foram, entdo, tratadas com as concentracdes de inibidores pré-estabelecidas por um periodo
igual a 1 hora em estufa a 37 °C com atmosfera tmida e 5% de CO>. Um controle negativo, no
qual as células foram tratadas por 1 hora com uma concentracdo toxica a 3,2M de
Dimetilsulfoxido (DMSO) Sigma-Aldrich®, e um controle sem tratamento foram adicionados.
Ap6s lavagem do tratamento com PBS 1X, 100 ul de meio RPMI foi adicionado seguido de um
volume de 20 pl de solugdo de Resazurina 0,15 mg/ml e a placa foi incubada overnight em

estufa a 37 °C com atmosfera imida e 5% de CO.. Apds o periodo de incubacdo, a absorbancia
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foi lida no equipamento VersaMax™ Tunable Microplate Reader (Molecular Devices), em um
comprimento de onda de 560nm excitagdo/590nm emissdo (adaptado de RISS et al., 2016).

Trés experimentos distintos foram realizados para cada inibidor.

A citotoxidade dos inibidores foi estabelecida de acordo com a média da absorbancia
do controle positivo de cada experimento, considerando este Gltimo como viabilidade de cem

por cento.
Toxicidade = 100 x (Média absorbancia — Média da absorbancia controle) /Média do controle
Viabilidade = 100 — Toxicidade

Tabela 1. Inibidores, seus alvos e concentracdes de uso padronizadas, segundo indicacoes
do manual do fabricante Cayman Chemical®

Inibidor Quinase Alvo Concent_ragﬁes CAS N°
Padronizadas
Selumetinib II\E/IIEKKll/ZG 10 uM | 20 uM - 606143-52-6
SB203508 p38 10 mM | 20 mM - 152121-47-6
JNK inhibitor V JNK 2 UM 4 UM - 894804-07-0
ERK inhibitor ERK 310nM | 620nM | 1uM 865362-74-9
EGFR inhibitor EGFR 10nM | 21nM | 42nM 879127-07-8

3.4. Ensaios de Invaséo

2x10° células HeLa foram plaqueadas sobre laminulas de vidro estéreis redondas
Knittel® (13 mm), em placas de poliestireno de 24 pogos ((Kasvi®, area = 1,93 cm?) e
incubadas overnighT em estufa a 37 °C, com atmosfera imida e 5% de CO..

As células receberam tratamento com os inibidores especificados na tabela 1 por uma 1
hora, em triplicata. Ap0s 0s o tratamento, as células foram lavadas com PBS 1X para remocéo
do excesso de inibidor e incubadas com suspensdes de AEs das cepas G e CL nas proporcoes
de 10 e 20 parasitas por célula HeLa, respectivamente. Apds o periodo de interacdo de 2h em
estufa a 37 °C com atmosfera imida e 5% de COz, as células foram lavadas trés vezes com PBS

1X para a remocao de parasitas ndo internalizados.

A fixacdo das células foi realizada utilizando solucdo Bouin (Sigma-Aldreich®) (0,9 de
acido picrico, 9 % formaldeido e 5 % de acido acético) por 15 minutos. Apds quatro lavagens

com PBS 1X, as células foram coradas com Giemsa (Sigma-Aldreich®) (35ul/ml) diluido em
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agua por 35 minutos e, entdo, descoradas em bateria de acetona + xilol (1. acetona 100%; 2.

acetona 100%; 3. acetona-xilol 9:1; 4. acetona-xilol 7:3; 5. xilol 100%).

As laminulas foram montadas em laminas de vidro com Permount (Fisher Chemical®) e, apds
a secagem, analisadas sob microscopia Optica com objetiva UPlanFI 100x/1.30 com o auxilio o
software QCapture Pro 6.0 233 para captura das imagens. A contagem dos parasitos
internalizados foi feita com auxilio do software ImageJ. Os ensaios de invasdo para cada

tratamento com inibidor especifico foram realizados em duplicata ou triplicata.

3.5. Ensaios de Sinalizacdo para Western Blot

3x10° células HelLa foram plaqueadas em placas de cultura (Kasvi®) (87.8mm) e
cultivadas overnight em RPMI 1640 Gibco® pH 7,4 suplementado com 10% de SFB e 1% de
antibidtico (penicilina 10.000 U.I/ml e estreptomicina 10mg/ml) a 37 °C com atmosfera imida
e 5% de CO,. Apo6s o periodo de aderéncia, 0 sobrenadante foi descartado e trés incubacdes de
15 minutos com RPMI sem soro (R0) foram feitas e a placas foram incubadas overnight a 37
°C em meio RO com atmosfera imida e 5% de COz para o periodo de starving. Posteriormente,
0 RO foi removido e novo RO, sem antibiético, contendo AEs numa proporg¢do de 10 parasitos
por célula (cepa G e CL) cepa foi adicionado. As células foram incubadas com parasitos por 1,
5, 15, 30, 60, 90 ou 120 minutos. Um controle sem a incuba¢do com parasitas (0 minutos) e um
controle submetido a exposicao a meio com 10% SFB por 120 foram incluidos. Apos o periodo
de incubacdo, as placas foram lavadas sob gelo trés vezes com PBS 1x gelado contendo 0,5 M
Ortovanadato de S6dio (Na3VO4) diluido 500X para remocgao dos parasitas. 300ul do coquetel
de lise (Triton X-100 1%; NaCl 150mM; Tris-HCI 50mM pH 7,4) e NasVO4 1mM e inibidores
de protease (Sigma Fast, Sigma-Aldrich®) além de inibidores de fosfatase (PhosSTOP, Sigma-
Aldrich®) foram adicionados a placa e as células mecanicamente removidas com cell scraper
estéril (Costar®) para extracdo proteica. O extrato celular foi, entdo, recolhido em um
microtubo e este incubado por 30 minutos a 4°C, centrifugado a 14000 rpm por 10 minutos e o

sobrenadante resultante foi recolhido para quantificagéo e armazenado a -80° Celsius.

3.6. Eletroforese em gel e Western Blot

Os extratos proteicos das amostras descritas no item 3.4 foram quantificados através do
método de Acido Bicinconinico (SMITH et al., 1985) por meio do kit BCA Protein Assay
(Boster®), resolvidos (30 pg proteina total) em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10% em
tampéo de amostra 4X (40% Glicerol, 240 mM Tris-HCI ph 6.8, 8% SDS, 0,04% Azul de
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Bromofenol e DTT 0,049 M) e transferidos para membrana de nitrocelulose Amersham™

Protan™ 0,45 um para analise da cinética da ativagdo proteica por Western blot.

As membranas foram coradas com Ponceau S (Imbralab®) para controle de
transferéncia de proteinas. A partir da etapa de bloqueio, todas as etapas seguintes foram feitas
na presencga de NasVOs 0,5M na diluigdo 1:2.000, para impedir possivel perda da fosforilacao.
Apos a transferéncia, foi realizado bloqueio com PBS Tween 0,1% (PBST) e 5% de leite Nonfat
Dry Milk (Cell Signalling®) por 2 horas, sob agitacdo, a temperatura ambiente. Em seguida ao
bloqueio, foi realizada a incubacdo com o0s anticorpos primarios, anti-pERK1/2 (Cell
Signalling®), anti-pSrc (Cell Signalling®), anti-pAKT (Cell Signalling®), anti-pEGFR (Cell
Signalling®), anti-pMEK1/2 (Cell Signalling®, anti-pMKP1 (Cell Signalling®) e anti-pp38
(Santa Cruz®), na diluicdo de 1:1000, overnight a 5° Celsius. Apds trés lavagens de 15 minutos,
foi realizada a incubacdo com o anticorpo secundario anti-lgG conjugado a peroxidase
(Sigma®) (rabbit) na diluigdo de 1:2000 em PBS Tween 0,1% (PBST) e 1% de leite Nonfat
Dry Milk (Cell Signalling®) por 1 hora, sob agitacdo, a temperatura ambiente. A proteina

constitutiva p-actina foi utilizada como normalizadora.

Devido ao peso molecular parecido com algumas das proteinas estudadas, foi feita a
remog¢ao dos anticorpos primarios e secundarios (“stripping”) de algumas das membranas
apresentadas neste estudo. Esse processo foi realizado por meio da incubacdo das membranas
em solu¢do de “stripping” (Glicina 0,2M; NaCl 0,2M pH 2,8) por 30 minutos e adi¢do de 625ul
de solucdo de NaOH 1N por mais 30 minutos de incubagdo. Em seguida, foram feitas trés
lavagens de 10 minutos com TBS Tween (TBST) 0,01%, todos esses processos sob agitacao.
Apobs as lavagens, as membranas foram bloqueadas por 1 hora com TBST e 5% de leite Nonfat
Dry Milk (Cell Signalling®). Seguido ao bloqueio, foi realizada incubacdo com o anticorpo
anti-p-actina em diluicdo 1:5000. A incubacdo com o anticorpo secundario conjugado a
peroxidase anti-lIgG (mouse) da Sigma® foi realizada como ja descrito anteriormente.

A deteccdo das bandas foi realizada com o kit Lumigen PS-3 280 Detection Reagent
(GE®) no equipamento GE Healthcare Life Sciences ImageQuant LAS 4000.

Todos os anticorpos utilizados durante os experimentos de Western Blot estdo

especificados na tabela 2.



Tabela 2. Anticorpos Primarios utilizados durante a etapa de Western Blot
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Proteina| Anticorpos . Residuo de Peso
St Fabricante S Fonte
alvo Primarios fosforilacdo molecular
anti-p- Cell
MKP1 DUSP1/MKP1 | signaling® Ser359 coelho 40 kDa
anti-p44/42 Cell
ERK 1/2 MAPK signaling® Thr202/Tyr204 coelho 42, 44 kDa
AKT | anti-p-AkT | . Cell Serd73 coelho 60 kDa
signaling®
MEK | anti-pmek12 | . Cell Ser217/221 coelho 44, 42 kDa
1/2 signaling®
srRc | Ant-pSRC | Cell Tyra16 coelho 60 kDa
family signaling®
AKT | anti-p-akT | . Cell Thra08 coelho 60 kDa
signaling®
p38 anti-p-p38 gﬁjn;% Tyrl82 coelho 38 kDa
EGFR | anti-p-EGFR | RabMab® Tyr1068 coelho 135 kDa
. . . Sigma
B-actina | anti-B-actina Aldrich® - camundongo 42 kDa

3.7. Selecdo de citocinas e fatores de transcricdo

Foram selecionadas citocinas e featores de transcri¢do expressos em célula HelLa para

se estabelecer a modulacdo das mesmas, usando PCR quantitativo, durante a invasdo dos
parasitos. Baseado no genoma e transcriptoma de HeLa disponibilizado, notamos que esse tipo
celular ndo expressa algumas interleucinas e citocinas regulatorias, incluindo IL-10 e outras
citocinas inflamatdrias, como por exemplo IFN-y (LANDRY et al., 2013). Ha indicios de que
em diferentes linhagens de células epiteliais, o gene de 1L-10 seja silenciado devido a metilacdo
nas ilhas CpG que impedem, portanto, sua expressdo (SZALMAS et al., 2008). Neste contexto,
citocinas e inteleucinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias foram selecionadas para serem
avaliadas no presente estudo, baseadas em sua fungdo durante o processo imunoldgico e
expressao em celulas HeLa (BORISH; STEINKE, 2003; DE OLIVEIRA et al., 2011).

