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RESUMO

Uma caracteristica do Trypanosoma cruzi sdo as mudangas morfoldgicas que
ocorrem durante seu ciclo de vida. A amastigogénese ¢ um importante processo no ciclo de
vida do parasita onde as formas tripomastigotas infectivas se diferenciam em amastigotas
replicativas. A duplicagdo celular ¢ um processo complexo, onde varios eventos estdo
envolvidos, dentre eles, a correta segregagdo das cromatides irmas apds a replicacdo do
DNA, fungdo exercida por um complexo denominado coesina. Neste trabalho, foi proposta
caracterizacdo de complexos proteicos de T.cruzi assim como a identificagdo de proteinas
de complexos nucleares, cuja expressao se altera durante a amastigogénese. Por meio da
técnica Blue Native PAGE (BN-PAGE) foi possivel realizar a separagdo de complexos
proteicos de lisado total das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Os componentes
individuais dos complexos puderam ser visualizados em segunda dimensdo apos o gel ter
sido corado com nitrato de prata. Experimentos de detec¢do imunoldgica por western
blotting demonstraram a auséncia da subunidade SCC1 do complexo coesina em
amastigotas gerados por diferenciacao in vitro de formas tripomastigotas em cultura axénica
em pH 5. Porém, a subunidade SCC1 pode ser detectada em extratos proteicos de formas
amastigotas que foram reincubadas por 10 h em meio de cultura com pH ajustado para 7,5,
sugerindo que essas formas sdo capazes de manter suas propriedades replicativas. Por
espectrometria de massas do tipo LC-MS/MS, 1.339 proteinas de T. cruzi foram
identificadas de amostras provenientes dos ensaios de amastigogénese. Destas, 560
proteinas foram anotadas em bancos de dados como proteinas reguladas, 65 possuiam
localizagdo nuclear e 66 foram preditas como pertencentes a complexos proteicos. Na
classificacdo das proteinas identificadas os grupos que correspondem aqueles envolvidos
em metabolismo de acidos nucleicos aparecem como predominantes. Proteinas que se ligam
a DNA (9,23%), proteinas de ligacdo a RNA (13,85%) e proteinas que se ligam a
nucleotideos (18,46%) correspondem juntas a 41,54% do total de proteinas nucleares
reguladas, corroborando o fato de que intensa atividade de transcri¢dao e processamento de
DNA e RNA ocorre em todas as etapas de diferenciagdo, além de outros principais grupos
como as peptidases (15,38%), proteinas estruturais (13,85%) e atividade de hidrolases
(12,31%). Para proteinas reguladas e envolvidas com complexos proteicos durante a
amastigogénese os maiores grupos estdo envolvidos em processos de transporte (25,58%),
processos metabolicos (19,77%), processos metabdlicos de compostos contendo
nucleotideos (16,28%), geracdo de precursores metabdlicos e de energia (8,14%).

Palavras chaves: Blue Native PAGE, LC-MS/MS, coesina, amastigogénese,

Trypanosoma cruzi.
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ABSTRACT

A feature of Trypanosoma cruzi is the morphological changes that occur during their life
cycle. The amastigogenesisis an important process in the life cycle of the parasite where the
infective trypomastigotes differentiate into replicative amastigotes. A cell replication is a
complex process, where several events are involved, among them the correct segregation of
sister chromatids after DNA replication, function performed by a complex called cohesin.
In this work we proposed the characterization of T. cruzi protein complexes and the
identification of proteins from nuclear complexes, whose expression is altered during
amastigogenesis. Through the technique of Blue Native PAGE (BN-PAGE) it was possible
the separation of protein complexes from total lysate of T. cruzi epimastigotes. The
individual components of the complexes could be visualized after the second dimensional
gel after stainingwith silver nitrate. Immunological detection experiments by western
blotting demonstrated the absence of SCCI subunit of cohesin complex in amastigotes
generated by in vitro differentiation of trypomastigotes in axenic culture at pH 5.0.
However, the subunit SCC1 was detected in protein extracts of amastigotes that were
reincubated for 10 hours in a culture medium adjusted at pH 7.5, suggesting that these
forms are able to maintain their replicative properties. By LC-MS/MS mass spectrometry,
1,339 proteins ofT.cruzi were identified in samples from amastigogenesis. Of these, 560
proteins were annotated in databases as regulated proteins, 65 have presented nuclear
localization and 66 were predicted as belonging to protein complexes. In the classification
of proteins involved in nucleic acid metabolism, this group appears to be predominant.
Proteins which bind to DNA (9.23%), RNA-binding proteins (13.85%) and proteins that
bind nucleotides (18.46%) correspond together to 41.54% of the total regulated nuclear
proteins, confirming that strong transcription activity and DNA and RNA processing occur
in all stages of differentiation, and other major groups such as peptidases (15.38%),
structural proteins (13.85%) and activity of hydrolases (12.31%). For regulated proteins and
protein complexes involved in amastigogenesis the largest groups are involved in transport
processes (25.58%), metabolic processes (19.77%), metabolic processes of compounds
containing nucleotides (16.28%), generation of metabolic precursors and energy (8.14%).

Key Words: Blue Native PAGE, LC-MS/MS, cohesin, amastigogenesis,
Trypanosoma cruzi.



