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RESUMO



RESUMO

No presente trabalho, investigamos a importancia do colesterol na modulagéo das propriedades mecanicas
celulares e como isto interfere na entrada do parasito flagelado, Trypanosoma cruzi, em sua célula hospedeira. Para
isto, realizamos estudos de dindmica celulares, utilizando experimentos de pinga Optica (OT) e de microscopia de
desfocalizacdo (DM), bem como ensaios de exocitose lisossomal e invasdo celular pelo T. cruzi em fibroblastos

imortalizados de camundongos (WTCI3) e culturas primarias de cardiomidcitos murinos.

Verificamos, através da extracdo de amarras celulares em células WTCL3, pela técnica de OT que tanto a
rigidez de flexdo quanto a tenséo superficial eram maiores quanto menor a quantidade de colesterol remanescente nos
fibroblastos. J& nos experimentos de DM, verificamos que o tratamento com a ciclodextrina capturadora de colesterol
diminuiu a amplitude de oscilagdo da superficie celular, mostrando um enrijecimento celular. J& o tempo de relaxacéo
da mesma aumentou, nos primeiros estagios do tratamento, retornando para valores semelhantes aos valores controle.
Essa mudanga na dindmica de celular mediada pelo sequestro de colesterol foi gerada tanto pela reorganizacdo do
citoesqueleto cortical de actina quanto pela sua polimerizacdo de novo, com formacdo de fibras de estresse via
ativacédo de Rho.

Demonstramos, em cardiomidcitos ¢ em fibroblastos, que o tratamento com MBCD, mas ndo com uma
ciclodextrina ndo-depletora de colesterol, promove a exocitose de lisossomos nestas células e que este processo, em
cardiomidcitos, era independente do célcio intra e extracelular. Em células epiteliais imortalizadas, NRK, verificamos
que a exocitose lisossomal induzida pela diminuic¢do do colesterol ocorria mesmo na auséncia da proteina sensora de
calcio presente nesta organela, a sinaptotagmina- VII, mostrando que este evento realmente era ndo dependente deste
fon. A exocitose mediada pela diminuicéo do colesterol de membrana levou a secre¢do principalmente de lisossomos
localizados préximos ao cortex celular, diferente do pool recrutado mediante o tratamento com drogas
despolimerizadoras do citoesqueleto, como a latrunculina-A. Estes dados sugerem a existéncia de dois pools distintos

de lisossomos com diferentes dindmicas de exocitose.

Sabemos que o T. cruzi necessita tanto de um citoesqueleto cortical relativamente maledvel quanto de
lisossomos localizados na regido proxima ao cértex celular para que consiga infectar a sua célula hospedeira de forma
irreversivel. Embora haja estudos que apontem para a importancia do colesterol de membrana na infectividade do T.
cruzi na célula hospedeira, a qual diminui consideravelmente ap6s tratamento com ciclodextrinas, em nenhum deles
foi determinado o mecanismo pelo qual estes microdominios de membrana contribuem para a invasdo e
estabelecimento da infecgdo pelo T. cruzi. Neste trabalho, utilizando cardiomidcitos, células importantes durante a
colonizagdo do hospedeiro por este parasito, mostramos que a deplecdo de colesterol diminui tanto a entrada dos
tripomastigotas quanto a associacdo desses a lisossomos e sugerimos que essa reducdo da infectividade do parasito
esta diretamente relacionada a uma diminuicdo de uma populagao de lisossomos corticais e a um aumento da rigidez

celular dos cardiomiécitos.

Palavras-chave: Colesterol, balsas de membrana, propriedades mecénicas celulares, Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

In the present work we have investigated the importance of cholesterol in controlling mechanical properties
of cells and how this modulates Trypanosoma cruzi entry in host cells. For this we performed studies of cell
membrane dynamics using tether extraction with optical tweezers (OT) and defocusing microscopy (DM), as well as
lysosomal exocytosis and T. cruzi invasion assays in a mouse fibroblast cell line (WTCL3) and primary cultures of

neonatal murine cardiomyocytes.

We observed, by OT, that both bending rigidity and surface tension increased when WTCL3 was treated
with MBCD, a drug that sequesters cholesterol from cell membranes. Additionally, by DM, we demonstrated that
membrane-cytoskeleton relaxation time increased in the beginning of MBCD treatment and decreased in the end,
assuming values similar to control. With this technique we have also proved that the amplitude of oscillation
diminished during cholesterol depletion, showing that these cells become stiffer. Together, these changes in
membrane dynamics involved not only the actin cytoskeleton rearrangement, but also its polymerization de novo and
stress fiber formation through Rho activation.

Additionally, for cardiomyocytes and fibroblasts, we have proved that treatment with MBCD, but not with a
similar cyclodextrin with less affinity for cholesterol, triggered lysosome secretion and that this phenomenon was
independent of extracellular and intracellular calcium, at least for cardiomyocytes. By using NRK cells we have also
shown that lysosome exocytosis, in the absence of cholesterol, continued to happen even in the absence of
synaptotagmin-VI1I, the calcium sensor protein present in these organelles. Exocytosis triggered by cholesterol
removal led to the secretion of lysosomes located near the cell cortex, different from the pool recruited by actin
depolymerizing drugs, such as latrunculin-A. These data suggest the existence of at least two different pools with

different exocytosis dynamics.

It is well known that T. cruzi needs both a relatively malleable actin cytoskeleton and a reservoir of cortical
lysosomes in order to invade cells successfully. Although there are evidences that plasma membrane cholesterol is
important for T. cruzi invasion, since it diminishes severely after cyclodextrin treatment, in none of them was
established a mechanism by which cholesterol interferes with T. cruzi entry. In this work we showed that for
cardiomyocytes, an important cell during host infection, cholesterol depletion not only diminishes T. cruzi invasion,
but also its association with lysosomal markers at the initial steps of host cell entry. The membrane dynamics change
(increasing cortical energy barrier) and lysosomal exocytic events (depleting the cortical lysosome reservoir),
triggered by cholesletrol sequestration, are most likely the mechanisms by which cholesterol depletion interferes with

parasite host cell invasion.

Key words: Cholesterol, membrane rafts, mechanical properties of cells, Trypanosoma cruzi.
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1) INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Introducdo

1.1) Colesterol de membrana e balsas lipidicas: organizacdo, sinalizacdo e

manipulacéo do colesterol por ciclodextrinas

As membranas celulares sdo estruturas complexas formadas por uma bicamada
lipidica fluida, a qual estdo associados diversas proteinas e glicidios que possuem
fungBes bioldgicas variadas. Sabe-se ainda que estas membranas sdo altamente

organizadas e apresentam microdominios estruturais e funcionais especificos.

Dentre os lipidios que compdem as membranas celulares, o colesterol é um
componente estrutural essencial, presente nas membranas da maioria dos vertebrados.
Algumas das fungbes do colesterol sdo permitir a formagdo de uma barreira
semipermedvel entre os compartimentos celulares e regular a fluidez de membrana
(revisto por lIkonen, 2008). O colesterol contém, em sua cadeia, quatro anéis que
conferem propriedades biofisicas especiais as membranas, aumentando a organizagdo
(coesdo e empacotamento) dos lipidios vizinhos. Como a cadeia carbénica do colesterol
é rigida, este lipidio é empacotado juntamente com lipidios de cadeia longa, os lipidios
saturados, uma vez que as cadeias dos lipidios insaturados sdo mais flexiveis e
encurtadas, em comparacdo aos lipidios saturados (Simons e Vaz, 2004). Dessa forma,
o colesterol acaba formando na membrana, regides ordenadas com lipidios empacotados
conferindo a essas membranas uma menor fluidez e uma menor permeabilidade a

moléculas polares (Simons e Vaz, 2004).

Dentre as regides ordenadas ricas em colesterol pode-se destacar o0s
microdominios de membrana denominados de balsas lipidicas ou lipid rafts. As balsas
lipidicas foram primeiramente descritas como pequenas plataformas compostas
principalmente por esfingolipidios e colesterol, fortemente associados, formando
pequenas plataformas resistentes a dissolugdo por detergente (revisto por Simons e
Ehehalt, 2002 e Simons e lkonen, 1997) e, por isto, eram também chamadas de

membranas resistentes a detergente ou DRMs (Detergent Resistant Membranes). Dentro
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destas balsas lipidicas foram ainda descritas uma série de proteinas, as quais participam
da funcdo destes microdominios de membrana. Devido a grande varia¢do de resultados
e heterogeneidade de conceitos para estas estruturas, apds uma convencdo de
especialistas (Keystone Symposium on Lipid Rafts and Cell Function) as mesmas nédo
mais sdo caracterizadas por sua resisténcia a detergentes e uma série de novos critérios
foi criada para a sua identificacdo. Hoje estas estruturas séo denominadas de membrane

rafts ou balsas de membrana, e representam pequenos dominios de membrana de

aproximadamente 10-200 nm, heterogéneos, altamente dinamicos, ricos em esterol e
esfingolipidios que compartimentalizam processos celulares especificos (revisto por
Pike, 2006). Estas balsas de membrana podem se estabilizar formando estruturas
maiores através de interaces proteina-proteina ou proteina lipidio (revisto por Pike,
2006) .

Dadas as suas caracteristicas especificas, as balsas lipidicas desempenham
variados papéis celulares dentre eles: sinalizacdo celular, organizacdo molecular e
trafego de membranas (Lafont e van der Goot, 2005). Com relagdo a sinalizacdo celular,
estudos mostram que essas regides concentram plataformas para receptores individuais
0s quais sdo ativados mediante associacdo com um ligante. Acredita-se que a
localizacdo de receptores em regifes de balsas de membrana poderia proteger 0s
eventos de sinalizacdo evitando a acdo de enzimas ndo pertencentes a essas regioes
(como as fosfatases, por exemplo) e que poderiam interferir no processo. Geralmente a
ligacdo de uma proteina ao seu receptor em um microambiente proprio gera o
recrutamento de outras proteinas para este microambiente onde o estado de fosforilacdo
das mesmas pode ser alterado por enzimas locais resultando assim no disparo de uma
via de sinalizagdo (revisto por Simons e Toomre, 2000). Algumas proteinas sinalizam
via balsas de membrana, como, por exemplo, as proteinas-G (Insel et al., 2005).
Existem trés modelos principais que explicam a sinalizacdo intracelular via balsas de
membrana. No primeiro modelo, os receptores, ja associados as balsas no estado
estacionario, sdo ativados por associacdo do ligante e consequente dimerizacdo. No
segundo modelo, no qual os receptores em estado estacionario tém baixa afinidade pelas
regides de balsas, a ligagdo do ligante ao receptor leva a sua oligomerizacdo e
realocacdo em regides de balsas. Esta oligomerizacdo é responsavel pela ativacdo da
cascata de sinalizacdo. No terceiro e ultimo modelo, receptores ativados, localizados em

balsas de membrana distintas, podem recrutar proteinas capazes de se ligar de maneira
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cruzada com proteinas presentes em outros microdominios de membrana. Esta ligacédo
cruzada gera uma coalescéncia entre as regides de balsas de membrana, amplificando
assim moléculas de sinalizagdo e excluindo moduladores indesejaveis (Simons e
Toomre, 2000). Assim, o colesterol também modula funcGes de proteinas que estdo
localizadas nestes microdominios e participa de diversos processos de trafego de

membranas e sinalizacdo (Paila e Chattopadhyay, 2010).

Uma maneira de se estudar indiretamente a importancia das balsas de membrana
nos eventos celulares é manipulando o conteldo de colesterol, presente nestes
microdominios, atraves do uso de ciclodextrinas. As ciclodextrinas sdo oligdmeros
ciclicos formados por 6, 7 ou até 8 unidades de glicose. Tais oligossacarideos
apresentam um exterior hidrofilico e um interior hidrofébico podendo, portanto,
veicular substancias apolares em solventes polares (Davis e Brewster, 2004). As -
ciclodextrinas sdo as que apresentam maior afinidade pelo colesterol, sendo que a sua
forma metilada, a metil-beta ciclodextrina (MBCD) ¢ uma das mais utilizadas. Estudos
apontam a membrana plasmatica como o maior reservatorio de colesterol de toda a
célula (Lange, 1991). Sendo assim, a MBCD promove, majoritariamente, o sequestro de
colesterol presente na membrana plasmatica. Ademais, segundo modelos, a
permeabilidade das ciclodextrinas na membrana é pequena e tende a diminuir com o
aumento da concentracdo da ciclodextrina. Sendo assim, a possibilidade de sequestro de
colesterol de estoques intracelulares € pequena (Dahan et al., 2009). De acordo com
trabalhos publicados, estima-se que a cinética do sequestro de colesterol por
ciclodextrinas ocorra, em alguns tipos celulares, em uma dindmica modulada por dois
intervalos temporais: um mais curto, na ordem de 20 segundos, e outro mais lento na
ordem de 15-30 minutos (Yancey et al., 1996; Haynes et al., 2000). Yancey e
colaboradores propuseram, entdo, a existéncia de um pool rapido e um pool lento do
colesterol. Dessa forma, o pool répido seria representado pelo colesterol presente nas
balsas ao passo que o pool lento seria representado pelos demais reservatorios de
colesterol presentes na membrana. Eles sugeriram também que o pool lento existia uma
vez que o colesterol, localizado nas demais regifes da célula, deveria passar para o pool
rapido antes de sofrer o sequestro pela ciclodextrina. Assim, alguns pesquisadores
propuseram modelos para explicar como a ciclodextrina age no sequestro do colesterol.
Um dos modelos mais atuais e mais aceitos € o modelo de ativagdo-colisdo: neste

modelo, as moléculas de colesterol sdo ativadas por protrusdo parcial na bicamada e
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sdo, entdo, capturadas por um aceptor via colisdo ou, entdo, retornam ao seu estado
estacionario (Steck et al., 1988). Dessa forma, quando promovemos o0 sequestro de
colesterol por ciclodextrinas podemos estudar a sua importancia em eventos celulares

que ocorrem via balsas de membrana.

1.2) Balsas de membrana e citoesqueleto

Além de seu papel direto em processos de sinalizagdo celular através da
organizacdo de receptores de membrana, outros componentes lipidicos (PIP2) e
proteicos (Rho-GTPases e integrinas), que se localizam preferencialmente em balsas,
parecem também regular a interacdo da membrana plasmatica com o citoesqueleto
(revisto por Levitan & Gooch, 2007). Em 2003, Kwik e colaboradores demonstraram
que fibroblastos imortalizados oriundos de pele humana, apds tratamento com droga
sequestradora de colesterol, apresentaram reducdo de mobilidade de algumas proteinas
na membrana plasmatica sendo esta reducdo uma consequéncia da reorganizacdo do
citoesqueleto ap6s a deplecdo do colesterol. Ademais, estes pesquisadores
demonstraram que a reducdo na capacidade de difusdo de proteinas na membrana estava
relacionada a uma diminuicdo de PIP2 em consequéncia a reducdo do conteddo
colestérico, ja que quando PIP2 era sequestrado da membrana o quadro de reducéo da
movimentacdo das proteinas também era observado. Desta maneira foi proposta uma
correlacdo entre microdominios, PIP2 e citoesqueleto (Kwik et al., 2003). Sabe-se que
membros da familia de proteinas Rho, tais como Rho, Rac e CDC-42 participam da
organizacao do citoesqueleto cortical conectando este a membrana plasmatica.

A pequena guanosina trifosfatase (GTPase) Rho modula o citoesqueleto e
controla, portanto, mudancas no formato celular, extensdo e/ ou retracdo da superficie e
protrusbes e invaginacbes. Sendo assim, a proteina Rho medeia interacbes entre
membrana celular e citoesqueleto (de Curtis e Meldolesi, 2012). A proteina Rho
também esta envolvida na formacdo de fibras de estresse e pontos focais de adesdo em
fibroblastos estimulados por sinais extracelulares, tais como acido lisofosfatidico
(Amano et al., 2007). Este surgimento de fibras de estresse é precedido por fosforilagdo
da cadeia leve de miosina e € acompanhado por um aumento na contractilidade celular
(Chrzanowska-Wodnicka e Burridge, 1996). A ativacdo de Rho, portanto, leva a

formacdo de fibras de estresse. J& Rac induz ruffling de membrana e CDC 42 induz
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formacéo de filopodia (revisto por Levitan & Gooch, 2007). Del Pozzo e colaboradores
em 2004 demonstraram a localizacdo de Racl em regiGes de balsas e o papel
fundamental desta compartimentalizacdo para a funcdo dessas proteinas. Ao impedir a
internalizacdo dos microdominios pela ligacdo de gangliosidios GM1 a beads
conjugadas com a subunidade B da toxina colérica, impediu-se também a translocagéo
de Racl para o citoplasma. Ademais, ndo foi observada localizagdo em plataformas
lipidicas de Racl em células cujo conteddo de colesterol estava reduzido em
comparacdo com celulas controle (Del Pozzo, 2004). Ainda sobre a influéncia de
regides ricas em colesterol na regulacdo do citoesqueleto celular de actina, estudos
realizados por Byfield e colaboradores, em 2004, demonstraram que 0 sequestro de
colesterol de celulas endoteliais da aorta bovina provocou modificagfes nas
propriedades mecanicas destas células quando as mesmas foram submetidas a aplicacdo
de uma pressdo negativa por micropipeta. Apos a deplecéo do colesterol, as membranas
das ceélulas endoteliais apresentaram menor capacidade de deformacdo e um
correspondente aumento do coeficiente eldstico (modulo de Young) indicando um
aumento da rigidez celular (Byfield et al., 2004).

Estudos posteriores, realizados por Sun e colaboradores (2007), também
mostraram que a deplecdo de colesterol altera a interagdo da membrana com o
citoesqueleto celular, diminuindo o coeficiente de difusdo da membrana. Estudando
células endoteliais de aorta bovina esses pesquisadores realizaram o sequestro de
colesterol dessas células e, simultaneamente, com o auxilio de um microscopio de forca
atdbmica puxaram amarras (nanotubos) celulares que continham tanto membrana quanto
citoesqueleto. Fazendo isso eles conseguiam medir, diretamente, a rigidez celular, a
viscosidade efetiva da membrana e a associacdo membrana-citoesqueleto. Ademais, eles
também conseguiram medir alteracBes no coeficiente de difusdo dos lipidos na
membrana através do uso de uma sonda lipidica. Os resultados obtidos demonstram que
0 sequestro de colesterol aumentou a energia de adesdo entre membrana e citoesqueleto
e diminuiu a constante de difusdo de lipidios. Mais tarde, Qi e colaboradores (2009)
demonstraram que a deplegdo de colesterol levava a formacdo de fibras de estresse no
citoesqueleto de actina. Estes trabalhos em conjunto mostram a importancia do
colesterol na dindmica citoesqueleto-membrana e, consequentemente, na regulacdo de

processos celulares mediados pelo citoesqueleto.
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1.3) Sinaptotagminas, colesterol e exocitose de vesiculas

Sinaptotagminas s&o proteinas transmembranares que possuem um dominio N-
terminal curto e um dominio C-terminal formado por uma regido citosélica grande
contendo dois dominios de ligacdo ao célcio: o dominio C2A e o dominio C2B. Esses
dominios de ligacdo ao célcio também sd@o responsaveis pela interacdo entre as
sinaptotagminas e proteinas do complexo SNARE, mais especificamente as proteinas t-
SNARES, que sdo importantes na regulacdo de eventos relacionados a exocitose de
vesiculas (Jahn e Fasshauer, 2012). Existem, aproximadamente, 16 isoformas de
sinaptotagminas nos mamiferos e oito delas apresentam afinidades diferenciais pelo
calcio (Pang e Sudhof, 2010).

A sinaptotagmina- 7 (syt-7) participa, por exemplo, da exocitose de granulos em
celulas neuroenddcrinas cromaffin. Nessas células, a sinaptotagmina- 7 apresenta
grande afinidade pelo Ca®* e é responsavel pela cinética lenta de ligacdo a esse fon e
também de exocitose (exocitose ndo- sincronizada). J& a sinaptotagmina- 1 (syt-1), que
é a isoforma canonica da familia das sinaptotagminas, apresenta uma cinética mais
rapida de liberacdo de neutrotransmissores (exocitose sincronizada) (Schonn et al.,
2008). A sinaptotagmina-7 é expressa de forma ubigqua e é encontrada em outros tecidos
que ndo o nervoso. Essa isoforma é encontrada em lisossomos e isso foi demonstrado
pela primeira vez em células NRK e, posteriormente, em células humanas HEK293, em
fibroblastos de camundongo 3T3 e em células CHO, de hamster. A presenca de syt-7
em lisossomos € muito importante uma vez que esta organela esta envolvida em
diversos eventos exociticos Ca®*"dependentes tais como, por exemplo, o reparo de
membrana (Andews e Chakrabarti, 2005). Dessa forma, para investigarmos eventos de
exocitose de vesiculas e se 0s mesmos s&o (ou ndo regulados por Ca**) é fundamental

que estudemos a participacao das sinaptotagminas nesses eventos.

Alguns trabalhos foram feitos com o intuito de investigar a participacdo do
colesterol em eventos de exocitose de vesiculas sinapticas em células nervosas. Em
2006, Zamir e colaboradores, realizando experimentos em jungfes neuromusculares de
lagostim, verificaram que o sequestro de colesterol promovido pela incubacdo das
pernas destes animais com 10 mM de MBCD gerou diminuicdo de exocitose evocada e
essa diminuicdo deveu-se a uma hiperpolarizacdo pré-sinaptica e falha na propagacéo
do potencial de acdo. Por outro lado, a taxa dos eventos de exocitose espontaneos

aumentou e estes eventos eram independentes de Ca?* (Zamir e Charlton, 2006). Em
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2007, Wasser e colegas fizeram experimentos de exocitose de vesiculas sinapticas em
culturas de neurénios hipocampais. Neste trabalho, os pesquisadores verificaram que, ao
tratarem as células com MBCD ou com mevastatina, um inibidor da sintese do
colesterol, havia um aumento da ocorréncia de eventos de exocitose espontaneos e
também de eventos de endocitose compensatdrios. Em contrapartida, esses
pesquisadores também reportaram uma diminuicdo dos eventos evocados ou por
potencial de acdo ou por hipertonicidade (Wasser et al. 2007). Em 2009, Linetti e
colaboradores também estudaram a participacdo, ndo apenas do colesterol como
também de esfingolipidios, na exocitose de vesiculas sindpticas em neurénios. Para isso,
eles incubaram as células com fumonisina B (um inibidor da sintese de esfingolipidios)
ou com mevastatina ou &cido zaragdzico (ambos inibidores da sintese do colesterol, ou
por agirem na hidroxi-3-metil-CoA redutase 3 ou por agirem na esqualeno sintase,
respectivamente). Resultados de microscopia eletronica de transmissao mostraram que
tanto o numero quanto a morfologia das vesiculas sinapticas presentes nos botbes pré-
sindpticos permaneceram inalterados mesmo quando o colesterol era depletado dos
neurdnios. O tratamento com acido zarag6zico (mas ndo com fumonisina B) inibiram a
endocitose do corante FM1-43 e de um anticorpo anti-sinaptotagmina I. Dessa forma,
demonstraram que a exocitose evocada de vesiculas sindpticas também estava

comprometida em células com menor contetdo colestérico (Linetti et al., 2009).

Em outros sistemas celulares, alguns pesquisadores também registraram eventos
de exocitose, porém, de lisossomos, na presenca ou auséncia de colesterol. Lisossomos
sdo organelas acidicas que participam ndo somente da digestdo intracelular, mas de
diversos outros processos celulares, como autofagia, digestdo extracelular e reparo de
membrana. No reparo de membrana, uma vez que a membrana plasmatica sofre alguma
injaria, o célcio presente no meio extracelular consegue penetrar no interior da célula.
Os lisossomos, que possuem em sua membrana a sinaptotagmina- VII (syt-VIl),sdo
rapidamente deslocados para o local onde houve o rompimento da membrana e sdo
exocitados. Dessa forma, os lisossomos doam membrana para o fechamento da injdria
presente na membrana plasmatica (Tam et al., 2010). Chen e colaboradores, em 2010,
verificaram que o tratamento de fibroblastos com hidroxipropil-p ciclodextrina
provocou exocitose lisossomal dependente de Ca®* nessas células (Chen et al., 2010).
Ademais, em 2012, Xu e colaboradores também verificaram exocitose lisossomal em

células epiteliais MDCK mediante sequestro de colesterol (Xu et al., 2012). Entretanto,
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tanto nos trabalhos envolvendo vesiculas sinapticas quanto nos trabalhos envolvendo
lisossomos ndo h& uma explicacdo satisfatéria do motivo da existéncia de exocitose de
vesiculas mediante o sequestro de colesterol e, além disso, ainda ndo havia sido
investigada a participacdo direta da syt-VII nos eventos de exocitose decorrentes do
sequestro de colesterol. Dessa forma, mais estudos devem ser feitos a fim de elucidar tal
mecanismo no qual organelas intracitoplasmaticas sdo secretadas mediante deplecdo do

colesterol da membrana plasmética.

1.4) Microdominios de membrana e a sua interacdo com patdgenos

Além de suas funcGes celulares fisiologicas, estes microdominios de membrana
podem funcionar como pontos importantes para a entrada de patdgenos na célula, dentre
eles: virus, bactérias e também alguns protozoérios (Incardona & Eaton, 2000; Lafont &
van der Goot, 2005; Mafies et al., 2003, Vieira et al., 2010).

Com relacdo a infeccdo viral, o envolvimento de microdominios de membrana
ocorre nos trés estagios principais da infeccdo: entrada, montagem e brotamento
(Soumalainen, 2002; Lu et al., 2008). Dentre os virus ndo-envelopados, um dos mais
estudados quanto a sua entrada via balsas é o virus SV40 (Virus Simio 40). A infec¢édo
pelo virus SV40 tem inicio quando ele se liga a moléculas de MHC do tipo | (Chazal &
Gerlier, 2003). Ap0s esta ligacdo, 0 SV40 se associa diretamente a cavéolas levando a
perda de fibras de estresse de actina e ao aparecimento de caudas de actina emanando da
cavéola que envolve o virus (Pelkmans et al., 2002). Em seguida, a cavéola (contendo o
virus) é direcionada para o reticulo endoplasmatico onde o virus é desmontado e o
processo infectivo prossegue (Chazal & Gerlier, 2003). Virus envelopados também
dependem dos microdominios de membrana para o processo de internalizagdo e fusdo
(Takahashi & Suzuki, 2011). A entrada dos virus envelopados envolve ancoragem e
aproximacgdo entre o patégeno e a membrana da célula hospedeira. Com o aumento
desta aproximacéo ocorre fusdo entre as membranas do virus e da célula permitindo a
entrada do material genético viral. Este processo de fusdo entre as membranas do
envelope viral e da célula hospedeira requer conversdo das glicoproteinas do envelope
viral da sua forma nativa (Ev1) para a sua forma ativada por fusdo (Chazal & Gerlier,
2003). As glicoproteinas de diversos virus envelopados, dentre eles o HIV, associam-se

a microdominios de membrana durante os estagios iniciais de infec¢do (revisto por
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Vieira et al., 2010). Estagios mais tardios da infeccdo viral sdo caracterizados pela
organizacdo dos componentes virais em virions, maturacdo dos mesmos em particulas
virais e a liberagdo dessas particulas virais através do processo de brotamento (revisto
por Vieira et al., 2010). O virus HIV é empacotado em um envelope lipidico contendo
colesterol e esfingolipidios e isso sugere a participacdo das balsas em processos mais
tardios da infeccdo viral por este patdgeno (Campbell et al., 2001). Ao contrério dos
virus ndo-envelopados, que saem da célula hospedeira por ruptura da membrana
plasmatica da mesma, os virus envelopados deixam a célula hospedeira através de um
processo conhecido como brotamento. Neste processo, a membrana da célula
hospedeira fornece membrana para a formagéo envelope viral (Chazal & Gerlier, 2003).
Estudos demonstram que a composicao lipidica deste envelope viral ndo € aleatoria uma
vez que glicoproteinas virais redirecionam o virus para locais determinados onde
ocorrerdo 0s processos de montagem e brotamento (Garoff et al., 1998). Evidéncias
demonstram que o processo de brotamento de particulas virais de HIV ocorre em
plataformas lipidicas (Campbell et al., 2001). Nesta etapa, o0 HIV incorpora proteinas
regulatérias do complemento residente em balsas as quais permanecem funcionalmente
ativas no envelope viral gerando uma regulacdo para menos da cascata do complemento
(Maries et al., 2003; Riethmuller et al., 2006 ).

A participacdo de microdominios na internalizacdo de bactérias abrange grande
diversidade de espécies bacterianas (revisto por Vieira et al., 2010, Riethmller et al.,
2006 ). Uma das bactérias mais comuns e que causa infec¢Bes tanto no trato urinario
quanto no digestério é a Escherichia coli. A E. coli entra nas células epiteliais via uma
proteina denominada FimH adesina, um dominio de ligagdo a manose presente nas
fimbrias dessa bactéria (Shin et al., 2000). FimH se liga a CD48 e desencadeia a
formacdo de fagossomos contendo a E. coli, as quais conseguem escapar da via
endocitica. Desta forma, os fagossomos ndo se fundem a lisossomos e as bactérias
podem sobreviver e replicar no interior de vesiculas na célula hospedeira. A
internalizacdo de E. coli via FimH ocorre através da aglutinagdo de balsas formando
plataformas (Shin et al., 2000). Como E. coli se liga a CD48, uma proteina ligada a GPI
que reside em balsas, é possivel que seja a ligagdo a CD48 que intensifica o processo de
clusterizacdo das mesmas durante o processo de entrada (Shin et al., 2000). Ja foi
demonstrado que a deplecédo do colesterol ou da sintese do mesmo em células diminui a

entrada de E. coli mediada por FimH, o que reforca a dependéncia dos microdominios
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de membrana na entrada desta bactéria (Shin et al., 2000). Dados semelhantes também
foram obtidos durante a interacéo de E. coli com células uro-epiteliais, a qual é mediada
pela ligacdo de FimH a uroplaquina-1a, uma proteina presente na porcdo luminal de
células da bexiga (Duncan et al., 2004). A proteina uroplaquina-1a localiza-se em balsas
e promove a internalizacdo da E. coli em celulas uroepiteliais através da modificacao e
clusterizagdo de microdominios. O tratamento dessas células uroepiteliais com drogas
que interferem no metabolismo do colesterol diminuem consideravelmente a
internalizacdo da E. coli, reforcando assim a participacdo das balsas na entrada desta

bactérias nas vias urinarias (Duncan et al., 2004).

A entrada de alguns protozoarios também ocorre via plataformas de membrana
(revisto por Vieira et al., 2010). Dentre eles, podemos citar o tripanossomatideo
Leishmania (Pucadyil et al., 2004). Este parasito é capaz de entrar, sobreviver e
proliferar em macréfagos (Alexander & Russel, 1992). Leishmania donovani é o agente
causador da leishmaniose visceral. Os lipofosfoglicanos (LPG) de L. donovani
constituem os maiores glicoconjugados presentes nos promastigotas de Leishmania e
sdo essenciais no estabelecimento da infec¢cdo em macréfagos. Os LPG sdo formados
por um polimero de unidades Galp1,4Mana-PO, repetidas que se liga @ membrana por
uma ancora de lisofosfatidilinositol. O LPG é transferido do parasito para a membrana
do macréfago durante a fagocitose e induz o acimulo de actina-F perifagossomal, sendo
esta etapa correlacionada a inibicdo da maturacdo do fagossomo. As propriedades
biofisicas dos LPG sugerem que, durante o processo de infeccdo, eles se intercalem nas
balsas presentes nos macréfagos dos hospedeiros. Estudos realizados demonstram que a
ruptura dos microdominios aboliu os efeitos do LPG tanto na polimerizagdo de actina
guanto no processo de maturacdo do fagossomo, indicando, portanto, uma participacdo
importante desses microdominios de membrana no estabelecimento da infeccdo pela L.

donovani. (Winberg et al., 2008, revisto por Vieira et al., 2010).

Alguns trabalhos mostraram que dominios ricos em colesterol estdo, de alguma
forma, também envolvidos com a entrada do protozoario T. cruzi na célula hospedeira
(Barrias, et al., 2007; Fernandes et al., 2007). De acordo com estes autores, a presenga
de dominios ricos em colesterol na membrana da célula hospedeira contribui de forma
significativa para a infectividade das formas tripomastigota metaciclica e amastigota
extracelular em células fagociticas ndo-profissionais, do tipo Vero e HelLa (Fernandes et

al., 2007), ou da forma tripomastigota de cultura em fagdcitos, como o macréfago
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(Barrias et al., 2007). Estes autores ndo s6 demonstraram que marcadores de balsas se
co-localizavam com o parasito nos sitios de invasdo, mas também que o tratamento
prévio da célula hospedeira com drogas capazes de sequestrar o colesterol de membrana
levava a uma diminuicdo da entrada do parasito na célula. Alem disso, Fernandes e
colaboradores (2007) mostraram que a prévia incubacdo da célula hospedeira com a
subunidade B da toxina colérica (CTXb), que se liga a gangliosidios de membrana
presentes nos microdominios, também era capaz de diminuir a entrada do T. cruzi,

correlacionando estes dominios de membrana com o processo de invasdo deste parasito.