Para a selecdo dos fatores transcricionais avaliados, foram consideradas moléculas
ativadas pela via de MAPK mediante estimulos, patogenos e condigdes diversas: TNF-a
(KYRIAKIS, 1999), chumbo divalente (Pb2* (LIN et al., 2015), Candida albicans (MOYES
et al., 2010), leptina (MIN et al., 2018), Leishmania donovani (BALARAMAN et al., 2005),
radiacdo ionizante (HU et al., 2018) e que os mesmos fossem expressos por células HelLa
(LANDRY et al., 2013).
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3.8. Desenho de iniciadores para PCR quantitativo (QPCR)
A plataforma online gratuita National Center for Biotechnology Information (NCBI) foi
utilizada para selecdo das sequéncias de mRNA utilizadas como base para o desenho dos

iniciadoriniciadores de fatores de transcricao e citocinas/interleucinas.

Apos a selegdo das sequéncias, estas foram, entdo, analisadas utilizando uma extensao
da plataforma, o PrimerBlast, onde foi realizado o desenho dos iniciadores de acordo as
caracteristicas desejadas. Apos o desenho, cada iniciador foi testado em um programa online

chamado NetPrimer para conteddo GC, Tm, formacéo de dimeros, etc.

O programa Amplify™ versdo 1.2 foi utilizado para checar os locais de anelamento dos
iniciadores no genoma e no cDNA e o tamanho aproximado do produto de amplificacdo. Os
iniciadores foram sintetizados pela empresa Integrated DNA Technologies - IDT®. As

sequéncias dos iniciadores utilizados estdo descritas na tabela 5.

3.9. Ensaio de sinalizagdo para PCR em tempo real (RT-PCR)

3x10° células HeLa foram plaqueadas em placas de cultura (Kasvi®) (87,8mm) e
cultivadas overnight em RPMI 1640 (Gibco®), pH 7,4, suplementado com 10% de SFB e 1%
de antibiotico (penicilina 10.000 U.I/ml e estreptomicina 10mg/ml) a 37 °C com atmosfera
umida e 5% de COo.

Apbs o periodo de aderéncia, o sobrenadante foi descartado e trés incubacbes de 15
minutos com RPMI sem soro (R0) foram feitas e a placas foram incubadas overnight a 37 °C
em meio RO, com atmosfera imida e 5% de COz para o periodo de starving. Posteriormente, 0
RO foi removido e novo RO, sem antibio6tico, contendo AEs numa proporcdo de 10 parasitos
por célula, para as cepas G e CL, foi adicionado. As células foram incubadas com parasitos por
30, 60 ou 120 minutos. Um controle sem a incubagdo com parasitas (O minutos) e um controle

submetido a exposi¢do a meio com 10% SFB por 120 foram incluidos.

Ap0s o periodo de incubagéo, as placas foram lavadas sob gelo trés vezes com PBS 1x
gelado para remocéo dos parasitas. As células foram, entdo, removidas mecanicamente com o
auxilio de “cell scraper” estéril (Costar®) e a extracdo de RNA total foi realizada utilizando-se

TRIzol® LS reagente (Life technologies™). As amostras foram tratadas com
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Deoxyribonuclease I (DNase I) (Invitrogen™) e quantificadas para contetido de RNA total com

o auxilio do programa Themo Scientific™ Nanodrop™.

3.10. Sintese de cDNA

Para a sintese de cDNA, foi utilizado o kit High Capacity cDNA Reverse (Transcription
Applied Biosystems®), de acordo com as orientagdes do fabricante. As amostras foram
armazenadas em -20° C para utilizacdo posterior em ensaios RT-PCR.

3.11. Reacédo de Cadeira de Polimerase - PCR Convencional

Os iniciadores utilizados para os experimentos de RT-PCR foram previamente testados
para confirmacdo da amplificacdo das amostras de cDNA recém-sintetizados por meio de PCR
convencional utilizando Platinum® Taq DNA Polymerase (Invitrogen™) (5 Upul), 10x Green
PCR Buffer (Fermentas- Pure Extreme®) e dNTPs Set Mix (Thermo Fisher Scientific®) (100
mM).

Tabela 3. Mistura (Mix) para a Reacdo de Cadeia de Polimerase (PCR)

Mix PCR Volume (pl)

Tampao 10 X (Fast digest)
dNTPs Mix (2 mM)
Iniciador (10 uM )
Amostra 50 ng/pl
Agua Ultra Pura Uniscience®

Volume total 20

AR ERLPIDNDN

Tabela 4. Condig0es estabelecidas para Reagdo de Cadeira de Polimerase (PCR)

ETAPA I ETAPA Il ETAPA 111
Desnaturacao . .| Namero Extenséo
. Desnaturacéo | Anelamento | Extenséo . .
inicial de ciclos Final
95°C por 5 95°C por 1 * 72°C por 35 72°C por 7
minutos minuto 1 minuto minutos

*A fase de anelamento foi adaptada de acordo a temperatura especifica de cada iniciador e tamanho do produto de
amplificagéo.
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As amostras foram corridas em gel de agarose 2% utilizando brometo de etideo como
intercalante para identificacdo das bandas lidasse o gel foi revelado sob fluorescéncia no
aparelho GE Healthcare Life Sciences ImageQuant LAS 4000. O padrdo de peso molecular de
100 pb (Sinapse Biotecnologia®) foi utilizado para indicacdo do peso molecular das bandas.

Dados ndo mostrados.

3.12. Reacdo de Cadeia de Polimerase em tempo real (RT-PCR)

O cDNA sintetizado a partir do RNA extraido de células HeL a foi utilizado nas reacdes
de RT-PCR, juntamente a um mix contendo PowerUp™ SYBR™ GREEN Master Mix
(Applied Biosystem®). Os niveis de expressao dos transcritos foram acessados com o auxilio
do aparelho 7500 Real Time PCR System (Applied Biosystems®), assim como a padronizacéo.

Reac0es controle, sem a adicdo de cDNA foram incluidas.

Os genes constitutivos GAPDH e [-2-microglobulina foram utilizados para
normalizacdo. A expressdo génica foi analisada através do método comparativo do Cr, também
conhecido por 2"24¢T sendo demonstrado como “fold change”, onde 222r = [(Ct gene de
interesse — Ct normalizador) Amostra — (Ct gene de interesse — Ct gene normalizador) Amostra
controle], ou seja, representa a relacdo de quantas vezes aquele alvo estd positivamente ou
negativamente regulado, em relacdo ao controle estabelecido (SCHMITTGEN; LIVAK, 2008).
Todas as amostras foram analisadas em duplicata. As curvas de dissociacdo dos iniciadores
utilizados, obtidas através da leitura das amostras no aparelho 7500 Real Time PCR System
(Applied Biosystems®), estéo disponibilizadas no item Anexo I. Essas indicam que ndo houve
formacédo de produtos inespecificos para os iniciadores utilizados durante o experimento de RT-
PCR.
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Tabela 5. Caracteristicas dos iniciadores utilizados para experimentos de Rea¢do de Cadeira de Polimerase (convencional e em tempo real)

Sequéncia Temperatura Taman_hp bro S EE
Alvo de amplificacédo (pb)
L - Anelamento DNA
Iniciador Forward Iniciador Reverse A - cDNA
Genbmico

TNF-a CCCAGGCAGTCAGATCATCTTC GCTTGAGGGTTTGCTACAACATG 60 °C - 73
TGF-B GAGCCTGGACACGCAGTACA CCCGGGTTATGCTGGTTGT 60 °C - 59
IL-6 TGCAGATGAGTACAAAAGTCCTGAT | GTGGTTATTGCATCTAGATTCTTTGC 60 °C - 137
cFOS GGGGCAAGGTGGAACAGTTAT AGGTTGGCAATCTCGGTCTG 60 °C - 181
ELK1 GGCTACGCAAGAACAAGACCA CCTCAGGGTAGGACACAAACT 60 °C - 132
GAPDH GAAATCCCATCACCATCTTCCAGG GAGCCCCAGCCTTCTCCATG 60 °C 490 122
B-2-microglobulina CACTGAATTCACCCCCACTGA CTGCTTACATGTCTCGATCCCA 60 °C - 104
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3.13. Analises Estatisticas

Foi realizada a avaliacdo dos dados para normalidade de distribuigcdo (distribuigéo
Gausiana). Dados que apresentaram distribuicdo normal foram analisados pela anélise de
variancia one-way ANOVA, com pos-teste de Tukey. Quando os dados ndo apresentaram
distribuicdo normal, foi utilizado o teste ndo paramétrico correspondente, Kruskal-Wallis, com
pos-teste de Dunns. As diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p foi
inferior que 0,05. Dados expressos como média e desvio padrdo. Para analise dos dados foi
utilizado o software GraphPad Prism® versdo 5.00 para Windows (San Diego, Califérnia,
USA).
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4. Resultados

4.1. Citotoxicidade dos inibidores

As concentragdes utilizadas foram previamente testadas em relacéo a sua citoxicidade a
linhagem de células Hela, modelo celular utilizado durante os experimentos de invaséo, por
meio de teste de reducdo de resazurina (item 3.3). A partir da oxidacdo da resazurina em
resofurina, observada através de mudanca de coloracgéo roxo a rosado, e medida da absorbancia,
a viabilidade celular dos grupos tratados com diferentes concentragdes dos inibidores utilizados

foi comparada com um grupo de células controle que nédo recebeu o tratamento (Figura 5).

N&o foi observada nenhuma alteracdo significativa na viabilidade celular para as

concentragdes das drogas inibidoras padronizadas.
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FIGURA 5. Viabilidade celular apés tratamento com inibidores. Células Hela tratadas (1h) com
inibidores da via MAPK, em diferentes concentragdes. Controle corresponde ao ndo tratamento com
inibidor. (A) Inibidor de ERK1/2 (310 nM, 620 nM 1 uM). (B) Inibidor de INK-JNK V (2 uM e 4 uM). (C)
Inibidor de MEK1 e ERK1/2-Selumetinib (10 uM e 20 uM). (D) Inibidor de EGFR (10 nM, 21 nM e 42 nM).
(E) Inibidor de p38-SB203508 (10 uM e 20 uM). Colunas pretas = controle (sem tratamento). Colunas cinzas
= tratamento com inibidor a uma concentracao especifica. Os resultados sdo expressos como média e desvio
padrdo de 3 experimentos independentes, realizados em triplicata. Os dados foram avaliados por teste
estatistico One-way ANOVA com pos-teste de Dunn’s. Dados expressos como média e desvio padrdo. As

diferencas foram consideradas significativas quando o valor de p< 0,05. Nenhum dos experimentos
aoresentados demonstrou diferenca estatisticamente sianificante.
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4.2. Efeitos da inibi¢ao da via MAPK durante a invasdo de Amastigotas Extracelulares
(AEs) das cepas Ge CL

As cepas selecionadas para o presente estudo sdo caracteristicas por apresentaram
diferentes niveis de infectividade ja comprovados, sendo AEs da cepa G sdo mais infectivos
que AEs da cepa CL (MORTARA et al., 1999). Com o objetivo de elucidar o envolvimento de
proteinas quinases pertencentes & via MAPK e do receptor tirosina quinase EGFR na invasdo
dessas formas em células Hela, diferentes drogas inibitorias foram utilizadas em concentracdes
previamente testadas para efeitos de citotoxicidade nesse tipo celular (item 4.1). Esses
experimentos foram realizados com uma proporcéo de 10 parasitos e 20 parasitos por célula,
para as cepas G e CL, respectivamente. Além do controle que ndo recebeu tratamento, foram
adicionados controles em que as células foram tratadas com a mesma proporcéo de diluente dos
inibidores, DMSO.

Uma reducéo estatisticamente significante na quantidade de AEs internalizados da cepa
G em celulas Hela, quando submetidas a inibicdo da MAPK p38, foi observada em comparacao
ao controle para ambas concentracdes utilizadas do inibidor SB203508 (10 uM e 20 uM)
(Figura 6B). Porém, o tratamento com DMSO nas mesmas propor¢des da dilui¢do do inibidor
demonstrou diminuicdo com significancia estatistica também quando comparados ao controle,
podendo este estar influenciando na reducdo da internalizacdo desses parasitos. Ja para a cepa
CL, diferencas significantes na taxa de internalizacdo de parasitos ndo foram observadas
(Figura 6A).
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Figura 6. Efeitos da inibicdo da MAPK p38 no ndmero de amastigotas extracelulares (AEs)
internalizados da Cepa CL e G. Células Hela foram tratadas durante 1h em meio RPMI com inibidor de p38
(SB203508) nas concentragdes de 10 uM e 20 uM. Em seguida, foram incubadas com formas AEs de T. cruzi
por 2h — Cepa CL (MOI 20:1) e Cepa G (MOI 10:1). Parasitos internalizados foram contados sob microscopia
Optica. Controle se refere a células sem tratamento com inibidores e grupos DMSO tiveram apenas DMSO sem
droga adicionado ao meio na mesma proporg¢do da dilui¢do de cada concentragdo do inibidor. (A) Efeitos da
inibico da MAPK p38 na internalizacdo de AEs da cepa CL. (B) Efeitos da inibicdo da MAPK p38 na
internalizagdo de AEs da cepa G. As figuras A e B mostram os resultados referentes a dois ou trés experimentos
independentes feitos em triplicata. Estatisticas e graficos foram feitos com o auxilio do programa Graphpad
Prism®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo pos-teste de Tukey. Dados
expressos como média e desvio padrdo. Diferenga estatisticamente significante foram consideradas quando
p<0.05. Simbologia: *p<.05, **p<.01 e ***p<.001. Diferencas estatisticas apresentadas em (B) sdo em

comparagdo ao controle.
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O inibidor Selumetinib é capaz de bloquear a acdo de duas quinases simultaneamente,
a MAPs2K MEK1 e a MAPK ERK1/2. Nao foi possivel observar efeitos estatisticamente
significantes resultantes da inibicdo dessas proteinas. No entanto, observa-se efeitos opostos
para as duas cepas, ha uma leve tendéncia ao aumento de AEs internalizados da cepa CL (Figura

7A) e a uma reducéo da entrada de AEs da cepa G (Figura 7B).
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Figura 7. Efeitos da inibicdo da MAPK ERK1/2 e da MAP2K MEK1 no ndmero de amastigotas
extracelulares (AEs) internalizados da Cepa CL e G. Células Hela foram tratadas durante 1h em meio RPMI
com inibidor de ERK1/2 e MEK1 (Selumetinib) nas concentragdes de 10 uM e 20 uM. Em seguida, foram
incubadas com formas AEs de T. cruzi por 2h — Cepa CL (MOI 20:1) e Cepa G (MOI 10:1). Parasitos
internalizados foram contados sob microscopia Optica. Controle se refere a células sem tratamento com
inibidores e grupos DMSO tiveram apenas DMSO sem droga adicionado ao meio ha mesma proporcdo da
diluicdo de cada concentracdo do inibidor. (A) Efeitos da inibicdo da MAPK ERK1/2 e da MAP2K MEK1 na
internalizagdo de AEs da Cepa CL. (B) Efeitos da inibico da MAPK ERK1/2 e da MAP2K MEK1 na
internalizacdo de AEs da Cepa G. As figuras de A e B mostram os resultados referentes a dois ou trés
experimentos independentes feitos em triplicata. Estatisticas e graficos foram feitos com o auxilio do software
Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de
Tukey. Dados expressos como média e desvio padrdo Diferenca estatisticamente significante foram
consideradas quando p<0.05. Simbologia: *p<.05, ** p<.01 e *** p<.001.



34



35

Baseados nos dados anteriores, um inibidor mais especifico, “ERK inhibitor”, que inibe
apenas a MAPK ERK1/2 foi utilizado. Apesar dos dados ndo apresentarem diferencas
estatisticamente significante, parece haver uma diminuicdo na internalizacdo de AEs da cepa
CL referente a concentracdo 620 nM utilizada da droga (Figura 8A). Porém, a inibicdo dessa
quinase parece ter uma forte tendéncia da reducdo do nimero de parasitos internalizados da
cepa G quando comparados ao controle, porém esses dados sdo referentes a um experimento
unico realizado em triplicata (Figura 8B) e novos experimentos com alvo na inibi¢do dessa

quinase precisam ser realizados para a confirmacéo do seu real efeito na internalizacdo dessas

formas.
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Figura 8. Efeitos da inibicdo da MAPK ERK1/2 no ndmero de amastigotas extracelulares (AEs)
internalizados da Cepa CL e G. Células Hela foram tratadas durante 1h em meio RPMI com inibidor de
ERK1/2 (ERK inhibitor) nas concentrag¢fes de 310 nM, 620 nM e 1uM. Em seguida, foram incubadas com
formas AEs de T. cruzi por 2h — Cepa CL (MOI 20:1) e Cepa G (MOI 10:1). Parasitos internalizados foram
contados sob microscopia 6ptica. Controle se refere a células sem tratamento com inibidores e grupos DMSO
tiveram apenas DMSO sem droga adicionado ao meio na mesma propor¢do da diluicdo de cada concentragdo
do inibidor. (A) Efeitos da inibicdo da MAPK ERK1/2 na internalizagdo de AEs da Cepa CL. (B) Efeitos da
inibicdo da MAPK ERK1/2 na internalizacdo de AEs da Cepa G. As figuras de A e B mostram os resultados
referentes a um ou dois experimentos independentes feitos em triplicata. Estatisticas e graficos foram feitos
com o auxilio do software Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA,
seguido pelo pds-teste de Tukey. Dados expressos como média e desvio padrdo. Diferenca estatisticamente
significante foram consideradas quando p<0.05. Simbologia: *p<.05, **p<.01 e *** p<.001.
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A inibicdo da MAPK JNK ndo demonstrou efeito estatisticamente significante no
nimero de parasitos internalizados. Porém, parece apresentar tendéncias opostas na
internalizacdo de AEs. Enquanto h&d um leve aumento na internalizagéo de parasitos da cepa CL

(Figura 9A) ha um leve declinio de entrada de AEs para a cepa G (Figura 9B).
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Figura 9. Efeitos da inibicdlo da MAPK JNK no ndmero de amastigotas extracelulares (AEs)
internalizados da Cepa CL e G. Células Hela foram tratadas durante 1h em meio RPMI com inibidor de JNK
(INK inhibitor V) nas concentragdes de 2 uM e 4 uM. Em seguida, foram incubadas com formas AEs de T.
cruzi por 2h — Cepa CL (MOI 20:1) e Cepa G (MOI 10:1). Parasitos internalizados foram contados sob
microscopia Optica. Controle se refere a células sem tratamento com inibidores e grupos DMSO tiveram apenas
DMSO sem droga adicionado ao meio na mesma proporcao da diluigdo de cada concentracdo do inibidor. (A)
Efeitos da inibicdo da MAPK JNK na internalizacdo de AEs da Cepa CL. (B) Efeitos da inibicdo da MAPK
JNK na internalizac8o de AEs da Cepa G. As figuras de A e B mostram os resultados referentes a dois ou trés
experimentos independentes feitos em triplicata. Estatisticas e graficos foram feitos com o auxilio do programa
Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste One-way ANOVA, seguido pelo pés-teste de
Tukey. Dados expressos como média e desvio padrdo. Diferenca estatisticamente significante foram
consideradas quando p<0.05. Simbologia: *p<.05, **p<.01 e ***p<.001.
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O receptor tirosina quinase EGFR € uma das proteinas de superficie envolvidas na
ativagdo da cascata que culmina na ativagcdo de ERK1/2 (revisado em BYEON; KU; YANG,
2019). Visto que a inibicdo de ERK1/2 tende a reduzir a internalizagdo de AEs da cepa G, fomos
investigar se a inibicdo desse receptor apresentava algum efeito na infeccdo dessas formas. Foi
observado que o bloqueio desse receptor também reduz a taxa de entrada de AEs da cepa G
(Figura 10B), principalmente em baixas concentra¢cbes (10 nM), onde foi demonstrada
significancia estatistica em comparacdo ao controle. J& para a cepa CL apesar de uma leve
tendéncia de aumento da invasdo, ndo foram encontradas diferencas estatisticamente
significantes. Ha uma reducdo da internalizacdo na proporcdo de DMSO equivalente a 21 nM
(Figura 10A), porém é provavel que esta ndo reflita a realidade, sendo necessarios novos
experimentos para comprovar o real efeito desse inibidor sobre a internalizagdo de formas AEs

da cepa CL.
A Inibidor EGFR (CL) B Inbidor EGFR (G)
150~ 150~
S 1004 £ 100
= 3
2 2
E ] é ] *%
SRR
S s% 0T 5 et @ F &S S S S S
C o~ o o S S N SR PO L
Q Q Q SN > >