1.5) O Trypanosoma cruzi e a doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi, parasito intracelular obrigatorio e agente etiolégico da
doenca de Chagas, é responsavel pelo estabelecimento e desenvolvimento de infec¢do

cronica e debilitante em seres humanos.

Durante seu ciclo de vida, o parasito infecta tanto hospedeiros invertebrados

quanto vertebrados e estabelece os ciclos silvestre e doméstico. No ciclo silvestre,

durante a fase no hospedeiro invertebrado, o T. cruzi passa por diversas modificacoes
morfolégicas. Inicialmente, a forma tripomastigota sanguinea ingerida pelo inseto vetor
se transforma na forma epimastigota na porcao inicial do intestino. Em seguida, no
intestino posterior, através do processo de metaciclogénese, ele se transforma em
tripomastigota metaciclico. Esta forma é a liberada nas fezes e urina do vetor. Desta
maneira, 0S parasitos presentes nos excrementos do vetor, ao entrarem em contato com
a pele lesada ou com a mucosa do hospedeiro vertebrado, sdo capazes de invadir as
células deste tecido e iniciar o processo infectivo. No interior das células, os
tripomastigotas se transformam em amastigotas que se replicam via divisdo binaria por
aproximadamente nove geracdes. Por fim a célula, repleta de formas tripomastigotas, se
rompe e libera os parasitos para continuarem a infeccdo (Revisto por Tyler & Engman,
2001 e por Brener, 1973). Todo este processo, desde a invasdo até multiplicacdo
intracelular e liberacdo de novos parasitos, pode durar de quatro a cinco dias (Revisto
por Burleigh & Andrews, 1995b e Andrade & Andrews, 2005).

O ciclo doméstico do parasito ocorre quando vetor e seres humanos/animais

domésticos ocupam uma mesma habitacdo (Revisto por Prata, 2001). De acordo com
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estudos estatisticos apresentados pela Organizacdo Mundial da Saude (WHO-Technical
Report Series, 905 apud Dias, 2007), a doenca de Chagas afeta em torno de 15-17
milhdes de pessoas na América Latina e estima-se que atualmente em torno de 100
milhGes de pessoas compbem a faixa de risco de contracdo da doenca (Coura & Borges-
Pereira, 2010). A transmissdo vetorial é a forma natural de infeccdo pelo parasito. O
homem ainda pode adquirir o parasito através de outros mecanismos, tais como:
transfusdo de sangue total ou de derivados sanguineos (10% dos casos - maior rota de
transmissdo nas zonas urbanas) (Prata, 2001) e transmissdo congénita (mais de 15.000
casos por ano s6 nas areas endémicas) (Carlier, 2011). Existem também microepidemias
em regides ndo-endémicas como, por exemplo, contaminagédo via oral por ingestdo de
caldo de cana ou suco de agai contaminados com fezes do triatomineo (Prata, 2001),
além de contaminacOes acidentais em laboratorio e a contaminacdo via transplante de
orgdos (Prata, 2001).

A infeccdo nos seres humanos é dividida em duas fases: fase aguda e fase

crbnica. A primeira € caracterizada por alta parasitemia e alto parasitismo tecidual. No
entanto, na maioria dos pacientes, a fase aguda estabelece-se despercebida devido a
escassez de manifestacdes clinicas caracteristicas da doenca (revisto por Prata, 2001 e
Teixeira et al., 2006). Apds um intervalo de dois a quatro meses da fase aguda tem
inicio a fase crbnica. Esta é caracterizada por baixa parasitemia e baixo parasitismo
tecidual. A fase cronica passa por uma forma assintomatica que pode persistir por dez a
trinta anos ou ao longo de toda a vida do individuo infectado. Entretanto, alguns destes
pacientes, podem evoluir para quadros mais graves caracterizados por acometimentos
cardiaco, digestivo ou cardio-digestivo (revisto por Prata, 2001 e Teixeira et al., 2006).
A prevaléncia e severidade das diversas formas clinicas da doenca de Chagas podem
variar e a causa desta variabilidade ainda nao esta totalmente elucidada (Prata, 2001). A
existéncia de uma distribuicdo tecidual diferencial de cepas de T. cruzi, tanto em
humanos como em infecgdes experimentais, depende de aspectos tanto do hospedeiro
quanto do parasito (Vago et al.,2000; Andrade et al. 1999; Andrade et al. 2002; Freitas
et al.,, 2009 and Andrade et al., 2010 ) e certamente contribui para este quadro.
Entretanto, os mecanismos que desencadeiam este processo de sele¢do ainda néo sdo

totalmente compreendidos.
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Na tentativa de elucidar os mecanismos envolvidos na patogenicidade da doenca
de Chagas uma série de estudos tem sido desenvolvida sob o ponto de vista da biologia
celular do parasito.

1.6) Trypanosoma cruzi: sinalizacéo e vias de invasao

No inicio da década de 1990, estudos trouxeram novos e importantes achados
acerca da interacao entre o T. cruzi e células fagociticas ndo-profissionais. Utilizando
tratamento com citocalasina-D, uma droga que interfere na polimerizacdo da actina,
Schenkman e colaboradores (Schenkman et al. 1991b) verificaram que a entrada do T.
cruzi em células fagociticas ndo-profissionais era um processo independente do
citoesqueleto cortical de actina. Ademais, esses mesmos pesquisadores verificaram que
a internalizacdo das formas tripomastigotas era um processo ativo independente da forca
motriz realizada pelo citoesqueleto cortical da célula hospedeira (Schenkman et al.
1991b).

No ano seguinte, 0 mesmo grupo de pesquisadores realizou outros experimentos
com celulas HeLa (célula humana derivada de um adenocarcinoma cervical) e verificou
a formacdo de protrusdes de membrana plasmética em torno do parasito ancorado
mesmo apos incubacdo das células com citocalasina D, sugerindo a associacéo de actina
com outras moléculas presentes na membrana, processo desencadeado pela interacédo
entre o parasito e a superficie celular (Schenkman et al., 1992). Sendo assim, haveria a
formacdo de associacOes estaveis entre parasito e célula hospedeira nas quais a
participacdo ativa dos tripomastigotas em movimento promoveria a internalizacdo dos
mesmos através de um mecanismo conhecido como auto-fechamento (self-zippering)
(Schenkman et al., 1992).

Também no mesmo ano de 1992, Tardieux e colaboradores demonstraram que o
recrutamento e a fusdo de lisossomos eram eventos iniciais importantes durante o
processo de invasdo do parasito na célula hospedeira. Esta era, portanto, uma via nova
de invaséo, na qual os lisossomos surgiam como pecas-chave, doando membrana para a
formagdo do vacuolo parasitdéforo, concomitante ao processo de internalizacdo dos
tripomastigotas do T. cruzi. Mais tarde, estes mesmo autores (Tardieux et al., 1994)

demonstraram que o processo de invasdo envolvia sinalizacdo de célcio intracelular
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dependente de ativacdo de receptor acoplado a proteina G, ja que o tratamento das
celulas com toxina Pertussis levava & uma diminuicdo do nUmero de parasitos
internalizados. Estudos publicados por Rodriguez e colaboradores (1996) também
demonstraram a importancia de microtibulos na movimentacdo e recrutamento de
lisossomos durante o processo de invasdo do parasito na célula alvo. Mais tarde foi
demonstrado que ap6s mobilizacdo e recrutamento, os lisossomos se fundiam a
membrana plasmatica em um processo dependente de Ca®* e regulado através da
atividade de um sensor de célcio associado a proteinas de fusdo, presente na membrana

lisossomal, denominado Sinaptotagmina VI (Syt VII). (Caler et al., 2001).

Em 2003, Woolsey e colaboradores verificaram a existéncia de uma via
alternativa de entrada do parasito na célula hospedeira. Nesta via, o vactolo parasitoforo
era formado primeiramente por membrana plasméatica e posteriormente adquiria
marcadores lisossomais através de um processo independente da maturacdo usual do
fagolisossomo. As duas vias eram distinguidas através da sensibilidade diferencial a
inibidores da PI-3 cinase tal como a wortmanina. O tratamento com a wortmannina
impedia a ocorréncia da via dependente de lisossomo ao passo que parte da invasao
mediada pela invaginacdo da membrana plasmatica ainda permanecia. Estes autores
também mostraram que, assim como a entrada por via lisossomal, a entrada via
membrana plasmaética era independente da polimerizacdo de actina (Woolsey et al.,
2003).

Outros estudos ainda mais recentes verificaram que a via de entrada pela
membrana plasmatica s6 seria viavel com a associacdo e a fusdo de lisossomos ao
vacuolo parasitoforo (Andrade et al. 2004), sem as quais 0s tripomastigotas
gradualmente escapariam das células hospedeiras. Sob este ponto de vista, a invasao dos
parasitos nas células poderia ocorrer através da fusdo com lisossomos ou no sitio de
adesdo do parasito a membrana plasmatica ou ap6s a invaginacdo da mesma.

Mais tarde foi demonstrado, em estudos utilizando camundongos deficientes
para Syt VII, que a entrada do T. cruzi em fibroblastos priméarios parecia ser
independente da fusdo de lisossomos na superficie celular e sim dependente da fuséo
que ocorre logo apés a invaginacdo da membrana (Chakrabarty et al., 2005). Nestas
células ndo foi observada uma diminuicdo na taxa de invasdo celular apos tratamento
com wortmannina como era observado para as células tipo selvagem. A taxa de invasédo

em células Syt VII knock out era, por sua vez, compativel com a taxa de entrada nas
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células tipo selvagem apos tratamento com wortmannina, indicando que a fusdo dos
lisossomos apds a invaginagdo da membrana ocorria por um processo distinto da fuséo
na superficie celular. Estes autores, entdo, postularam que Syt VI1I poderia ser necesséaria
para ultrapassar a barreira formada pelo citoesqueleto cortical de actina, sendo
dispensavel quando este obstaculo era quebrado durante a invaginacdo da membrana
plasmaética celular (Chakrabarty et al., 2005).

O modelo mais recente de entrada de tripomastigotas de cultura de tecidos
(TCTs) em células fagociticas nao-profissionais foi proposto por Fernandes e
colaboradores em 2011. De acordo com este estudo, os parasitos ndo sé estimulam
receptores presentes na membrana da célula hospedeira, mas também causam pequenas
injurias na membrana plasméatica das células hospedeiras em momentos prévios a
infeccdo. Tais injdrias, de acordo com estudos anteriores realizados por Tam e
colaboradores (Tam et al., 2010), aumentam a permeabilidade da membrana a fons Ca**
oriundos do meio extracelular que, ao entrarem em contato com o meio intracelular,
recrutam lisossomos para o sitio de lesdo na membrana plasmatica. Os lisossomos
recrutados fundem-se com a membrana plasmatica e, no processo de exocitose,
secretam para 0 meio extracelular a enzima esfingomielinase &cida, a qual cliva o grupo
cabeca fosforilcolina presente na esfingomielina, um lipidio abundante na por¢do
externa da membrana plasméatica. Como produto desta clivagem tem-se a ceramida, 0
qual tende a coalescer e formar regifes de depressdo na membrana que se destacam
formando vesiculas intracelulares, em um mecanismo de endocitose compensatoria.
Sendo assim, quando o T. cruzi entra em contato com a célula ele estimula receptores
especificos, levando & liberagdo de Ca?* de estoques intracelulares, e gera microfissuras
na membrana, permitindo o influxo de Ca** do meio extracelular. O aumento de Ca**
induz a exocitose da esfingomielinase e a endocitose compensatoria, através da qual o
parasito tem acesso ao interior celular e pode dar continuidade ao processo de infeccao.
Durante este processo, mais vesiculas lisossomais se fundem ao vacuolo parasitoforo
recém-formado, até que todo o vacuolo esteja recoberto com marcadores lisossomais.
(Fernandes et al., 2011).

ApoOs a entrada na célula, com formagdo do vactolo parasitoforo contendo
membrana lisossomal, o parasito tem que escapar para o citosol celular a fim de se
transformar em amastigota e iniciar seu processo de replicacdo. O escape do vacuolo

ocorre devido & secre¢do pelo parasito, em pH baixo, de uma proteina capaz de se
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polimerizar e formar um poro, denominada Tc-Tox (Ley et al., 1990). Uma vez no
citosol da célula hospedeira, os amastigotas se replicardo, se diferenciardo em
tripomastigotas e estes, ap6s romperem a célula continuardo o ciclo de infeccdo

invadindo outras células hospedeiras.

Justificativa

Alguns trabalhos vém mostrando nos ultimos anos que a deplecao do colesterol
de membrana em alguns tipos celulares, tais como células endoteliais, fibroblastos
humanos e osteoblastos de linhagem, gera modificagdes no citoesqueleto de actina
dessas células (Byfield et al., 2004; Kwik et al., 2003; Sun et al., 2007 e Qi et al.,
2009). As modificacBes no citoesqueleto estdo relacionadas ao aumento de fibras de
estresse (Qi et al., 2009), a desorganizacdo de PIP2 na membrana (Kwik et al., 2003) e

ao aumento de pontos de adesdo focal (Norman et al., 2010).

Em geral, células com menor quantidade de colesterol tendem a apresentar uma
maior rigidez. Estudos realizados utilizando-se diferentes metodologias, tais como
extracdo de amarras celulares por microscopia de forca atdbmica (Sun et al., 2007) ou
aspiracdo por micropipeta (Byfiled et al., 2004) demostraram um aumento do moédulo
de Young dessas células depletadas em comparacdo com células controle, bem como
uma diminuicdo da deformabilidade das mesmas. Ja Sun e colaboradores demonstraram
um aumento da adesdo entre membrana e citoesqueleto nas células com menor conteido
colestérico. Dessa forma, na maioria dos tipos celulares, a reducéo do colesterol parece

aumentar a rigidez celular.

Ademais, alguns trabalhos publicados demonstraram que o aumento da tensédo
superficial de membranas celulares, ou por espraiamento das células em substratos ou
por exposicao dessas células a solucbes hipotonicas, por exemplo (Raucher e Sheetz,
1999; Morris e Homann, 2001) levava a um aumento de exocitose de vesiculas
intracitoplasmaticas, ndo determinadas, as quais doavam membrana para a membrana

plasmaética nesse processo de secrecdo, diminuindo assim a tensdo superficial local.

Sendo assim, neste trabalho, propusemos analisar mudancas tanto estruturais de
células fixadas quanto mudancas na mecéanica e dindmica celulares por técnicas ineditas

nesta area, tais como extracdo de amarras celulares por pingamento éptico seguida por

28



Introducéo e Justificativa

medida do raio da amarra por microscopia eletrénica de varredura e microscopia de
desfocalizacdo (uma técnica desenvolvida por membros do Laboratério de Fisica
Bioldgica da Universidade de Minas Gerais) em células que tiveram seu conteudo de
colesterol de membrana diminuido. Através dessas técnicas nos propusemos a medir
propriedades mecanicas tais como rigidez de flexdo, tensdo superficial, tempo de
relaxacdo e amplitude de relaxacdo de oscilagdes nas bordas celulares. Como alteracfes
na tensdo superficial podem gerar exocitose de vesiculas, nos propusemos também a
investigar detalhadamente a origem de tais vesiculas. Sendo assim, nos direcionamos a
verificar se tais organelas seriam lisossomos uma vez que tais vesiculas acidicas estdo
envolvidas em diversos eventos exociticos, dentre eles reparo de membrana (Andews e
Chakrabarti, 2005).

Uma vez que o citoesqueleto de actina e a exocitose de vesiculas lisossomais séo
importantes durante o processo de entrada do T. cruzi na célula hospedeira e ha
evidéncias na literatura da participacdo do colesterol nos primeiros estagios da entrada
deste parasito (Barrias et al., 2007 e Fernandes et al., 2007), nos propusemos a avaliar a
importancia do colesterol e dos microdominios na inter-relacdo parasito — membrana,
avaliando sua influéncia sobre lisossomos e citoesqueleto durante o processo de invasao

pelo parasito
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2) OBJETIVOS

2.1) Objetivo geral
Avaliar os efeitos do sequestro de colesterol sobre a dinamica de membrana

celular e sua correlagdo com a entrada de formas tripomastigotas do Trypanosoma cruzi

em sua célula hospedeira.

2.2) Objetivos especificos

2.2.1) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de membrana de células em

cultura sobre a distribuicdo de microdominios de membrana;

2.2.2) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de células em cultura sobre a

organizacdo do citoesqueleto cortical de actina;

2.2.3) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de células em cultura sobre
possiveis alteracBes estruturais (mecanicas e dindmicas) na membrana e no

citoesqueleto;

2.2.4) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de células em cultura sobre 0s

eventos de exocitose lisossomal;

2.2.5) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de membrana de células em

cultura na infeccdo pelo T. cruzi;
2.2.6) Avaliar o efeito do sequestro do colesterol de membrana de células em

cultura sobre a associacdo do T. cruzi com vesiculas lisossomais durante o processo de

internalizacédo do parasito;
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3) MATERIAIS E METODOS

3.1) Células de linhagem continua

Linhagens de fibroblastos WTCL3 originalmente isoladas de embrides de
camundongo C57BL/6 e imortalizadas, (gentilmente cedidas pelo Dr. Paul Saftig/Kiel
Universitat - Alemanha), foram mantidas em meio de cultura DMEM (Dulbecco’s
Modified Eagle’s Medium) suplementado com 10% de soro fetal bovino, 1% de

penicilina/estreptomicina e 1% de glutamina.

Para ensaios experimentais, os fibroblastos, 80% confluentes em garrafas de 25
cm 2, foram quimicamente dissociados por solugdo de tripsina/ EDTA Gibco™ 0,05% ,
ressuspendidos em meio no qual foram cultivados, contados em camara de Neubauer e
semeados. Para os ensaios com células vivas (microscopia de desfocalizacdo ou
extracdo de amarras) as células foram plaqueadas em placas individuais de 35mm,
contendo laminula de vidro quadrada de 18mm no fundo, em uma densidade de 1,0 x 10
*/mL. Para os ensaios de marcagdo do citoesqueleto, os fibroblastos foram plaqueados

em placas de 24 pocos, com laminula no fundo, numa densidade de 5,0 x 10* células/

POCO.

3.2) Cultura primaria de cardiomiocitos murinos neonatos

Cada cultura primaria de cardiomiocitos foi preparada a partir de
aproximadamente 15 camundongos neonatos da linhagem Swiss com idades entre 1 e 3
dias, fornecidos pelo Centro de Bioterismo (CEBIO) do Instituto de Ciéncias Bioldgicas
da Universidade Federal de Minas Gerais (ICB/UFMG). Em todos os procedimentos 0s
animais foram limpos com solucéo de alcool iodado a 1%, sacrificados por decapitacdo
e seus coragdes foram removidos atraves de corte realizado ao longo do 0sso esterno
(Protocolo de aprovacdo no CETEA/UFMG 45/2009). Os coragdes removidos foram
transferidos imediatamente para uma solucdo-tampdo gelada de HBSS (Hank's
Balanced Salt Solution) (Sigma- Aldrich ®) estéril (pH 7.4). Com o0 objetivo de

diminuir a contaminagdo da cultura primaria por outros tipos celulares, as auriculas de
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todos os coragcbes foram removidas, em lamina escavada, com o auxilio de um bisturi e
de uma pinca. Apés a retirada das auriculas, os cora¢fes foram submetidos a seis
lavagens consecutivas, em HBSS gelado, a fim de remover hemécias e demais
contaminantes. Ao final da sexta lavagem, cada coracdo foi cortado em pequenos
pedacos de aproximadamente 2,0 mm?, os quais foram, em seguida, transferidos para
uma solucdo enzimatica contendo 7,0 mL de HBSS e 1mL de tripsina/ EDTA
(ethylenediamine tetraacetic acid) Gibco™ 0,25%. Os coragdes picotados
permaneceram nessa solugdo enzimatica por, no minimo, 16 horas em geladeira, sob

agitacdo, em homogeneizador de tubos longitudinal.

Apo6s a primeira etapa de digestdo enzimatica com tripsina, foi adicionado a
solugcdo 1 mL de Soybean Trypsin Inhibitor (Worthington) a 2mg/ mL possibilitando
assim a inativacdo da tripsina. Apés 5 minutos da adicdo do inibidor de tripsina,
acrescentou-se a solucdo, contendo os coracGes parcialmente digeridos, 5 mL de
colagenase tipo Il (Worthington) a 1mg/ mL, diluida em meio Leibovitz 15 (L-15)
(Sigma- Aldrich ®). Apo6s a adicdo da colagenase, a preparacdo foi incubada por 40
minutos a temperatura ambiente, sob constante agitacdo, em homogeneizador
longitudinal. Finda esta etapa, os tecidos digeridos, ap0s repouso de 5 minutos,
sofreram dissociacdo mecanica por pipetagem em refluxos com velocidade aproximada
de 1 mL/s por 10 vezes. Caso ainda existissem grumos de tecido, novos ciclos de
dissociacdo mecanica eram realizados (no maximo dois) respeitando um intervalo
minimo de 5 minutos entre eles. Apds o processo de dissociacdo mecanica, a solucao
contendo as células foi filtrada em cell strainer com abertura de poro de 70 pm.
Terminada esta etapa de separacdo celular, a solu¢do permaneceu em repouso por 40
minutos e, em seguida, foi submetida a uma centrifugacédo por 4 minutos a 313,32 g. O
pellet celular foi ressuspendido em meio DMEM High Glucose (Gibco ™)
suplementado com 10% de soro fetal bovino (Gibco ™) e 1% de solugdo penicilina/
estreptomicina contendo 10000 U/mL e 10000 pg/mL, respectivamente (Gibco ™). A
solucdo celular foi submetida a pré-plagueamento, em garrafa de 75 cm? , por um
periodo de 2 horas, para permitir a adesdo diferencial de fibroblastos e demais células
contaminantes permitindo assim a purificagdo das células musculares cardiacas (Sreejit
et al., 2008). Durante o processo de pre-plagueamento as células foram mantidas em
incubadora umida a 37°C com atmosfera de 5% CO,.
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Ao término do pré-plagueamento o meio contendo as células ndo aderidas, em
sua maioria cardiomidécitos, foi coletado gentilmente e colocado em estufa, num tubo
Falcon de 15 mL, até o momento do plaqueamento. Para determinacdo do nimero de
cardiomidcitos viaveis, 50 pL da suspensdo de células foi coletado e a este volume foi
adicionado 50 pL de corante vital azul de tripan. As células vidveis ndo coradas foram
contadas nos quadrantes externos de uma camara de Neubauer (sendo o valor final a
média dos quatro quadrantes) e o valor resultante foi multiplicado pelo fator de diluicdo
(dois) e pelo fator de correcdo da camara (1x10%), para obtencdo do nlmero de

células/ml.

Para o plaqueamento definitivo das células foram usadas placas de cultura de 24
pogos contendo laminulas redondas de 13 mm (uma por poco), previamente tratadas
com fibronectina (0,01 mg/ mL) por no minimo 2 horas a 37°C. As células foram entéo
retiradas da estufa, homogeneizadas levemente e plaqueadas numa densidade de 1,0 x
10° células/pogo. Apés o plagueamento as células foram mantidas em estufa de CO;
(5%), a 37°C por trés dias até a completa adesdo celular. No terceiro dia de cultura, o
meio antigo de cada poco foi retirado e cada um deles foi lavado, por duas vezes, com
solucdo de PBS+/+ (PBS suplementado com 1,2 mM de CaCl, e 1,0 mM de MgCl,),
aquecida a 37°C, para a retirada de restos celulares e hemacias. Novo meio DMEM
High Glucose, com a mesma suplementacdo descrita previamente, foi adicionado. As
células foram mantidas em estufa umida climatizada (37°C e CO, a 5%) por até seis

dias (tempo maximo no qual a cultura foi mantida antes dos ensaios experimentais).

3.3) Sequestro e reposicao de colesterol

Para deplecdo de colesterol, as células plaqueadas (fibroblastos ou
cardiomidcitos) foram lavadas duas vezes com PBS +/+ (PBS suplementado com célcio
e magnésio), para retirada de vestigios de soro e eventuais metabolitos celulares, e
incubadas, a 37°C por 45 minutos, com meio DMEM sem soro contendo MBCD nas
concentragdes de 5,0; 10 ou 15 mM. Como controle, as células foram tratadas com meio
DMEM sem soro contendo HyCD (uma ciclodextrina semelhante ao MBCD, porém
com menor afinidade pelo colesterol) nas mesmas concentragdes. Durante todo o
tratamento as células foram mantidas em incubadora umida e climatizada (37°C, 5%

CO,). As concentragdes utilizadas e o tempo de incubacdo com as drogas foram
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estabelecidos de acordo com dados prévios disponiveis na literatura (Fernandes et al.,
2007; Barrias et al., 2007).

Para reposicao do colesterol sequestrado, os cardiomiocitos pré-tratados com 15
mM MBCD (Sigma- Aldrich ®) foram incubados em meio DMEM sem soro contendo
0,05 mM de solucéo de colesterol soluvel em agua (WSC- Water Soluble Cholesterol)
(Sigma- Aldrich ®) por 30 minutos. Durante a reposicdo as células foram também
mantidas na incubadora. Apds os tratamentos as células foram lavadas duas vezes com

PBS +/+ previamente aos demais experimentos.

3.4) Marcacao com Filipina e Toxina Colérica fluorescente

Apobs o0 sequestro e reposicdo do colesterol, os cardiomidcitos foram fixados,
lavados com PBS e submetidos a marcacdo ou com Filipina Il (Sigma- Aldrich ®),
para andlise do colesterol de membrana, ou com a subunidade B da toxina colérica
conjugada com Alexa Fluor ® 488 (CTXDb) (Invitrogen), para analise das regides de
balsas de membrana, de acordo com protocolo descrito anteriormente (Fernandes et al.,
2007). Brevemente, para a marcagdo com CTXb, as células fixadas foram
permeabilizadas, por 15 minutos, com solu¢cdo PGN (PBS/ gelatina a 0,15% e azida
sodica a 0,1%) contendo 0,1 % de saponina. Apos esta etapa, as células foram marcadas
com CTXb (1 pg/mL) diluido em PGN por 30 minutos. Ap6s a marcagéo, as células
foram examinadas em microscopio confocal Olympus FV300 / WX61WI com objetiva
de 60 X/ 0,7 N.A. As imagens foram coletadas pela profa. Ana Maria de Paula, do
Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas Gerais, em colabora¢do com
0 nosso grupo de pesquisa. As imagens foram analisadas usando o software Fluoview
versdo 5.0. Para a marcagdo com a Filipina 11l foram utilizados dois protocolos. A fim
de visualizarmos qualitativamente a distribuicdo do colesterol na membrana plasmatica,
os cardiomidcitos tratados e fixados foram marcados tanto com Filipina Il (para
deteccdo do colesterol) (100 ng/ mL in PGN, por 1 hora a temperatura ambiente) quanto
com DAPI (marcador nuclear) e visualizados em microscopio de fluorescéncia comum
Zeiss Axioplan equipado com camera HRC controlada pelo software Axiovision
(Zeiss). Para os ensaios quantitativos de deplecdo/ retorno do colesterol, apenas a
Filipina Il foi utilizada. Neste caso, foram coletadas imagens de 10 campos/ laminula

com o auxilio de uma objetiva de imersdo em ¢6leo (100x, abertura numérica 1,3)
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mantendo constantes tanto o tempo de exposi¢cdo da CCD quanto a intensidade de
iluminacdo na amostra. Apés coletadas, as imagens foram analisadas no programa

ImageJ (National Institutes of Health) (http://rsb.info.nih.gov/ij/) para quantificacdo da

fluorescéncia. Para isso foram escolhidas, em cada imagem, quatro areas retangulares
iguais e para cada uma dessas areas foi medida a intensidade de fluorescéncia. Esses
valores foram, entdo, usados para o calculo da fluorescéncia média de cada imagem e,

posteriormente, de cada grupo experimental.

3.5) Quantificacéo do colesterol

A fim de quantificarmos a quantidade de colesterol presente nos fibroblastos
controle ou tratados com 5 ou 10 mM de MBCD, as células foram lavadas com PBS
+/+, para a retirada da ciclodextrina, e, em seguida, incubadas com PBS contendo
0.02% de EDTA (PBS- EDTA) por 5 minutos, a 37°C, 5% CO, para destacarmos as
celulas de seu substrato. Em seguida, os fibroblastos foram coletados e lisados, por 1
hora e 30 minutos, a 4°C, sob leve agitacdo, em solucdo-tampéao contendo 100 mM Tris-
HCI (pH 8.0), 150 mM NaCl, 2 mM MgCl,, 1% Triton X-100, 5 mM iodoacetamide,
0.025% NaNs, 1 mM PMSF, 1 mM di-isopropylfluorophosphate e 0.02 U/mL de
aprotinina. Apo6s a lise, uma pequena por¢do dos extratos celulares de cada grupo foi
coletada para quantificacdo de proteina usando o método de Bradford (Bradford, 1976).
O restante das amostras foi submetido a extracdo de lipidios pelo método de Folch
(Folch et al., 1956). Resumidamente, os extratos foram diluidos na razdo (8:4:3) de
cloroférmio: metanol: amostra. Apds misturarmos os solventes e as amostras, 0s tubos
permaneceram em repouso por 5 minutos. O préximo passo foi descartar a fase superior
(aquosa) e secar a fase inferior (organica) com o auxilio de N,. Os lipidios secos foram,
entdo, submetidos a quantificacdo de colesterol usando o Amplex Red Cholesterol
Assay Kit (Invitrogen), de acordo com as instrugdes do fabricante. Estes experimentos
de quantificagcdo do colesterol pelo teste fluorimétrico Amplex Red foram feitos com o
auxilio do prof. Dr. Allan Jefferson Guimardes, do Departamento de Microbiologia
Paulo de Goes, da Universidade Federal do Rio de Janeiro, em colabora¢do com nosso
grupo de pesquisa. Através do uso de um ensaio fluorimétrico, o colesterol presente nas
amostras reage com a enzima colesterol oxidase levando a producgédo de H,O,, que é

detectado pelo reagente Amplex Red. Primeiramente, a curva-padrdo do colesterol foi
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feita através da diluicdo do padrdo de colesterol no tampé&o de reacdo em concentragdes
seriadas entre 0 e 40 uM (50 pL/pogo de placa de 96 pogos escura). O controle negativo
usado foi o tampéo de reacdo sem o colesterol ao passo que o controle positivo foi 10
mM de H,0, diluido em tampdo de reacdo. Os lipidios secos, extraidos das células
pertencentes aos grupos controle e tratados com MBCD, foram ressuspendidos em 500
pL de metanol e 5 pL dessa solugdo orgénica foi ressuspendida em 45 pL do tampdo de
reacdo (1:10) e pipetados na microplaca. Feito isso, 50 pL de uma solucdo contendo
Red Reagent/ peroxidase Horseradish Peroxidase (HRP)/ colesterol oxidase e colesterol
esterase foram adicionados a todos 0s pocos e a reacdo foi incubada por 30 minutos, a
37 °C, no escuro. A fluorescéncia foi medida em um fluorimetro (Gemini XPS-
Molecular Devices) usando comprimentos de onda de 560 nm para excitacdo e 590 nm
para emissao. Os resultados foram obtidos e a quantidade de colesterol, por miligrama

de proteina, foi obtida para cada um dos grupos.

3.6) Estudo da exocitose de lisossomos apds sequestro de colesterol

A fim de determinarmos se a deplecdo de colesterol interferia com a fusdo de
vesiculas lisossomais com a membrana plasmatica, um ensaio enzimatico quantitativo
foi feito com o intuito de detectar a quantidade de enzima lisossomal [B-hexosaminidase
que era secretada para o sobrenadante da cultura. Dessa forma, quanto maior a
quantidade de enzima detectada no sobrenadante, maior a ocorréncia de eventos
exociticos.

Para tal experimento, expusemos as células as ciclodextrinas MBCD e HyCD,
ambas na concentracdo de 10 mM, por tempos distintos, na presenca ou auséncia de
Ca®* extracelular (na auséncia de Ca®*, o experimento era feito na presenca de 7,0 mM
de MgCl,e EGTA) ou na presenca ou auséncia de Ca?* intracelular (na auséncia de Ca**
intracelular foi utilizado 1 mM de BAPTA-AM, um quelante intracelular de Ca?*). A
fim de verificarmos também a participacdo do citoesqueleto de actina nos eventos
exociticos, realizamos o experimento de exocitose lisossomal apds o tratamento com
latrunculina-A , 95nM, por uma hora (uma droga capaz de sequestrar 0s monémeros de
actina G presentes no citoplasma ocasionando despolimerizagcdo do citoesqueleto ) ou
apos o tratamento com latrunculina-A, nas mesmas condic@es, seguido pelo tratamento

com MBCD na concentracdo de 10 mM por 45 minutos. Apo6s a incubagdo com as
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drogas, 350 uL do meio extracelular foi coletado, o restante do meio descartado e as
células remansescentes no poco foram lisadas com 500ul de solucéo contendo Triton X-
100 (Sigma- Aldrich ®) a 1% em PBS. Tanto o meio extracelular coletado quanto o
lisado celular foram incubados com 50 pL do substrato da enzima -hexosaminidase: 6
mM de 4-methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide (Sigma- Aldrich ®),
dissolvido em tampado citrato (pH 4.5). As reagdes foram paralisadas com a adi¢do de
100 pL de solugdo contendo 2,0 M de Na,CO3-H,0O e 1,1 M de glicina. Os produtos da
reacao foram lidos em espectrofluorimetro Synergy 2 (365 nm/ 450 nm- comprimentos
de onda de excitacdo e de emissdo, respectivamente). Os resultados foram expressos
como sendo a porcentagem de enzima detectada no sobrenadante com relacdo a
quantidade total de enzima presente e, como controle positivo, foi feita a incubacéo das
células com ionomicina 10 pM (Calbiochem) (uma droga que forma poros na
membrana, permitindo a passagem de ions calcio do meio extracelular para 0 meio

intracelular) por 10 minutos.