Figura 10. Efeitos da inibicdo do receptor de crescimento epidermal (EGFR) no niimero de amastigotas
extracelulares (AEs) internalizados da Cepa CL e G. Células Hela foram tratadas durante 1h em meio RPMI
com inibidor de EGFR (EGFR inhibitor) nas concentragdes de 10 nM, 21 uM e 42 nM. Em seguida, foram
incubadas com formas AEs de T. cruzi por 2h — Cepa CL (MOI 20:1) e Cepa G (MOI 10:1). Parasitos
internalizados foram contados sob microscopia éptica. Controle se refere a células sem tratamento com
inibidores e grupos DMSO tiveram apenas DMSO sem droga adicionado a0 meio na mesma propor¢édo da
diluicdo de cada concentracdo do inibidor. (A) Efeitos da inibicdo da EGFR na internalizacdo de AEs da Cepa
CL. (B) Efeitos da inibi¢do da EGFR na internalizacdo de AEs da Cepa G. As figuras de A e B mostram 0s
resultados referentes a dois ou trés experimentos independentes feitos em triplicata. Estatisticas e graficos
foram feitos com o auxilio do programa Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste One-way
ANOVA, seguido pelo pés-teste de Tukey. Dados expressos como média e desvio padrdo. Diferenca
estatisticamente significante foram consideradas quando p<0.05. Simbologia: *p<.05, **p<.01 e ***p<.001.
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4.3. Cinética de ativacdo de proteinas quinases da via MAPK induzida por Amastigotas
Extracelulares (AEs) das Cepas G e CL

O perfil de ativacdo de proteinas quinases pertencentes a via MAPK e que se relacionam
a ela foram avaliados por meio de técnica Western Blot em diferentes intervalos de tempo, e
sdo apresentados a seguir. Os resultados apresentados mostram a indugdo da fosforilacéo de
proteinas por formas amastigotas extracelulares (AEs) da cepa CL e G. Além dos grupos
experimentais, em que ocorrem interacdes com parasitos, foram adicionados dois grupos
controle: o grupo 0 minutos (0”) que nao foi incubado com parasitos e sem soro fetal bovino

(SFB) e o grupo SFB que foi incubado durante 120 minutos com soro fetal bovino.

Em relacdo ativacdo da MAPK p38, pode-se notar que o contato com formas AEs da
cepa CL (Figura 11) induz uma maior fosforilacdo da quinase, seguida de uma queda logo no
inicio aos 5 minutos e novo aumento, aos 14 minutos e quando aos 60 minutos (60’) de
incubacdo tem um leve declinio e recuperacdo da fosforilacdo aos 90 minutos, que se mantém
até os 120 minutos. Observa-se que a presenca de SFB também é capaz de induzir fosforilacdo
da via semelhante aos maiores tempos de ativacdo e, quando comparado ao controle (0
minutos), consideravelmente elevada. A fosforilacdo de p38 induzida por AEs da cepa G
(Figura 12) ¢é similar a do controle (0) até os 90 minutos (90’) de incubagdo, onde hd um
aumento intenso de fosforilacdo em comparagdo aos outros tempos. O SFB também induziu
fosforilacdo de p38 semelhante a maior ativacdo dessa proteina com interacdo de formas AEs

da cepa G.

A inducdo da fosforilacdo da MAPK ERK1/2 por AEs ocorre de forma distinta para as
cepas G e CL. AEs da cepa CL sédo capazes de induzir um aumento na fosforilacdo de ERK1/2
logo no primeiro minuto (1”) de interagdo com os parasitos, em que esse nivel de fosforilagdo
continua aumentando e comega a declinar aos 90 (Figura 13). AEs da cepa G também induzem
fosforilacdo dessa proteina logo no primeiro minuto (1°) que se estende até os 5° de contato. No
entanto, ha uma perda de fosforilagdo consideravel aos 15 minutos (15”) e subsequente
recuperacao de ativacdo aos 30 minutos (30”) e continua ativag¢do até os 90 minutos, com uma
queda de ativacdo aos 120 minutos, momento em que 0 parasita ja estaria completamente
internalizado (Figura 14). Esses dados sugerem uma possivel ativacdo bifasica da MAPK
ERK1/2 quando em interagdo com formas AEs da cepa G, diferentemente do perfil de
fosforilagéo induzido pela cepa CL. O SFB também induziu fosforilagdo ERK1/2 de semelhante

a ativacao dessa proteina aos 90 minutos (90’) (Figura 14).
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Figura 11. Inducéo da fosforilagio da proteina p38, pertencente a via MAPK, por formas AEs da cepa
CL de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina p38. Células Hela foram incubadas sem soro com AEs
pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0 corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro
fetal bovino (SFB) corresponde a interacéo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120
minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 g proteina total) e analisados por Western Blot
com anticorpo p-p38 (Tyr 182). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos
como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Gréaficos foram criados com o auxilio dosprogramas
ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pés-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 12. Inducéo da fosforilacdo da proteina p38, pertencente a via MAPK, por formas AEs da cepa
G de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina p38. Células Hela foram incubadas sem soro com AEs
pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro
fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120
minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por Western Blot
com anticorpo p-p38 (Tyr 182). A proteina p-actina foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos
como quantidade relativa a proteina constitutiva -actina. Gréaficos foram criados com o auxilio dos softwares
ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido pelo p6s-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 13. Inducdo da fosforilacao da proteina ERK1/2, pertencente a via MAPK, por formas AEs da
cepa CL de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina ERK1/2. Células Hela foram incubadas sem soro
com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com
parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacéo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de
SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). A proteina B-actina foi utilizada como
normalizadora. (B) Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Gréaficos foram
criados com o auxilio dos programaprogramas ImageJ® e Graphpad Prism®, versdo 5.0. Dados analisados
pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente
significante ndo foi constatada.
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Figura 14. Indugdo da fosforilacdo da proteina ERK1/2, pertencente a via MAPK, por formas AEs da
cepa G de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilacdo da proteina ERK1/2. Células Hela foram incubadas sem soro
com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com
parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de
SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 ug proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo p-ERK1/2 (Thr202/Tyr204). A proteina B-actina foi utilizada como
normalizadora. (B Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Graficos foram
criados com o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste
ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante
ndo foi constatada.
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A MP2K MEK1/2, localizada “upstream” a MAPK ERK 1/2 age como ativadora dessa
proteina durante a cascata de sinalizacdo dessa via (revisado em LAHIRY et al., 2010). A
inducdo da fosforilagdo de MEK1/2 por AEs da cepa CL ¢ estavel até os 15 minutos (15) de
interacdo. Porém, a partir desse momento é notada a perda de fosforilagdo da proteina (MEK1),
declinio que se mantém até os 120 minutos (120°) e também uma redugdo de fosforilacao da
isoforma (MEK?2). Ainda, o SFB foi capaz de induzir a fosforilagéo apenas da isoforma MEK1
(Figura 15). J& AEs da cepa G mostraram um perfil de fosforilagdo parecido ao da MAPK
ERK1/2, aumento da fosforilagao logo no primeiro minuto de contato (1°) seguido de declinio
na ativacdo e recuperacio da fosforilagdo aos 30 minutos (30’), com aumento até os 90 minutos
e novo declinio aos 120 minutos, tempo em que todos os parasitos ja foram internalizados,

confirmando a possibilidade de uma ativac&o bifasica para essa via (Figura 16).

Proteinas fosfatases, capazes de remover grupamentos fosfatos de proteinas revertendo
0 estado de fosforilagdo, agem como reguladoras da ativacao de diversas quinases. MKP1, uma
fosfatase que age sob a MAPK p38 desfosforilando e inativando essa protéina, também foi
avaliada nesse estudo (revisado em SOARES-SILVA et al., 2016). A ativacdo dessa fosfatase
por AEs da cepa CL ¢ baixa e relativamente estavel até os 90 minutos (90’) de ativagdo, onde
apresenta um pico alto de ativagdo, que € mantido aos 120 minutos (120”) (Figura 17). No
entanto, a fosforilagdo da MAPK p38 ndo é afetada nesses tempos (Figura 11). O SFB induz a
fosforilacdo dessa proteina similarmente ao pico de maior ativacdo da mesma. O perfil de
ativacdo induzido por AEs da cepa G para essa fosfatase diferece daquele induzido para a cepa
CL. A fosforilacido de MKP1 ¢ reduzida no primeiro minuto de contato (1) e induzida aos 5°,
apresentando uma queda durante os tempos 15 minutos (15°) e 30 minutos (30’) que ¢
recuperada aos 60 minutos (60’), tempo de maior ativagdo, seguida por um decaimento de
fosforilacdo (Figura 18). O perfil de ativacdo de MKP1 induzido por AEs da cepa G mostra um
efeito de fosforilagéo bifésica similar ao encontrado para a MAPK ERK1/2 (Figura 14), porém
essa fosfatase parece também néo ter efeito sobre os niveis de fosforilagdo da MAPK p38
(Figura 12).
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Figura 15. Inducéo da fosforilagéo da proteina MEK1/2, pertencente a via MAPK, por formas AEs da
cepa CL de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilacdo da proteina MEK1/2. Células Hela foram incubadas sem
soro com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com
parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de
SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 ug proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo p-MEK1/2 (Ser217/221). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora.
(B) Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva 3-actina. Graficos foram criados com o
auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Dunns. Diferenga estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 16. Inducéo da fosforilagdo da proteina MEK1/2, pertencente a via MAPK, por formas AEs da
cepa G de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina MEK1/2. Células Hela foram incubadas sem soro
com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com
parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagéo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de
SFB’ por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo p-MEK1/2 (Ser217/221). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora.
(B) Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva f-actina. Graficos foram criados com o
auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 17. Inducao da fosforilagdo da proteina MKP1, fosfatase que age sobre p38, por formas AEs da
cepa CL de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilacdo da proteina MKP1 (fosfatase). Células Hela foram incubadas
sem soro com AESs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo
com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagdo de células Hela com meio RPMI contendo
10% de SFB’ por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados
por Western Blot com anticorpo p-MKP1 (Ser359). A proteina p-actina foi utilizada como normalizadora. (B)
Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Gréaficos foram criados com o
auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante néo foi constatada.