3.7) Ensaios de viabilidade celular

Ap06s incubagdo com as drogas MBCD/ HyCD 10 mM ou ionomicina 10 uM por
10 minutos, na presenca ou auséncia de Ca®*, os cardiomiécitos foram lavados, com
PBS aquecido, tripsinizados, centrifugados e ressuspendidos em solucdo HFS
(Hypotonic Fluorochrome Solution) a qual contém 50 pg/mL de iodeto de propidio (PI)
diluido em tampdo citrato a 0,1% no qual permaneceram por 4 horas, a 4°C, protegidos
da luz. Esse ensaio foi feito com o intuito de possibilitar a quantificacdo de morte
celular ap6s o tratamento com as diferentes drogas de forma semelhante a trabalhos ja
publicados (Idone et al., 2008).

Foi quantificada a fluorescéncia do Pl em 20.000 células com o auxilio de um
citometro de fluxo Becton Dickinson FACscan (BD Biosciences, USA). Estes
experimentos no citdmetro de fluxo foram feitos com o auxilio do doutorando Pedro
Henrique Gazzinelli Guimarées, do Departamento de Parasitologia da Universidade
Federal de Minas Gerais e da Dra. Helen Lima Del Puerto, do Departamento de
Patologia da mesma universidade, ambos em colaboragédo com nosso grupo de pesquisa.
Os resultados foram analisados no programa Cell Quest Pro software (BD Biosciences,
USA).
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3.8) Analise quantitativa da disperséo lisossomal

Um conjunto de imagens de cardiomidcitos fixados, com seus nucleos e
lisossomos marcados, foi utilizado para a quantificacdo da dispersao lisossomal apos o
tratamento com as diferentes ciclodextrinas. Através de algoritmo escrito em linguagem
IDL (Interactive Data Language) foi determinada, para cada imagem, uma distribuicéo
das distancias lisossomais médias com relacdo ao raio médio de cada ndcleo. Desta
forma, foram selecionados, de cada imagem, ndcleos relativamente isolados e, através
da determinacdo das coordenadas [x,y] de suas bordas foram calculadas tanto a posi¢édo
média do centro do nlcleo quanto o raio médio R do mesmo.

Ainda usando o algoritmo computacional, a distancia D de cada ponto [x,y] da
borda nuclear ao centro médio nuclear foi calculada. Foram truncados dos célculos os
lisossomos que estivessem a uma distdncia maior que 2R uma vez que foram
considerados como pertencentes a outra célula que ndo a que estava em andlise. Por
ultimo foi definida a razdo D/R (distancia média de cada lisossomo com relacdo ao
centro do nacleo/ raio nuclear médio). Este procedimento foi repetido para o maior
namero possivel de células isoladas em cada conjunto de imagens pertencentes a cada
tratamento especifico. Os resultados dessas analises foram representados por
histogramas de distribuicdo de valores D/R para cada grupo experimental.

O programa em IDL bem como as analises das imagens foram feitos pelo Dr.
Fabio Pereira Santos, do Departamento de Fisica da Universidade Federal de Minas

Gerais, em colaboragdo com nosso grupo de pesquisa.

3.9) Marcacdo de membrana celular para quantificacéo de area

Ap0s 0s tratamentos com as ciclodextrinas (MBCD ou HyCD) as células foram
coradas, ainda vivas, com um marcador de membrana plasmatica denominado CellMask
Orange Plasma Membrane Stain (Invitrogen) seguindo as especificacdes do fabricante.
Resumidamente, cardiomiocitos controle ndo-tratados, tratados com MBCD 15mM,
HyCD 15 mM ou tratados com MBCD 15 mM previamente a reposi¢do com 0,05 mM
de WSC , foram lavados com PBS +/+ aquecido e transferidos para pocinhos
individuais contendo, cada um, 1,0 mL de solugdo com CellMask a 5ug/ mL em

DMEM aquecido. As células permaneceram nessa solucdo por 5 minutos a 37°C.
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Terminado este periodo, as células foram fixadas em solugdo contendo paraformaldeido
a 4%, em DMEM novo, por 10 minutos a 37°C. Na etapa seguinte, as laminulas,
contendo os cardiomidcitos, foram lavadas trés vezes e montadas em I&minas com o uso
de gel de montagem para fluorescéncia. As imagens foram coletadas usando objetiva de
60 X/ 0.7 N.A. acoplada a um microscépio Olympus FV300/ WX61WI operando em
modo confocal.

3.10) Knockdown para sinaptotagmina- 7

Com o intuito de estudar a participacdo da syt-7 na exocitose de lisossomos
mediante o sequestro de colesterol, fizemos experimentos com células knock-down para
syt-7. Para fazermos o knock-down, plaqueamos células NRK (Natural Rat Kidney) na
densidade de 1,25 x 10° células/pogo, em placas de 6 pocos, em meio DMEM contendo
10% de soro e 1% de penicilina/estreptomicina, 24 horas antes do experimento. No dia
seguinte, trocamos 0 meio das células por meio DMEM contendo 4% de soro e sem
antibidtico e incubamos as células por 30 minutos em estufa a 37°C, 5% CO..
Separadamente, em tubos eppendorf, preparamos os “mix” de transfec¢do: no primeiro
(mix 1) adicionamos 100 uL de Opti-MEM (Invitrogen) e 3 uL de Lipofectamine
RNAIMAX Reagent (Invitrogen), no segundo mix (mix 2) adicionamos 100 pL de
Opti-MEM (Invitrogen) e 8 uL do oligo que promove o silenciamento do RNA para syt-
7 (Syt7RSS339874 (GCC AAC UCC AUC AUC GUG AAC AUC A)) ou adicionamos
100 pL de Opti-MEM (Invitrogen) e 8 uL do oligo aleatério (scrambled), que é
utilizado como controle da transfec¢do. Apo6s deixarmos 0s mix em repouso por 5
minutos misturamos 0 mix 1 com 0 mix 2 e incubamos por mais 15 minutos a
temperatura ambiente. Findo o tempo de incubacdo, as misturas foram gotejadas sobre
as células e a reacdo foi incubada por 24 horas em estufa. Em seguida, o meio das
células foi trocado por DMEM 10% de soro e as mesmas permaneceram por mais 48
horas com este meio antes da coleta das células para avaliagdo do sucesso do
silenciamento ou do experimento de exocitose lisossomal que foi feito de acordo com a

metodologia previamente descrita.

Para verificarmos o sucesso do ensaio de silenciamento, realizamos uma reagao

de RT-PCR para obtencdo do cDNA das amostras celulares. Para isso, preparamos as
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células transfectadas e isolamos o RNA total com Trizol (Invitrogen). Para isolarmos o
RNA total, retiramos o meio da placa de 6 pocos, adicionamos 1 mL de Trizol em cada
po¢o, homogeneizamos bem, transferimos o homogenato para tubos de microcentrifuga
e incubamos por 5 minutos, a temperatura ambiente. Em seguida, adicionamos 200 pL
de cloroférmio (Merck) em cada tubo e homogeneizamos 0s mesmos, por 15 segundos.
Incubamos a reagdo por mais 3 minutos e centrifugamos as amostras, por 15 minutos,
12.000 g e a 4°C. Ap06s a centrifugacédo, houve a formacdo de 3 fases, sendo que 0 RNA
se concentrava na fase superior aquosa, a qual foi coletada. Para precipitarmos o RNA,
adicionamos 500 uL de isopropanol (Merck) e incubamos, a temperatura ambiente, por
10 minutos. O préximo passo foi centrifugar as amostras por 10 minutos, 12.000 g e a
4°C. Apos a centrifugacdo, o RNA precipitou-se no fundo do tubo. Para lavarmos o
RNA, removemos o sobrenadante, adicionamos 1 mL de alcool 75% (Merck) e
vortexamos as amostras. Os tubos foram, em seguida, centrifugados a 7.500 g, por 5
minutos, a 4°C. O ultimo passo foi a solubilizagdo do RNA. Para isso, descartamos o
sobrenadante, secamos o sedimento e solubilizamos 0 mesmo em agua livre de DNAses
e RNAases (35 pL/ tubo). Em seguida, as amostras foram aquecidas a 60°C por 10
minutos e estocadas em freezer -70°C até a dosagem do RNA para a producdo do
cDNA. A partir do RNA total foi preparado o cDNA utilizando-se o kit SuperScript 111
(Invitrogen) de acordo com as instrugdes do fabricante. O cDNA produzido foi utilizado
em ensaio de PCR para averiguar a presenca ou nao de cDNA correspondente a syt-7,
utilizando iniciadores especificos (F e R). As sequéncias dos iniciadores F e R,
respectivamente, sdo as seguintes: forward: 5-GGG TTT CCC TAT GAG AAA GTG
GT-3' e reverse: 5'-CCT TCC AGA AGG TCT GCA TCT GG-3'. Alternativamente, foi
amplificada a sequéncia correspondente a actina (housekeeping gene), como controle
experimental, também utilizando iniciadores especificos (F e R) (forward: 5-CCG TAA
AGA CCT CTA TGC CA-3', reverse: 5'-CAT CTG CTG GAA GGT GGA CA-3).

A PCR foi realizada em um volume final de 10 uL contendo tampéo da Taq
DNA polimerase (Tris-HCL 10 mM pH 8,4, KCI 50 mM, 0,1% Triton X-100, MgCl2 1,5
mM) 2 pmol de cada iniciador especifico, 2,5 unidades de Tag DNA Polimerase
(Phoneutra) junto com 1 uL de cDNA. A mistura foi entdo submetida a 35 ciclos de 1
min a 95 OC para desnaturacéo, 1 min a 55 OC para anelamento e 1 min a 72 9C para a
extensdo em termociclador (Eppendorf). No Gltimo ciclo a extensdo foi feita por 10 min.
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Em seguida, o produto de PCR foi submetido a eletroforese em gel de agarose 0,1 %
corado com brometo de etidio .

A extracdo de RNA e as reagdes de RT-PCR foram feitos em colaboragdo com a
aluna de doutorado Thalita Valverde (Laboratorio de Biologia Celular e Molecular-
Departamento de Morfologia- Universidade Federal de Minas Gerais) e com o Dr.
Pedro Aguiar (Laboratério de Genética Bioquimica- Departamento de Bioquimica e
Imunologia- Universidade Federal de Minas Gerais).

3.11) Marcacao do citoesqueleto de actina de células previamente tratadas ou
ndo com MCD

Para verificar modificacbes no citoesqueleto de actina apds sequestro de
colesterol, células tratadas ou ndo com MBCD foram marcadas com faloidina conjugada
a Alexa Fluor 488®. Apds tratamento com as ciclodextrinas as células foram fixadas
com paraformaldeido a 4%, por 1 hora, a temperatura ambiente. Findo o tempo de
fixacdo, as células foram lavadas uma vez, com PBS +/+ e incubadas com solucéo de
Triton X-100 (0,1%) em PBS +/+ (500 pL por poco) para permeabilizacdo da
membrana celular.

Apos a permeabilizacdo as células foram incubadas com solucdo de BSA a 1%
em PBS +/+, por 30 minutos, para o bloqueio de ligacdes inespecificas. Em seguida, as
células foram incubadas com faloidina conjugada a Alexa Fluor 488® (1:50) em
PBS+/+/ BSA 1% por 20 minutos no escuro e a temperatura ambiente.

Terminada a incubacgdo as células foram novamente lavadas, duas vezes, com
PBS+/+, sendo o tempo de cada lavagem igual a 5 minutos.

Para corar os nucleos celulares foi utilizado DAPI na diluicdo de 1:1000 em PBS
+/+ por 1 minuto. Apds marcacdo as laminulas de vidro contendo as células foram
montadas em laminas de vidro, como descrito no item 3.5 e analisadas ou em
microscopio de fluorescéncia comum ou em microscépio confocal assim como descrito

anteriormente.

3.12) Ensaio de pull-down para Rho-GTP

A fim de verificarmos a ativacdo de proteina Rho em nosso sistema, apds o

sequestro de colesterol, fizemos um experimento de pull-down de Rho com o Active
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Rho Pull-Down and Detection Kit (Thermo Scientific). Esse kit contém a proteina
Rhotekin que apresenta 2 dominios de ligagdo: um dominio RDB e um dominio GST.
Ao dominio RBD se liga a resina glutationa, também presente no kit, ao passo que o
dominio GST se liga @ Rho-GTP. Sendo assim, a proteina Rhotekin consegue se ligar a
resina e ao Rho-GTP e, portanto, consegue capturar o0 Rho ativado para analise. Para
quantificacdo da ativacdo de Rho nas células, plaqueamos, 24 horas antes, 0s
fibroblastos WTCL3 em placas de 60 mm, na densidade de 2.5 x 10 ° células/ poco. No
dia seguinte, os fibroblastos foram tratados com 10 mM de MBCD por 20 ou 45 minutos
e, findo o tempo de tratamento, foram imediatamente lavados com solucdo TBS gelada
(25 mM Tris- HCI, pH = 7.5; 150 mM NaCl). Apds a retirada do TBS, as células
receberam 500 plL/ poco de tampdo de lise juntamente com um coquetel de inibidores
de protease (Aprotinina 0.8 uM; 2 mM PMSF, 0.01 mM Pepstatina-A, 20 puM
Leupeptina e 5 mM EDTA pH 8.0) e foram raspadas com o auxilio de um cell scraper
(os procedimentos experimentais foram todos feitos a 4°C) .Feito isso, 0s extratos
celulares foram coletados, centrifugados a 16.000g por 15 minutos e os sobrenadantes
foram transferidos para tubos coletores acoplados a spin cups contendo, cada um, 100
pL de resina glutationa e 80 puL da GST-Rhotekin-RBD. Foram preparados também
extratos que foram tratados com GDP para controle negativo da ativacdo de Rho. Apos
a transferéncia, os tubos foram vortexados, incubados a 4°C por 1 hora, centrifugados a
6.000 g por 30 segundos e lavados com lysis/binding/washing buffer. Em seguida, as
amostras receberam 50 pL do tampéo de amostra SDS 2X contendo -mercaptoetanol e
foram fervidas por 5 minutos. Finda esta etapa, as amostras foram corridas em um gel
SDS-PAGE, contendo 10% de acrilamida, transferidas para membrana de PVDF
(transferéncia feita em 2,0 L de tampéo contendo 28.8 g glicina, 6.08 g de Tris Base e
200 mL de metanol, no gelo, a 100 V por uma hora). Previamente a incubacdo com o
anticorpo primario, a membrana foi bloqueada em tampdo TBS 3% BSA a temperatura
ambiente, por 2 horas. Em seguida, a membrana foi lavada com TBST (TBS contendo
0.05% de Tween-20), por 5 minutos. Apds essa etapa, a membrana foi incubada
overnight a 4°C com 10 mL de TBST contendo 3% de BSA e 15 pL de anticorpo anti-
Rho. No dia seguinte, a membrana foi lavada por 5 vezes (5 minutos cada vez) com
TBST e incubada com o anticorpo secundario conjugado com peroxidase (20 uL de
anticorpo diluido em 10 mL de TBST e 5% de leite em pd, sem gordura) por uma hora a

temperatura ambiente. Em seguida, a membrana foi lavada 5 vezes (5 minutos cada vez)
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e incubada com revelador por quimioluminescéncia do kit ECL Plus Western Blotting
Detection Reagente (GE Healthcare Life Sciences) conforme instrugdes do fabricante.
Os experimentos de Pull-Down e Western-Blotting foram feitos com o auxilio
do professor Aristobolo Mendes e da Dra. Carolina Damas, ambos do Laboratorio de
Genes Inflamatorios- Departamento de Morfologia- Universidade Federal de Minas

Gerais.

3.13) Estudo de mudancas estruturais na membrana e no citoesqueleto dos

fibroblastos apds tratamento com MBCD via microscopia de desfocalizagdo

Para a andlise das modificacdes estruturais celulares apo6s tratamento com
MBCD foi utilizada a técnica de microscopia de desfocalizacdo. Em poucas palavras, a
microscopia de desfocalizacdo € uma técnica utilizada em microscopios opticos,
operando em campo claro, que permite a visualizacdo direta e a quantificagdo de
curvaturas e heterogeneidades presentes em superficies bidimensionais, mesmo que a
superficie em si seja transparente (como é o caso da superficie celular, por exemplo).

Como pode ser inferido pelo nome, a microscopia de desfocaliza¢do consiste em
introduzir uma pequena desfocalizagdo a imagem, a principio invisivel, de um objeto de
fase (objeto que modifica apenas a fase da luz, deixando inalterada a intensidade da
mesma) sob um microscopio Optico convencional. Assim, o objeto de fase se torna
visivel, com a introducdo de uma pequena desfocalizacdo que faz com que quaisquer
irregularidades presentes em sua superficie ou heterogeneidades sejam detectadas
através do contraste produzido na imagem (Neto, 2005). A expressdo para 0 contraste
obtido por desfocalizacdo € dada por:

1)

_IO

1
C(xy) = = AnAszh(x, y)

onde | € a intensidade luminosa do objeto na posicéo (x,y), lo é a intensidade luminosa
media fora do objeto, 4n é a diferenca entre os indices de refragdo do objeto observado
e do meio em que ele esta imerso, 47 ¢ a desfocalizacdo, em um, introduzida e h(x,y) é a
espessura do objeto. A expressdo da desfocalizacdo nos permite obter informacGes da
curvatura celular uma vez que o laplaciano da funcdo h(x,y)( V?h(x,y)) representa a

curvatura local, do objeto analisado, dada em um™ . Sendo assim, informacdes obtidas
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pelo contraste na microscopia de desfocalizagdo estdo diretamente relacionadas a
informagdes de curvatura do objeto.

O objetivo de usarmos a microscopia de desfocalizacdo no nosso trabalho foi
entender (e medir) possiveis mudancas nas curvaturas das células (membrana-
citoesqueleto) mediante o sequestro de colesterol. Para isso, medimos o tempo de
relaxacdo das membranas, aplicando uma correlacdo temporal as imagens obtidas
durante todo o tratamento. A expressdo da autocorrelacdo temporal é a seguinte:

Fe(t) = ((k (p.to) - k(p, to + ))to)p )

onde k(p,tp) € a curvatura observada na posi¢do p no instante to. O valor da funcéo de
autocorrelacdo temporal F(t) em cada instante t € uma medida estatistica do quanto a
curvatura em um ponto da membrana, num instante qualquer esta relacionada ao mesmo
ponto num intervalo de tempo t. A funcdo de autocorrelacdo temporal apresenta um
decaimento que, nas nossas células pode ser ajustado como uma funcdo exponencial
simples, visto que, em média, ao utilizarmos ajustes como exponenciais duplas, por
exemplo, a qualidade do ajuste ndo ficava tdo fidedigna como os ajustes de funcdes

exponenciais simples:

Fo(t) = Ae ©)

Onde A é a amplitude (que fornece o valor de curvatura) e t é o tempo de decaimento
(ou tempo de relaxacgéo).

Os experimentos de desfocalizacdo foram feitos em microscépio invertido Nikon
Eclipse Tl (Nikon), ao qual havia acoplado um filtro verde capaz de absorver
comprimentos de onda da luz na faixa de 530 nm. A objetiva utilizada nesse
experimento foi a Nikon Apo Tirf 100X, abertura numérica 1,49, que € uma objetiva de
imersdo em Oleo e que foi aquecida, a 37°C, durante todo o experimento. As células
ficaram, ao longo dos 55 minutos de procedimento experimental, no interior de uma
camara de CO; aquecida (modelo Chamlide IC- CU:109) (Live Cell Instrument) a qual
fornecia 5% de CO,, aquecido a 37°C, e uma umidade de 50%. As imagens foram
coletadas com o uso de uma camera Uniq (modelo 1800 CL) (Epix Inc) com um ganho

de 11,04 db e uma taxa de captura de 1 frame por segundo. A distancia focal foi
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mantida fixa, com uma desfocalizacdo de 1 um, pelo aparato PFS (Perfect Focus
System) (Nikon), e a calibragdo dos niveis de cinza da camera foi feita conforme
descrito anteriormente (Agero et al., 2004).

Nos nossos experimentos de desfocalizacdo gravamos os fibroblastos, em
DMEM sem soro, por 10 minutos. Em seguida, sem parar a gravacao, adicionamos 5 ou
10 mM de MBCD as células e a aquisicdo de imagens continuou por mais 45 minutos.
Para a anéalise das imagens, foram selecionados no minimo 10 quadrados, de 50 pixels
de lado, ao redor de toda a borda celular. Foram analisadas as imagens a cada 10
minutos, sendo um total de 6 analises por regido. Todos os experimentos foram
analisados usando um Plugin do ImageJ desenvolvido pelos membros do Laboratério de
Fisica Bioldgica. Este Plugin calculava a correlacdo temporal dos pixels nos quadrados
selecionados. Os valores obtidos foram levados para o programa Kaleidagraph (Synergy
Software, Essex Junction, VT) onde ajustamos 0s pontos com a funcao representada em
(3) e obtivemos os valores dos tempos de relaxagdo (1) e das amplitude das curvaturas
(A).

Os experimentos envolvendo microscopia de desfocalizacdo foram feitos em
colaboracdo com as alunas de doutorado Paula Magda da Silva Roma e Ana Paula
Alves, ambas do Laboratorio de Fisica Bioldgica, do Departamento de Fisica da
Universidade Federal de Minas Gerais.

3.14) Estudo das propriedades mecanicas celulares (tensdo superficial e rigidez
de flexdo), apos tratamento com MPCD, com o auxilio de pinga optica e microscopia

eletrénica de varredura

Antes de entendermos os conceitos de tensdo superficial e de rigidez de flexdo
no ambito celular, primeiramente vamos explorar um pouco sobre 0s conceitos fisicos
de ambas as propriedades. Pense numa gota de 4gua no ar: a forma da gota ¢ esférica de
forma que ela minimiza a sua superficie de contato com o que a circunda e, portanto,
minimiza sua energia de superficie. Para aumentar a area da gota é necessario um
incremento OF na energia, o qual ¢ proporcional ao incremento dS na area, de forma que
OE = ¢ 8S, em que ¢ ¢ a tensdo superficial do liquido. O significado fisico da tensdo
superficial num liquido esta relacionado as interacGes intermoleculares de coesao tais

como as forcas de Wan der Waals, pontes de hidrogénio e interagBes idnicas. No
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interior de um liquido, as forcas intermoleculares sobre uma molécula séo balanceadas
ao passo que na interface liquido-ar, por exemplo, essas forcas ja ndo sdo mais
equilibradas, uma vez que na interface as moléculas apresentam interagdes com
moléculas distintas, pertencentes a um fluido diferente. Sendo assim, na interface surge
uma forca resultante para o centro do liquido e essa forca € resultado da tensdo
superficial (Lecuit e Lenne, 2007). J& a rigidez de flexdo é a resisténcia que um material
apresenta ao ser deformado por uma forca perpendicular ao seu eixo longitudinal. Em

outras palavras, é a resisténcia em dobrar determinado objeto.

Seré que € possivel comparar uma célula a uma gota de agua? De certa forma, as
células isoladas (ndo aderidas a outras células ou a um substrato) sdo esféricas e,
portanto, minimizam a superficie de contato com o meio de cultura que as circunda.
Entretanto, ao contrario de uma gota de agua, o interior de uma célula é formado por
moléculas distintas e por estruturas que estdo embebidas no citoplasma, como as
organelas, por exemplo. Além disso, a tensdo superficial de um liquido é constante ao
passo que a tensdo superficial de uma célula depende de sua superficie e a mesma é
regulada por reservatérios de membrana que se encontram tanto na prépria membrana
plasmatica (dobras e ruffles) quanto em membranas de vesiculas citoplasmaticas (Lecuit
e Lenne, 2007).

Quando a area superficial celular aumenta devido, por exemplo, a aspiracdo da
membrana celular por uma micropipeta ou a retirada de uma amarra de membrana por
uma bolinha de poliestireno, acoplada a uma pinga Optica, a tensdo superficial, neste
caso, € a tensdo que se opde a variacdo de area celular e depende, primariamente, do
citoesqueleto cortical de actina e das interagdes dinamicas locais entre este citoesqueleto

e a membrana (Tsai et al., 1994).

Quando se extrai uma amarra de membrana com o auxilio da pin¢a dptica, a
rigidez de flexdo desta amarra é caracterizada como sendo o esforco necessario para se

dobrar ou enrolar esta amarra.

Para medirmos tanto a rigidez de flexdo quanto a tenséo superficial cortical dos
fibroblastos controle ou tratados com MPBCD, adotamos o0 seguinte protocolo
experimental: fibroblastos previamente plaqueados foram tratados com MBCD nas
concentracdes de 5 ou 10 mM e, posteriormente, lavados com PBS +/+. Em seguida, as
células receberam meio novo, sem adicdo de soro, e foram submetidas a extracdo de
amarras de membrana usando o sistema de OT, o qual é dotado de um laser no
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infravermelho, Nd:YVO4 Osprey, com um comprimento de onda de 1.064 um
(Quantronix, East Setauket, NY). O laser apresenta um perfil de intensidade gaussiano
(modo TEMqp), uma poténcia maxima de 35W e o perfil de intensidade do laser tem
meia largura de 2.3 = 0.2 mm no plano focal traseiro das lentes objetivas. O laser no
infravermelho é acoplado a um microscopio invertido Eclipse (Nikon, Melville, NY),
equipado com uma objetiva PLAN APO 100X 1.4 N.A. DIC H (Nikon) que é capaz de
gerar a armadilha dptica. A calibragdo da pinca foi feita conforme descrito previamente
(Pontes et al., 2011).

Fibroblastos, tratados ou ndo com duas concentracbes diferentes de MBCD,
receberam, diluidos no meio, 1 pL de bolinhas de poliestireno (sem cobertura), cujos
raios eram de 1.52 £ 0.2 um (Polysciences Inc) e cada plaquinha foi, separadamente,
colocada no estagio do microscopio. Uma esfera de poliestireno por vez foi capturada
com a OT e pressionada, por 5 segundos, contra a membrana de uma célula, escolhida
aleatoriamente, a fim de aderir sobre a superficie da mesma. Em seguida, o estagio
motorizado do microscopio (Prior Scientific, Rockland, MA) foi posto para movimentar
com uma velocidade controlada V = 1 pm/s. Imagens de todo o processo foram
coletadas com o auxilio de uma camera CCD (Charged- Couple Device) C2400
(Hamamatsu) interligada a um sistema de placa de captura digital Scion, modelo no.
FG7) usando uma taxa de captura de 10 frames por segundo. A variacdo da posi¢éo de
equilibrio do centro de massa da bolinha aprisionada foi determinada usando o software
ImageJ (National Institutes of Health). Usando a calibracdo da pinca, o deslocamento da
posicdo do centro de massa foi convertido para medir forca. Todos 0s experimentos
foram feitos utilizando uma camera de CO; caseira, adaptada ao microscopio, a qual era
capaz de manter condi¢bes adequadas para as células em cultura (37 °C and 5% CO;
pressure). Todos os dados foram analisados usando o software Kaleidagraph (Synergy

Software, Essex Junction, VT).

A fim de medirmos os raios das amarras extraidas a partir das células controle e
tratadas com MBCD, imediatamente ap0s a extragdo das amarras, as células foram
fixadas em solucdo contendo 2.5% de glutaraldeido em tamp&o cacodilato 0.1 M (pH
7.4), por 1 hora, a temperatura ambiente. Em seguida, os fibroblastos fixados foram
lavados com tampéo cacodilato 0.1 M e incubados com tetroxido de 6smio (OsO4) 1%
em tampdo cacodilato 0.1 M, por 40 minutos. Apés este passo, as células foram

submetidas a desidratacdo seriada em etanol, cujas concentra¢des variavam de 10% a
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100%. Na etapa seguinte a desidratacdo, as células foram removidas das placas, secas
no equipamento de ponto critico CPD 030 (BAL-TEC, Liechtenstein) e montadas em
stubs de aluminio. Ap6s a montagem das laminulas as mesmas foram metalizadas com
ouro em um Sputter SCD 050 Sputter Coater (BAL-TEC) e observadas em microscopio
eletronico de varredura (MEV) FEI QUANTA 250 (FEI Company). A fim de medir o
raio das amarras, nés utilizamos a metodologia previamente descrita por Pontes e
colaboradores, 2011. Brevemente, definiu-se g(y) como sendo a média do perfil do nivel
de cinza ao longo do comprimento da amarra na direcdo perpendicular ao seu eixo
(direcéo do perfil). y é definido como a distancia entre um determinado ponto no perfil
de nivel de cinza e o eixo de simetria da amarra. Nas imagens obtidas por MEV, g(y)
ndo € tdo simétrico em relacdo ao seu pico (efeito que pode ser um artefato devido ao
posicionamento do detector do MEV). Em virtude desta assimetria, é adotado um ajuste
de curva que leva em conta metade de uma tangente hiperbodlica para cada lado da curva

(esquerdo- L e direito-R). O ajuste foi definido conforme a expressao que segue:

g (y) = By + By tanh (y _EYL) — B,tanh (y _EYR) 4)

Onde B >0i=0,1,2; y, e yg sao determinados pelo ajuste de curva do programa
Kaleidagraph (Synergy Software, EUA). O raio da amarra foi determinado seguindo a

equacéo seguinte:

R = (}’L - YR) (5)

Apo6s medirmos o raio da amarra, R, e a forca Fo exercida para extrair cada amarra das
células, calculamos tanto a tensdo superficial ¢ quanto a rigidez de flex&o «, de acordo

com as equacdes que seguem:

_ K (6)
= 4R
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FoR (7)
21

Todos os experimentos de extracdo de amarras e de preparacdo das amostras
para microscopia eletronica foram realizados em conjunto com o Dr. Bruno Pontes, no
Laboratorio de Pincas Opticas, localizado no Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Rio de Janeiro. Os experimentos para obtencdo das imagens
em microscopio eletrénico de varredura foram feitos com o auxilio do doutorado
Fernando Pereira de Almeida, do departamento de Microbiologia localizado no Centro

de Ciéncias da Saude da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

3.15) Cultivo dos parasitos

Células LLC-MKj3, linhagem celular originalmente isolada de epitélio de
revestimento de rim de macaco Rhesus e posteriormente imortalizada, foram semeadas
em garrafas de cultura de 75 cm? e mantidas em meio DMEM contendo 4,0 g/L de
glicose, 4,0 mM de glutamina e suplementado com 10% de soro fetal bovino, mais 1%
de penicilina/estreptomicina (10.000 U/mL / 10 mg/mL). Sete dias ap6s o
plagueamento, uma das garrafas contendo as células foi submetida a tripsinizacdo
(solugdo de tripsina 0,05% a 37°C) e as células foram repassadas, na proporgéo 1:20
(uma parte de células em suspensdo para cada 20 partes de meio de cultura), para outras
garrafas de 75 cm?. O restante das garrafas, contendo uma monocamada confluente de
células, foi infectado com 3,0 x 10° tripomastigotas de cultura de células da cepa Y de
T. cruzi. Apds a infeccdo, as células foram mantidas em meio DMEM contendo 2% de
soro fetal bovino e as mesmas concentracbes de penicilina/estreptomicina e de
glutamina utilizadas no meio contendo 10% de soro. O meio das células foi trocado a
cada dois dias. No sétimo dia de infeccdo, o meio contendo as formas tripomastigotas
foi coletado de cada garrafa, transferido para tubos de centrifuga de 50 mL e
centrifugado a 447,60 g, por 10 minutos a 25 °C a fim de eliminar as formas
amastigotas contaminantes e restos celulares, auxiliando assim na purificagdo das
formas tripomastigotas. Apo6s a centrifugacdo, os tubos foram transferidos para a

incubadora a 37°C, 5% CO, por 3-4 horas para permitir que as formas tripomastigotas,
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flageladas, subissem para o sobrenadante. Por fim, o sobrenadante destes tubos foi
recolhido e as formas tripomastigotas purificadas foram contadas na porgédo central da
camara de Neubauer e utilizadas ou para manutencdo do ciclo de vida do parasito em

cultura ou nos ensaios de invasao.

3.16) Ensaios de invaséao celular

Os cardiomiocitos plaqueados, pré-tratados ou ndo, foram expostos as formas
tripomastigotas da cepa Y de T. cruzi, provenientes de sobrenadante de cultura de
células LLC-MKj, purificadas e ressuspendidas em meio DMEM sem soro. A
exposicdo aos parasitos ocorreu por um periodo de 40 minutos com uma multiplicidade
de infeccdo (MOI) de 50 parasitos/célula. Durante todo o processo de invasédo as células

foram mantidas em incubadora a 37°C, 5% CO..

Apds este periodo de incubacdo, as células foram lavadas com PBS +/+ (quatro
vezes), para a remocdo do excesso de parasitos ndo internalizados, e fixadas em

paraformaldeido 4%, recém-preparado, por 12 a 18 horas, a 4°C.

3.17) Ensaios de adeséo

Para os ensaios de adesdo dos tripomastigotas (Schenkman et al., 1991), os
cardiomidcitos, previamente plaqueados e tratados com 15 mM de MBCD, 15 mM de
HyCD ou com 0,05 mM de WSC posterior ao sequestro de colesterol, foram lavados
duas vezes com HBSS aquecido. Em seguida, as células foram pré- fixadas com
glutaraldeido 2% (Sigma- Aldrich ®) em PBS +/+ por 5 minutos & 4 °C. Seguindo esta
etapa, as células foram lavadas em PBS e permaneceram, por pelo menos 24 horas, em
solucgéo de etanolamina a 0,16 M, pH 8,3. Apds este passo as células foram lavadas em
PBS por trés vezes e em DMEM/ BSA 0,2% por uma vez. Os tripomastigotas, ja
purificados, foram ressuspendidos em DMEM/ BSA 0,2% e incubados, por 40 minutos
numa MOI de 50 parasitos por células, com os cardiomidcitos. Apds a incubacgéo, 0s
tripomastigotas foram retirados e as células lavadas gentilmente com HBSS para a

retirada dos parasitos ndo aderidos. Em seguida, as células foram fixadas com Bouin (19
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mL de solugdo saturada de acido picrico e 1 mL de &acido acético) e coradas com

Giemsa para a visualizacdo da adesdo do T. cruzi.

3.18) Imunocitoquimica

A imunocitoquimica para determinacdo da taxa de invaséo celular, bem como o
namero de parasitos internalizados e associados a lisossomos foi realizada de acordo
com protocolos previamente estabelecidos (Tardieux et al. 1992; Andrade et al. 2004,
Albertti et al., 2010). Apos o periodo de fixacéo, as células foram lavadas com PBS +/+
por trés vezes para a retirada do excesso de fixador. Em seguida, foram incubadas em
uma solucdo de bloqueio (PBS +/+ contendo 2% de albumina sérica bovina - BSA) por
30 minutos a fim de reduzir ligacGes inespecificas dos anticorpos. Apos o bloqueio, as
laminulas foram incubadas, por 50 minutos, em camara escura e Umida, com anticorpo
anti-tripomastigota de T. cruzi (feito em coelho) na diluicdo de 1:500 em solucdo de
blogueio. Cessado o periodo de incubacgdo, trés lavagens com solucdo de bloqueio
foram feitas a fim de remover o excesso de anticorpos ndo ligados. Em seguida, as
laminulas foram incubadas com anticorpo secundario feito em cabra anti-1gG de coelho
e conjugado com o corante Alexa- Fluor ® 546 (vermelho), na diluicdo 1:500 em
solugdo de blogueio. Apds este periodo, as laminulas foram novamente lavadas quatro
vezes com solucdo de bloqueio. Estas duas marcacdes iniciais foram feitas a fim de que
as formas tripomastigotas extracelulares do T. cruzi pudessem ser identificadas.

Para que pudéssemos avaliar os tripomastigotas internalizados e associados a
lisossomos, foi feita a permeabilizacdo das células através da incubagdo das mesmas em
solucgéo de bloqueio contendo 0,5% de saponina por 30 minutos. O passo seguinte foi a
exposicdo das células ao anticorpo monoclonal anti- LAMP 1 de camundongo (uma
glicoproteina lisossomal), feito em rato (Hybridoma Bank - 1D4B). Esta exposi¢do
ocorreu na diluicdo de 1:50 em solucdo de blogueio contendo saponina por um periodo
de 45 minutos. Passado o periodo de incubacdo as laminulas foram lavadas com solugéo
de bloqueio contendo saponina por trés vezes. Em seguida, as células foram incubadas
com anticorpo secundario feito em cabra anti-lgG de rato conjugado com Alexa-Fluor®
488 (verde) diluido 1:250 em solugéo de bloqueio contendo saponina por um periodo de
40 minutos. Apds a incubacdo, as laminulas foram lavadas trés vezes com solugdo de

bloqueio contendo saponina e duas vezes com PBS+/+. Mediante esta marcacdo foi
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possivel visualizar as formas tripomastigotas intracelulares associados a lisossomos, ou

seja, que se encontravam em um vacuolo parasitoforo contendo marcadores lisossomais.

Em sequéncia, o DNA nuclear de células e parasitos, bem como o DNA dos
cinetoplastos de T. cruzi, foram marcados com um composto fluorescente com afinidade
para DNA, DAPI (4-6-diamidino-2-phenylindole) (azul), por um minuto. Em seguida as
laminulas foram lavadas quatro vezes com PBS+/+, para a retirada do excesso de DAPI,
montadas em laminas de vidro na presenca de gel de montagem para fluorescéncia (10
mg de PPD- P-phenylenediamine - em 10 mL de solugdo 9:1 de glicerol: TrispH 8.6 ) e
seladas, em suas bordas, com esmalte incolor. As ldminas permaneceram no interior de

uma caixa escura sob refrigeracdo a -20°C até as analises.

Apo6s a imunomarcacao foram avaliados o nimero de parasitos intracelulares por
100 células (com e sem tratamento) e a porcentagem de parasitos que co-localizaram
com marcadores lisossomais. Esta analise foi feita em microscépio de fluorescéncia
Axioplan-2 da Zeiss (objetiva de imersdo com aumento de 100x, abertura numérica
1.4).

Os experimentos foram realizados em triplicata para as analises estatisticas. Em
cada experimento, cada grupo experimental foi constituido por trés laminulas. Em cada
laminula foram contados de 10 a 15 campos aleatorios (totalizando um nimero minimo
de 250 células). Por campo, foram analisados o0 numero total de células e de parasitos
(filtro azul), o nimero de parasitos extracelulares (filtro vermelho) e o nimero de

parasitos associados a lisossomos (filtro verde).

3.19) Analise estatistica

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e repetidos pelo menos
trés vezes. Para os experimentos de marcacdo com Filipina, foi feito o teste estatistico
ANOVA seguido pela comparacgéo post-hoc de Newman-Keuls. Nos ensaios de invaséo
celular, foi contabilizado um minimo de 200 células por laminula analisada e o teste T
de Student foi aplicado para analisar significAncia estatistica entre os grupos. Para
analisar o tempo de relaxagdo de membrana e propriedades mecénicas celulares foi
também usado o teste estatistico ANOVA seguido pela comparacdo post-hoc de

Newman-Keuls. Por altimo, para analisar as distribui¢cdes lisossomais e 0s histogramas
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de area celular foram calculadas as frequéncias cumulativas de cada grupo experimental

e a estatistica entre eles foi analisada usando-se o teste de Kolmogorov-Smirnov.
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4) RESULTADOS

4.1) O tratamento com MACD diminui a quantidade de colesterol presente na

membrana plasmatica de cardiomidcitos e fibroblastos

As ciclodextrinas séo oligossacarideos ciclicos em forma de toroide e que
sdo muito utilizadas para aumentar a solubilidade de substancias apolares, tais como o
colesterol. Elas o fazem através da incorporacdo das substancias apolares em seu
interior hidrofobico, formando complexos de inclusdo ndo-covalentes e solGveis em
agua. Em particular, as ciclodextrinas e seus derivativos, tais como a metil-beta
ciclodextrina (MBCD) ja foram demonstrados ser bastante especificos na extragdo de
colesterol em meio a outros lipidios de membrana (revisto por Gimpl e Gehrig-Burger,
2011). Desta forma, a MBCD foi utilizada neste trabalho para a indugdo do sequestro de
colesterol de membrana dos cardiomidcitos e dos fibroblastos murinos.

Para avaliar a eficiéncia do tratamento com MBCD em cardiomidcitos murinos
primarios, estas células foram isoladas e plaqueadas, como descrito no item 3.2 da se¢do
de materiais e métodos, e submetidas ao tratamento com 5, 10 ou 15 mM de MBCD ou
com colesterol solGvel (ap06s sequestro realizado com a maior concentragdo de MBCD),
e marcadas com Filipina Ill, um polieno fluorescente que se liga ao colesterol presente
na membrana plasmatica (Kruth e Vaughan, 1980). As imagens de fluorescéncia obtidas
de cardiomidcitos tratadas com 15 mM de MBCD (Fig. 1B) demonstram claramente
uma diminuicdo da marcacao com Filipina Il quando comparadas com células do grupo
controle (Fig. 1A). Este resultado confirmou a eficAcia do tratamento com a
ciclodextrina, MBCD, na concentragdo utilizada, como agente capaz de remover o
colesterol de membrana. Adicionalmente, quando as células foram tratadas com MBCD
na mesma concentracdo, e em seguida expostas a 0,05 mM de WSC (Water Soluble
Cholesterol), a intensidade de fluorescéncia retornou para padrdes semelhantes aos do
grupo controle (Fig. 1C), indicando a reposicao do colesterol na membrana celular.

Ensaios quantitativos de detecgdo da intensidade de fluorescéncia também foram
realizados, com o auxilio do software Imagel, para a avaliagdo da quantidade de
colesterol na membrana antes ou apds o tratamento com MBCD, seguido ou nao de

reposicdo com colesterol. Assim como demonstrado qualitativamente, a avaliacdo
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quantitativa do sequestro de colesterol mostrou, de forma dependente da concentragédo
de MBCD, uma diminuic¢do da fluorescéncia do marcador Filipina Ill, confirmando o
sequestro do colesterol de membrana ap6s o tratamento com a droga (Fig. 1D). O
tratamento com 5 mM de MBCD levou a uma pequena reducdo da intensidade de
fluorescéncia, sendo essa diminuicao progressivamente menor, até 30% inferior ao valor
encontrado para o grupo controle, quando as células foram submetidas ao tratamento
com a maior concentracdo da B ciclodextrina (15 mM). A reposi¢do do colesterol com
WSC reverteu o processo de reducéo da marcacdo com Filipina demonstrando, portanto,
um aumento da fluorescéncia devido ao retorno do colesterol para a membrana
plasmatica.

Foram também realizadas analises quantitativas do sequestro de colesterol de
membrana dos fibroblastos murinos imortalizados (WTCL3), através do uso do Kit
Amplex Red Cholesterol Assay Kit (Invitrogen). Para este experimento, plaqueamos 0s
fibroblastos 24 horas antes, sequestramos o colesterol com 5 ou 10 mM de MBCD,
lisamos as células em tampdo de lise contendo inibidores de proteases, isolamos 0s
lipidios totais pelo método de Folch, secamos a fracdo contendo os lipidios e
ressuspendemos em metanol. Este material foi utilizado para a dosagem do colesterol
através de um ensaio colorimétrico em um fluorimetro. De acordo com os dados
expostos na terceira coluna da Tabela 1 podemos verificar que o sequestro de colesterol
com 5 mM de MBCD conseguiu reduzir consideravelmente a dosagem deste lipidio para
aproximadamente 22% da quantidade de colesterol presente no grupo controle. O
sequestro com a maior dosagem da ciclodextrina apresentou uma redugdo para
aproximadamente 16% da quantidade de colesterol presente nas células ndo tratadas.
Dessa forma, pode-se concluir que o sequestro de colesterol promovido pela incubacao
dos fibroblastos com 5 mM ou 10 mM de MBCD foi suficiente para reduzir a

quantidade deste lipidio em relacéo aos fibroblastos ndo tratados com a ciclodextrina.
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Controle MBCD 15mM

Intensidade de fluorescéncia (%)

Figura 1: Tratamento com MBCD ¢ eficiente no sequestro do colesterol presente na membrana
plasmatica dos cardiomiocitos. Imagens de fluorescéncia dos grupos (A) controle, (B) tratado com 15
mM de MBCD e (C) tratado com 15 mM de MBCD seguido por incubacdo com 0,05 mM de WSC
indicam mudanga significativa na fluorescéncia da Filipina Ill, ou seja, diminui¢do da quantidade de
colesterol remanescente na membrana plasmatica apds o sequestro com concentragdes distintas de MBCD
e o retorno da fluorescéncia para niveis similares aos do controle apds reposicdo do colesterol com WSC.
Os nucleos dos cardiomidcitos estdo marcados com DAPI. Dados normalizados (com relagdo ao controle)
sdo representados como média das triplicatas + desvio padrdo. Os asteriscos indicam diferencas
estatisticas entre o grupo controle e os grupos tratados (* p < 0.05 e ** p < 0.01, One way ANOVA

seguido por Newman-Keuls). Barra de escala: 10um.
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Concentracdo Extrato total de Colesterol/
colesterol proteina (mg/ proteina
(mmol/ mL) (mmol/mg)
Controle 9,102 £ 0.001 0,247+ 0.001 0,037+ 0.001
MBCD 5 mM 2,818+ 0.001 0,344+ 0.001 0,008+ 0.001
MBCD 10 mM 2,417+ 0.001 0,407+ 0.001 0,006+ 0.001

Tabela 1: O tratamento com 5 ou 10 mM de MBCD ¢ suficiente para promover a deplecéo de
colesterol dos fibroblastos WTCL3 em relacao as células controle. Quantificagdo da dosagem do
colesterol, pelo ensaio colorimétrico com o Amplex Red Cholesterol Assay Kit, e da quantidade total de
proteinas presente nos extratos celulares obtidos a partir dos grupos experimentais controle e tratados com
5 ou 10 mM de MBCD. Primeira coluna da tabela refere-se aos valores obtidos pela dosagem dos niveis
de colesterol obtidos a partir do output do fluorimetro. A segunda coluna refere-se aos valores de
dosagem proteina total obtidos a partir do método de Bradford aplicado aos extratos celulares. A terceira
coluna refere-se ao valor do colesterol normalizado pela quantidade de proteina total presente em cada um

dos grupos experimentais.

4.2) A deplecéo do colesterol altera a organizacdo das balsas de membrana em

cardiomiécitos

Para avaliarmos o impacto do sequestro do colesterol na organizacéo das balsas
de membrana em cardiomidcitos, incubamos as células com diferentes concentracGes de
ciclodextrinas, fixamos as mesmas e marcamos 0s microdominios de membrana
utilizando a subunidade B da toxina colérica conjugada a um fluoréforo (CTXb-Alexa
488). A subunidade B da toxina colérica € um homopentamero que tem afinidade por
GM1, um gangliosidio que reside preferencialmente em regides de balsas de membrana
na face externa da membrana plasmatica (Middlebrook e Dorland, 1984; Chinnapen et
al., 2007; Day e Kenworthy, 2009). Cardiomiécitos, cujo contetdo de colesterol
permaneceu intacto, obtiveram uma marcacdo mais intensa com o CTXb fluorescente,
indicando possivelmente um predominio de microdominios maiores (Fig. 2A) em
comparacdo as células cujo colesterol havia sido sequestrado pelo tratamento com
MBCD (Fig. 2B). Por outro lado, celulas tratadas com uma ciclodextrina inativa para o
sequestro do colesterol (HyCD) tiveram um padrdo de marcacdo das balsas lipidicas
semelhante ao das células pertencentes ao grupo controle (Fig. 2C). Por ultimo, 0s

cardiomiécitos que tiveram o contetdo de colesterol diminuido e posteriormente
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reposto (Fig. 2D) apresentaram dois tipos de padrdo de marcacdo com CTXb-Alexa
488: tanto células com marcacdo semelhante as células com colesterol sequestrado
(setas), quanto células semelhantes as células controle (asteriscos). Dessa forma, a
incubacdo com MPBCD ndo apenas sequestrou o colesterol dos cardiomidcitos como
também promoveu a reorganizacdo das balsas lipidicas neles presentes, processo este

que ndo pode ser totalmente revertido pela reposicao do colesterol.

60



Resultados

Controle : &7 - 2. | MBcD 10mM

o "
é

HyCD 10mM b MBCD 10mM +
. | wsc 0.05 mm

Figura 2: Tratamento com MBCD acarretou mudancas na organizacdo das balsas de membrana
dos cardiomidcitos. Imagens obtidas em microscépio confocal de células controle (A) e tratadas com
10mM de MBCD (B) ou 10mM de HyCD (C). Apds o tratamento com as ciclodextrinas as células foram
lavadas, fixadas e marcadas com CTXb-Alexa 488 o qual reconhece e se liga ao GM1, preferencialmente
localizado em balsas de membrana. Em comparacdo as células controle, as quais apresentam uma
marcacdo mais forte e homogénea do GM1, as células tratadas com 10 mM de MBCD apresentam uma
marcacao correspondente mais discreta. Ja as células tratadas com HyCD apresentam marcacdo do GM1
similar as células do grupo controle ao passo que as células repostas com colesterol (D) apresentam
padrdes de marcacdo semelhantes tanto as células com colesterol sequestrado (setas) quanto as células

controle (asteriscos).
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4.3) A deplecdo do colesterol gera mudanca na organizacéo do citoesqueleto de

actina em cardiomiécitos e em fibroblastos

Estudos prévios demonstraram que, para alguns tipos celulares, o sequestro de
colesterol leva a alteragdes no citoesqueleto de actina e na membrana plasmaética

tornando este complexo mais rigido como um todo (Sun et el. 2007; Qi et al., 2009).

A fim de confirmarmos a agdo do tratamento com MBCD na organizagdo do
citoesqueleto cortical de actina submetemos culturas de cardiomidcitos ao tratamento
com 10 mM de MBCD por 45 minutos, seguida de fixacdo e marcacdo com faloidina
conjugada com AlexaFluor 488®, um composto capaz de se ligar & actina F (actina
polimerirzada). As amostras marcadas foram analisadas em microscopio de
fluorescéncia. Cardiomidcitos controle (Fig. 3 A) apresentaram a marcacao do
citoesqueleto cortical de actina, além da marcacdo de filamentos de actina presentes nas
miofibrilas intracelulares (padrdo bandeado de marcacdo, formado por zonas claras e
escuras), o qual esta indicado pelas setas. Por outro lado, em cardiomidcitos tratados
apenas com MBCD (Fig. 3 B) foi possivel observar alta marcagdo do citoesqueleto
cortical de actina, mais evidente que nas células controle, e com o aparecimento mais
frequente de fibras de estresse (SF) e de possiveis pontos de adesdo focal (FP). Além

disso, nestas células ocorreu o desaparecimento do padrdo bandeado do citoesqueleto.

Com o objetivo de avaliar, se o efeito do tratamento com a ciclodextrina se devia
a uma reorganizacdo do citoesqueleto de actina pré-existente ou a formacgdo de novos
filamentos de actina, os cardiomidcitos foram tratados com 95 uM de latrunculina-A
por 1 hora, seguido ou ndo por tratamento com 10 mM de MBCD por 45 minutos. A
latrunculina-A é uma droga extraida da esponja do mar vermelha, Latrunculia
magnifica, que causa despolimerizacdo do citoesqueleto de actina por sequestrar 0s
mondmeros de actina G dispersos no citoplasma (Spector et al., 1983; Yarmola et al.,
2000). Como esperado, o tratamento com a latrunculina-A (Fig. 3 C), promoveu a
despolimerizagdo macica dos filamentos de actina presentes tanto no citoesqueleto
cortical quanto nas miofibrilas intracelulares. Por outro lado, o tratamento com MBCD
posterior ao tratamento com a latrunculina-A (Fig. 3 D) foi capaz de recuperar

parcialmente o citoesqueleto cortical de actina, com formacdo de actina F,
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aparentemente bem proxima a membrana celular. Neste caso, no entanto, ndo foram

observadas fibras de estresse como no grupo tratado apenas com MBCD.

Os mesmos ensaios foram realizados com os fibroblastos WTCL3, os quais
foram submetidos ao tratamento com 5 ou 10 mM MBCD por 45 minutos Ou
alternativamente com latrunculina-A, na mesma dosagem e no mesmo tempo utilizados
para os cardiomidcitos. No entanto, nestes ensaios as células foram analisadas em
microscopio de fluorescéncia confocal. Fibroblastos tratados com 5 (Fig 4 D-F) ou 10
mM de MBCD (Fig. 4 G-I), assim como previamente observado para cardiomidcitos,
apresentaram uma maior quantidade de fibras de estresse no citoesqueleto cortical de
actina em relacdo aos fibroblastos controle ndo tratados (Fig 4 A-C). O tratamento com
latrunculina-A, nestas células, também mostrou uma reducdo significativa da
quantidade de actina polimerizada (Fig. 5 A-C), assim como para os cardiomidcitos,. Da
mesma forma, quando os fibroblastos foram previamente tratados com latrunculina-A e,
em seguida, incubados com 5 mM (Fig. 5 D-F) ou 10 mM (Fig 5 G-1) de MBCD
percebemos nitidamente uma repolimerizacdo do citoesqueleto de actina, com a

formacgéo de novas fibras de estresse.

Qi e colaboradores em 2009 (Qi et al., 2009) demonstraram que o tratamento de
células MC3T3 (linhagem de osteoblastos) com MBCD era capaz de induzir a ativagao
de Rho, uma proteina intimamente ligada a polimerizacdo do citoesqueleto de actina e
formacdo de fibras de estresse. A fim de verificarmos se esta polimerizacdo de actina,
induzida por tratamento com MBCD, ocorria via ativacdo de Rho, realizamos um ensaio
de pull-down para a deteccdo de Rho-GTP (Rho ativa). Para isto fibroblastos WTCL3
foram previamente tratados com 10 mM de MBCD por 20 ou 40 minutos, lisados e
utilizados nos ensaios de pull down. Pudemaos verificar que nos 20 primeiros minutos de
tratamento com a ciclodextrina sequestradora de colesterol (figura 6 A) ja houve
ativacdo consideravel de Rho e esta ativacdo perdurou até o final do tratamento. Foi
também dosada a atividade de Rho dos fibroblastos controle e de extratos celulares
incubados com GDP, o controle negativo da técnica. A figura 6 B mostra a membrana
de PVDF corada com vermelho de Ponceau indicando que em todos 0s grupos as

quantidades de proteinas utilizadas foram semelhantes.

Desta forma, podemos concluir que o sequestro de colesterol promovido pelo

tratamento com a MBCD néo € capaz apenas de reorganizar o citoesqueleto de actina
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como também de induzir a polimerizacdo do mesmo tanto em cardiomidcitos quanto em
fibroblastos, sendo que, neste Gltimo, a polimerizagdo da actina ocorre via ativacao de
Rho.
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Controle

LatrunculinaA MBCD + LatrunculinaA

Figura 3: Deplecdo do colesterol modifica o citoesqueleto de actina dos cardiomiocitos. Imagens
representivas do citoesqueleto de actina de cardiomidcitos controle (A), tratados com 10mM de MBCD
por 45 minutos (B), tratados com 95 uM de latrunculina-A por uma hora (C) e tratados com ambas as
drogas (D) e marcados com faloidina conjugada a Alexa488®. As células foram também marcadas com o
fluoréforo DAPI, para a identificacdo dos nlcleos celulares. Setas indicam a presencga de citoesqueleto
bandeado caracteristico de cardiomidcitos (A), FP: pontos de adesdo focal e SF: fibras de estresse (C).

Barra de escala: 10 um.
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DAPI SOBREPOSICAO

Controle

MBCD 5mM

MBCD 10mM

Figura 4: Deplecdo do colesterol modifica o citoesqueleto de actina dos fibroblastos. Imagens
representivas do citoesqueleto de actina de fibroblastos controle (A-C), tratados com 5mM de MBCD por
45 minutos de (D-F), tratados com 10mM de MBCD por 45 minutos (G-1) fixados e marcados com
faloidina conjugada a Alexa488® e com DAPI (n(icleos). A faloidina é uma droga capaz de se ligar &
actina —F (filamentosa). Dessa forma, a marcacdo em verde representa o citoesqueleto de actina fibrilar
presente nos fibroblastos submetidos aos diferentes tratamentos. Nota-se o aumento do aparecimento de
fibras de estresse nos fibroblastos tratados com as ciclodextrinas em comparacao as células ndo tratadas.

Barra de escala: 10 um.
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Figura 5: O tratamento com MBCD é capaz de induzir polimerizagdo do citoesqueleto de actina em
fibroblastos. Fibroblastos foram submetidos aos seguintes tratamentos: incubagdo com latrunculina-A, 95
nM, por uma hora seguida por lavagem com PBS e incuba¢do com meio DMEM fresco, sem soro, por 45
minutos (A-C); incubacdo com prévia com latrunculina seguida por lavagem com PBS +/+ e incubagédo
com MBCD 5mM, diluida em meio sem soro, por 45 minutos (D-F) e incubacdo prévia com latrunculina
seguida por lavagem com PBS +/+ e incuba¢do com MBCD 10mM, diluida em meio sem soro (G-I). As
células foram fixadas simultaneamente e processadas para marcagdo do citoesqueleto de actina com o uso
da faloidina conjugada a Alexa-488. Os nucleos celulares também foram marcados com DAPI. Feita a

marcacdo as células foram fotografadas em microscépio confocal. Barra de escala: 10 pm.
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Figura 6: O sequestro de colesterol nos fibroblastos é capaz de ativar Rho ja nos primeiros 20
minutos de tratamento. Fibroblastos, incubados com MBCD 10mM por 20 e 40 minutos, foram
submetidos ao ensaio de pull-down para Rho-GTP, ou seja, Rho ativado. Para isso, as células foram
lisadas e o extrato celular obtido foi centrifugado e colocado em contato com a proteina Rhotekin
juntamente com a resina glutationa. A proteina Rhotekin apresenta 2 dominios de ligagdo: um & proteina
Rho-GTP (dominio GST) e o outro se liga a resina glutationa (dominio RBD). Ap6s a incubacdo da
proteina Rhotekin juntamente com os extratos celulares foi feita uma centrifugacédo e essas amostras, apds
fervura, foram corridas em gel de Poliacrilamida 12%, transferidas para membrana PVDF e reveladas em
filme fotogréafico por quimioluminescéncia. Em (A) temos o western-blotting mostrando que ap6s 20 ou
40 minutos de tratamento j& € possivel ter ativacdo de Rho nos fibroblastos. Células controle e extrato
celular incubado com GDP foram utilizados como comparativos para verificarmos a ativa¢do de Rho. Em

(B) temos a membrana de PVVDF corada com vermelho de Ponceau ap6s a transferéncia das proteinas.
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4.4) O sequestro de colesterol promove mudancas na dinamica de membrana e

citoesqueleto dos fibroblastos

Na secdo anterior verificamos, para células fixadas, que o sequestro de colesterol
promove mudancas no citoesqueleto de actina. A fim de verificarmos mudancas na
dindmica tanto na membrana quanto no citoesqueleto de células mediante o sequestro de
colesterol, utilizamos a técnica de microscopia de desfocalizacdo (Agero et al., 2003 e
2004). Esta técnica é relativamente simples e implica em introduzir uma pequena
desfocalizacdo na imagem da célula viva, em tempo real, e filma-la durante o tempo
desejado. Assim, uma célula, cuja membrana seria invisivel quando no foco, passa a ser
visivel quando aplicada a ela certa desfocalizagdo. Outras técnicas podem ser usadas
para a observacao de células em um microscépio optico, as mais comuns sdo contraste
de fase (Zernick, 1942) e DIC ou Nomarsk (Pluta, 1988). As principais vantagens da
microcopia de desfocalizacdo sdo que nela ndo é preciso de nenhum filtro ou elemento
Optico no microscépio e podemos obter diretamente as flutuacbes do conjunto
membrana-citoesqueleto pelo contraste da imagem desfocalizada.

Para os experimentos de desfocalizacdo utilizamos fibroblastos WTCL3. O
experimento foi feito em microscépio Nikon Eclipse, acoplado com PFS (Perfect Focus
System), que permitiu a manutencdo de um foco constante ao longo do experimento, e
com objetiva Nikon de aumento 100x, N.A.= 1,49. Durante o experimento, filmamos
uma célula dnica inicialmente por 10 minutos para avaliacdo do estado da dindmica
celular no estado controle, ndo tratado. Em seguida, mantendo a mesma célula no
campo, eram adicionados 5 ou 10 mM de MBCD e a célula continuava a ser filmada por
mais 45 minutos, em uma taxa de captura de 1 frame por segundo, usando uma camera
UNIQ de 12 bits (ou 4096 niveis de cinza), com pixel quadrado de 0.064 um de lado.
Apos o término do experimento, obtinhamos um conjunto de 3300 imagens que foram
posteriormente analisadas, de 600 em 600 imagens (correspondentes a intervalos de 10
minutos), com excecdo dos 5 minutos finais nos quais 300 imagens foram analisadas.
Toda a informag&o obtida no experimento foi dada em forma de contraste de niveis de
cinza obtidos a partir das imagens. Mudangas nos niveis de cinza representam a
mudanca da curvatura local da membrana. Assim, as flutuacbes obtidas foram
interpretadas como mudangas no comportamento das células supondo-se a calibracdo

prévia da camera.
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Para analise dos dados, o background das imagens foi corrigido e as correlacfes
temporais dos ruffles de membrana foram medidas através da oscilagdo do contraste.
Areas quadradas (50 pixels de lado) nas bordas das células (Fig. 7) foram escolhidas e 0
Plugin, do ImageJ, desenvolvido pelo prof. Ubirajara Agero, do departamento de Fisica
da UFMG, foi utilizado para calcular a correlacdo temporal entre os pontos ao longo da
area do quadrado selecionada.

A andlise da dindmica das células submetidas ao sequestro de colesterol foi feita
da seguinte maneira: apds a captura de imagens das celulas no estado controle (por 10
minutos- frames 0-600- fig. 8 A e B, 9 A ) foi adicionado as células 5 ou 10 mM de
MBCD e a captura de imagens continuou sendo feita até o quinquagésimo quinto minuto
do experimento (correspondendo ao tratamento com MBCD por 45 minutos) (Figs 8 B-
G e Fig.9 B-E). Apods a coleta das imagens, as mesmas foram analisadas, no programa
ImageJ, através da aplicacdo do Plugin para correlacdo temporal ao longo de uma area
quadrada de 50 pixels de lado. Os resultados da aplicagéo da funcéo correlagao temporal
as imagens estéo na figura 9.

Os dados foram ajustados com uma equacao de decaimento exponencial simples,

como apresentado abaixo:

y = Ae__t )

Onde, A ¢ a amplitude da exponencial e T ¢ o tempo de relaxacdo da membrana e do

citoesqueleto ajustados pela exponencial.
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Figura 7: Fibroblasto embrionario murino WTCL3, visto desfocalizado de 1 um, em microscopio Nikon
Eclipse, acoplado com PFS (Perfect Focus System) e com objetiva Nikon (aumento 100x, N.A. 1,49). Na
borda da célula é possivel ver algumas ondulac¢des, os denominados ruffles de membrana, que produzem
uma variagdo de contraste que oscila ao longo do tempo. O quadrado amarelo mostra, aproximadamente,
uma das 10 areas escolhida para a anélise das correlacdes temporais em intervalos de 10 em 10 minutos
num total de 55 minutos.
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Figura 8: Imagens do fibroblasto WTCL3 visto, no microscopio de desfocalizagdo, ao longo de 55
minutos de experimento. A) Fibroblasto apds 1s de experimento na condicdo controle. B-G) Fibroblasto

ao longo do tempo de incubagdo com 10 mM da ciclodextrina MBCD
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Figura 9: O sequestro de colesterol altera a dindmica de membrana e de citoesqueleto de

fibroblastos. Gréficos de correlacdo temporal obtidos na condigdo controle (A), nos 10 minutos iniciais

de experimento, e nas condi¢des experimentais de tratamento com 10 mM de MBCD nos tempos (B) 20,

(C) 30, (D) 40, (E) 50. As curvas de decaimento com ajuste exponencial duplo mostram que, ao longo do

tratamento com MPBCD, a correlacdo temporal dos niveis de cinza, entre os pontos presentes nos

retangulos, é modificada revelando mudancas na dinamica tanto da membrana quanto do citoesqueleto da

célula submetida ao sequestro de colesterol.
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Os valores obtidos dos ajustes exponenciais foram organizados em graficos que
estdo representados nas figuras 10 e 11. Analisemos, primeiramente, os valores dos
tempos de relaxacdo, 1, expressos nas letras A e B da figura 10. Podemos perceber um
comportamento mais claro nos fibroblastos tratados com 5mM da ciclodextrina
depletora do colesterol (Fig 10 A). Nestes casos, 0 tempo de relaxacdo da célula
aumenta com o passar do tempo de tratamento atingindo seu pico entre 20 e 30 minutos
de tratamento. Em seguida, os valores dos tempos de relaxagdo diminuem para valores
préximos aos valores controle. Ja para as células tratadas com a maior concentragédo de
MPBCD os tempos de relaxagdo, T (Fig 10 B ), atingem seus picos num intervalo maior:
entre 20 e 40 minutos de tratamento. De qualquer forma, ap6s atingir o pico de aumento
nos tempos de relaxacgdo, os valores de t também caem para valores semelhantes aos
valores controle.