47

(A)
Ctl Tempo de incubacio AE - Cepa G
0’ 1 5’ 15° 30° 60 9200 1200
1 p-MKP1
- (40 kDa)
- B- actina
'] (42 kDa)

(B)

50000+

Iva

Quantidade relat

R - . . s s s

S 8 9 W S O &
VY @ P W

Tempo de incubagéo

Figura 18. Inducao da fosforilacdo da proteina MKP1, fosfatase que age sobre p38, por formas AEs da
cepa G de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina MKP1 (fosfatase). Células Hela foram incubadas
sem soro com AES pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo
com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacéo de células Hela com meio RPMI contendo 10%
de SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo p-MKP1 (Ser359). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora. (B)
Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Graficos foram criados com o
auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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A fosforilacdo e consequente ativacdo do receptor de fator de crescimento epidermal
(EGFR), um receptor pertencente a familia de proteinas tirosina quinases e um dos principais
receptores responsaveis pelo desencadeamento da ativacdo da MAPK ERK 1/2 (revisado em
BYEON; KU; YANG, 2019), foi avaliada. AEs da cepa CL levam a uma maior ativacdo de
EGFR aos 15 minutos (15°), mas esse estado de fosforilacdo ndo € mantido durante o restante
dos tempos (Figura 19) indicando que outras vias possam talvez ativar a cascata de sinalizacdo
da via MAPK ERK1/2, mediante a interagdo com os parasitos dessa cepa. A fosforilagéo de
EGFR mediada por AEs da cepa G mostra que o ha um perfil fosforilacdo bifasica durante a
ativacdo desse receptor, semelhante ao que ocorrer com a ativacdo de ERK 1/2 (Figura 14).
Observa-se uma ativagao aos 5 minutos (5”), que ¢ recuperada aos 15 minutos (15”), seguida
por uma queda da fosforilagdo aos 30 minutos (30’). Essa fosforilagao apresenta uma segunda
reducdo aos 60 minutos (60’) e ¢ restaurada aos 120 minutos de contato com AEs da cepa G

(Figura 21). SFB também induz a ativacdo de EGFR.

A serina/treonina quinase AKT é uma proteina citosélica capaz de regular a ativacao da
via através do controle da fosforilacdo e inativacdo de proteinas anteriores na cascata como a
MAP3K Raf que leva a ativacdo do eixo Raf-MEK-ERK1/2 (MENGES; MCCANCE, 2008).
Foi constatada apenas um leve aumento de fosforilacdo dessa proteina nos tempos 5 minutos
(5°) e 15 minutos (15”) quando em contato com AEs da cepa CL, seguido de um decaimento de
fosforilacdo inferior ao controle (0’) (Figura 19). AEs da cepa G demonstraram um perfil de
fosforilagdo similar ao do controle nos tempos 5 minutos (5°), 30 minutos (30”) e 60 minutos

(60). SFB apresentou fosforilagdo parecida a do controle (0”) (Figura 20).

Quando observamos a fosforilacdo de Src, uma tirosina quinase citoplasmatica que
fosforila MAP3K Raf levando a ativacdo dessa proteina (CHANG et al., 2003), é possivel notar
que um ha perfil de ativacdo semelhante entre as duas cepas (CL e G) para essa quinase. E
observada uma maior fosforilacdo logo que AEs sdo colocados em contato com a célula (1°),
mas que este perfil ndo se sustenta no decorrer do tempo, apesar de mostrar um leve aumento
na fosforilagdo aos 90’ minutos (90’) e aos 120, para as cepas CL e G, respectivamente (Figuras

22 e 23). SFB induziu ativagdo parecida ao do controle (0).
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Figura 19. Inducéo da fosforilago da proteina serina/treonina quinase Akt e do receptor de fator de
crescimento epidermal (EGFR) por formas AEs da cepa CL de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo
proteina serina/treonina quinase Akt e do receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR). Células Hela
foram incubadas sem soro com AES pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle
(Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagao de células Hela com meio
RPMI contendo 10% de SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina
total) e analisados por Western Blot com anticorpo p-Akt (Thr308) e p-EGFR (Tyr1068). A proteina p-actina
foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva f3-
actina. Graficos foram criados com o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados
analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo poés-teste de Dunns. Diferenca
estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 20. Inducédo da fosforilacdo da proteina serina/treonina quinase Akt por formas AEs da cepa G
de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilacdo da proteina Akt. Células Hela foram incubadas sem soro com AEs
pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro
fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120
minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por Western Blot
com anticorpo p-Akt (Thr308). A proteina p-actina foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos
como quantidade relativa a proteina constitutiva 3-actina. Graficos foram criados com o auxilio dos programas
ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis,
seguido pelo pos-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 21. Inducédo da fosforilagdo do receptor de fator de crescimento epidermal (EGFR) por formas
AEs da cepa G de T. cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo do receptor EGFR Células Hela foram incubadas sem
soro com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com
parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de
SFB por 120 minutos. Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 ug proteina total) e analisados por
Western Blot com anticorpo e p-EGFR (Tyr1068). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora. (B)
Dados expressos como quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina Gréficos foram criados com o
auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico
de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 22. Inducéo da fosforilacdo da proteina tirosina quinase SRC por formas AEs da cepa CL de T.
cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina SRC. Células Hela foram incubadas sem soro com AEs pelos
tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro fetal
bovino (SFB) corresponde a interacéo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120 minutos.
Lisados foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 pg proteina total) e analisados por Western Blot com
anticorpo p-SRC (Tyr416). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos como
quantidade relativa a proteina constitutiva B-actina. Gréficos foram criados com o auxilio dos
programasimageJ® e Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-
Wallis, seguido pelo pds-teste de Dunns. Diferenga estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 23. Inducgdo da fosforilagdo da proteina tirosina quinase SRC por formas AEs da cepa G de T.
cruzi. (A) Cinética de fosforilagdo da proteina SRC. Células Hela foram incubadas sem soro com AEs pelos
tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao controle (Ctl) sem interacdo com parasitos. Soro fetal
bovino (SFB) corresponde a interagdo de células Hela com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120. Lisados
foram resolvidos em gel SDS-PAGE (30 ug proteina total) e analisados por Western Blot com anticorpo p-
SRC (Tyr416). A proteina B-actina foi utilizada como normalizadora. (B) Dados expressos como quantidade
relativa a proteina constitutiva B-actina. Gréaficos foram criados com o auxilio dos programas Imagel® e
Graphpad Prism ®, versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo
pos-teste de Dunns. Diferenca estatisticamente significante néo foi constatada.
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4.4. PCR em tempo real (RT-PCR)

ApOs os testes dos iniciadores e escolha dos genes constitutivos que melhor
respondessem as amostras, foram realizados os experimentos de gPCR para a quantificacdo da
expressao de citocinas e fatores de transcri¢do. Os dados séo expressos como “fold change” do
controle, ou seja, representa a relagdo de quantas vezes aquele alvo esta positivamente ou

negativamente regulado em relagdo ao controle (0).

A citocina TNF-o demonstrou ser expressa mediante o contato com parasitos de ambas
as cepas a partir da primeira hora de infeccdo, como observados na figura 24. Aos 60 minutos
(60°) de interagdo, AEs induziram o aumento da producao dessa citocina aos 60’ em cerca de
15 e 8 vezes, da cepa CL e G, respectivamente. Porém, aos 120 minutos (120”), enquanto AEs
induziram a expressdo dessa citocina em 70 vezes, o contato com AEs da cepa G demonstrou
uma expressdo muito mais elevada, 235 vezes maior que o controle. O SFB eleva a producéo

dessa citocina cerca de 50 vezes.
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Figura 24. Andlise da expressdo de TNF-a induzida por formas AEs das cepas CL e G de T. cruzi. Células
Hela foram incubadas sem soro com AES pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao
controle (Ctl) sem interacdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela
com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120 %. O cDNA sintetizado (20 ng cDNA total) foi amplificado
por técnica de RT-PCR usando os oligonucleotideos especificos. Os genes constitutivos GAPDH e pB-2-
microglobulina foram utilizados como normalizadora. (A) Indugdo da expressdo de TNF-a por formas AEs da
cepa CL. (B) Inducédo da expressao de TNF-a por formas AEs da cepa G. Dados expressos como fold change
do controle (0”). Graficos foram confeccionados com o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®,
versao 5.0. Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns.
Diferenca estatisticamente significante néo foi constatada.
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A produgdo da citocina TGF- também foi constatada a partir dos 60 minutos de
interacdo de AEs com células Hela. A cepa CL mostrou uma expressao cerca de apenas 5 vezes
maior aos 60 minutos (60’) e 120 minutos (120’), enquanto a cepa G apresentou aumento na
expressdo cerca de 10 e 18 vezes maior para esses tempos respectivamente, ambas em
comparacédo ao controle (Figura 25). O SFB induz a expresséo dessa citocina semelhantemente

a expressdo induzida por AEs da cepa G aos 120 minutos (120°).
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Figura 25. Andlise da expressdo de TGF-f induzida por formas AEs das cepas CL e G de T. cruzi. Células
Hela foram incubadas sem soro com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao
controle (Ctl) sem interagcdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela
com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120 %. O cDNA sintetizado (20 ng cDNA total) foi amplificado
por técnica de RT-PCR usando os oligonucleotideos especificos. A expressdo dos genes constitutivos GAPDH
e B-2-microglobulina foi utilizada como normalizadora. (A) Indugdo da expressdo de TGF-B por formas AEs
da cepa CL. (B) Inducdo da expressdo de TGF-p por formas AEs da cepa G. Dados expressos como fold change
do controle (0”). Graficos foram confeccionados com o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®,
versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns.
Diferenga estatisticamente significante néo foi constatada.