Além do tempo de relaxacdo foram também analisadas as amplitudes das
exponenciais, A, (Fig. 11 A e B) que indicam as variagdes na amplitude da curvatura
celular, segundo a técnica da microscopia de desfocaliza¢do. Tanto para os fibroblastos
tratados com 5 (Fig. 11 A) ou com 10 mM (Fig. 11 B) a amplitude de oscilagcdo do
complexo membrana-citoesqueleto diminui em relacdo as células no estado ndo-tratado
Em linhas gerais podemos dizer que tanto o tempo de relaxagdo quanto a amplitude de
curvatura da membrana celular dos fibroblastos modificam seus comportamentos a

medida em que o colesterol é depletado das células.
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Figura 10: O tempo de relaxagdo dos fibroblastos, t, aumenta apds um periodo de tratamento com
a MBCD e depois retorna para valores semelhantes ao do estado controle. Tempo de relaxagdo t
obtidos para os fibroblastos WTCL3 tratados com 5 (A) ou 10 mM (B) de MBCD. Os fibroblastos foram
filmados durante 10 minutos, sem adic¢do da ciclodextrina depletora do colesterol, e, em seguida, a essas
células foi adicionada a ciclodextrina depletora do colesterol, que permaneceu agindo nas células por 45
minutos. Apds o experimento, as células foram analisadas e da analise foi extraido o tempo de relaxacéo,

ms, dado pela equacdo acima dos gréficos.
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Figura 11: A amplitude de curvatura, A, diminui durante o periodo de tratamento com a MBCD.
Amplitudes A obtidas para os fibroblastos WTCL3 tratados com 5 (A) ou 10 mM (B) de MBCD. Os
fibroblastos foram filmados durante 10 minutos, sem adi¢do da ciclodextrina depletora do colesterol, e,
em seguida, a essas células foi adicionada a ciclodextrina depletora do colesterol, que permaneceu agindo
nas células por 45 minutos. Apds o experimento, as células foram analisadas e da analise foi extraido a

amplitude de variagdo da curvatura, A, dada pela equagéo acima dos graficos.
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4.5) O sequestro de colesterol nos fibroblastos aumenta tanto a rigidez de flexao

quanto a tensdo superficial dessas células

Para se analisar propriedades mecanicas de células atraves do uso de pincas
Opticas € necessario que uma bolinha de poliestireno, aprisionada pelo laser no
infravermelho, chegue até a membrana celular e se prenda na mesma. Feito isso, ao
deslocarmos o estdgio do microscopio, um pequeno canudinho de membrana sera
formado e este canudinho, denominado amarra, possui tanto componentes de membrana
plasmatica quanto componentes de citoesqueleto cortical, tais como a actina (Fig. 12 A).
Quando a amarra esta sendo extraida ocorre uma transicdo de fase na qual o catendide,
formado nos estdgios iniciais da extracdo, se transforma num canudo (a amarra
propriamente dita). Neste ponto onde ocorre a transicao de fase entre catendide e amarra
a forca para se extrair a amarra € maxima. Em seguida, uma vez formada a amarra, a
forca para extrai-la da célula é constante e de valor Fy (Fig. 12 B). Quando medimos
diversos valores de Fo para fibroblastos controle e tratados com MPBCD nas
concentracdes de 5 ou 10 mM verificamos que o valor de Fo aumenta mediante o
sequestro de colesterol e € significativamente maior para as células tratadas com a maior
concentragéo da ciclodextrina (Fig. 12 C).

Apos a extragdo das amarras nos diferentes grupos de fibroblastos, tratados ou
ndo com a ciclodextrina, avaliamos a tensdo superficial ¢ e a rigidez de flexdo «. Para
isso, foram medidos os raios das amarras (por microscopia eletrdnica de varredura), 0s
quais foram utilizado nas equacbes (6) e (7) escritas na secdo de materiais e métodos.
Em seguida, fizemos varias fotos das amarras, nas diferentes condi¢bes, como
representado na figura 12 D. Apds anélise, os raios das amarras foram medidos e ndo
houve diferenca entre os tamanhos dos mesmos entre os diferentes grupos (Fig. 12 E).

Em seguida, os valores da tensdo superficial e da rigidez de flexdo foram
calculados e colocados na tabela 2.
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Figura 12: O sequestro de colesterol induz um aumento na for¢a Fy para se extrair amarras em
fibroblastos. (A) Imagem tipica de uma amarra ja extraida de um fibroblasto. (B) Grafico de forca para
se extrair uma amarra. (C) Gréafico das médias das forcas Fy para se extrair amarras dos fibroblastos
controle e tratados com 5 ou 10 mM de MBCD. (D) Figura representativa de uma amarra celular vista em
microscépio eletronico de varredura. (E) Média dos valores dos raios obtidos para os fibroblastos controle

e tratados com 5 ou 10 mM de MBCD. Barra de escala 1 um.
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Tenséao superficial o Rigidez de flexao
(PN/ pm) K (PN . pm)
Controle 67+9 0,18 + 0,02
MBCD 5mM 95+9 0,18 £ 0,02
MBCD 10mM 102 +9 0,25 £ 0,03

Tabela 2: O sequestro de colesterol aumenta tanto valores da tensdo superficial quanto da rigidez
de flexdo em fibroblastos. Apos a extragdo de amarras de fibroblastos controle e tratados com 5 ou 10
mM de MBCD, foram medidos a forca Fy necessaria para a extracdo dessas amarras e o0 raio R dessas
amarras. Apds a obtencdo destes dados, os valores de tensdo superficial e de rigidez de flexdo foram

calculados conforme as equacbes 6 e 7.

De acordo com os valores da Tabela 2, podemos verificar que o sequestro de
colesterol com 5 ou 10 mM foi capaz de induzir aumento significativo da tenséo
superficial nos fibroblastos em relacdo as células controle. Ja a rigidez de flexao alterou
seu valor apenas para o tratamento com 10 mM da ciclodextrina.

Em resumo, podemos concluir que o sequestro de colesterol promove um
aumento nos valores de tensdo superficial e rigidez de flexdo que sdo indicativos de um

aumento de rigidez celular.
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4.6) A deplecéo do colesterol provoca exocitose lisossomal nos cardiomidcitos e

nos fibroblastos

O processo de fusdo dos lisossomos com a membrana plasmatica, denominado
de exocitose lisossomal, € um evento regulado por célcio e também por proteinas do
complexo SNARE em um mecanismo semelhante ao da fusdo das vesiculas preenchidas
com neurotransmissores na membrana pré-sinéptica (Rao et al., 2004; Rodriguez et al.,
1997).

Trabalhos publicados demonstram que o sequestro de colesterol altera a fusdo de
vesiculas sinapticas com a membrana gerando eventos de exocitose ndo-regulados
(Wasser et al., 2007). Ademais, alguns estudos também demonstraram que, em
situacbes onde a tensdo superficial aumenta localmente, ha exocitose de vesiculas
membranosas que doam membrana para a membrana plasmatica, diminuindo assim a
tensdo da mesma e retornando a célula para condi¢cbes homeostasicas (Raucher e
Sheetz, 1999). Como o sequestro de colesterol aumenta a tensao superficial do conjunto
citoesqueleto-membrana, estudar a ocorréncia de eventos exociticos faz-se importante.
Com o intuito de verificar o comportamento da exocitose de lisossomos, em células
cujo conteudo de colesterol havia sido reduzido, realizamos um ensaio cinético
enzimatico, no qual avaliamos a atividade da enzima beta-hexosaminidase, residente em
lisossomos, no meio extracelular de células em cultura. Para isso, incubamos o0s
fibroblastos com MBCD ou HyCD, ambos na concentracdo de 10 mM e tanto o
sobrenadante quanto o produto de lise dessas células foram incubados com um substrato
fluorescente da beta- hexosaminidase. Células ndo tratadas ou incubadas com
ionomicina (um ionéforo que permite o influxo de Ca®* do meio extra para 0 meio
intracelular e induz exocitose lisossomal (Jans et al., 2004)) foram utilizadas para
controles negativo e positivo respectivamente. Realizamos também experimentos com
cardiomidcitos uma vez que estas sdo células que sofrem constante estresse mecanico
devido ao processo de contragdo. Dessa forma, o reparo de membrana nessas células é
um evento importante para a sobrevida e contractilidade das mesmas. Os experimentos
foram feitos na presenca ou auséncia de Ca®* apenas em cardiomidcitos visto que esse
ion é importante, nessas células, ndo somente no processo de exocitose como também
no processo de contragéo.

A figura 13 mostra a exocitose lisossomal mediada pelo tratamento com MBCD.

Nessas células foram realizados experimentos apenas na presenca de Ca*". De acordo
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com a figura 13, podemos verificar que ap6s os 10 primeiros minutos de tratamento
com a ciclodextrina depletora do colesterol ndo houve diferenca significativa nos niveis
de beta-hexosaminidase em relacéo as células controle, ndo tratadas (Fig. 13). Apos 20
ou 40 minutos de exposicdo a ciclodextrina, os niveis de exocitose elevaram-se
aproximadamente 4 vezes em comparagdo com 0s niveis observados nas células nédo
tratadas (Fig. 13). Por outro lado, a incubacdo das células com HyCD, a ciclodextrina
inativa para o sequestro do colesterol, ndo induziu exocitose expressiva de lisosSSomos
nos fibroblastos (Fig. 13).

Os experimentos de exocitose lisossomal também foram feitos em
cardiomiocitos (Fig.14). Ja nos 10 primeiros minutos apds a adigdo da B ciclodextrina
na presenca de Ca®*, ocorrem eventos de exocitose de lisossomos, cerca de 3,5 vezes
maiores se comparados com eventos exociticos nas células controle (Fig 14). Dessa
maneira, podemos dizer que a dindmica de exocitose nos cardiomiocitos é
aparentemente mais rapida se comparada a dindmica de exocitose em fibroblastos
(comparar Figs. 13 e 14). Os niveis de exocitose nas células cardiacas foram ainda
maiores com o aumento progressivo do tempo de incuba¢do com MBCD. Apo6s 20 ou 40
minutos de exposicdo a ciclodextrina, os niveis de exocitose elevaram-se 5,5 vezes em
comparagdo com o0s niveis observados nas células ndo tratadas (Fig. 14). Por outro lado,
a incubacdo das células com HyCD, a ciclodextrina inativa para o sequestro do
colesterol, também ndo induziu exocitose expressiva de lisossomos nos cardiomidcitos,
assim como o ocorrido em fibroblastos (Fig. 13 e 14). A fim de testarmos se estes
eventos ocorriam sem a regulacéo do Ca** (como ocorre com as vesiculas sinapticas), o
mesmo ensaio foi realizado na auséncia de Ca®* e na presenca de Mg®*. O uso de
EGTA, agente capaz de quelar o Ca®" extracelular, ndo foi capaz de impedir a
ocorréncia de eventos exociticos promovidos pelo sequestro do colesterol. Pelo
contrario, na auséncia de Ca?*, os eventos exociticos aumentaram ligeiramente em
comparagdo aos eventos na presenca deste mesmo ion (Fig. 14).

Para confirmarmos que a leitura de niveis elevados da enzima beta-
hexosaminidase no meio extracelular ocorreu devido a processos de exocitose
lisossomal e ndo a processos de morte celular, realizamos um ensaio de viabilidade
celular. Neste teste, os cardiomidcitos incubados com as ciclodextrinas MBCD/ HyCD
foram tripsinizados e incubados com a solugdo HFS, a qual continha Pl (iodeto de
propidio), um corante nuclear impermedvel a membrana celular integra. Controles
negativo e positivo (cardiomiocitos ndo tratados e tratados com ionomicina,
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respectivamente) também foram analisados. A figura 15 mostra que o tratamento com
MBCD né&o interferiu na viabilidade celular nem na presenga e nem na auséncia de
calcio (Fig. 15). Assim como esperado, o tratamento com HyCD também néo levou a
morte celular.

A fim de verificar se o processo de exocitose lisossomal, desencadeado pelo
sequestro de colesterol, poderia depender do célcio intracelular, fizemos o ensaio
enzimético de detecgdo da enzima beta-hexosaminidase na presenca de uma droga
quelante de Ca** intracelular, o BAPTA-AM. Para isso, expusemos o0s cardiomidcitos a
10 mM de MBCD, por 10, 20 ou 40 minutos, na presenca ou ndo de BAPTA-AM (Fig.
16). N&o foi possivel detectar diferenca significativa nos niveis de exocitose entre
controle negativo e controle tratado apenas com BAPTA-AM. Comparando-se 0s
grupos tratados com MPBCD, na presenga ou auséncia de BAPTA-AM, percebemos
diferencas estatisticas apenas em estagios mais longos de exposicdo a B ciclodextrina
(20 e 40 minutos), onde a presenca do agente quelante intracelular de Ca®* levou a uma
pequena diminuicdo nos niveis de exocitose (Fig. 16).

Além de testarmos a dependéncia da exocitose lisossomal com relacdo ao Ca**
intra e extracelular também testamos a dependéncia desta exocitose com relacdo a
proteina sinaptotagmina- VII, syt-VII, que é uma proteina sensora de Ca** nesta
organela. Para isso, fizemos um experimento de siRNA, em células de rato NRK, no
qual promovemos o silenciamento do RNA para syt-VII. Como controle da reacdo de
SiRNA também fizemos a transfeccdo com um oligo aleatério ou scrambled. Apds a
confirmacéo do sucesso do silenciamento de syt-VII (Fig. 17 A) fizemos um ensaio de
exocitose lisossomal (Fig. 17 B). Adicionamos, a cada um dos grupos experimentais,
células tratadas com ionomicina e, em seguida, com MBCD visto que a exocitose
lisossomal em células epiteliais, como nas células NRK, ocorre de maneira mais restrita
(Xu et al., 2012) em comparacdo a exocitose dessas mesmas organelas em fibroblastos.
Podemos ver pela Fig. 17 B, que a exocitose lisossomal, sobretudo aquela estimulada
pela ionomicina, previamente ao sequestro de colesterol, continuou acontecendo mesmo
na auséncia da syt-VII.

Em linhas gerais, foi possivel observar que o processo de exocitose lisossomal,
induzido pelo sequestro do colesterol, ocorre mesmo na auséncia de Ca?* extra ou
intracelular e mesmo na auséncia da proteina sensora desse ion em vesiculas
lisossomais, a sinaptotagmina 7. Embora na auséncia de calcio intracelular, a exocitose

induzida pelo sequestro de colesterol tenha sido menor, os resultados indicam que o
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recrutamento e a fusdo de lisossomos mediante o tratamento com MBCD é um evento
majoritariamente ndo regulado por Ca** e que depende de mudancas na quantidade de

colesterol presente na membrana plasmatica.
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Figura 13: O tratamento dos fibroblastos WTCL3 com MBCD, mas ndo com HyCD, gera exocitose
lisossomal. Os fibroblastos imortalizados foram expostos a 10 mM de MBCD ou a mesma concentragao
de HyCD, por 10, 20 ou 40 minutos, a 37°C, na presenca de calcio. Tanto 0 meio extracelular quanto o
produto do lisado celular foi coletado e incubado com o 4-methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-
glucosaminide, substrato fluorescente da beta-hexosaminidase, uma enzima residente em lisossomos. Os
resultados deste grafico foram expressos como a razdo entre a atividade da B-hexosaminidase no meio
extracelular pela atividade total desta mesma enzima (leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante/
leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante + leitura da B-hexosaminidase no lisado celular). Células
tratadas com 10 uM de ionomicina (Calbiochem), por 10 minutos, foram usadas com controle positivo da
exocitose. Os dados foram representados como média de triplicatas = desvio padrdo. Os asteriscos

indicam diferencas estatisticas entre controle e grupos experimentais. (p < 0.05, teste T de Student).
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Figura 14: O tratamento dos cardiomidcitos com MBCD, mas ndo com HyCD, gera exocitose
lisossomal. Os cardiomiécitos foram expostos a 10 mM de MBCD ou & mesma concentragdo de HyCD,
por 10, 20 ou 40 minutos, a 37°C, tanto na auséncia (barras brancas) quanto na presenca de célcio (barras
pretas). Tanto o meio extracelular quanto o produto do lisado celular foi coletado e incubado com o 4-
methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide, substrato fluorescente da beta-hexosaminidase, uma
enzima residente em lisossomos. Os resultados deste grafico foram expressos como a razdo entre a
atividade da B-hexosaminidase no meio extracelular pela atividade total desta mesma enzima (leitura da
B-hexosaminidase no sobrenadante/ leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante + leitura da (-
hexosaminidase no lisado celular). Células tratadas com 10 puM de ionomicina (Calbiochem), por 10
minutos, foram usadas com controle positivo da exocitose. Os dados foram representados como média de
triplicatas + desvio padrdo. Os asteriscos indicam diferencas estatisticas entre controle e grupos
experimentais (na auséncia de Ca®* extracelular) ao passo que os quadrados (#) indicam as mesmas

diferencas na presenca de Ca** extracelular. (p < 0.05, teste T de Student).
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Figura 15: O sequestro de colesterol de membrana de cardiomiécitos, na presenca ou auséncia de
Ca’*, ndo provoca morte celular. Apés tratamento com MBCD ou com HyCD na auséncia (barras
brancas) ou na presenga de célcio extracelular (barras pretas), os cardiomiécitos foram tripsinizados,
coletados e incubados com solugdo HFS, contendo Pl. As células que se tornaram invidveis ap6s 0
tratamento com as ciclodextrinas coraram-se com o idodeto de propidio. Este ensaio de verificagdo de
morte celular s6 é possivel uma vez que o Pl é impermeavel a membrana de células saudaveis. Apos a
incubacdo com a solugdo HFS, as células foram contadas e lidas em um citdmetro de fluxo. Os dados
foram explicitados como a média de triplicatas + desvio padrdo. N&o houve diferengas significativas entre

0S grupos.
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Figura 16: O sequestro de colesterol promove a exocitose lisossomal mesmo quando o calcio
intracelular é quelado. Os cardiomidcitos foram expostos a 10 mM de MBCD por 10, 20 ou 40 minutos,
a 37°C ou alternativamente a mesma concentragdo da droga (nos mesmos tempos de exposi¢ao) mediante
a presenca de 1mM de BAPTA-AM (1,2-Bis(2-aminophenoxy)ethane-N,N,N’,N’-tetraacetic acid
tetrakis(acetoxymethyl ester), droga capaz de penetrar através da membrana plasmatica. Uma vez no
citoplasma o BAPTA é capaz de quelar o calcio intracelular. Para o ensaio de exocitose, tanto o meio
extracelular quanto o produto do lisado celular foi coletado e incubado com o 4-methylumbelliferyl-N-
acetyl-B-D-glucosaminide, substrato fluorescente da beta-hexosaminidase, uma enzima residente em
lisossomos. Os resultados deste grafico foram expressos como a razdo entre a atividade da f-
hexosaminidase no meio extracelular pela atividade total desta mesma enzima (leitura da f-
hexosaminidase no sobrenadante/ leitura da p-hexosaminidase no sobrenadante + leitura da B-
hexosaminidase no lisado celular). Os dados foram representados como média de triplicatas + desvio
padrdo. Letras iguais indicam grupos estatisticamente iguais ao passo que letras diferentes indicam grupos

estatisticamente distintos. (p < 0.05, teste one-way ANOVA seguido de pos-teste Neuman Keuls).
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Figura 17: O sequestro de colesterol gera exocitose lisossomal mesmo em células knockdown para
syt VII. Trés grupos de células: NRK selvagens, NRK transfectadas com oligos aleatérios (scrambled) ou
NRK transfectadas com o oligo para siRNA de syt-VIlI foram submetidos a ensaios de exocitose
lisossomal. Para a confirmagdo da eficiéncia do knockdown foi feito um RT-PCR para syt-VII nas células
selvagens, transfectadas scrambled e transfectadas com oligo para syt-VII (A). Para o ensaio de exocitose
lisossomal (B) as células epiteliais foram expostas a 10 mM de MBCD a 37°C, diluido em meio de cultura
sem soro. Tanto o meio extracelular quanto o produto do lisado celular foi coletado e incubado com o 4-
methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide, substrato fluorescente da beta-hexosaminidase, uma
enzima residente em lisossomos. Os resultados deste grafico foram expressos como a razdo entre a
atividade da B-hexosaminidase no meio extracelular pela atividade total desta mesma enzima (leitura da
B-hexosaminidase no sobrenadante/ leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante + leitura da f-
hexosaminidase no lisado celular). Células tratadas com 10 pM de ionomicina (Calbiochem), por 10

minutos, foram usadas com controle positivo da exocitose. Como as células epiteliais apresentam
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secrecdo lisossomal limitada foi feito um grupo em que as células eram primeiramente estimuladas com
ionomicina e, em seguida, o sequestro de colesterol era feito. Os dados foram representados como média
de triplicatas + desvio padrdo. Os asteriscos (*) indicam diferencas estatisticas entre controle e grupos
experimentais para as células selvagens, os quadrados (#) indicam diferencas estatisticas entre as células
scrambled tratadas e controle e os losangos (¢) indicam diferencas estatisticas entre as células controle e
tratadas, todas elas knockdown para syt-VII (p < 0.05, teste T de Student). Foram realizadas comparacGes

estatisticas intragrupos.
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4.7) A deplecdo de colesterol modifica a distribuicdo lisossomal nos

cardiomidcitos

Com o intuito de visualizar os efeitos promovidos pelo sequestro de colesterol
na distribuicdo dos lisossomos remanescentes na célula (aqueles que ndo sofreram
exocitose), foram coletadas imagens de cardiomiocitos tratados com MBCD, HyCD ou
MBCD + WSC, fixados e marcados com DAPI (corante nuclear) e com anti-LAMP 1
(marcador lisossomal). Imagens representativas de cada grupo experimental estdo
ilustradas na figura 18. Analises qualitativas destas imagens revelam uma distribuicao
mais restrita dos lisossomos a regido perinuclear, nas células tratadas com 10 ou 15 mM
de MBCD (Fig. 18 B e C), em comparagdo com as células ndo tratadas (Fig. 18 A) ou
com as células tratadas com HyCD (Fig. 18 D e E). A reposi¢do do colesterol ap6s o
tratamento com MBCD aparentemente reverteu a distribuicdo dos lisossomos para
padrdes semelhantes aos observados nas células controle (Fig. 18 F). Para verificar de
forma precisa as diferencas nas distribuicdes lisossomais entre grupos experimentais
distintos, as mesmas imagens coletadas anteriormente foram utilizadas para a realizacédo
de um ensaio quantitativo de disperséo (Fig. 19).

Primeiramente, para cada um dos ndcleos isolados foi calculado um raio médio
(R). O proximo passo foi selecionar cada lisossomo associado ao seu respectivo nucleo
e medir a distdncia média de cada lisossomo ao centro celular (D). Por fim, com a
distancia lisossomal média (D) relativa ao raio nuclear médio (R) foi definida a razéo
D/R na qual valores proximos a um indicariam que os lisossomos estariam proximos a
regido perinuclear ao passo que valores maiores indicariam que os lisossomos estariam
mais frequentes nas bordas da célula em anélise. Esta razdo D/R foi calculada para
diversos grupos de lisossomos, associados aos seus respectivos ndcleos, em diferentes
grupos experimentais. Os resultados desta analise consistem em distribuicfes de valores
de D/R associados a cada tratamento e estdo representados como histogramas na figura
19.

Ajustes gaussianos para a distribuicdo de lisossomos em células ndo tratadas
mostrou que a maioria destas organelas estd localizada na razdo 1.3 com relagcdo ao
centro celular ao passo que o pico do ajuste gaussiano para as células tratadas com 10
mM de MBCD mostram uma razdo de 1.2 (Fig. 19 A). O mesmo padrdo é observado em

cardiomidcitos tratados com concentragdes maiores da ciclodextrina metilada (Fig. 19
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B). E possivel perceber também nessas distribuicdes que lisossomos localizados em
razGes maiores, ou seja, mais distantes do ndcleo celular, sdo mais frequentes no grupo
controle e s&o eventos mais raros nos grupos tratados com MBCD (Fig. 19 A e 19 B).
Em contrapartida, nenhuma diferenca significativa na distribuicdo lisossomal foi
observada quando as células foram tratadas com 10 ou 15 mM de HyCD em
comparacdo as células ndo tratadas (Fig. 19 C e 19 D). Por ultimo, a reposi¢do do
colesterol apds o sequestro do mesmo promovido pelo tratamento com MBCD
conseguiu, pelo menos em parte, reverter a dispersdo lisossomal para padrbes
semelhantes aos observados nas células controle (Fig. 19 E).

Frequéncias cumulativas de lisossomos (Fig. 19 F) obtidas a partir dos
histogramas da figura 19 (Fig. 19 A & 19 E) foram plotadas e analisadas estatisticamente
através do teste de Kolmogorov-Smirnov. Foram observadas diferencas significativas
entre os grupos tratados com 10 ou 15 mM de MBCD em relacdo ao grupo controle. Os
grupos experimentais relativos aos tratamentos com 10 e 15 mM HyCD ou com 15 mM
de MBCD + WSC nédo apresentaram diferencas nas frequéncias cumulativas em
comparagao ao grupo controle.

A fim de provar que o rearranjo na distribuicdo lisossomal ndo foi consequéncia
de um possivel aumento na area superficial celular em decorréncia do sequestro de
colesterol, células tratadas (ou ndo) com MBCD ou com seu andlogo inativo, HyCD,
bem como os cardiomiécitos tratados com MBCD + WSC foram marcadas com um
marcador especifico de membrana celular, o Cell Mask (Invitrogen). Imagens foram
coletadas e a area superficial de um conjunto de células de cada grupo foi calculada
usando o software ImageJ. Nenhuma diferenca estatistica foi observada entre os grupos
distintos (Fig. 20).
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Controle MBCD 10mM

MBCD 15mM HyCD.10mM

HyCD 15mM MBCD 15mM +
WSC 0.05mM

Figura 18: A deplecdo do colesterol gera mudancas na distribuicdo de lisossomos nos
cardiomidcitos. Painéis representativos da distribuicdo lisossomal em cardiomiécitos controle (A),
tratados com MBCD nas concentragdes de 10 mM (B) ou 15 mM (C) ou ainda tratados com HyCD nas
concentragdes de 10 mM (D) ou 15 mM (E). A reposi¢do com 0.05 mM de WSC ap06s o sequestro com 15
mM de MBCD também foi representada no painel (F). Apds a incubagido com as drogas as células foram
lavadas, fixadas, submetidos a imunocitoquimica pra LAMP-1 (verde), DAPI (azul) e analisadas em
microscopio de fluorescéncia. Em comparacdo aos cardiomiécitos ndo tratados (A), 0s quais exibiam
marcacdo para LAMP-1homogénea e bem distribuida, as células tratadas com MBCD (B) e (C) exibiram

uma marcagdo mais heterogénea para LAMP-1 apresentando lisossomos localizados preferencialmente
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préximos aos nucleos celulares. Por outro lado, os cardiomidcitos que foram incubados com HyCD ou

que tiveram o seu contetdo colestérico reposto (D), (E) e (F), respectivamente, apresentaram distribuicéo

lisossomal semelhante a vista nas células controle. Barra de escala: 10 um.
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Figura 19: O tratamento dos cardiomidcitos com MBCD, mas ndo com HyCD, gera uma
distribuicéo lisossomal mais restrita, proxima ao nucleo celular.A andlise quantitativa da distribui¢do
lisossomal, relativa a determinado nudcleo celular, em células tratadas com 10 mM de MBCD (A), 15 mM
de MBCD (B), 10 mM de HyCD (C), 15 mM de HyCD (D) ou 15 mM de MBCD seguido pela incubacéo
com 0.05 mM WSC (E) foi feita sempre em relacdo & mesma distribuicdo de lisossomos em células ndo
tratadas. A distancia média entre um lisossomo e seu respectivo centro celular é representada pela letra
(D) e relacao entre a distancia média D de cada lisossomo relativa ao raio nuclear (R) de seu respectivo
nicleo é dada por D/R. Valores de D/R préximos a unidade indicam que os lisossomos distribuem-se
mais préximos ao ndcleo celular, ao passo que valores maiores desta razao indicam uma distribui¢do mais
distante do nucleo de suas células. A razdo D/R foi medida para diversos grupos de lisossomos associados
aos nlcleos de suas células, em diferentes tratamentos. Os resultados desta analise foram expressos como
distribuicdes em histogramas de valores de D/R para varias células (N representa o nimero de células
analisadas) representantes dos grupos experimentais distintos. O histograma de cada tratamento foi
representado por uma linha tracejada azul ao qual sempre foi superposto o histograma representativo das
células controle (linha solida vermelha). Ajustes gaussianos de cada uma das distribuigdes foram
adicionados de forma a evidenciar a tendéncia estatistica principal de cada grafico. O eixo x de cada
grafico representa a razdo D/R ao passo que 0 eix0 y representa o valor da porcentagem de ndcleos
analisados em cada tratamento normalizado pelo nimero total de células. (F) Frequéncia cumulativa
referente aos histogramas. Sinais de mais roxos representam células tratadas com MBCD a 10 mM,

retangulos verde escuros representam células tratadas com 15 mM de MBCD, cruzes azuis representam
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células tratadas com 10 mM de HyCD, circulos verde claros representam células tratadas com 15 mM de
HyCD, losangos marrons representam células cujo contetido de colesterol foi reposto por WSC ap6s
prévio sequestro e a linha vermelha continua representa células controle. O teste estatistico Kolmogorov-
Smirnov (KS) foi realizado com o intuito de comparar as frequéncias cumulativas entre elas. Diferencas
estatisticas significativas foram obtidas para cardiomiocitos incubados com MBCD 10 mM 0.02%
(p=0.0002) ou MBCD 15 mM 0.03% (p=0.0003) em relacdo as células ndo tratadas ao passo que nao
foram encontradas significancias estatisticas entre as células controle e as tratadas com 10 ou 15 mM da
ciclodextrina inativa (respectivamente 79.49% (p=0.7949) e 86.03% (p=0.8603)) e nem entre as células
controle e aquelas que tiveram o colesterol reintroduzido (6.44% (p=0.0644)).
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Figura 20: Deple¢do do colesterol ndo modifica a area dos cardiomiécitos. (A) Figura representativa
de células controle, tratadas com 15 mM de MBCD, com 15 mM HyCD e células com colesterol reposto
pelo WSC apds prévio sequestro marcadas com CellMask ® Orange plasma membrane stain.
Brevemente, os cardiomidcitos foram tratados com as ciclodextrinas, lavados e incubados em solugdo de
5 ug/mL de CellMask em meio fresco, por 5 minutos a 37°C. Passado o periodo de incubagdo, os
cardiomiécitos foram fixados por 10 minutos, a 37°C, lavados e montados com gel de montagem para
fluorescéncia e imediatamente analisados em microscopio confocal. (B) Histogramas mostrando
distribuicdes das areas celulares para os diferentes tratamentos (MBCD 15 mM- linha tracejada preta;
HyCD 15 mM- linha tracejada azul e WSC 0.05 mM apds sequestro com MBCD 15 mM- linha tracejada
verde) em comparagdo com as células controle ndo tratadas- linha continua vermelha. No gréfico de
frequéncias cumulativas, temos que os testes estatisticos KS nos forneceram o0s seguintes valores:
controle vs MBCD 15 mM ¢é 14.8% (p=0.148); controle vs HyCD 15 mM ¢ 14.3% (p=0.143) e controle vs
WSC ¢ 55.5% (p=0.555). No conjunto, esta analise estatistica mostra que ndo ha diferencas entre as areas

de células controle e dos demais grupos experimentais.
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4.8) A exocitose lisossomal induzida por tratamento com MPCD parece ser

diferente daquela induzida por despolimerizacéo do citoesqueleto

Existem relatos na literatura que o citoesqueleto de actina tem papel regulador
em eventos de exocitose vesicular. Diversos autores demonstraram que na regido
subplasmalemar (logo abaixo da membrana plasmatica) de células cromaffin, células
neuroendocrinas da medula da adrenal, existe um citoesqueleto de actina polimerizado
que funciona como uma barreira para o0 processo de secrecao de seus granulos (Aunes &
Bader, 1988; Nakata & Hirokawa, 1992). Além destes, outros estudos com células
pancreaticas também indicaram o citoesqueleto cortical de actina como bloqueador de
eventos de exocitose (Muallen et al., 1995). Estudos mais recentes revelaram, no
entanto, que o citoesqueleto de actina poderia atuar também como um facilitador do
processo de exocitose, por auxiliar na formagdo de um pool de vesiculas exociticas
proximo & membrana plasmaética e facilmente acessivel para fuséo e liberacdo de seu
conteido (Malacombe et al., 2006). Ademais, outros pesquisadores mostraram, em um
trabalho anterior, que nessas células cromaffin existiam dois reservatérios de granulos:
um que se localizava proximo a membrana plasmatica, e que ndo estava diretamente
associado ao citoesqueleto de actina, e um outro mais interno que estava diretamente

associado aos microfilamentos (Aunes e Bader, 1988).

Como o tratamento com MBCD em nossos ensaios levou a um aumento da
exocitose lisossomal, bem como a formacédo de fibras de estresse ou polimerizacdo da
actina, mesmo apos o tratamento com latrunculina-A, decidimos verificar se o efeito do
sequestro do colesterol sobre o citoesqueleto celular poderia influenciar a exocitose
lisossomal induzida pelo tratamento com MBCD. Para isto, culturas de cardiomidcitos e
de fibroblastos previamente incubadas, ou ndo, com latrunculina-A, foram submetidas
ao sequestro de colesterol com 10 mM de MBCD durante 10, 20 ou 40 minutos. Tanto o
sobrenadante dessas células quanto o contetido do lisado celular foram coletados para
dosagem da atividade da enzima beta-hexosaminidase conforme descrito anteriormente.
Células controle e células incubadas apenas com latrunculina-A também foram
analisadas no ensaio enzimatico (Fig. 21). A atividade de B-hexosaminidase no
sobrenadante de culturas de cardiomidcitos (Fig. 21 A) tratadas com MBCD em

comparacdo as celulas do grupo controle foram reprodutiveis e semelhantes aos
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resultados obtidos anteriormente. Quando comparados os valores de exocitose
lisossomal entre os grupos controle ndo tratado e tratado com latrunculina-A foi
possivel identificar que apenas o tratamento com o agente despolimerizador do
citoesqueleto ja foi capaz de induzir a exocitose lisossomal (Fig. 21 A). Ademais, 0
tratamento com latrunculina-A prévio ao tratamento com MPBCD por 10, 20 ¢ 40
minutos induziu um nivel ainda maior de exocitose quando comparado com 0 grupo
tratado apenas com MBCD, no mesmo tempo, ou latrunculina isoladamente (Fig. 21 A).
Quando analisamos o cenario da exocitose lisossomal em fibroblastos WTCL3 o
resultado é bem semelhante (Fig. 21 B): o tratamento com latrunculina-A foi capaz de
induzir exocitose lisossomal com indices superiores a exocitose lisossomal induzida
apenas pelo tratamento com MBCD. O tratamento combinado latrunculina-A seguido
pelo tratamento com MBCD produziu também niveis superiores de exocitose lisossomal
qguando comparados com 0S grupos que receberam apenas a ciclodextrina. Estes
resultados sugerem que 0s pools de lisossomos recrutados para a exocitose pelo
tratamento com essas duas drogas, possam ser diferentes.
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CARDIOMIOCITOS
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Figura 21: Deplecdo do colesterol promove exocitose lisossomal na presenca ou na auséncia de um
citoesqueleto de actina integro. (A) Cardiomidcitos e (B) fibroblastos tratados previamente (ou néo)
com latrunculina-A 95 pM por uma hora foram incubados com 10mM de MBCD por 10, 20 ou 40
minutos. Em seguida, ambos sobrenadante e lisado das culturas celulares foram coletados e colocados em
contato com o substrato da enzima beta-hexosaminidase conforme metodologia previamente descrita. Os
resultados deste grafico foram expressos como a razdo entre a atividade da B-hexosaminidase no meio
extracelular pela atividade total desta mesma enzima (leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante/
leitura da B-hexosaminidase no sobrenadante + leitura da p-hexosaminidase no lisado celular). Os dados
foram representados como média de triplicatas + desvio padrdo. Letras iguais indicam grupos
estatisticamente iguais ao passo que letras diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. (p < 0.05,

teste one-way ANOVA seguido de pos-teste Neuman Keuls).
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4.9) A deplecéo de colesterol diminui a entrada do T. cruzi em cardiomiocitos

primarios murinos

Os nossos resultados listados nas segdes anteriores mostram que tanto
fibroblastos quanto cardiomiocitos, que foram submetidos ao sequestro de colesterol,
sofrem dois processos simultaneos: enrijecimento do cdrtex celular e exocitose de
lisossomos préximos a periferia celular. Sabemos, de trabalhos anteriores, que o
parasito intracelular obrigatorio, T. cruzi, pode depender de microdominios de
membrana, enriquecidos em colesterol, para o0 sucesso da sua entrada (Barrias et al.,
2007 e Fernandes et al., 2007). Apesar de esses dois trabalhos terem mostrado a
importancia do colesterol na entrada do parasito, eles ndo sugeriram nenhum
mecanismo através do qual os microdominios lipidicos poderiam interferir no processo.
Igualmente, sabemos que o T. cruzi, aparentemente, usa lisossomos que estdo préximos
a regido cortical para invadirem a célula hospedeira e, para que o recrutamento desses
lisossomos possa ocorrer, 0 estimulo do parasito na membrana celular necessita de um
citoesqueleto relativamente maledvel. Como o sequestro de colesterol, aparentemente,
depleta os lisossomos proximos ao cortex celular e enrijece a célula, nos propusemos a
investigar se a diminuicdo da entrada do T. cruzi, em células com menor conteudo
colestérico, poderia ocorrer por causa destes motivos supracitados.

Uma vez que a entrada do T. cruzi em células fagociticas ndo-profissionais,
como os cardiomidcitos, € um evento importante e determinante no estabelecimento da
infeccdo e possivel desenvolvimento da forma clinica da doenca, resolvemos
primeiramente verificar a importancia do colesterol na entrada do T. cruzi em
cardiomidcitos murinos obtidos a partir de cultura primaria de animais neonatos.

Para isto, cardiomidcitos foram previamente plaqueados e incubados com 10 ou
15 mM de MBCD por 45 minutos a 37°C, ja que estas condi¢des foram eficientes no
sequestro do colesterol de membrana e sabidamente ideais para tratamento com
ciclodextrinas (Kruth et al., 1980). Em seguida, as células foram lavadas e incubadas
com formas tripomastigotas purificadas da cepa Y de T. cruzi, por 40 minutos. Em
acordo com dados publicados para macréfagos (Barrias et al., 2007), verificamos que a
deplecdo do colesterol da membrana plasmatica de cardiomidcitos também acarretou
uma diminuicdo na invasao do parasito (Fig. 22 A e C). Foi observada uma reducédo de
85-90% na entrada do T. cruzi em cardiomidcitos previamente tratados com 10 ou 15

mM de MBCD (Fig. 22 A). Para garantirmos que o efeito observado era mesmo devido
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ao sequestro do colesterol, alternativamente, as células foram tratadas com HyCD, uma
ciclodextrina semelhante a MBCD, porém com menor afinidade para o colesterol, nas
mesmas concentracdes (10 e 15 mM). Apds exposicdo das células tratadas com HyCD
ao T. cruzi, verificamos que a entrada do parasito teve valores semelhantes ao do grupo
controle ndo-tratado (Fig. 22 A e C). Ademais, também mostramos que a menor invasdo
do T. cruzi nas células tratadas com MBCD n&o ocorreu devido a processos de morte
celular, uma vez que o nimero de células presentes nos diferentes grupos experimentais,
em 10 campos analisados, nao foi estatisticamente diferente entre os grupos (Fig. 22 A,

numeros sobre as barras).

5
3

lares/ >
m

2
R

100
]
38 8

% Parasitos
LAMP positivos

Parasitos
3

C

DAPI- nticleo células hospedeira e nicleo +

cinetoplasto : s ica
Parasito Alexa 488 — LAMP-1 Alexa 546 — Extracellular T. cruzi uperposi¢ao

Controle

MBCD 15mM

HyCD 15mM "

MBCD 15mM +
WSC 0.05mM

101



Resultados

Figura 22: A invasdo do T. cruzi bem como a associacdo do mesmo a lisossomos sdo reduzidas ap6s
0 sequestro de colesterol. Cardiomidcitos, pré-tratados ou ndo com as ciclodextrinas, foram lavados e
desafiados com tripomastigotas de T. cruzi com uma M.O.l. de 50, por 40 minutos a 37°C. Apds a
infecdo, as células foram lavadas, fixadas e processadas para imunofluorescéncia através da qual seria
possivel a deteccdo dos parasitos totais e parasitos intracelulares associados a lisossomos. Tanto a invaséo
(A) quanto a associagdo lisossomal (B) dos tripomastigotas diminuiu significativamente mediante
tratamento com 10 ou 15 mM de MBCD e essa redugdo nao foi obsercada ap6s tratamento com HyCD nas
mesmas concentra¢oes. A reposicdo do colesterol reverteu o efeito do tratamento com MBCD na invasdo
(A) e parcialmente na associacdo a lisossomos (B) do T. cruzi. O nimero médio de cardiomidcitos +
desvio padrdo analisados em 10 campos (por laminula analisada) encontra-se sobre as barras (A). Os
dados explicitados sdo médias de triplicatas + desvio padrdo. Asteriscos representam diferencas
estatisticamente significativas (p < 0.05, Teste t de Student) entre controle e grupos tratados. (C) Painéis
representativos da invasdo do T. cruzi bem como de sua associagdo com lisossomos em cardiomiécitos.
Células e parasitos totais, bem como o DNA dos cinetoplastos dos parasitos foram marcados com DAPI,
os lisossomos foram marcados com anti-LAMP 1 (anticorpo priméario) e com anticorpo secundario
fluorescente AlexaFluor 488. Os parasitos extracelulares nos campos foram marcados com anticorpo
primario feito em coelho e com anticorpo secundario fluorescente AlexaFluor 546. De cima para baixo:
cardiomidcitos tratados com 15 mM de MBCD, cardiomidcitos tratados com a mesma concentracdo de
HyCD, cardiomidcitos tratados com 15 mM de MBCD e em seguida repostos com 0,05 mM de WSC.
Setas azuis explicitam os tripomastigotas de T. cruzi presentes no campo representativo. Elipséides
amarelos mostram tripomastigotas associados a lisossomos e tridngulos vermelhos indicam
tripomastigotas extracelulares. A ultima coluna ilustra a combinagédo das trés colunas anteriores. Barra de

escala: 10pm.
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4.10) A invasdo do T. cruzi € restaurada apos a reposi¢ao do colesterol

A fim de verificarmos se a diminuicdo da entrada do T. cruzi deveu-se
exclusivamente ao efeito da droga, MBCD, no sequestro de colesterol da membrana dos
cardiomidcitos, tratamos as células com esta ciclodextrina e, em seguida, incubamos as
mesmas com WSC, uma fonte exdgena de colesterol que é capaz de repor o colesterol
previamente sequestrado. Em seguida, as células foram lavadas com PBS e expostas aos
tripomastigotas de T. cruzi . Ao examinarmos as figuras 22 A e 22 C podemos verificar
que, apos a reposicao do colesterol a invasdo do T. cruzi nos cardiomidcitos retorna a
valores semelhantes ao controle ndo tratado indicando assim, a participagdo do

colesterol durante a entrada do parasito.

4.11) A deplegédo do colesterol diminui a associagdo do T. cruzi a lisossomos

durante sua invasao em cardiomiécitos

Uma vez que determinamos que o sequestro de colesterol também afetava a
entrada de T. cruzi em cardiomidcitos, resolvemos verificar se esta diminuicdo se devia
a uma alteracdo na disponibilidade de lisossomos nas células hospedeiras apds o
sequestro de colesterol. Primeiramente, porque é sabido que o recrutamento e fusdo de
lisossomos na celula hospedeira é essencial para o estabelecimento de uma infecgédo
viavel e estavel por esse parasito (Andrade et al., 2004; Tardieux et al., 1994; Tardieux
et al.,, 1992 e Burleigh e Andrews, 1995). Em segundo lugar, porque ja haviamos
demonstrado neste trabalho que o sequestro de colesterol nestas células levava a uma
diminuicdo na quantidade de lisossomos proximos ao cortex celular. Dessa forma,
investigamos como estava a associacdo lisossomal dos tripomastigotas, durante o
processo de invasdo celular, apds o tratamento com MBCD.

Células ndo tratadas e tratadas com MBCD, em diferentes concentragdes, foram
expostas ao T. cruzi por 40 minutos, lavadas com PBS, fixadas e submetidas a
imunofluorescéncia para deteccdo de parasitos intra e extracelulares. A remocéo de
colesterol da membrana dos cardiomidcitos mediante tratamento com MBCD néo
apenas diminuiu a invasdo dos tripomastigotas (Fig. 22 A e C) como também a
associagcdo dos mesmos a lisossomos (Fig 22 B e C). A pré-incubagdo dos

cardiomiécitos com 10 mM de MBCD gerou uma reducdo de aproximadamente 60% no
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numero de parasitos internalizados que co-localizaram com LAMP-1 (Fig. 24 B). Além
disso, quanto maior a concentracdo de MBCD utilizada menor era a quantidade de
tripomastigotas internalizados (Fig. 22 A) e a quantidade de parasitos que se associaram
a LAMP-1 (Fig. 22 B). O tratamento com 15 mM de MBCD provocou uma reducdo de
75% na associacdo lisossomal aos tripomastigotas internalizados. Em contrapartida,
celulas previamente incubadas com HyCD, a ciclodextrina anéloga inativa do MBCD,
ndo apresentaram diferencas estatisticas com relacdo a invasao do T. cruzi (Fig. 22 A e
C) ou a associacdao do mesmo a lisossomos (Fig. 22 B e C) quando comparadas as

células controle ndo tratadas.

4.12) A deplecdo do colesterol ndo altera a adesdo dos tripomastigotas de T.

cruzi aos cardiomiécitos

Conforme verificado anteriormente, 0 sequestro de colesterol promove uma
diminuicdo tanto na entrada quanto na associacdo lisossomal dos tripomastigotas de T.
cruzi nos cardiomidcitos tratados com MBCD. A fim de verificarmos se esta diminuicao
na entrada estava de alguma forma vinculada ao processo de adesdo do parasito as
membranas de suas células hospedeiras, realizamos um ensaio de adesdo conforme
protocolo descrito previamente (Schenkman et al., 1991b). Verificamos que ndo houve
diferenca entre os grupos tratados com as ciclodextrinas (ativa e inativa para o sequestro
do colesterol), ou a B ciclodextrina + WSC, e o grupo controle (Fig. 23 A a D). Uma
analise quantitativa da adesdo dos tripomastigotas foi feita na qual analisamos o nimero
de parasitos aderidos por 100 células. Nenhuma diferenca estatistica foi observada
quando comparamos 0 grupo controle e 0s grupos experimentais tratados com as

ciclodextrinas (Fig. 23 E).
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Figura 23: A deplecéo do colesterol de membrana néo altera a adeséo do T. cruzi em cardiomiécitos
primarios.Imagens representativas de células controle (A), tratadas com 15 mM de MBCD (B) ou com
15 mM de HyCD e células cujo colesterol foi sequestrado e reposto com 0,05 mM de WSC. (D)
Quantificacdo de parasitos aderidos para cada 100 células contadas (E). Os cardiomidcitos, tratados ou
ndo, foram pré-fixados com glutaraldeido a 2% em PBS por 5 minutos, a 4°C. Ap0s esta etapa, as células
foram lavadas em PBS e incubadas, por 24 horas, com etanolamina 0,16 M (pH 8,3) a 4°C. No dia
seguinte, as células foram lavadas com PBS e com DMEM/ BSA 0,2% e foram submetidas ao contato
com as formas tripomastigotas do T. cruzi, MOI 50, por 40 minutos. Ap6s incubacdo as células foram
lavadas, fixadas com Bouin e marcadas com o corante giemsa. Os dados sdo mostrados como sendo a

média de triplicadas + desvio padrdo. Barra de escala: 10um.
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4.13) Tratamento com latrunculina-A, prévio ao sequestro de colesterol,

aparentemente, ndo interfere na taxa de infecgdo de cardiomiécitos pelo T. cruzi

Demonstramos, nos itens 4.9 e 4.11, desta sec¢do, que o sequestro de colesterol
reduziu a entrada do T. cruzi nas células musculares e que esta reducdo foi uma
consequéncia da diminuicdo da associacdo dos parasitos a lisossomos. Verificamos
também, no item 4.8, que a acdo da latrunculina-A e do sequestro de colesterol séo
aparentemente diferenciais no pool de lisossomos que € exocitado pelas células. Dessa
forma, a acédo tanto da latrunculina quanto da MBCD interferem tanto no citoesqueleto
quanto na exocitose lisossomal e é sabido que tanto o citoesqueleto cortical de actina
quanto o pool cortical de lisossomos podem interferir na internalizagdo do T. cruzi na
célula hospedeira (Woolsey & Burleigh, 2004; Andrade & Andrews, 2004 e 2005;
Fernandes et al., 2011, Tardieux et al., 1992 e 1994). Como o principal reservatério de
lisossomos utilizado pelo T. cruzi na sua invasdo é aquele localizado na periferia
celular, exatamente aquele que a ciclodextrina parece depletar, decidimos fazer um
experimento em que submeteriamos os cardiomiocitos tanto ao tratamento com
latrunculina quanto com MBCD. Dessa forma, realizamos experimentos de invasdo nos
quais as células foram tratadas ou ndo por 1 hora com latrunculina-A 95 uM,
previamente ao tratamento com 10 mM de MBCD. Apods os tratamentos as células
foram lavadas com PBS e expostas ao T. cruzi, com uma M.O.l. de 50 por 40 minutos.
Apbs a exposicdo, as células foram lavadas novamente com PBS +/+, fixadas e
processadas para imunocitoquimica, na qual foram marcados o0 DNA do T. cruzi e dos
cardiomidcitos (azul), a glicoproteina lisossomal LAMP-1 (verde) e os tripomastigotas
extracelulares (vermelho) segundo metodologia ja descrita. Foram analisados o nimero
de parasitos intracelulares por 100 células (Fig. 24 A e C) e 0 nimero de parasitos
intracelulares que se associaram a marcadores lisossomais (Fig 24 B e C) em 10 campos
aleatdrios quantificados (minimo de 250 células analisadas). De acordo com a fig. 24, o
tratamento apenas com latrunculina-A ndo produziu diferencas nem na taxa de infecgdo
e nem no numero de parasitos intracelulares associados a lisossomos, em relacdo ao
grupo controle, ndo tratado com nenhuma das drogas. Como esperado, o tratamento
com MBCD diminuiu tanto o numero de parasitos internalizados quanto o niimero de
parasitos intracelulares associados a lisossomos. Entretanto, ndo foram observadas

diferencas nem nas taxas de infeccdo e nem a associa¢do com lisossomos entre células

106



Resultados

tratadas apenas com MPCD e células tratadas com latrunculina-A previamente ao

tratamento com MBCD.
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Figura 24: O tratamento com latrunculina-A, prévio a incubag¢io com MBCD, nio altera a taxa de
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infeccdo dos cardiomidcitos por tripomastigotas de T. cruzi. Cardiomidcitos, pré-tratados ou ndo com
95 uM de latrunculina-A, foram lavados, incubados (ou nido) com MPCD e desafiados com
tripomastigotas de T. cruzi numa M.O.I. de 50, por 40 minutos a 37°C. Ap6s a infeccdo, as células foram
lavadas, fixadas e processadas para imunofluorescéncia através da qual seria possivel a deteccdo dos
parasitos totais e parasitos intracelulares associados a lisossomos. (A) taxa de invasao e (B) associagdo
lisossomal de células controle, ou expostas aos diferentes tratamentos. Os dados mostrados sdo médias de
triplicatas + desvio padrdo. Letras iguais indicam grupos estatisticamente iguais ao passo que letras
diferentes indicam grupos estatisticamente distintos. (p < 0.05, teste one-way ANOVA seguido de p0s-
teste Neuman Keuls). (C) Painéis representativos da invasdo do T. cruzi bem como de sua associagdo com
lisossomos em cardiomidcitos. Células e parasitos totais, bem como o DNA dos cinetoplastos dos
parasitos foram marcados com DAPI, os lisossomos foram marcados com anti-LAMP 1 (anticorpo
primério) e com anticorpo secundério fluorescente AlexaFluor 488. Os parasitos extracelulares nos
campos foram marcados com soro de coelho anti-T. cruzi e com anticorpo secundério fluorescente
AlexaFluor 546. De cima para baixo: cardiomidcitos controle, cardiomiocitos tratados com 95 pM de

latrunculina-A , cardiomidcitos tratados com 10 mM de MBCD, cardiomidcitos tratados previamente com
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95 uM de latrunculina-A e posteriormente com 10 mM de MBCD e em seguida infectados. Setas
explicitam os tripomastigotas de T. cruzi presentes no campo (DAPI), enquanto elipsdides mostram
tripomastigotas associados a lisossomos (LAMP-1). A terceira coluna mostra parasitos extracelulares (em
vermelho), marcados com anticorpo anti-T. cruzi. A Gltima coluna mostra a combinacao das trés colunas

anteriores. Barra de escala: 10um.
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5) DISCUSSAO

A membrana plasmaética e o citoesqueleto de actina estdo intimamente ligados e
é essa conexdo que confere as células a dindmica necessaria em diversos eventos, tais
como migracdo, endocitose e exocitose de vesiculas, divisdo celular, manutencdo do
volume e area e controle da tensdo superficial (revisto por Doherty e McMahon, 2008).
A conexéo entre citoesqueleto cortical de actina e membrana pode ocorrer em regides
da membrana plasmética que sdo enriquecidas em colesterol e esfingolipidios,
microdominios ordenados denominados balsas de membrana (Chichili e Rodgers,
2009). Estudos de protedbmica apontam que proteinas componentes ou associadas ao
citoesqueleto, tais como actina, tubulina, miosina, a-actinina e supervillina se
clusterizam e se ligam a regides de membrana onde se localizam as balsas (Nebl et al.,
2002 e MacLellan et al. 2005). Ademais, tais proteinas do citoesqueleto, aparentemente,
ndo apenas se particionam junto com estas regides de balsas de membrana como ainda
as organizam, segundo estudos feitos em membranas-modelo (Liu e Fletcher, 2006). Os
microdominios de colesterol também concentram algumas integrinas, as quais regulam
a organizacdo do citoesqueleto, o trafego de membranas e conexfes com a matriz
extracelular por intermédio dos pontos de adesdo focal (Fuentes e Butler, 2012). Além
dessas proteinas, alguns fosfoinositidios, tais como PIP2 (fosfatidil-inositol 4,5
bifosfato) também modulam a coeséo entre a bicamada lipidica e os microfilamentos
presentes no cortex celular (Caroni, 2001).

Com o intuito de se estudar a modulacdo do citoesqueleto de actina pelos
microdominios de membrana, 0 sequestro de colesterol por ciclodextrinas vem se
tornando uma ferramenta importante. As ciclodextrinas sdo moléculas formadas por
anéis glicidicos que apresentam uma cavidade lipofilica e um exterior hidrossolavel.
Desta forma, as B-ciclodextrinas sdo as drogas mais utilizadas no sequestro do colesterol
por apresentarem uma cavidade que consegue acoplar este lipidio de maneira a
sequestra-lo da bicamada eficientemente (Yancey et al., 1996).

Em nosso trabalho realizamos o sequestro de colesterol, com a MBCD, em dois
tipos celulares: fibroblastos e cardiomidcitos, sendo que o sequestro de colesterol feito
nestes Ultimos ndo havia sido feito em outros estudos publicados. Mostramos, por dois

métodos diferentes (marcacdo por Filipina- cardiomidcitos e ensaio colorimétrico de
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deteccdo em extratos celulares lipidicos- fibroblastos) que o sequestro de colesterol
realizado em nossos sistemas foi feito com sucesso (Fig. 1 e Tabela 1). Verificamos
também que o sequestro de colesterol foi feito de forma a modificar as estruturas de
microdominios, visualizados através da marcacdo com CTX-B (subunidade B da toxina
colérica que apresenta afinidade por GM1, um componente caracteristico de balsas de
membranas (Fig. 2). Padronizada a extragdo do lipidio, resolvemos investigar o
comportamento estatico e dindmico das propriedades mecénicas das células cujo
colesterol havia sido sequestrado em comparacdo com as células controle néo tratadas.
Primeiramente, decidimos investigar se o citoesqueleto de actina estava, de alguma
forma, modificado pela extragdo do colesterol de membrana e, em caso positivo, se seria
essa modificacdo do citoesqueleto um rearranjo das fibras de actina ou uma
polimerizacdo de fato. Para isso, ap0s 0 sequestro de colesterol, as células foram
marcadas com faloidina conjugada ao fluoroforo AlexaFluor 488, sendo que a faloidina
é uma droga que apresenta afinidade pela actina polimerizada. Para os cardiomidcitos,
que receberam apenas tratamento com 10mM de MBCD, verificamos que, apds o
sequestro de colesterol, essas células apresentavam mais fibras de estresse, em
comparagdo com o caso controle e, aparentemente mais pontos de adeséo focal, além da
perda do estriamento caracteristico (Figs. 3 B e 3A). Os fibroblastos, tratados com 5 ou
10 mM de MBCD, também apresentaram mais fibras de estresse em comparagd0 as
células controle, ndo tratadas com a ciclodextrina (Fig. 4). Fizemos também
experimentos para demonstrar que o sequestro de colesterol ndo apenas reorganizou o
citoesqueleto de actina como também gerou polimerizacdo dos microfilamentos. Para
isso, despolimerizamos o citoesqueleto de actina com o uso da latrunculina-A e, em
seguida, expusemos essas células ao sequestro de colesterol. Pudemos verificar que o
sequestro de colesterol foi capaz de repolimerizar as fibras de actina de fibroblastos
previamente tratados com latrunculina-A. Sendo assim, ndo somente a auséncia de
colesterol gerou um rearranjo da actina como também repolimerizou-a (Figs. 3 e 5)
Trabalhos anteriores, realizados em osteoblastos de linhagem, mostraram que o
estresse nutricional por privagdo de soro seguido pelo tratamento, por 60 minutos, com
5 mM de MBCD, levava a um aparecimento de fibras de estresse por ativacdo de Rho
(Qi et al., 2009). Verificamos que para o caso dos fibroblastos, em que o sequestro de
colesterol é feito sem a privacdo prévia de soro, a ativacdo de Rho ja ocorre nos
primeiros 20 minutos de incubacdo com 10 mM MBCD e essa ativacdo perdura até o

final do tratamento (Fig. 6). Sendo assim, a formacdo de diversas fibras de estresse nas
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células cujo colesterol foi retirado da membrana ocorreu, provavelmente, pela ativacdo
da proteina Rho. O aumento da quantidade de fibras de estresse nas células com menos
colesterol nos levou a investigar se a dindmica do citoesqueleto-membrana dessas
células também estava alterado, uma vez que tinhamos observado apenas as células
fixadas. Verificamos, de forma inédita, utilizando a microscopia de desfocalizacéo, que
0 tempo de relaxagdo aumenta ao longo do tempo de tratamento e depois decai ao final
do tratamento tanto com 5 quanto com 10mM de MBCD (Fig. 10). Ja a amplitude de
oscilacdo da membrana dos fibroblastos diminui com o passar do tempo em que as
células séo expostas a ciclodextrina (Fig. 11). O aumento do tempo de relaxacdo esta
intimamente ligado ao aumento de viscosidade do citoesqueleto de actina ja que essas
duas grandezas sdo diretamente proporcionais. Dessa forma, é possivel que o0s
fibroblastos rearranjem seu citoesqueleto durante o tratamento com as ciclodextrinas e
que esse rearranjo aumente a viscosidade do contetdo citoplasmatico levando a um
aumento transiente do tempo de relaxacdo celular. Fizemos também, utilizando
fibroblastos, experimentos de pincamento Optico com extracdo de amarras celulares de
células ndo tratadas e tratadas com 5 ou 10 mM de MBCD. Obtivemos resultados
interessantes, que nos mostram que, apesar do raio das amarras celulares extraidas terem
sido constantes entre os tratamentos (Fig. 12 E), a forga para se extrair a amarra, Fo,
bem com a tensdo superficial ¢ aumentaram significativamente, sobretudo para 0
tratamento com a maior concentracdo da ciclodextrina (Fig. 12 C e Tabela 2). Ja a
rigidez de flexdo « (ou rigidez de curvatura) apresentou um pequeno aumento apenas
para 0 caso em que os fibroblastos foram tratados com 10 mM de MBCD (Tabela 2). A
rigidez de curvatura, ou rigidez de flexdo, também pode ser discutida mediante
resultados obtidos pela microscopia de desfocalizacdo. Vimos que a amplitude das
oscilacbes da membrana nos fibroblastos diminui com o passar do tempo de tratamento
ja que a rigidez de curvatura é tdo maior quanto menor for a amplitude de relaxacao das
membranas. Dessa forma, como vemos uma diminuicdo da amplitude de relaxacdo a
medida que o sequestro de colesterol € feito ja era de se esperar um aumento na rigidez
de flexdo do complexo membrana-citoesqueleto.

Ainda sobre a relevancia dos experimentos de pinga-Optica, vale ressaltar que
estes experimentos de extracdo de tethers celulares, mediante o sequestro de colesterol,
também s&o inéditos visto que os dados tanto de rigidez de curvatura quanto de tensdo

superficial foram obtidos a partir da medida dos raios das amarras feita por microscopia
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eletronica de varredura, metodologia esta estabelecida de forma pioneira pelo
Laboratorio de Pingas Opticas, da Universidade Federal do Rio de Janeiro.

Nossos resultados estdo em acordo com dados previamente publicados, obtidos
por outras metodologias, tais como a extracdo de amarras celulares por aspiracdo em
micropipeta ou por microscopia de forca atbmica, que mostram 0 aumento da rigidez
celular devido ao sequestro de colesterol (Byfield et al., 2004; Sun et al., 2007). No ano
de 2012, Nima e colaboradores (Nima et al., 2012) publicaram um trabalho em que a
pinca optica € utilizada para se medir propriedades mecéanicas de células HEK 293, um
tipo de célula de linhagem derivada de rim humano embrionario. A partir do
pingamento Optico estes pesquisadores verificaram que o sequestro de colesterol
aumentava a forca de equilibrio do tether bem como a rigidez e energia de adesdo do
mesmo. Entretanto, neste trabalho o raio das amarras foi medido utilizando tratamento
das imagens obtidas por microscopia Optica. Esta metodologia ndo apresenta muita
precisdo visto que o tamanho do raio da amarra encontra-se proéximo ao limite de
resolugdo do microscdpio oOptico. Entretanto, mesmo com as limitaces na medida dos
raios, este trabalho corrobora nossos dados mostrando o sequestro do colesterol como a
causa do aumento dos valores das propriedades mecanicas.

Uma explicacdo plausivel para o aumento do enrijecimento celular reside no fato
que, anteriormente ao sequestro de colesterol, os microdominios aglomeravam-se, em
pontos especificos da membrana, nos quais residiam as proteinas transmembranares de
ligacdo entre citoesqueleto e matriz extracelular. Uma vez que o sequestro de colesterol
é realizado pela incubacdo com a MBCD, as balsas sdo rompidas ou desorganizadas.
Dessa forma, proteinas de conexdo que estavam localizadas em pontos especificos da
membrana passam a se distribuir em demais regibes corticais, levando assim a um
aumento da rigidez celular como um todo. Essa hipdtese também é corroborada pelos
dados apresentados no trabalho de Norman e colaboradores, em 2010, que demonstra
que o sequestro de colesterol promove um aumento de pontos focais de adesao (Norman
et al., 2010).

Mencionamos, no inicio desta secdo, que a conexdo entre membrana e
citoesqueleto também é importante para a regulacdo da tensdo superficial das células.
Em condicdes homeostéticas, a tensdo superficial € constante e uniforme ao longo da
membrana plasmatica. Entretanto, em 1999, Raucher e Sheetz demonstraram que, ao se
puxar uma amarra de membrana de um fibroblasto, a forca necessaria para se extrair

essa membrana era constante até certo valor, a partir do qual esta forca aumentava
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consideravelmente. Uma explicacdo para a manutencdo de valores constantes de forca
para se extrair a amarra é que haveria um reservatério de membrana no interior celular,
capaz de doar membrana para a bicamada externa (membrana plasmaética) quando a
mesma sofria uma variacdo da sua area superficial pela extracdo da amarra. Quando
esse reservatorio de membrana se esgotava, um aumento na forca para extrair o tether
era sentido (Raucher e Sheetz, 1999). VariacOes na tensao superficial também ocorrem
quando as células séo expostas a solugdes hipotbnicas, quando ha variacdo significativa
do volume das mesmas. Dessa forma, para que néo haja lise celular, € necessario que
haja doacdo de membrana proveniente de estoques intracelulares (revisto por Morris e
Homann, 2001). Durante o espraiamento celular, também é percebido um aumento
transiente na tensdo que € aliviado tanto pela secrecdo de vesiculas com origem no
Golgi quanto pela contracdo do cortex de actina promovido pela acdo da miosina
(Gauthier et al., 2001). Tendo em vista este cenario e o fato que o sequestro de
colesterol aumenta a tens@o superficial dos fibroblastos, resolvemos investigar se, de
alguma maneira, a deplecdo deste lipidio poderia estar desencadeando a exocitose de
alguma vesicula intracitoplasmatica. Como os lisossomos sdo vesiculas intracelulares
capazes de exocitar, em modelos de reparo de membrana plasmatica (Reddy et al.,
2001), investigamos se esta organela seria a responsavel pela doacdo de membrana em
nosso modelo de deplecdo do colesterol. Dessa maneira, realizamos um ensaio
colorimétrico para deteccdo da enzima beta-hexosaminidase no sobrenadante de células
controle e tratadas com MBCD. Esta enzima € residente em lisossomos e, N0 NOSso
ensaio, € detectada como sendo indicativo de exocitose. Nossos dados mostram que
tanto cardiomidcitos quanto fibroblastos, tratados com MBCD apresentam exocitose
lisossomal (Fig. 13 e Fig.14). Esses dados estdo em acordo com dados que
demonstraram a exocitose lisossomal em diferentes tipos celulares mediante o sequestro
de colesterol (Chen et al., 2010 e Xu et al., 2012), embora tais trabalhos ndo tenham
discutido um mecanismo que poderia explicar tal fendmeno. Além de demonstrar a
exocitose lisossomal tanto em cardiomiocitos quanto em fibroblastos, mostramos
também que, para os cardiomiocitos a exocitose acontecia de forma independente tanto
do célcio intra quanto do céalcio extracelular (Fig. 13 e Fig. 16). Uma vez que a
exocitose de lisossomos, provocada pela diminuicdo do contetdo de colesterol,
aparentemente n&o depende do fon Ca*, resolvemos também investigar se tal fenémeno
era independente da proteina sensora de Ca®* nos lisossomos, a sinaptotagmina VII.