A expressdo de IL-6 foi induzida durante o contato com ambas cepas. Observa-se um
aumento da expressao de 12 e 4 vezes aos 60 minutos (60°) e de 32 e 28 vezes aos 120 minutos

(120”) de contato com AEs das cepas CL e G, respectivamente (Figura 26).
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Figuma 26. Anélise da Fﬁ%e@‘) de IL-6 induzida por formas AEs das cepas CL e G de T. cruzi. Células
Hela foram incubadas sem sord com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao
con®#Blp (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagio de células Hela
com m’Iio RPMI contendo 10% de r 120 %. O cDNA sintetizado (20 ng cDNA total) foi amplificado
por técnpica de RT-PCR usando 0s 0 leotideos especificos. A expressdo dos genes constitutivos GAPDH
egp-2emicroglobulina foi utilizada c rmalizadora. (A) Inducdo da expressdo de IL-6 por formas AEs da
cBpa CL. (B) Indugio da expressdo por formas AEs da cepa G. Dados expressos como fold change do
c(éntrol: (0%). Graficos foram conft o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®,
versgg-p.0. Dados analisados pelo t trico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pés-teste de Dunns.
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O fator de transcricéo c-fos, quando expresso, atua sozinho ou forma um complexo com

c-jun, denominado AP-1, que age como um complexo ativador transcricional. A expressdo
desse fator ndo foi observada durante o contato de AEs da cepa CL. Ja AEs da cepa G foram
capazes de induzir a expressao de c-fos aos 60 minutos de infec¢do, aproximadamente 5 vezes,
guando comparada ao controle. Porém, a expressao desse fator parece ser importante apenas
durante a primeira hora inicial, uma vez que na segunda hora de infecgdo (120’) ha uma
regulacao negativa para essa proteina. O SFB nédo induziu expressao desse fator (Figura 28).
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Figura 27. Analise da expressdo de ELK1 induzida por formas AEs das cepas CL e G de T. cruzi. Células
Hela foram incubadas sem soro com AEs pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao
controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interacdo de células Hela
com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120 %. O cDNA sintetizado (20 ng cDNA total) foi amplificado
por técnica de RT-PCR usando os oligonucleotideos especificos. A expressao dos genes constitutivos GAPDH
e B-2-microglobulina foi utilizada como normalizadora. (A) Inducdo da expressdo de ELK1 por formas AEs
da cepa CL. (B) Inducéo da expressdo de ELK1 por formas AEs da cepa G. Dados expressos como fold change
do controle (0”). Graficos foram confeccionados com o auxilio dos softwares ImageJ® e Graphpad Prism ®,
versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo pos-teste de Dunns.
Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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Figura 28. Anélise da expressdo de cFOS induzida por formas AEs das cepas CL e G de T. cruzi. Células
Hela foram incubadas sem soro com AES pelos tempos indicados (MOI 10:1). Tempo 0’ corresponde ao
controle (Ctl) sem interagdo com parasitos. Soro fetal bovino (SFB) corresponde a interagdo de células Hela
com meio RPMI contendo 10% de SFB por 120 %. O cDNA sintetizado (20 ng cDNA total) foi amplificado
por técnica de RT-PCR usando os oligonucleotideos especificos. A expressdo dos genes constitutivos GAPDH
e B-2-microglobulina foi utilizada como normalizadora. (A) Inducéo da expresséo de cFOS por formas AEs da
cepa CL. (B) Inducdo da expressdo de cFOS por formas AEs da cepa G. Dados expressos como fold change
do controle (0°). Graficos foram confeccionados com o auxilio dos programas ImageJ® e Graphpad Prism ®,
versdo 5.0. Dados analisados pelo teste ndo-paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido pelo p6s-teste de Dunns.
Diferenca estatisticamente significante ndo foi constatada.
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5. Discussao

A ativacdo da cascata canonica de sinalizacdo mediada por MAPK, através da
transducdo de sinais externos, € fundamental para manutencdo da homeostase celular e
modulacédo da resposta imune induzida por patdgenos (revisado por SOARES-SILVA et al.,
2016). Proteinas quinases pertencentes a essa familia controlam diversos processos celulares
como expressdo Qeénica, resposta a estresse, apoptose, proliferacdo e diferenciacdo
(CARGNELLO; ROUX, 2011; RAMAN; CHEN; COBB, 2007).

O processo de invasdo celular de T. cruzi é complexo e multifatorial e depende da
expressdo e/ou ativacdo de diferentes proteinas do parasito e do hospedeiro (revisado por
BONFIM-MELO et al., 2015). T. cruzi, um parasito celular obrigatoério, é capaz de infectar
células do sistema imune, como macrofagos, mas também, células ndo fagocitarias
profissionais, como células epiteliais (FERNANDES et al., 2013; MORTARA et al., 1999),
modelo selecionado para o presente estudo (Hela). O pré-requisito para a colonizacdo dessas
células é a habilidade de interagir como proteinas de superficie celular, desencadeando
atividades celulares especificas (LEY; ANDREWS; ROBBINS, 1988).

O presente estudo é primeiro a sugerir a relacdo do perfil de ativacdo da via MAPK na
internalizacédo de formas amastigotas extracelulares (AEs). Essas formas de T. cruzi séo geradas
a partir da eclosdo precoce de células previamente infectadas com esse parasito ou por
diferenciacdo de formas tripomastigotas sanguineas (TS) circulantes. Ja foi demonstrado in
vitro que essas formas divergem em capacidade infectiva, sendo AEs da cepa G mais infectivos
que da cepa CL, e que sua internalizacdo é dependente do remodelamento do esqueleto de actina
celular (FERNANDES et al.,, 2013; FERREIRA et al., 2012; MORTARA et al., 1999;
PROCOPIO et al., 1998).

Ensaios de invasdo foram realizados utilizando diferentes inibidores objetivando
bloquear a a¢do de quinases pertencentes a via MAPK e o receptor de crescimento epidermal
(EGFR), e observar os efeitos in vitro dessas proteinas na internalizacdo de AEs em células
HelLa. A via MAPK parece ndo possuir efeito significativo na internalizacdo de formas AEs da
cepa CL, uma vez que a inibicdo dessas quinases ndo alterou 0 namero de parasitos
intracelulares. No entanto, foi observada a reducdo estatisticamente significante no nimero de
parasitos internalizados da cepa G quando a MAPK p38 (Figura 7B) foi inibida. Esse dado
indica que essa proteina quinase parece ser fundamental para a entrada do parasito na célula

dessa cepa em particular. Ainda, a inibicdo de ERK1/2 (Figura 8B) e o receptor tirosina quinase
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EGFR (Figura 10B) mostraram uma tendéncia na reducao na infeccdo. Apesar de uma possivel
relagdo dessas proteinas no processo de invasdo de AEs, faz-se necessaria a confirmacédo desses
dados previamente citados. A relevancia de ERK1/2 na invasao de T. cruzi j& havia sido
previamente demonstrada por Magdesian e colaboradores (2007) que avaliaram a relacdo do
dominio FLY, conservado dentro da superfamilia de proteinas transialidades Gp85 presentes
na superficie de formas tripomastigotas, durante o processo de invasdo de T. cruzi em
fibroblastos. Esse dominio encontrado em proteinas transialidades é importante durante o
processo de adesdo e entrada desses parasitos em celulas epiteliais. Os autores desse estudo
citado demonstraram que tripomastigotas induzem a ativacdo da MAPK ERK como forma de
favorecimento da internalizacdo durante o processo infectivo e que essa quinase, uma vez
inibida, bloqueia a adesdo de FLY na célula e inibe a invasdo desses parasitos (MAGDESIAN
et al., 2007). Ja o estimulo de EGFR ¢é um dos principais desencadeadores da cascata de
fosforilacdo que resulta na ativacdo de ERK1/2 (LEMMON; SCHLESSINGER, 2010). Esse
receptor parece ser necessario para a entrada de parasitos da cepa G em células Hela (Figura

10B) uma vez que quando inibido apresenta tendéncia na redugéo de parasitos internalizados.

A ativacdo de algumas proteinas pertencentes a MAPK por tripomastigotas ja foi
proposta em células endoteliais, cardiacas e do sistema nervoso (MUKHERJEE et al, 2004;
CHUENKOVA; PEREIRA, 2001). MAPK vém sendo amplamente estudadas no contexto de
regulacao de respostas imunes e esta relacionada tanto a resposta imune inata quanto adaptativa
mediante a interacdo com patdgenos (CHAKRABORTY et al.,2015; MOYES et al., 2010;
RUB et al., 2009).

Células epiteliais foram ignoradas como componentes do sistema imune até a Gltima
década, porém uma mudanca desse padrdo vem sendo observada com surgimento de diversos
estudos mostrando a relevancia dessas células como primeira barreira de interacdo com
patogenos e de propagacéo de sinais que coordenam a resposta imune inata e adaptativa (BUI-
MARINOS; KATZENBACK, 2019; PATEL et al., 2018; VARGA; LU et al., 2017;).
Experimentos in vitro ndo s6 sdo necessarios para 0 entendimento de diversos processos
fisiologicos, quimicos e bioldgicos, mas também cruciais para o direcionamento de estudos de

fenotipos in vivo.

No presente estudo, demonstramos uma divergéncia no perfil de fosforilacdo, da via

MAPK e de proteinas que comunicam com a via, induzido por AEs de T. cruzi entre as duas
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cepas alvo: G e CL. As vias de ERK1/2, MEK1/2 e EGFR foram ativadas de forma distinta por
AEs das duas cepas.

Moyes e colaboradores demonstraram esse efeito de resposta em Candida albicans que
é capaz de induzir ativacdo bifasica de ERK1/2 em ceélulas epiteliais como forma de primeiro
alerta ao sistema imunologico da mudanca de uma forma comensal (fungo) para sua forma
patogénica (hifa). De acordo com esse autor, a ativagdo de uma resposta bifasica é importante
para permitir que células epiteliais mantenha-se quiescentes mediante baixos niveis de infeccao,
mas também pode indicar um mecanismo crucial de alerta ao sistema imune mediado pelo
hospedeiro como forma de identificacdo de um possivel perigo e defesa contra patégenos
oportunistas, através do acionamento de uma resposta imune mediada pela producdo de

inteleucinas e citocinas inflamatdrias (MOYES et al., 2010).

O perfil de fosforilacdo mediado por AEs da cepa G, formas mais infectivas, apresentou
ativacdo de forma bifasica semelhante ao apresentado pelo autor previamente citado. Esse perfil
pode estar associado a diferenca de infectividade que AEs das duas cepas apresentam, sendo
essa a cepa G mais infectiva para essas formas que CL. Ainda, essa forma de ativacdo da via
MAPK parece também ser dependente da morfologia e caracteristica de AES, uma vez que ja
foi demonstrado por nosso grupo (dados ndo publicados), que formas metaciclicas da cepa G,
que apresentam menor infectividade que AEs dessa mesma cepa, ndo induzem ativacdo
bifasica.