Dessa forma, fizemos experimentos com células NRK nos quais realizamos o
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knockdown dessa proteina syt-VI1 por meio de siRNA. Apos o knockdown, realizamos o
sequestro de colesterol dessas células e mostramos que o fendmeno da exocitose
lisossomal continuava ocorrendo mesmo na auséncia de syt VII (Fig. 17). Uma
explicagdo para o motivo da ocorréncia de exocitose lisossomal ndo-regulada por Ca**
nestes casos, pode residir no fato que proteinas do complexo SNARE, tais como a
SNAP 23, por exemplo, que esta relacionada a exocitose lisossomal (Salaun et al.
2005), se particionam em microdominios lipidicos. Mediante a ruptura dos
microdominios gerada pela deplecdo do colesterol, essas proteinas do complexo
SNARE poderiam ter sua sinalizacdo e sua posicdo na membrana alteradas, gerando
também, alteracBGes no processo de secrecdo das organelas acidicas.

Nosso trabalho também demonstra, para cardiomidcitos, que a exocitose
lisossomal causada pela deplecdo do colesterol de membrana parece ocorrer de um
reservatorio especifico, préximo ao cértex celular (Fig. 18). Outra evidéncia de que isso
realmente ocorre foi demonstrada através da quantificacdo da distribuicdo dos
lisossomos remanescentes: quando as células sdo tratadas com MBCD, a maioria dos
lisossomos ndo secretados permanecem junto a periferia nuclear, o que ndo ocorre, por
exemplo, com lisossomos de células controle ou tratadas com HyCD, que apresentam
uma distribuicdo mais homogénea dessas organelas. Células cujo colesterol foi
depletado e, em seguida, reposto, apresentam uma distribuicdo intermediaria entre os
casos tratados com MBCD e o caso controle (Fig.19). Ademais, provamos que essa
distribuicdo dos lisossomos ndo foi um artefato de mudanca de area superficial dos
cardiomidcitos uma vez que, em média, essas células ndo produziram modificagdes
substancialmente significativas em suas areas (Fig. 20). Dessa forma, nossos dados
sugerem que a deplecdo do colesterol em cardiomidcitos provoca uma exocitose de
lisossomos préximos ao cortex celular. Visto isso, e na tentativa de correlacionarmos
esses nossos dados com os dados de aumento de tensdo e polimerizacdo do
citoesqueleto de actina, mediante o tratamento com MBCD, resolvemos investigar o
papel do citoesqueleto na exocitose lisossomal. Para isso, realizamos, em
cardiomiocitos e em fibroblastos, a deplecdo do citoesqueleto de actina com o uso de
latrunculina A e, posteriormente, expusemos estas células ao MBCD. Verificamos que a
latrunculina A sozinha ja foi capaz de induzir exocitose lisossomal (Fig. 21). Quando o
sequestro de colesterol era feito nas células previamente tratadas com latrunculina, a
exocitose continuava ocorrendo em um processo parcialmente aditivo, se comparado as

células tratadas somente com latrunculina-A ou somente com MBCD (Fig. 21). Se
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compararmos as barras nos graficos que ilustram a exocitose de lisossomos evocada
pela despolimerizacdo do citoesqueleto de actina podemos perceber que ela tem
tamanho diferente daquela que indica a exocitose lisossomal causada pelo sequestro de
colesterol. Tal resultado nos leva a sugerir que, provavelmente, o pool de lisossomos
recrutado pela despolimerizacdo dos microfilamentos seja diferente daquele pool
cortical recrutado pela deplecdo do colesterol. Em acordo com essa hipétese, trabalhos
em células cromaffin, secretoras de catecolaminas localizadas nas glandulas adrenais,
revelaram que nestes tipos celulares existem dois reservatorios de vesiculas: um,
localizado nas proximidades da membrana plasmatica e que se comportaria como um
pool de vesiculas prontamente liberaveis e que nao seria influenciado pelo citoesqueleto
(mas poderia, através de proteinas acessorias, se apoiar no citoesqueleto), e um segundo
pool de granulos, localizado mais no interior do citoplasma e que estdo conectados a
demais elementos do citoesqueleto por filamentos de actina. Tal pool poderia ser
exocitado quando o primeiro pool ja tivesse esgotado. Ademais, este trabalho também
mostrou que drogas despolimerizadoras do citoesqueleto, tais como a citocalasina, por
exemplo, poderiam estimular a exocitose desse reservatorio mais interno, ao passo que
o reservatorio “docado” ndo seria sensivel a essas drogas despolimerizadoras do
citoesqueleto (Aunis e Bader, 1988). Dessa forma, sugerimos que o sequestro de
colesterol exocita o pool lisossomal mais externo, proximo a membrana plasmatica,
uma vez que o citoesqueleto de actina, localizado logo abaixo dessa regido,
provavelmente, empurra as vesiculas quando a polimerizacdo dos microfilamentos
ocorre. J& a secrecdo lisossomal induzida pela despolimerizacdo de actina deve
mobilizar, principalmente, o reservatério lisossomal mais interno e conectado ao
citoesqueleto de actina de forma direta.

Até 0 momento, nossos resultados mostraram que o sequestro de colesterol gera
polimerizagédo e reorganizagdo do citoesqueleto de actina e exocitose dos lisossomos
localizados junto ao cértex celular. Sabemos também que as regides ricas em colesterol
estdo envolvidas ndo somente em sinalizagdes intracelulares em situacdes fisiologicas
como também em situagGes patoldgicas, uma vez que varios patdgenos dependem de
balsas de membrana para internalizarem em suas respectivas células hospedeiras.
Dentre esses patogenos, podemos citar o parasito intracelular obrigatorio, o
Trypanosoma cruzi. Em 2007, ja havia sido demonstrado por dois grupos, de forma
independente, que o sequestro de colesterol diminuia a entrada do T. cruzi em alguns

tipos celulares. Entretanto, nenhum mecanismo que explicasse essa diminui¢do na

117



Discussao

entrada foi proposto (Barrias et al., 2007 e Fernandes et al., 2007). Realizamos, entao,
de forma inédita, a infec¢do das formas tripomastigotas de cultura de tecidos, da cepa Y,
em culturas primarias de cardiomidcitos murinos neonatos, na presenga e na auséncia de
colesterol. Verificamos que, nesses tipos celulares, a entrada do T. cruzi diminuiu
significativamente nas células com menor quantidade de colesterol. Esta diminuicéo da
entrada poderia estar relacionada ao aumento da rigidez celular devido a deplecdo do
conteido colestérico de forma que o T. cruzi, ao tentar estimular estas celulas para
efetivar a sua entrada se deparavam com uma barreira energeticamente dificil de ser
transposta. Ademais, verificamos que, ao incubarmos previamente os cardiomiécitos
com HyCD, o processo de entrada do parasito ndo era afetado e que a infec¢do parecia
retornar a niveis semelhantes ao observado nas células controle quando o colesterol era
reposto nas células previamente depletadas desse lipidio (Fig. 22). Sabemos que duas
das etapas importantes para o sucesso da internalizacdo do T. cruzi em sua célula
hospedeira sé@o a adesdo e a associagdo dos mesmos a lisossomos. Dessa forma,
investigamos se o sequestro de colesterol poderia, de alguma forma, interferir em pelo
menos uma dessas duas etapas. Fizemos, entdo, ensaios de adesdo do T. cruzi, em
cardiomidcitos depletados em seu conteido colestérico e pré-fixados, para impedir a
internalizacdo do parasito. Verificamos que o tratamento prévio dos cardiomiocitos com
MBCD ndo alterou a taxa de adesdo do T. cruzi & membrana dos cardiomidcitos (Fig.
23). O préximo passo foi investigar se a associacao lisossomal ao vacuolo parasitoforo
estava comprometido nas células depletadas. Sendo assim, fizemos a infec¢do dos
cardiomidcitos, apds o sequestro de colesterol, fixamos as células e submetemo-nas ao
processo de imunocitoquimica para marcacdo de LAMP-1, uma proteina lisossomal.
Assim, seria possivel ver, nos casos em que 0 parasito estivesse associado a lisossomos,
um vacuolo parasitoforo revestido por LAMP-1. Apds a quantificacdo, verificamos uma
diminuicdo na associacdo do T. cruzi a lisossomos apenas nos casos em que o colesterol
havia sido sequestrado (Fig.22). Este resultado € muito interessante uma vez que o T.
cruzi depende de lisossomos, possivelmente daqueles docados ao cértex celular, para a
sua entrada na célula hospedeira e é exatamente este pool de lisossomos que € secretado
pelo sequestro de colesterol. Para confirmarmos esta nossa hipdtese, que o sequestro de
colesterol age na secrecdo de um reservatorio mais externo de lisossomos, fizemos a
infeccdo de cardiomidcitos que haviam sido previamente tratados com latrunculina ou
com latrunculina e MBCD. Verificamos que, nos casos em que as células haviam sido

tratadas apenas pela latrunculina-A, nem a entrada e nem a associagdo a lisossomos dos
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tripomastigotas foi diferente estatisticamente daquela observada nas células controle.
Em adicdo a esses dados, as células que foram tratadas com latrunculina e depois com
MBCD apresentaram a mesma reducédo da taxa de infeccéo e de associacdo a lisossomos
que as células tratadas apenas com MBCD (Fig. 24). Dessa forma, podemos, mais uma
vez sustentar a nossa hipdtese de que o sequestro de colesterol age em um reservatorio
diferente daquele que a latrunculina age sendo que o primeiro, mais cortical, é
exatamente aquele mais usado pelo T. cruzi para o estabelecimento de uma infecgédo
bem sucedida.

Em conjunto, nossos dados mostram que o sequestro de colesterol nas células
induz a reorganizacdo e polimerizacdo do citoesqueleto de actina, com consequente
aumento da rigidez celular bem como a secrecdo de um pool de lisossomos corticais.
Tal cenério interfere ndo apenas na fisiologia da célula como também em condicdes
patoldgicas em que essas células sdo desafiadas por parasitos como o T. cruzi. Por
depender de um citoesqueleto de actina relativamente maleavel e de lisossomos docados
para 0 sucesso da sua invasdo, o T. cruzi, ao infectar células com menor quantidade de
colesterol deparam-se com uma barreira cortical mais rigida e menos lisossomos
disponiveis 0 que gera uma inexoravel diminuicdo da infectividade dessas células pelo

parasito.
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6) CONSIDERACOES FINAIS

Realizamos, no presente trabalho, uma série de experimentos interdisciplinares,
que envolveram Biologia Celular, Biologia Molecular e Fisica com o intuito de
desvendarmos possiveis modificaces, em fibroblastos imortalizados e cardiomidcitos
murinos primarios, causadas pelo sequestro do colesterol devido tratamento com a
ciclodextrina MBCD. Apos verificarmos que 0 sequestro de colesterol nos nossos
sistemas foi feito de forma eficiente e que ndo apenas o contetdo deste lipidio era
alterado como também os microdominios de membrana enriquecidos nesse lipidio,
resolvemos investigar as propriedades mecanicas (estaticas e dindmicas) do complexo
citoesqueleto-membrana nos tipos celulares estudados. Mostramos que, tanto em
midcitos quanto em fibroblastos, o citoesqueleto de actina dessas celulas, mediante
reducdo do conteudo colestérico, apresentou um aumento de fibras de estresse, o que
sugeria um possivel aumento da rigidez celular. A fim de confirmarmos este quadro,
realizamos experimentos de extracdo de amarras celulares por pincamento optico (OT)
bem como microscopia de desfocalizacdo (DM), experimentos estes fundamentais ja
que foram feitos com células vivas, em tempo real. Ademais, os experimentos de DM
nos permitiu acompanhar a evolugdo celular a medida que o sequestro de colesterol era

feito, resultado este inédito na literatura.

Vimos, por essas técnicas fisicas, que o complexo membrana-citoesqueleto
(MC) ficou realmente mais rigido. Pelas amarras, demonstramos que tanto a rigidez de
flexdo quanto a tensdo superficial aumentaram quando o colesterol foi sequestrado dos
fibroblastos. JA& a DM nos mostrou que, com o passar do tempo de tratamento com a
MBCD, a amplitude de oscilagdo do complexo MC diminuiu. O tempo de relaxagdo do
complexo MC aumentou, nos primeiros estagios do tratamento e depois decaiu para

valores semelhantes aos do controle, nos estagios finais do sequestro.

Devido ao aumento da tenséo celular, resolvemos verificar se algum processo de
exocitose estaria acontecendo no intuito de estabilizar a tensdo novamente na membrana
e levantamos a hipotese que a origem dessas vesiculas, no nosso sistema, poderia ser
lisossomal. Dessa forma, realizamos experimentos enzimaticos nos quais a enzima beta-

hexosaminidase, residente em lisossomos, era dosada no sobrenadante da cultura. Dessa
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forma, verificamos que tanto em cardiomiocitos quanto em fibroblastos, o sequestro do
colesterol induziu exocitose de lisossomos de forma tempo-dependente. Ademais,
quando tratamos as células com uma ciclodextrina andloga a MBCD, porém, com menor
afinidade pelo colesterol, verificamos que a exocitose lisossomal ocorria apenas em
niveis basais, semelhantes ao controle. Ainda, para cardiomidcitos, verificamos que a
exocitose lisossomal mediada pelo sequestro de colesterol era independente tanto do
calcio intra quando do calcio extracelular. Utilizando ceélulas NRK silenciadas para a
proteina sensora de célcio nos lisossomos, a sinaptotagmina-7, ainda verificamos que a

exocitose lisossomal estimulada pelo tratamento com MBCD continuava acontecendo.

Realizamos também experimentos que quantificaram a distribuicdo dos
lisossomos remanescentes, que ndo foram exocitados pelos cardiomidcitos cujo
colesterol havia sido depletado. Dessa forma, verificamos que a maioria dos lisossomos
ndo exocitados, permaneciam na regido perinuclear, o que nos indicou gque a populacao
exocitada localizava-se mais no cértex celular. Dessa forma, em poucas palavras,
podemos dizer que o sequestro de colesterol nas células estudadas nesse trabalho
provocou um aumento da rigidez celular e que esse aumento de rigidez foi

acompanhado por exocitose de lisossomos corticais.

Sabemos de trabalhos prévios que o colesterol também é importante em eventos
de interagdo célula-hospedeira e patdgenos. Dentre patégenos importantes, podemos
destacar o T. cruzi, que depende do colesterol celular para conseguir entrar em sua
célula hospedeira. Embora os estudos anteriores tenham apontado essa importancia,
nenhum mecanismo havia sido proposto até 0 momento que explicasse 0 motivo pelo
qual o colesterol se fazia importante nos momentos iniciais de entrada do parasito.
Mostramos pela primeira vez que ndo somente a entrada do T. cruzi diminuia com o
sequestro do colesterol como também a associa¢do dos parasitos a lisossomos para
formacdo de um vacutolo parasitoforo vidvel. Este resultado corrobora mais uma vez o
fato que o sequestro de colesterol provavelmente depleta um reservatorio lisossomal
mais cortical visto que é este reservatorio que o parasito utiliza para invadir sua célula
hospedeira. Além disso, é possivel que a entrada dos tripomastigotas diminuisse
mediante 0 sequestro uma vez que, estando o complexo CM mais rigido, maior a
barreira energética que deveria ser transposta pelo parasito quando o mesmo estimulava

a célula para o recrutamento de lisossomos e posterior entrada.
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Abstract

Background: Trypomastigotes of Trypanosoma cruzi are able to invade several types of non-phagocytic cells through a
lysosomal dependent mechanism. It has been shown that, during invasion, parasites trigger host cell lysosome exocytosis,
which initially occurs at the parasite-host contact site. Acid sphingomyelinase released from lysosomes then induces
endocytosis and parasite internalization. Lysosomes continue to fuse with the newly formed parasitophorous vacuole until
the parasite is completely enclosed by lysosomal membrane, a process indispensable for a stable infection. Previous work
has shown that host membrane cholesterol is also important for the T. cruzi invasion process in both professional
(macrophages) and non-professional (epithelial) phagocytic cells. However, the mechanism by which cholesterol-enriched
microdomains participate in this process has remained unclear.

Methodology/Principal Finding: In the present work we show that cardiomyocytes treated with MBCD, a drug able to
sequester cholesterol from cell membranes, leads to a 50% reduction in invasion by T. cruzi trypomastigotes, as well as a
decrease in the number of recently internalized parasites co-localizing with lysosomal markers. Cholesterol depletion from
host membranes was accompanied by a decrease in the labeling of host membrane lipid rafts, as well as excessive lysosome
exocytic events during the earlier stages of treatment. Precocious lysosomal exocytosis in MBCD treated cells led to a
change in lysosomal distribution, with a reduction in the number of these organelles at the cell periphery, and probably
compromises the intracellular pool of lysosomes necessary for T. cruzi invasion.

Conclusion/Significance: Based on these results, we propose that cholesterol depletion leads to unregulated exocytic
events, reducing lysosome availability at the cell cortex and consequently compromise T. cruzi entry into host cells. The
results also suggest that two different pools of lysosomes are available in the cell and that cholesterol depletion may
modulate the fusion of pre-docked lysosomes at the cell cortex.
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Introduction the 7. cruzi entry process into host cells [6,7,8,9,10,11]. Therefore,

host cell plasma membrane plays an important role in 7. cruz

Trypanosoma cruzi, the etiological agent of Chagas’ disease, is a
protozoan parasite capable of invading several types of non-
professional phagocytic cells including fibroblasts, endothelial cells,
and myocytes [1,2]. Invasion occurs when parasite attaches to and
stimulates host cell, leading to intracellular calcium signaling
events that culminate with lysosome recruitment and fusion with
the host cell plasma membrane and formation of the parasito-
phorous vacuole [3,4,5]. Several factors, such as parasite
membrane proteins and proteins shed or secreted by the parasite,
are known to interact with host cell membrane receptors during

@ www.plosntds.org

adhesion and internalization, and modulates intracellular signaling
events that are imperative for a successful infection of host cells by
the parasite.

The host cell plasma membrane is a complex structure formed
by a fluid and dynamic lipid bilayer to which various proteins and
ligands with different biological functions are associated [12]. It is
well established that the plasma membrane is not a homogeneous
structure. On the contrary, the plasma membrane not only
presents an asymmetric lipid distribution over its exoplasmic and
cytoplasmic leaflets [13], but also shows inhomogeneities in the

March 2012 | Volume 6 | Issue 3 | e1583



Author Summary

Trypanosoma cruzi, is the etiological agent of a neglected
tropical malady known as Chagas’ disease, which affects
about 8 million people in Latin America. 30-40% of
affected individuals develop a symptomatic chronic
infection, with cardiomyopathy being the most prevalent
condition. T. cruzi utilizes an interesting strategy for
entering cells: T. cruzi enhances intracellular calcium levels,
which in turn trigger the exocytosis of lysosomal contents.
Lysosomes then donate their membrane for the formation
of the parasitophorous vacuole. Membrane rafts, choles-
terol-enriched microdomains in the host cell plasma
membrane, have also been implicated in T. cruzi invasion
process. Since both plasma membrane and lysosomes
collaborate in parasite invasion, we decided to study the
importance of these membrane domains for lysosomal
recruitment and fusion during T. cruzi invasion into host
cells. Our results show that drug dependent depletion of
plasma membrane cholesterol changes raft organization
and induces excessive lysosome exocytosis in the earlier
stages of treatment, leading to a depletion of lysosomes
near the cell cortex, which in turn compromises T. cruzi
invasion. Based on these results, we propose that
cholesterol depletion leads to unregulated exocytic events
of pre-docked lysosomes, reducing lysosome availability at
the cell cortex and consequently compromising T. cruzi
infection.

lateral distribution of lipids. In 1997, these lateral asymmetries
were well described by Simons and Ikonen as sphingolipids and
cholesterol-enriched microdomains known as lipid rafts [14].These
microdomains are likely to be kept together due to lateral
association between carbohydrate heads of glycosphingolipids
and the presence of cholesterol molecules filling the empty area
between those lipids. Several proteins were also identified inside
lipid rafts: e.g., GPI- anchored proteins, transmembrane proteins,
and tyrosin kinases among others [15,16,17]. Due to their specific
characteristics, lipid rafts play several roles in cell signaling,
molecular organization and membrane trafficking [18]. Beyond
these cellular functions, several works show that these micro-
domains are also involved in internalization of pathogens like
virus, bacteria and protozoans [19,20,21]. Recently, two indepen-
dent groups have shown that cholesterol-enriched regions might
be involved in 7. ¢ruzi entry into host cells [22,23]. According to
these authors, cholesterol localized in cell membranes contributes
significantly to the infectivity of metacyclic trypomastigotes and
extracellular amastigotes in non-professional phagocytic cells
(Vero and HelLa cells [23]), or to the infectivity of tissue culture
trypomastigotes in professional phagocytic cells [22]. In both
works, methyl-beta cyclodextrin (MBCD) depletion of host cell
membrane cholesterol considerably reduced parasite infectivity.
However, the mechanism by which cholesterol-enriched mem-
brane microdomains contribute to infectivity of 7. ¢ruzi was not
elucidated.

It 1s well established that several proteins and receptors
associated with lipid rafts are responsible for triggering intracel-
lular signaling cascades [24]. 7. ¢ruzi interaction with host cells also
evokes various host signaling events that culminate with
recruitment and fusion of lysosomes with the plasma membrane
and the subsequent formation of a viable parasitophorous vacuole,
without which parasites are able to escape from its host cell
[3,4,5,25]. SNARE complex proteins (Soluble N-ethylmaleimide-
sensitive factor Attachment protein Receptor), SNAP-23 (Synaptosome-
Associated Proteins) and Syntaxin 4 at the plasma membrane and
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VAMP-7 on lysosomal membranes, have been shown to
coordinate lysosome fusion with plasma membrane [26]. Interest-
ingly, it has been demonstrated that SNARE protein complexes
are preferentially localized in lipid rafts [27,28,29].

Since lysosomal fusion is essential for the successful invasion of
T. cruzi into host cells and signaling proteins, as well as proteins of
the SNARE complex, reside in rafts, we decided to evaluate if
altering the concentration and distribution of cholesterol interferes
with the 7. ¢ruzi invasion process and if these changes affected the
lysosomal fusion events during this process. We tested this by
sequestering the cholesterol from cell membranes of primary
mouse cardiomyocytes with MBCD before exposure to 7. cruzi
trypomastigotes. Our results show that the diminishment of 7.
cruzi entry into host cells after cholesterol sequestration is a
consequence of the reduction in lysosomal recruitment during the
formation of the parasitophorous vacuole. We then demonstrate
that this decrease in lysosome recruitment and fusion during
parasite entry into host cells is a consequence of unregulated
lysosomal exocytosis events, which reduce the number of
lysosomal vesicles that are normally localized near the cell cortex
and available for the formation of the parasitophorous vacuole.

Methods

Ethics statement

All animals were maintained in our animal facilities in
compliance with the guidelines of the UFMG (Universidade
Federal de Minas Gerais) ethics committee for the use of
laboratory animals (protocol 45/2009 approved by CETEA-
UFMG) and are in accordance with CONCEA, the Brazilian
institution that regulates animal husbandry.

Cells and parasites

Primary cultures of murine neonatal cardiomyocytes were
prepared from fifteen neonatal (1-3 day old) Swiss mice. After
euthanization by decapitation hearts were removed aseptically and
kept on ice in Hanks’ balanced salt solution (HBSS) (Sigma-
Aldrich) (pH 7.4). Hearts were washed three times with fresh ice-
cold HBSS, minced into small fragments and washed twice during
mincing. Cardiac tissue was first dissociated overnight at 4°C in an
enzymatic solution containing 0.05% (vol/vol) trypsin-EDTA
0.25% (Sigma-Aldrich) in HBSS and then trypsin was inhibited
with 1 mL of soybean trypsin inhibitor (Sigma-Aldrich), 1 mg/mL
in HBSS. Next, samples were submitted to a second dissociation
step with 5 mL collagenase type 2 (Worthington), 1 mg/mL in
Leibovitz medium (Sigma-Aldrich). The cell suspension was
filtered through a 70 um cell strainer and then centrifuged at
300 g for 5 minutes. The pellet containing dissociated cells was
resuspended in high-glucose DMEM (Invitrogen), supplemented
with 10% (vol/vol) fetal bovine serum (FBS) and 1% (vol/vol)
penicillin/streptomycin (100 U/mL/100 pg/mL) (Invitrogen).
The cell suspension was pre-plated for 2 hours at 37°C in a 5%
COy incubator in order to remove most fibroblasts and other non-
muscle cells. Supernatant enriched in cardiomyocytes was then
collected and seeded at a density of 1,0x10° cells/well onto 24-
well plates containing round coverslips pre-treated with fibronectin
(Sigma-Aldrich). Cells were incubated at 37°C in a humidified
atmosphere containing 5% CO for 72 hours before experimental
procedures. New cultures were prepared for each experiment.

Tissue culture trypomastigotes from 7. cruzi (1. cruzi TC'Ts), Y
strain, were obtained from the supernatant of infected monolayers
of the LLC-MK2 cell line and purified as described previously
[30].
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Cell treatment

For cholesterol depletion from host cell plasma membrane,
cardiomyocytes were washed three times with phosphate buffered
saline containing Ca** and Mg?* (PBS+/+) and incubated in high-
glucose DMEM containing different concentrations of methyl-beta
cyclodextrin (MBCD) (Sigma-Aldrich) for 45 minutes at 37°C.
Alternatively, cells were incubated in high-glucose DMEM
containing different concentrations of hydroxypropyl-gamma
cyclodextrin  (HyCD) (Sigma-Aldrich), an inactive analog of
MPBCD which does not release cholesterol from cells in significant
amounts as an internal control. After drug treatment, monolayers
were washed three times with PBS+/+ and used in the different
experimental procedures.

Cholesterol repletion was performed by incubating cells,
previously treated with the highest concentration of MBCD, in
high-glucose DMEM containing 0.05 mM of water soluble
cholesterol (WSC) (Sigma-Aldrich), for 30 minutes at 37°C.

Cell invasion assays

Cardiomyocyte cultures pre-treated or not with MBCD were
exposed to purified 7. ¢ruzi TCTs ressuspended in high-glucose
DMEM at a multiplicity of infection (MOI) of 50. The infection
was performed for 40 minutes at 37°C. After infection, monolay-
ers were washed at least four times with PBS+/+ and fixed in 4%
(wt/vol) paraformaldehyde (Sigma-Aldrich)/PBS+/+. After fixa-
tion, cells were processed for immunofluorescence or other

labeling.

Immunocytochemistry

After treatment, infection and fixation, coverslips containing
attached cells were washed with PBS+/+, incubated for 20 min
with PBS+/+ containing 2% bovine serum albumin (BSA) (Sigma-
Aldrich) and processed for an inside/outside immunofluorescence
invasion assay as described previously [30]. Briefly, cells were fixed
and extracellular parasites were immunostained using a 1:500
dilution of rabbit anti-7. c¢ruzi polyclonal antibodies in PBS
containing 2% BSA (PBS/BSA) followed by labeling with Alexa
Fluor-546 conjugated anti-rabbit IgG antibody (Invitrogen).

After extracellular parasite staining, cells were permeabilized
using a solution containing 2% BSA and 0.5% saponin (Sigma-
Aldrich) in PBS (PBS/BSA/saponin) for 20 minutes. Host cell
lysosomes were then immunostained using a 1:50 dilution of rat
anti-mouse LAMP-1 hybridoma supernatant (1D4B; Develop-
mental Studies Hybridoma Bank, USA) in PBS/BSA/saponin for
45 minutes followed by labeling with Alexa Fluor-488 conjugated
anti-rat IgG antibody (Invitrogen), as described previously [3].
Subsequently, the DNA of both host cells and parasites were
stained for 1 min with 10 pM of DAPI (Sigma-Aldrich), mounted
with ProLong Gold antifade reagent (Molecular Probes), and
examined on a Zeiss Axioplan microscope equipped with an oil
immersion objective (100x, 1,3 NA) and with an Axiocam HRC
camera controlled by Axiovision Software (Zeiss).

Cell surface area for the different conditions (treated or not with
MBCD or HyCD) was determined using a plasma membrane
labeling agent, CellMask orange plasma membrane stain (Invitro-
gen), according to manufacturer instructions. Briefly, control non-
treated cardiomyocytes, as well as cardiomyocytes treated with
either 15 mM MBCD, 15 mM HyCD or 15 mM MBCD followed
by incubation with 0.05 mM of WSC, were washed with PBS+/+
and incubated with a solution of 5 pg/mL CellMask in DMEM
without serum for 5 minutes, at 37°C. After this period, cells were
fixed in a solution of 4% paraformaldehyde in fresh media for
10 minutes, at 37°C. Coverslips were then washed three times
with PBS+/+ and mounted using antifade medium. Images were
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collected immediately afterwards using an Olympus FV300
confocal/WX61WI microscope system (Figure S1).

Filipin and GM1 labeling

After cholesterol depletion and repletion, cells were fixed and
labeled with either Filipin III (Sigma-Aldrich) or subunit B of
cholera toxin-Alexa Fluor 488 (C'TXb) (Sigma-Aldrich) for
detection of plasma membrane cholesterol and GM1 ganglioside,
respectively, as described previously [23]. Briefly, after cholesterol
depletion/replenishment cells were washed and fixed with
paraformaldehyde as described above. After fixation, cells were
permeabilized with PGN solution (PBS+/+, 0.15% gelatin and
0.1% sodium azide) containing 0.1% saponin for 15 minutes.
Following permeabilization, cells were labeled with CTXb (1 ug/
mL) diluted in PGN for 30 minutes. Cells labeled with CTXb
were analyzed using the confocal microscope system described
above. Images were collected and analyzed using Fluoview version
5.0. In order to visualize the distribution of cholesterol in cell
plasma membrane, fixed cells were labeled with both Filipin III
(for cholesterol detection) (100 ng/mL in PGN) and DAPI (for
nuclei staining) and examined on a Zeiss Axioplan microscope
equipped with an Axiocam HRC camera controlled by Axiovision
Software (Zeiss). For quantitative assays of cholesterol depletion/
repletion, only Filipin III was stained. Images of 10 fields/ coverslip
were collected with an oil immersion objective (100, 1,3 NA),
using the same CCD exposure time and illumination intensity and
then analyzed using the Image] image processing program
(http://rsb.info.nih.gov/1j/) for fluorescence quantification. Four
equal squared areas were chosen in each image and the
fluorescence intensity of each area was determined. These values
were then used to calculate the average fluorescence of each image
and then of each experimental group.

B-hexosaminidase secretion assay

To evaluate the level of lysosomal exocytosis after treatment
with MBCD, a time dependent B-hexosaminidase secretion assay
was performed according to previous work [31]. Briefly cells were
exposed to 10 mM MPBCD or HyCD for different incubation
periods in the presence or absence of calcium. In the latter calcium
was substituted by the same concentration of Mg®" and EGTA
was also added. After drug incubation, 350 pL of extracellular
media was collected and adhered cells were lysed using 1% Triton
x-100 (Sigma-Aldrich) in PBS. Extracellular media and lysates
were incubated with 50 pul. of B-hexosaminidase substrate,
6 mM 4-methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide (Sigma-
Aldrich), dissolved in Na-citrate-PO, buffer (pH 4.5). Reactions
were stopped by adding 100 pL of Stop Solution (2 M Nay,COs;-
H50, 1.1 M glycin) and read at excitation 365 nm and emission
450 nm in a spectrofluorimeter (Synergy 2, Biotek in the Center of
Flow Cytometry and Fluorimetry, Department of Biochemistry
and Immunology, ICB-UFMG).