Nesse mesmo estudo, foi demonstrado que a inibigcdo tanto de ERK e p38 quanto de
JNK regula negativamente a ativacdo de MKP1, porém particularmente ERK1/2 levou a
reducdo de ativacdo dessa proteina quinase, o que indica que ERK1/2 controla a fosforilacéo
de MKP1 (MOYES et al., 2010). No entanto, esses dados contrastam com 0 presente estudo,
uma vez que a ativacdo por MKP1 parece ndo depender da ativacdo de ERK1/2 durante a

interacdo com AEs de T. cruzi.

Bonfim-Melo e colaboradores demonstraram que o recrutamento das proteinas PKD1 e
cortactina, cruciais durante o recrutamento de actina da célula e internalizacdo de AEs de T.
cruzi em células epiteliais, é ativado via ERK (BONFIM-MELO et al., 2015). Apesar da
diferenca de infectividade que essas duas cepas avaliadas no presente estudo apresentam, o
aumento observado na fosforilagdo de ERK1/2 durante a primeira hora, momento de
internalizacdo do parasito, sugere que essa via seja importante durante esse processo. No

entanto, AEs de diferentes cepas ativam a mesma via de forma distinta.
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Durante a infeccdo por C. albicans em células epiteliais o receptor de fator epidermal
(EGFR) ¢ ativado e capaz de desencadear a ativacdo de p38 e ERK e consequente expressdo do
gene COX-2, envolvido na indugdo da resposta imune pela catélise de prostaglandinas (WANG
etal., 2017). No entanto, no presente estudo, a ativacao desse receptor parece ser condicionada
a ativacdo de ERK1/2 apenas durante o contato com AEs da cepa G, ja que demonstra um perfil
de ativacdo semelhante a essa via. Foi demonstrado que AEs de T. cruzi sequestram moléculas
EGF e utilizam essa proteina para transducgéo de sinal prépria, ativando as suas proprias vias
(GHANSAH etal., 2002). Desta forma, é possivel que durante o processo de invaséao das formas
AEs da cepa CL, o EGF seja sequestrado pelo parasito, modulando negativamente a ativacéo
de EGFR porém, a ativacao desse receptor para a cepa G parece ser interessante direcionamento
da formacdo de uma resposta bifésica. Ja a fosforilacdo de MEK1/2 para essa mesma cepa,
apesar de uma diminuicdo na ativacdo da isoforma MEK1, apenas a isoforma MEK2 parece

suprir o papel de ativacao da via ERK1/2.

p38 regula a producdo da citocina regulatéria IL-12 (ARTHUR; LEY, 2013),
responsavel pelo recrutamento de células T CD4+ tipo Thil, cruciais na protecdo contra
patdgenos intracelulares (MOSMANN; MOORE, 1991; ROMAGNANI, 2006). A fosforilacéo
dessa proteina é induzida de forma bifasica por AEs da cepa CL e sua fosforilacdo parece nao
sofrer influéncia da fosfatase MKP1, como esperado. Esses dados divergem dos encontrados
para Leishmania major, também um parasito intracelular obrigatério, que é capaz de modular
positivamente a ativacdo de MKP1, com consequente impedimento da formacdo de uma
resposta Thl, através da desativacdo de p38, favorecendo a manutencdo do parasito
intracelularmente (SRIVASTAVA; SUDAN; SAHA, 2011).

De acordo dados de encontrados por Murkherjee e colaboradores (2004), formas
tripomastigotas de T. cruzi ndo induzem a via MAPK p38 em ceélulas endoteliais e em musculo
liso. No entanto, esses autores consideraram tempos superiores aos analisados no presente
estudo (24h, 48 e 72), o que poderia sugerir que a ativacdo da via de p38 é modulada
negativamente nessas formas nos momentos de infeccao tardia e ativadas no primeiro momento
de contato do parasito com a célula (MUKHERJEE et al., 2004).

NFkB que age como fator transcricional nuclear direcionando a produgdo de
citocinas/interleucinas inflamatorias como TNF-a, IL-1, IL-12 e IL-6, IFN (NENNIG,;
SCHANK, 2017; OECKINGHAUS; BLANDER; SANDER, 2012; GHOSH, 2009;

GILMORE, 2006). Ahmed e colaboradores (2006) mostraram em células resistentes a radiacao
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por meio de experimentos de co-localizacdo de p65 e MEK que essas proteinas interagem,
causando inibicdo da formagcéo e translocagdo do complexo p65/ERK para o nucleo. Esse autor
sugere que o efeito inibitorio dessa proteina pode levar a um aumento de sobrevivéncia celular
(AHMED et al., 2006).

Considerando os achados do estudo previamente citado, talvez esse fato possa explicar
o declinio de fosforilacdo da isoforma MEK1 apds a primeira meia hora de contato com AEs
da cepa CL e que se estende ao longo da infeccdo. Entretanto, isso ndo acontece na interacao
com AEs da cepa G, que talvez seja explicado pela forma de ativacdo bifasica induzida como
uma estratégia do hospedeiro para indicar ao sistema imune a presenga de um patdgeno
oportunista. Dessa forma, a avaliacdo da ativacdo e consequente localizacdo desse complexo é
fundamental para esclarecer a possivel participagdo da via de NFxB na regulagdo da ativagdo

da quinase MEK.

A proteina SRC apresentou ativacdo apenas no primeiro minuto de contato com
parasitos de ambas cepas. A fosforilacdo de SRC é dependente da ativacdo por integrinas
guando estas recebem algum estimulo extracelular (revisado por BERRIER e YAMADA,
2007), o que pode justificar a maior fosforilagdo da quinase no primeiro minuto de incubagdo.
No entanto, o decaimento de SRC indica que talvez essa proteina ndo exerca um papel
fundamental na ativacdo de ERK1/2 e que essa via possa, nesse contexto, ser ativada
independentemente da ativacdo de SRC. Corroborando dados encontrados no presente trabalho,
Bonfim-Melo e colaboradores (2015) encontraram que AEs da cepa G ndo induzem a
fosforilacdo de SRC em células Hela, o que parece ocorrer também com AEs da cepa CL como
aqui demonstrado (BONFIM-MELO et al., 2015). J& formas tripomastigotas do clone Dm28
utilizam dessa proteina em favorecimento da sua internalizacdo em células cardiacas, assim

como mostram os dados de Melo e colaboradores (MELO et al., 2014).

A serina/treonina quinase AKT esta relacionada tanto a ativacéo do eixo PI3BK-AKT-
mTOR em resposta a nutrientes e fatores de crescimento, quanto do eixo PI3K-AKT-NF«B e
outros caminhos de ativacdo (MARTELLI et al., 2006). Essa proteina também € capaz de
regular a ativagdo da via ERK1/2 através do controle da fosforilagéo e inativagéo de proteinas
anteriores na cascata, como a MAP3K Raf que leva a ativagdo do eixo Raf-MEK-ERK1/2
(MENGES; MCCANCE, 2008). Chuenkoava e colaboradores mostraram que a ativagao de
PIBK-AKT induzidas por tripomastigotas em células nervosas (Schwann) parece ser

dependente da quantidade de parasitos adicionados, ou seja, de forma dose-dependente e
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também da ativacdo de proteinas transialidases, como fator neurotrofico derivado do parasito
(CHUENKOVA; PERRIN, 2009; CHUENKOVA; PEREIRA, 2001). Dados de outro estudo
também demonstram que essas formas sdo capazes de induzir a fosforilacdo de AKT e que a
inibicdo dessa via é capaz de reduzir a carga parasitaria de T. cruzi tanto em células fagociticas
profissionais (macréfagos murinos e humanos) quanto ndo profissionais (Vero e fibroblastos)
(WILKOWSKY et al., 2001). Esses dados divergem dos encontrados no presente estudo, uma
vez que essa proteina foi ativada apenas em niveis basais durante a interacdo com AEs,
indicando que a mesma parece nao sofrer aumento de fosforilacdo durante a invasdo dessas

formas, diferentemente do encontrado para formas tripomastigotas.

A producéo IL-6 e TNF-a, envolvidas no desencadeamento do processo inflamatdrio,
parece ser necessaria apenas apos o periodo de uma hora em que o parasito esta internalizado,
sendo que AEs da cepa G sdo capazes de induzir a producdo de TNF-o muito mais intensamente
que da cepa CL. Ainda, a producdo de TGF- B também ¢ mais intensa em células submetidas a
interagdo com a cepa G, indicando uma possivel tentativa de controle da exacerbacdo da

resposta imune.

ELK1 ndo foi induzido em ambas cepas, esse fator de transcricdo também ndo foi
expresso em macréfagos murinos na infecgdo por L. donovani, parasito da mesma familia de T.
cruzi (NANDAN; LO; REINER, 1999). Ja C. albicans induz a producdo de ELK1 na primeira
meia hora de infeccdo e tardiamente, aos 120 minutos (MOYES et al., 2010). Maurice e
colaboradores (2018) mostraram que em animais knockout para ELK1 e ELK4 hd uma maior a
ativacdo de células T CD8+-like e, também, uma reducdo da fosforilacdo de ERK, indicando

um possivel controle da via ERK sobre a geracdo dessas células (MAURICE et al., 2018).

Moyes e colaboradores mostraram que a expressdo de cFOS por células epiteliais é
dependente da formacéo de hifas de C. albicans e ndo era induzida pela forma comensal desse
microrganismo (fungo); por outra parte, a expressao de cJUN ndo é dependente desse fator.
Ainda, esse estudo demonstrou a formagdo de uma resposta imune inflamatoria mediada pela
producdo de IL-6 e IL-8 independente da ativacdo do fator de transcricdo cFOS (MOYES et
al., 2010). Posteriormente, esse mesmo grupo demonstrou que a producdo de IL-6 parece ser
induzida em consequéncia da multiplicacéo e patogenicidade de C. albicans e C. dubliniensis
(MOYES et al., 2012). Nandan, Lo e Reiner (1999) correlacionam a atenuacdo de cFOS ao
decaimento da fosforilacdo de ERK1/2 em macrofagos murinos infectados por L. donovani.
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A modulacédo da resposta imune por patdgenos € uma importante estratégia de defesa e

manutencdo da infeccdo celular. Dessa forma, o entendimento da relacdo entre patdgenos e

hospedeiros faz-se necessaria no controle de diversas doencas, principalmente em organismos

polimorficos e de alta complexidade como Trypanosoma cruzi.