Cell viability assay

After incubation with either 10 mM MBCD or HYCD for
45 minutes, or with 10 pM Ionomycin for 10 minutes, in the
presence or absence of calcium, cardiomyocytes were trypsinized,
pelleted and incubated with Hypotonic Fluorochrome Solution
(HFS - 50 pg/mL Propidium Iodide (PI) in 0.1% sodium citrate)
for 4 hours at 4°C protected from light. This assay was performed
in order to quantify cell death after drug treatment according to
previous work [32]. The PI fluorescence of 20,000 individual cells
was measured using a Becton Dickinson FACscan (BD Bioscienc-
es, USA) and data were analyzed using the Cell Quest Pro
software (BD Biosciences, USA).
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Lysosomal dispersion analysis

Using a set of images, obtained from treated and non-treated
cells with labeled nuclei and lysosomes, we analyzed the mean
lysosome distance relative to the mean center position in the
respective nuclei. For each image (associated with a specific drug
treatment), we visually selected a number of isolated nuclei, and
using its borders’ positions (i.c., the image’s [X,Y] coordinates), we
computed the mean center position and the mean radius (namely
R) of each nucleus.

A computational code has been written using the IDL
(Interactive Data Language) programming language in order to
assist in these calculations. Subsequently, using the (X,Y) position
of each lysosome distributed around each nucleus, the distances to
the center were calculated. An average distance (namely D) was
computed by using the distances of each lysosome relative to the
center. Lysosomes farther than 2 radii from cell center were
excluded from the computation of this average value. Finally, the
mean lysosome distance (D) relative to the mean nucleus’ radius
(R) was defined as the ratio D/R. This procedure was repeated for
the maximum number of isolated cells available from the image
sets of each drug treatment. The results of this analysis are a
distribution of D/R values associated to each drug treatment, and
are represented as histograms.

Statistical analysis

All experiments were performed in triplicate and repeated at
least three times. For Filipin labeling, one-way ANOVA followed
by post- hoc comparison Newman-Keuls was performed to
evaluate statistically significant differences. For invasion assays, a
minimum of 200 cells was counted per coverslip and analyzed
using the Student’s t-test. For histogram distributions, the
cumulative frequency was calculated and analyzed using the
Kolmogorov-Smirnov statistical test.

Results

MBCD treatment does reduce the amount of membrane
bound cholesterol

Before investigating the influence of cholesterol removal in
invasion of cardiomyocytes by 7. cruzi TCTs, we tested whether
MPBCD treatment was able to sequester cholesterol from cultured
murine cardiomyocyte membranes. Cells treated with different
concentrations of MBCD were stained with Filipin IIT, a sterol-
binding fluorescent polyene, which is able to bind to cholesterol
present in the plasma membrane [33]). Fluorescence microscopy
images of cells pre-treated with 15 mM of MBCD (Fig. 1B) show
decreased staining with Filipin when compared to control cells
(Fig. 1A), confirming the removal of cholesterol upon drug
treatment. Addtionally, if MPCD treated cultures were incubated
with 0.05 mM of water soluble cholesterol (WSC) diluted in serum
free media, causing membrane cholesterol to be replenished,
surface staining with Filipin was recovered (Fig. 1C). Quantitative
assays, using the Image] program to quantify fluorescence
intensity, were also performed to measure cell staining with Filipin
III before and after treatment with MBCD, as well as upon
cholesterol depletion and repletion. As was seen for the qualitative
assays, Iilipin staining of cholesterol decreased upon treatment
with increasing concentrations of MBCD (Fig. 1D). A small
reduction was observed upon treatment with 5 mM of the drug,
increasing to 30% after treatment with a concentration of 15 mM.
Cholesterol replenishment with WSC ' reverted the process,
showing an increase in cell staining as a consequence of the
increase in membrane bound cholesterol.
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Cholesterol depletion diminishes T. cruzi cell invasion
into primary neonatal murine cardiomyocytes

Previous studies have shown that host cell cholesterol-enriched
microdomains play a significant role in the adhesion and
[22], as well as 7. cruzi metacyclic trypomastigotes or extracellular
amastigotes forms in non-professional phagocytic cells [23]. Since
T. cruzi TCT invasion into non-professional phagocytic cells, such
as cardiomyocytes, is an important event during clinical infection,
in the present work we first investigated whether host cell
cholesterol was also relevant in cell invasion of this 7. cruzi form
into cultured, primary neonatal murine cardiomyocytes.

Previously plated cells were incubated with 10 or 15 mM of
MBCD for 45 minutes at 37°C (i.e., conditions known to be
effective in membrane cholesterol removal [31]), followed by a
40 minute exposure to 7. cruzi TCTs. As observed before for
macrophages [22], we determined that cholesterol depletion from
murine cardiomyocytes membranes also leads to a reduction in 7.
cruzt TCT invasion (Fig. 2A and C). Upon treatment with 10 mM
or 15 mM MBCD, a reduction of 85-90% in 7. ¢ruzi cell invasion
was observed (Fig. 2A). As a control for MBCD treatment, cells
were treated with the same concentrations of HyCD, a
cyclodextrin analog of MBCD with low affinity for cholesterol.
HyCD-treated cells did not show any differences in 7. cruzi cell
invasion as compared to control non-treated cells (Fig. 2A and C).
Plus, reduction in the number of invading 7. ¢ruzi TCTs after
MBCD treatment did not appear to be the result of host cell death
upon drug treatment since the total number of cardiomyocytes per
10 fields in all conditions tested was not statistically different from
each other (Fig. 2A, number above bars).

T. cruzi cell invasion is re-established after membrane

cholesterol replenishment

To address whether the reduced 7. ¢ruzi invasion observed after
host cell treatment with MBCD was really due to cholesterol
removal from host cell membrane, cells pre-treated with the drug
were subsequently incubated with WSC, an exogenous source of
cholesterol which replenishes membrane cholesterol, washed with
PBS and then exposed to 7. cruzi TCTs. T. cruzi invasion into
cholesterol-replenished cells was similar to that observed for non-
treated control cells (Fig. 2A and C).

Cholesterol depletion diminishes T. cruzi association with
lysosomes during invasion into cardiomyocytes

In order to understand why cholesterol depletion was leading to
a reduction in 7. cruzi internalization, we investigate whether
association between host cell lysosomes and 7. cruzi was altered by
MPBCD incubation since this organelle is crucial for a successful
parasite invasion [3,4,5,25]. Untreated control cells, or cells
treated with MBCD in different concentrations, were exposed to
T. cruzi TCTs for 40 min., washed with PBS, fixed and submitted
to the inside/outside parasite staining method, as well as labeled
with  LAMP-1 antibody for lysosomal membrane detection.
Cholesterol removal from host cell membrane upon treatment
with MBCD not only diminished host-cell invasion by the parasite
(Fig. 2A and C), but also reduced the number of internalized
parasites that had acquired lysosomal markers (Fig. 2B and C).
Pre-treatment of cardiomyocytes with 10 mM MBCD caused a
60% reduction in the number of internalized parasites co-
localizing with LAMP-1 (Fig. 2B). Moreover, increasing concen-
tration of MBCD decreased both the number of internalized
parasites (Fig. 2A), as well as the number of parasites co-localizing
with the lysosomal marker in a dose-dependent manner (Fig. 2B).
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Figure 1. MBCD treatment is effective in sequestering cholesterol from the plasma membrane. (A) Control, (B) 15 mM MBCD treated and
(©) 15 mM MBCD followed by 0.05 mM WSC treated cardiomyocytes show significant changes in Filipin labeling. Cholesterol-depleted cells (B) reveal
very little Filipin labeling, whereas cholesterol-replenished cells show strong labeling for cholesterol, similar to control cells. (D) Cardiomyocytes
treated with 5, 10 or 15 mM of MBCD reveal a substantial decrease in Filipin labeling in a dose-dependent manner whereas cholesterol replenishment
with 0.05 mM of WSC returns Filipin fluorescence to control values. Normalized data are shown as mean of triplicates =SD. Asteriks indicate
statistically significant differences (* p < 0.05 and ** p < 0.01, One way ANOVA followed by Newman-Keuls) between control and treated cells. Scale

bar: 10 um.
doi:10.1371/journal.pntd.0001583.9001

15mM of MBCD led to a reduction of 75% of lysosomal
association with internalized trypomastigotes. Cells treated with
HyCD, the inactive analog of MBCD, on the other hand, showed
no statistically significant difference in 7. cruzi invasion (Fig. 2A) or
association of 7. cruzi with host cell lysosomes when compared to
control non-treated cells (Fig. 2B and C). Cholesterol replenish-
ment not only re-established the ability of 7. cruzi to invade host
cells (Fig. 2A and C), but also elevated 7. cruzi association with
host cell lysosomes to values comparable with control non-treated
cells (Fig. 2B and C).

Cholesterol depletion reduces membrane raft labeling in
cardiomyocytes

In order to evaluate how cholesterol depletion affected
membrane raft organization, cardiomyocytes, which had their
membrane cholesterol removed by treatment with 10 or 15 mM of
MBCD, were fixed and labeled with subunit B of cholera toxin
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(C'TXDb). Subunit B of cholera toxin is a homopentamer that binds
to GMI, a ganglioside that resides in membrane rafts, on the
extracellular leaflet of plasma membrane [34,35,36]. Cells treated
with 10 or 15 mM of HyYCD or with 15 mM of MBCD, followed
by cholesterol replenishment with 0.05 mM of WSC, were likewise
stained. Cells with intact membrane cholesterol content show a
more intense GM1 labeling, especially of larger lipid rafts (Fig. 3A)
in comparison to cholesterol-depleted cells (Fig. 3B). In cardio-
myocytes treated with HyCD (Fig. 3C), raft labeling was similar to
control cells. In cholesterol-replenished cells (Fig. 3D), some
cardiomyocytes retained a labeling pattern similar to that of
cholesterol-depleted cells (arrows), while others showed a staining
pattern more similar to untreated controls (asterisks). Therefore,
MBCD treatment not only induced cholesterol sequestration from
cell membranes, but also interfered with membrane raft
organization in cardiomyocytes, which could not be totally
recovered by cholesterol replenishment.
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Figure 2. T. cruzi invasion of cells and association with LAMP-1 in cardiomyocytes decreases after cholesterol depletion.
Cardiomyocytes pre-treated or not with different cyclodextrins were washed and challenged with T. cruzi trypomastigotes at a M.O.l of 50, for
40 minutes at 37°C, then fixed and processed for immunofluorescence detection of total intracellular parasites, as well as intracellular parasites
associated with LAMP-1 (a lysosomal marker). Both T. cruzi internalization (A) and association with host LAMP-1 (B) diminishes after incubation with
10 and 15 mM of MBCD but not after treatment with 10 and 15 mM of HyCD. Cholesterol replenishment after treatment with 15 mM MBCD reverts
the effect of the drug on parasite cell invasion (A), and at least partially on LAMP-1 association (B). The average number of cardiomyocytes +=SD per
10 counted fields in each coverslip is shown above the bars (A). Data are shown as mean of triplicates =SD. Asteriks indicate statistically significant
differences (p < 0.05, Student’s t test) between control and treated cells. (C) Representative panels of T. cruzi invasion and association with host cell
lysosomes, revealed by immunocytochemistry. Total cell and parasite nuclei, as well as parasite kinteoplast DNA were labeled with DAPI; lysosomes
were labeled with anti-LAMP 1 antibody followed by secondary IgG labeled with Alexa Fluor 488; extracellular parasites in the field were labeled with
anti-T.cruzi antibody followed by secondary IgG labeled with Alexa Fluor 546. From top to bottom: control cells, 15 mM MBCD treated cells, 15 mM
HyCD treated cells and 15 mM MBCD treated cells followed by incubation with 0.05 mM of WSC. Blue arrows show total T. cruzi trypomastigotes in
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the field, yellow ellipsoids show lysosomal associated trypomastigotes, red triangles points out extracellular trypomastigotes and the last column

shows the merge of the three previous. Scale bar: 10 um.
doi:10.1371/journal.pntd.0001583.9g002

Cholesterol depletion causes lysosomal exocytosis in
cardiomyocytes

Lysosomal fusion with the plasma membrane (lysosomal
exocytosis), which occurs during 7. cruzi entry into host cells, is
an event regulated by calcium and proteins from the SNARE
complex, in a mechanism similar to the fusion of synaptic vesicles
with the pre-synaptic membrane [26,37]. Depletion of cholesterol
from the membrane has been shown to alter synaptic vesicle fusion
with the plasma membrane leading to unregulated events of vesicle
exocytosis [38]. In order to verify the behavior of lysosomal
exocytosis in cholesterol-depleted cells, we performed a time-
dependent assay in which the activity of beta-hexosaminidase, an
enzyme resident within lysosomes, was measured in the extracel-
lular media of cultured cells. Cardiomyocytes were incubated with
10 mM of either MBCD or HYCD and both the extracellular

Control

MBCD

HyCD 15mM

MBCD 15mM + WSC

N

media and cell lysates of treated cells were incubated with a
fluorescent substrate of beta-hexosaminidase. Non-treated and
Ionomycin (an ionophore, which allows calcium influx into cells
and induces lysosomal exocytosis [39]) treated cells were used as
negative and positive controls, respectively. Experiments were
performed in the presence or absence of calcium. Figure 4 shows
that cardiomyocytes treatment with MBCD leads to lysosomal
exocytosis events. As early as 10 minutes after the addition of the
drug, in the presence of calcium, the rate of lysosomal exocytosis in
cardiomyocytes was 3.5 times higher than control non-treated cells
(Fig. 4). The levels were even higher the longer the incubation
period with the drug. After 20 or 40 minutes of exposure with the
drug the exocytosis level was about 5.5 times higher than control
non-treated cells (Fig. 4). On the other hand, treatment with
HyCD, the control drug, did not induce expressive exocytosis of
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Figure 3. Treatment with MBCD leads to changes in membrane raft organization of cardiomyocytes. Confocal images of control (A) and
cardiomyocytes pre-treated with 10 mM MBCD (B) or HyCD (C). Cells were washed, fixed and then labeled with CTXb-Alexa 488, which recognizes
GMT1, a raft marker. In comparison to control cells, which show a homogenous strong labeling for GM1, cholesterol-depleted cardiomyocytes reveals a
more discrete labeling. Cells treated with HyCD show GM1 labeling similar to control cells whereas cholesterol-replenished cells (D) exhibit both
patterns of cholesterol-depleted (arrows) as well as control (asterisks) GM1 labeling. Scale bar: 0.9 um.

doi:10.1371/journal.pntd.0001583.g003
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Figure 4. MBCD but not HYCD cell incubation leads to
lysosomal exocytosis in cardiomyocytes. Cardiomyocytes were
exposed to either 10 mM MBCD or HyCD for 10, 20 or 40 minutes at
37°C, in the absence (white bars) or presence (black bars) of calcium.
Both extracellular media and lysates were collected and exposed to 4-
methylumbelliferyl-N-acetyl-B-D-glucosaminide, the fluorescent sub-
strate of beta-hexosaminidase, an enzyme resident within lysosomes.
Results are shown as ratio between B-hexosaminidase activity in
extracellular media and total fB-hexosaminidase activity (extracellular
media over extracellular media plus B- hexosaminidase cell lysate
hexosaminidase activity). Cells treated with 10 uM lonomycin (Calbio-
chem) for 10 minutes were used as lysosomal exocytosis positive
control. Data are shown as mean of triplicates =SD. Asteriks indicate
statistically significant differences (p < 0.05,Student’s t test) between
control and treated cells.

doi:10.1371/journal.pntd.0001583.9g004

lysosomal vesicles in cardiomyocytes (Fig. 4). To test whether these
events were occurring spontaneously without calcium regulation,
as was the case for synaptic vesicles, the same assay was performed
in the absence of calcium and presence of the same concentration
of magnesium. The extracellular calcium chelator, EGTA, did not
inhibit lysosomal exocytosis induced by the incubation with
MBCD. On the contrary, it seemed to slightly enhance exocytosis
(Fig. 4).

To confirm that the high levels of beta-hexosaminidase
observed in the extracellular media of MBCD treated cells were
the result of triggered lysosomal exocytosis and not a consequence
of cell injury upon treatment, a cell viability assay was performed.
Cardiomyocytes treated or not with MBCD/HyCD were
trypsinized and incubated with HFS solution, containing PI
(propidium iodide), a nuclei dye impermeable to cell membranes.
Negative controls (untreated cardiomyocytes) and positive controls
(ionomycin treated cells) were also analyzed. Figure 5 shows that
treatment with MBCD did not interfere with cell viability either in
the presence or in the absence of calcium (Fig. 5). As expected,
treatment with HyCD also did not lead to cell death.

Cholesterol depletion changes lysosomal distribution in
cardiomyocytes

In order to understand the effect of exocytosis triggered by
cholesterol removal from cell membranes on lysosomal distribu-
tion, images from cells submitted or not to treatment with MBCD,
HyCD or MBCD + WSC and labeled with both DAPI (nuclei dye)
and anti-LAMP-1 (lysosomal marker) were collected. Representa-
tive images of each condition are shown in figure 6. Qualitative
analyses of the images revealed a more restricted distribution of
lysosomes, closer to the cell nuclet, in cells treated with 10 mM or
15 mM MBCD (Fig. 6B and C), in comparison to control non-
treated cells (Fig. 6A) or cells treated with HyCD, the MBCD
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Figure 5. Lysosomal exocytosis events after cholesterol
depletion are not due to cell death. After treatment with MBCD
or HyCD, in the absence (white bars) or presence (black bars) of calcium,
cardiomyocytes were trypsinized, collected and incubated with HFS
solution, containing propidium iodide (PI). Cells that became inviable
after drug treatment acquired Pl labeling in their nuclei due to
membrane permeability, and were counted as dead cells by flow
cytometer. Data are shown as mean of triplicates +SD.
doi:10.1371/journal.pntd.0001583.g005

inactive analog (Fig. 6D and E). Cholesterol replenishment after
MBCD treatment seemed to revert the distribution of lysosomes to
a pattern similar to the control non-treated cells (Fig. 6F). In order
to precisely determine these differences, the same images were
used to perform a quantitative assay of lysosomal dispersion
(Fig. 7). First, for each isolated nucleus, the mean radius (R). was
calculated. The next step was to select each lysosome associated
with its respective nucleus and to measure the mean distance
between a lysosome and cell center (D). Finally, the mean
lysosome distance (D) relative to the mean nucleus’ radius (R) was
defined as the ratio D/R, where values closer to one indicate
lysosomes are closer to perinuclear region whereas the opposite
indicate lysosomes are more frequent at cell borders. This ratio D/
R was measured for several groups of lysosomes associated with
each nucleus in the different treatments. The results of this analysis
are distributions of D/R values associated to each drug treatment,
and are represented as histograms in Figure 7. Gaussian fits from
control cells show that the majority of lysosomes are preferentially
localized at ratio 1.3 from cell center whereas the peak of Gaussian
fits from 10 mM MBCD treated cells show a ratio of 1.2 (Fig. 7A).
The same pattern is seen upon treatment with higher concentra-
tions of the drug (Fig. 7B). Moreover, lysosomes at higher ratios, in
other words more distant from the cell nuclei, are mostly found in
control non-treated cells, with none or only a few found in MBCD
treated cells (Fig. 7A and B). On the other hand, no difference in
lysosomal distribution was observed when cells were treated with
10 or 15 mM of HyYCD as compared to control non-treated cells
(Fig. 7C and 7D). Finally, cholesterol replenishment after MBCD
treatment was able to, at least in part, revert lysosomal dispersion
to a pattern more similar to control cells (Fig. 7E). Cumulative
frequencies of lysosomes (Fig. 7F) from the histograms of figures 7A
to E were plotted and analyzed using Kolmogorov-Smirnov
statistical test. Statistically significant differences were only
observed between 10 or 15 mM of MBCD treated and control
non-treated cells. 10 and 15 mM HyCD or 15 mM of MBCD +
WSC treated cells presented cumulative frequencies similar to
control non-treated group. In order to prove that this rearrange-
ment in lysosome distribution was not a consequence of cell
surface area decrease upon cholesterol removal from plasma
membrane, cells were treated or not with MBCD or its inactive
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Figure 6. Cholesterol depletion leads to changes in lysosomal distribution within cells. Representative panels of lysosomal distribution in
control cardiomyocyte (A) and cardiomyocytes pre-treated either with 10 mM (B) or 15 mM MBCD (C), 10 mM or (D) 15 mM HyCD (E), or 15 mM
MBCD followed by 0.05 mM WSC (F). MBCD treated cardiomyocytes show significant changes in lysosomal dispersion in cell cytoplasm. After drug
treatment, cells were washed and incubated with T. cruzi TCTs, M.O.l. of 50 parasites per cell for 40 minutes at 37°C. After cell invasion, cells were
washed, fixed and immunostained for LAMP-1 (green) DAPI (blue) and analyzed under fluorescence microscope. In comparison to untreated
cardiomyocytes (A), which exhibit homogenous and well distributed LAMP-1 labeling, MBCD treated cardiomyocytes, (B) and (C), show a
heterogeneous LAMP-1 labeling with lysosomes localized predominantly near cell nuclei. On the other hand, HyCD treated cardiomyocytes and
cholesterol-replenished cells, (E), (F) and (D), present lysosomal distribution similar to control cells. Scale bar: 10 um.

doi:10.1371/journal.pntd.0001583.g006

analog, HyCD, as well as MBCD + WSC, and labeled with the
plasma membrane stain, CellMask (Invitrogen). Images were
collected and cell surface area measured using the Image]
software. No difference in cell surface area was found among the
distinct groups (Supplementary Fig. 1).

Discussion

Two different groups have previously demonstrated the
participation of cholesterol and membrane rafts as “hot spots”
for T. cruzi entry into host cells [22,23]. In 2007 Fernandes and co-
workers showed that cholesterol and membrane rafts participate in
the internalization of metacyclic trypomastigotes and extracellular
amastigotes from two different strains, CL and G, into non-
professional phagocytic cells. In this same year, Barrias and co-
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workers verified the participation of membrane rafts in the
internalization of 7. cruzi TCTs in phagocytic cells (murine
peritoneum macrophages). However, in both studies it was not
clear how cholesterol and/or rafts participated in the process of
parasite entry into host cells. In the present work we show the
participation of cholesterol in 7. ¢ruzi TCT entry into non-
professional phagocytic cells and, most importantly, the mecha-
nism by which plasma membrane cholesterol interferes with
parasite invasion into non-professional phagocytic cells.

In order to investigate the participation of cholesterol in 7. cruzi
TCT invasion of non-professional phagocytic cells, we pre-treated
cells with different concentrations of MBCD followed by invasion
assays with 7. cruzi. Cyclodextrins, like MBCD, are oligosaccha-
rides constituted by glucopyranose units that are linked by o-(1-4)
bonds [40]. These compounds are broadly used as liposoluble
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Figure 7. MBCD but not HyCD cell treatment leads to diminishment in lysosomal distribution near cell cortex. Quantitative analysis of
lysosomal distribution, relative to cell nuclei, in 10 mM MBCD (A), 15 mM MBCD (B), 10 mM HyCD (C), 15 mM HyCD (D) or 15 mM MBCD followed by
incubation with 0.05 mM WSC (E), treated cardiomyocytes in comparison to control non-treated cells. The mean distance between a lysosome and its
respective cell center is represented by letter (D) and the mean lysosome distance (D) relative to the mean nucleus’ radius (R) was defined as the ratio
D/R. Ratio values closer to one indicate lysosomes are close to perinuclear region whereas the opposite indicate lysosomes are more frequent at cell
borders. This ratio D/R was measured for several groups of lysosomes associated with each nucleus in the different treatments. The results of this
analysis are distributions of D/R values associated to each drug treatment, and are represented as histograms. The histogram for each specific drug
treatment is represented with a blue dashed line, which is superposed to the control (non-treated) lysosomal distribution, represented with a red
solid thick line. Overlaid Gaussian fits to each distribution were added in order to highlight the main statistical trend of each diagram. The x-axis of
each graph represents the ratio D/R whereas the y-axis represents the percentage of analyzed nuclei from each treatment normalized by total cell
number. (F) Cumulative frequency of the histograms. Purple plus signs represent MBCD 10 mM treated cells, dark green rectangles represent MBCD
15 mM treated cells, blue crosses represent HyCD 10 mM treated cells, light green circles represent HyCD 15 mM treated cells, brown diamonds
represent cells replenished with cholesterol after previous depletion and red continuous line represent control untreated cells. The Kolmogorov-
Smirnov (KS) statistical test was performed to compare the cumulative frequency distributions. Statistically significant differences were obtained for
MBCD 10 mM 0.02% (p = 0.0002) or MBCD 15 mM 0.03% (p = 0.0003) treated cells in relation to control, but not for HyCD 10 mM 79.49% (p = 0.7949),
HyCD 15 mM 86.03% (p =0.8603), or MBCD 15 mM + WSC 6.44% (p =0.0644) treated cells in relation to control.
doi:10.1371/journal.pntd.0001583.g007

drug carriers since they are soluble in water and have a molecules and consequently stimulate cells by distinct mechanisms
hydrophobic core in which non-soluble substances are transported [43]. This effect on TCT host cell entry was indeed due to
[41]. B-cyclodextrins, especially MBCD, present a higher affinity cholesterol removal from host cell plasma membrane, since
for cholesterol as compared to the o and y cyclodextrins, [42]. invasion assays with cells previously treated with HyCD, an
Labeling MBCD treated cardiomyocytes with Filipin III (a inactive analog of MBCD which presents very low affinity for
fluorophore with high affinity for cholesterol) confirmed the ability cholesterol, did not change the parasite invasion profile in
of the drug to remove cholesterol from cell membranes. comparison to control untreated cells. Also, host cell viability

As previously shown for the metacyclic trypomastigotes and was not compromised after treatment as shown by a cell viability
extracellular amastigotes forms of 7. cruzi, we showed that a assay, confirming that the observed reduction in host cell invasion
reduction in host cell surface cholesterol decreases the rate of levels was not a result of cell loss due to drug treatment. Moreover,
invasion of non-professional phagocytic cells by 7. cruzi TCTs, cholesterol replenishment after cell treatment with MBCD re-
even though these forms of the parasite present different surface established invasion to control levels. Together, these results
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undoubtedly show that cholesterol is also important for 7. cruzi
TCT entry into cardiomyocytes and that this model can be used to
investigate the role of cholesterol in this process. We found that the
low invasion rate of 7. ¢ruzi into cholesterol-depleted cells was
accompanied by a diminishment in lysosome recruitment, which is
required for the formation of the parasitophorous vacuole.
Lysosome recruitment and fusion has been shown to be essential
not only for inducing parasite internalization, but also for holding
T. cruzi inside host cells [3,44]. Fusion of lysosomes with host cell
plasma membrane induced by 7. cuzi leads to a compensatory
endocytic pathway that drives parasites into cells [44]. Parasites
are known to tightly interact with parasitophorous vacuolar
membrane, probably through lysosomal integral membrane
proteins such as LAMP [45,46]. Membrane fusion events, such
as synaptic vesicle and lysosomal exocytosis as well as other types
of vesicle secretion, are regulated by calcium and occur through a
mechanism dependent on proteins from the SNARE complex
[26,47,48]. It is well known from microscopy studies that these
proteins concentrate in submicrometre-sized, cholesterol-depen-
dent clusters, such as membrane rafts, at which sites vesicles fuse
[27,28]. Since membrane rafts are cholesterol-enriched micro-
domains (about 50% of total cellular cholesterol) located in cell
plasma membrane [42] and cholesterol removal from cell
membranes induces changes in raft organization and function
[49,50,51], it is possible that the effect of cholesterol removal on 7.
cruzi entry was a consequence of the disruption of these
microdomains. GM1 labeling, a known raft marker, has
demonstrated that MPBCD treatment of cardiomyocytes leads to
changes in raft organization in these cells, suggesting a role not
only for cholesterol but also for membrane raft microdomains in
TCT’s 1invasion of non-professional phagocytic cells. Raft
disorganization, on the other hand, could alter membrane fusion
events, by changing SNARE proteins distribution and/or
function, disturbing the exocytic events regulated by these
proteins. In fact, cholesterol removal led to massive non-regulated
lysosomal exocytosis events, which occurred in the absence of
calcium, suggesting that disruption of raft organization de-
regulates lysosomal exocytosis. Corroborating this idea, it has
been demonstrated for neuronal exocytosis that SNARE localiza-
tion in rafts work as negative regulators of secretion and reducing
SNAP 23 partitioning to raft sites enhanced vesicle exocytosis [52].
Interestingly, SNAP 23 is one of the SNARE complex proteins
involved in lysosomal fusion events [26]. Similar exocytic events,
triggered by treatment with MBCD, have already been demon-
strated in other animal models. Zamir and Charlton (2006) [53],
analyzing neuromuscular junctions in crayfish, realized that
treatment with 10 mM MBCD induced a 5-fold increase in the
rate of spontaneous miniature excitatory post synaptic potentials
(mEPSPs), as a consequence of unregulated, calcium independent,
synaptic vesicle fusion events. Other authors have also shown
changes in vesicle secretion upon cholesterol removal from plasma
membrane [38,54,55,56]. Recently, Chen and co-workers study-
ing cells derived from a mouse model of Niemann-Pick disease (a
disorder characterized by a massive accumulation of lipids,
including cholesterol, in the endosomal/lysosomal system) have
shown that treatment with hydroxypropyl-B-cyclodextrin (HPB-
CD), a cyclodextrin similar to MPCD, leads to lysosomal
exocytosis, as early as 15 minutes post exposure to the drug
[57]. This result corroborates our data since cell incubation with
MBCD also led to lysosomal exocytosis at early time points.
However, contrary to what was observed by these authors,
lysosomal exocytosis triggered by incubation with MBCD in
cardiomyocytes is independent of extracellular calcium. It is still
possible though that intracellular calcium is responsible for these
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exocytic events. Another possibility, since HPB-CD and MBCD
differ in their efficiency of extracting cell membrane cholesterol, is
that the effect of these drugs on exocytosis might be different [42].
In fact, it has been shown that the effect of MBCD on spontaneous
release of synaptic vesicles, generating mEPSPs in neuromuscular
junctions, occurs in the absence of intracellular and extracellular
calcium [53].

Finally, since our data shows that lysosomal exocytosis
happened in the ecarly stages of MBCD treatment, one could
assume that a significant reduction in lysosomal reservoir occurred
during the period of drug incubation. Quantitative analysis of
lysosomal distribution in cells before and after cholesterol
depletion showed that control cells have their lysosomal pool well
distributed throughout the cell cytosol, with vesicles around the
perinuclear and cell cortex area (Fig. 6A, qualitative image).
However, when cholesterol is sequestered by MBCD, only the
lysosomes near the perinuclear area remain (compare Fig. 6A and
B), without a change in cell surface area upon treatment (Figure
S1). Based on these results it is plausible to assume that cholesterol
depletion evokes exocytosis of docked lysosomes localized near the
cell cortex. Taken together, these data suggest the existence of two
independent lysosomal pools (one near the cell surface and another
in the perinuclear area), which might be differentially regulated.
The docked lysosomes near the cell surface would then represent
the pool triggered by 7. ¢ruzi and therefore involved in the exocytic
events that initiate its internalization process. Without enough
lysosomes available at the cell surface for fusion and formation of
the parasitophorous vacuole, 7. ¢ruzi entry is compromised.

We cannot discard however that reduction in membrane
cholesterol content and its consequent raft disorganization may
also affect intracellular signaling pathways [58,59,60]. Therefore,
receptors present in membrane rafts, which might be important
for recognition and signal transduction during 7. ¢ruzi interaction
and internalization into host cells, may have their functions
attenuated or compromised and consequently affect parasite
invasion rates. In this sense the diminishment in 7. cuz
association with lysosomes observed upon treatment with MBCD
could be also partly due to the compromised function of these
receptors. Studies are being carried out to evaluate these
possibilities.

Supporting Information

Figure S1 Cholesterol depletion does not change the cell
area of cardiomyocytes. (A) Representative figure of control,
15 mM MBCD, 15 mM HyCD and cholesterol-replenished cells
labeled with CellMask Orange plasma membrane stain. Briefly,
cardiomyocytes were treated with the cyclodextrins, washed and
incubated with a 5 pg/mL solution of CellMask in fresh medium
for 5 minutes, at 37°C. After that period, cells were fixed for
10 minutes, at 37°C, washed and mounted with antifade medium
and analyzed immediately in a confocal microscope. (B)
Histograms showing distributions of cell areas for different
treatments (MBCD 15 mM- black squares line; HyCD 15 mM-
blue square-traces line and MBCD 15 mM followed by 0.05 mM
WSC- green rectangles line in comparison to control cells (red
continuous line). In the cumulative frequence distributions,
statistical KS test results shows that control vs MBCD 15 mM is
14.8% (p=10.148); control vs HyCD 15 mM is 14.3% (p=0.143)
and control vs WSC treated cells is 55.5% (p =0.555). Altogether
this statistical analysis shows that there are no differences between
areas in control or cyclodextrin treated cells.

(TIF)
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