No atual estudo, avaliamos a relacdo de duas cepas de diferentes infectividades desse

parasito e verificamos que elas apresentam perfis distintos de inducdo de ativacdo da via MAPK

e sua consequente ativacao da resposta imune. Os resultados obtidos sugerem participacao de

diversas proteinas quinases, fatores de transcricao e citocinas/interleucinas, e sdo sintetizados

nos topicos a seguir:

X/
L X4

X/
L X4

X/
L X4

X/

L X4

X/
°

A via MEK-ERK mostrou uma relacdo na internalizacao e sobrevivéncia de AEs de T.
cruzi; uma ativacao bifasica, durante a interacdo com AEs da cepa G, possivelmente é
dependente da maior infectividade apresentada por essa cepa;

E possivel que o receptor de EGF (EGFR) seja ativado em processos iniciais de invasio
celular, nos momentos de adesdo, e logo apos seja desativado; fato possivelmente
explicado pelo sequestro de EGF pelo parasito (cepa CL); esse receptor pode estar
relacionado também ao direcionamento de uma resposta bifésica da via ERK1/2 (cepa
G);

p38 parece também ser importante na internalizacdo de AEs da cepa G;

A fosfatase MKP1 parece ndo ser regulada por ERK1/2, diferentemente do que acontece
na interacdo de células epiteliais com formas patogénicas de C. albicans.

AEs da cepa CL induziram a expresséo de I1L-6, TNF-a ¢ TGF-f3;

As interleucinas/citocinas IL-6, TNF-a ¢ TGF-p foram produzidas em células HelLa
mediante a interacdo com AEs da cepa G, sendo as duas Ultimas citadas induzidas com
maior intensidade para essa cepa quando comparada a cepa CL,;

Foi visto, ainda, que AEs ndo induziram a ativacao de quinases de vias proximas, Akt e
SRC.

Considerando os resultados encontradas no presente estudo, dois esquemas distintos de

ativacdo da cascata de sinalizacdo de MAPK por AEs da cepa CL e G na invasdo de células

Hela foi proposto e pode ser observado nas Figura 29 e 30.
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Figura 29. Modelo de sinalizacéo proposto durante a invaséo por formas amastigotas extracelulares (AEs) da cepa CL. n. nucleo; c. cinetoplasto; AE. amastigota extracelular;
EGF. Fator de crescimento epidermal; EGFR. receptor de fator de crescimento epidermal; RTK. receptor tirosina quinase; GPCR. receptor acoplado a proteina G; Ras. RAt
Sarcoma virus; Raf. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; MEK1/2. MAP (Proteina ativada por mitogenos)/ERK (Quinase regulada por estimulos extracelulares) quiinase 1
e 2; ERK1/2. Quinase regulada por estimulos extracelulares 1 e 2; Traf. Proteina associada ao fator de necrose tumoral Tumor; Mekk. MAP 3 quinase; p38. p38 proteina

ativada por mitogenos; MKP1. MAPK fosfatase 1; p65. NF«B fator nuclear kappa B subunidade p65; FAK. Quinase de adesdo focal.
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Figura 30. Modelo de sinalizacdo proposto durante a invasao por formas amastigotas extracelulares (AEs) da cepa G. n. nlcleo; c. cinetoplasto; AE. amastigota extracelular;
EGF. Fator de crescimento epidermal; EGFR. receptor de fator de crescimento epidermal; RTK. receptor tirosina quinase; GPCR. receptor acoplado a proteina G; Ras. RAt
Sarcoma virus; Raf. Rapidly Accelerated Fibrosarcoma; MEK1/2. MAP (Proteina ativada por mitdgenos)/ERK (Quinase regulada por estimulos extracelulares) quiinase 1
e 2; ERK1/2. Quinase regulada por estimulos extracelulares 1 e 2; Traf. Proteina associada ao fator de necrose tumoral Tumor; Mekk. MAP 3 quinase; p38. p38 proteina

ativada por mitogenos; MKP1. MAPK fosfatase 1; FAK. Quinase de adesdo focal.
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6. Perspectivas

A partir do que foi observado, é preciso investigar e esclarecer diversos aspectos

relacionados a interacdo de AEs com células Hela, assim como descritos:

X/

A participacdo das vias ERK1/2, p38 e do receptor de fator epidermal durante o processo
de internalizacdo de AEs por meio de novos experimentos de invasao;

¢+ Auvaliar a participacao da proteina Akt e Src na invasédo por AEs;

« A ativacdo de ERK1/2, possivelmente mediada por outro receptor diferente de EGFR;

% Avaliar a localizagdo de NFxB e, principalmente, da proteina p65 e sua possivel
interacdo com MAPK durante a infeccdo por AEs;

++ Auvaliar a modulacédo da expressdo de IL-12 por AEs da cepa CL;

¢+ Auvaliar a ativacao da fosfatase MKP3, que age sobre a via de ERK1/2;

+ Analisar a cinética de fosforilacdo de JNK, uma vez que esta via responde a varios tipos

de estresse celular.

7. Concluséao

De acordo com o visto no presente estudo, as vias MAPK p38 e ERK1/2 sdo induzidas
mediante o contato com formas amastigotas extracelulares (AEs) das cepas G e CL de forma
diferencial e a cinética de ativacdo de forma bifasica pode estar relacionada a maior
infectividade e ao desenvolvimento da resposta imune através da producdo de
citocinas/interleucinas. Ainda, esse estudo trouxe o questionamento sobre a participagdo do
receptor de EGF na transducéo do sinal pela via MAPK da célula hospedeira, uma vez que esse
é pouco ativado ou expresso em niveis basais em grande parte do processo de invasao (cepa
CL), o que sugere uma ativagdo da via MAPK por outro mediador. No entanto, a ativagdo desse
receptor pode também estar também relacionada ao direcionamento da formacdo de uma
resposta bifasia (cepa G). A compreensdo inicial de como essa via é ativada por patdgenos é
uma importante forma de abrir possibilidades para futuros estudos, principalmente visando
relacionar essa via a diferentes morfologias de Trypanosoma cruzi de cepas com maior

importancia clinica em humanos.
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9. Anexos
Anexo | — Curvas de dissociacdo (RT-PCR)
1. GADPH

(A) Cepa G

Melt Curve

Derivative Reporter (-Rn)

65.0 700 75.0 80.0 85.0 90.0 95.0

Temperature (°C)

Figura A. Curva de dissociacdo referente a reacdo de RT-PCR utilizando GADPH — Cepa G. Temperatura de
dissociagdo entre 81 e 88° C. O aparecimento de um (nico pico na curva de dissociacao sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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(B) Cepa CL

Melt Curve

Derivative Reparter (-Rn)
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Figura B. Curva de dissociagdo referente a reacdo de RT-PCR utilizando GADPH — Cepa CL. Temperatura
de dissociacao entre 81 e 88° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissocia¢do sugere a existéncia
de um 0nico produto de amplificacdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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2. B-2-microglobulina
(A) Cepa G

Melt Curve
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Figura A. Curva de dissociaco referente a reacdo de RT-PCR utilizando B-2-microglobulina — Cepa G.
Temperatura de dissociagdo entre 76 e 83° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere
a existéncia de um Unico produto de amplificacdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem
amostra, apenas iniciadores).
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(B) Cepa CL

Melt Curve
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Figura B. Curva de dissociacéo referente a reacdo de RT-PCR utilizando B-2-microglobulina — Cepa CL.
Temperatura de dissociagdo entre 76 e 83° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociacao sugere
a existéncia de um Unico produto de amplificacdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem
amostra, apenas iniciadores).
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3. TNF-a
(A) Cepa G
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Figura A. Curva de dissociacao referente a reagcdo de RT-PCR utilizando TNF-o — Cepa G. Temperatura de
dissociagdo entre 77 e 85° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagcdo sugere a existéncia de
um dnico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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(B) Cepa CL

Melt Curve
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Figura B. Curva de dissociacéo referente a reacdo de RT-PCR utilizando TNF-o. — Cepa CL. Temperatura de
dissociacdo entre 77 e 85° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um dnico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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Figura A. Curva de dissociacdo referente a reacdo de RT-PCR utilizando IL-6 — Cepa G. Temperatura de
dissociagdo entre 71 e 89° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagcdo sugere a existéncia de
um dnico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas

iniciadores).
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(B) Cepa CL
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Figura B. Curva de dissociacéo referente a reacdo de RT-PCR utilizando IL-6 — Cepa CL. Temperatura de
dissociacdo entre 71 e 89° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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Figura A. Curva de dissociacao referente a reagdo de RT-PCR utilizando TGF-p — Cepa G. Temperatura de
dissociagdo entre 77 e 86° C. O aparecimento de um nico pico na curva de dissociacao sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificacdo. Pequena curva a temperatura 75°C sugere formacao de dimeros, porém néo
constatados durante o PCR convencional. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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(B) Cepa CL

Melt Curve

0.8

0.7

0.6

0.5

0.4

0.3

Detivative Reporter (-Rn')

0.1

65.0 T0.0 5.0 80.0 a85.0 an.o 85.0
Temperature [°C)

Figura B. Curva de dissociacdo referente a reagdo de RT-PCR utilizando TGF-§ — Cepa CL. Temperatura de
dissociacdo entre 77 e 86° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um dnico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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6. ELK1

(A) Cepa G

Melt Curve
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Temperature ("C)

Figura A. Curva de dissociacao referente a reacdo de RT-PCR utilizando ELK1 — Cepa G. Temperatura de
dissociacdo entre 79 e 86° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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(B) Cepa CL
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Figura B. Curva de dissociacdo referente a reacdo de RT-PCR utilizando ELK1 — Cepa CL. Temperatura de
dissociacdo entre 79 e 86° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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7. FOS
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Melt Curve
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Figura A. Curva de dissociagdo referente a reagdo de RT-PCR utilizando FOS — Cepa G. Temperatura de
dissociagdo entre 78 e 87° C. O aparecimento de um (nico pico na curva de dissociacao sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).
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(B) Cepa CL
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Figura B. Curva de dissociacdo referente a reacdo de RT-PCR utilizando FOS — Cepa CL. Temperatura de
dissociacdo entre 78 e 87° C. O aparecimento de um Unico pico na curva de dissociagdo sugere a existéncia de
um Unico produto de amplificagdo. Curvas inferiores correspondem ao mix branco (sem amostra, apenas
iniciadores).