SIGLAS E ABREVIATURAS

APS — Persulfato de amdnio

ATP — Adenosina Trifosfato

DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium

DNA — Acido desoxirribonucleico

dNTP — Deoxinucleotideos trifosfatos

DTT - Ditiotreitol

EDTA — Acido etileno-diamino-tetra-acético

GO — The Gene Ontology

kDNA —-DNA mitochondrial dos Cinetoplastos

kDa — kilodaltons

LC — Cromatografia liquida

LC-MS/MS — Cromatografia liquida combinada a espectrometria de massa em
Tandem

LIT — Meio de cultura com infuso de figado e triptose para crescimento de T. cruzi
MALDI — Desorcdo e ionizagdo a laser assistida por matriz
MCPs — Multi complexos proteicos

MMM-— Marcador de Massa Molecular

MRNA- Acido Ribonucleico mensageiro

MS — Espectrometria de Massas

NPC — Compexo do poro nuclear

pb — Pares de Bases

PBS — Tampao Salina Fosfato

PCR — Reacdo de Polimerizacao em Cadeia

pH — Potencial Hidrogenionico

pl — Ponto Isoelétrico

RNA — Acido Ribonucleico

SCC — Proteinas de Coesdo das Cromatides-irmas
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SDS — Dodecil Sulfato de Sédio

SDS-PAGE - Eletroforese Desnaturante em Gel de Poliacrilamida
SMC - Proteinas de Manutengdo Estrutural dos Cromossomos
TEMED — N, N, N’,N’-Tetrametiletilenodiamina

WHO - Organiza¢do Mundial da Satude

2DE — Eletroforese bidimensional
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INTRODUCAO

1. Epidemiologia e doenca de Chagas

13

A doenga de Chagas ou tripanossomiase americana ¢ uma doenca causada pelo

Trypanosoma cruzi, um protozoario que pertence a ordem Kinetoplastida. Ela se tornou

endémica devido as precarias condi¢des de habitagdo que eram expostas a populacao,

além da migragdo de pessoas infectadas para areas onde existia o vetor (COURA,

2003).

Alguns anos atras a doenca de Chagas era restrita somente a América,

especialmente a América Latina, mas se disseminou para outros continentes. Estima-se

que 10 milhdes de pessoas estejam infectadas pelo mundo (Figura 1). Destas, até 30%

dos infectados desenvolvem cronicidade e alteragdes cardiacas, 10% alteracdes

digestivas, além de possiveis alteragdes neurologicas (WHO, 2012).
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Figura 1: Mapa mundial da distribui¢o atual da doenga de Chagas e o vetor transmissor (WHO, 2012).

A doenca de Chagas ¢ transmitida basicamente através das fezes contaminadas

do inseto infectado com o parasita. Das 112 espécies de insetos encontradas no

continente americano, 12 possuem maior capacidade de se procriar e invadir domicilios.
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Essas tém recebido maior atengdo por estarem envolvidas em um maior nimero de
transmissdo da doenca (SILVEIRA, 2000).

Alguns mecanismos alternativos de transmissdo foram observados, como a
transfusdo sanguinea que se tornou uma importante via de transmissdo da doenga e a
transmiss@o vertical na qual maes com sorologia positiva para o T. Cruzi transmitem a
doenca ao feto durante a gestacio (MINISTERIO DA SAUDE, 2005).

Por se concentrar em grande parte na América Latina, a doenca de Chagas tem
sido alvo de intensas pesquisas na busca de melhoramento de tecnologias e
medicamentos de combate a doenga nos centros latino-americanos (STEINDEL et al.
2005).

Ap6s a invasdo do parasita, a doenga de Chagas pode ser classificada em fase
aguda ou cronica, de acordo com o tempo de infec¢do e resposta do hospedeiro. Na fase
aguda, a doenca apresenta caracteristicas clinicas variaveis e de gravidade variavel onde
o diagnodstico é feito pela presenca de sinais da doenga como sinal de Romana e
chagoma cutaneo, sendo comprovado pela presenca do parasita no sangue periférico. Ja
a fase cronica ¢ caracterizada pela baixa parasitemia e alta quantidade de anticorpos
circulantes, onde as manifestacdes clinicas sdo consequéncias do parasitismo
intracelular. Sua classificagdo ¢ dividida em cardiaca, digestiva ou mista (FIOCRUZ,
2012).

2. Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario parasita digenético pertencente ao reino
Protista, sub-reino Protozoa, filo Sarcomastigophora, subfilo Mastigophora, classe
Zoomastigophora, ordem Kinetoplastidae, sub-ordem Trypanosomatida, familia
Trypanosomatidae, género Trypanosoma, espécie Trypanosoma cruzi (LEVINE et al,
1980).

Esse parasita apresenta caracteristicas de eucariotos onde estdo presentes
organelas delimitados por membranas como o complexo de Golgi, reticulo
endoplasmatico, membrana nuclear, além de vesiculas compartimentalizadas
denominadas glicossomos que sdo responsaveis pelo metabolismo de glicose. Possui
uma Unica mitocondria grande responsavel pela produgdo energética da célula e cujo

DNA esta contido em uma estrutura denominado cinetoplasto (kDNA) (SILVEIRA,
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2000). Outra caracteristica desse parasita sdo as mudancas morfoldgicas que ocorrem
durante seu ciclo de vida, a fim de se adaptar aos diferentes ambientes e maior
eficiéncia no seu estabelecimento no hospedeiro.

Uma forma de classificar esse parasita ¢ de acordo com essas mudancas
morfoldgicas (Figura 2), especificamente com a posicdo do seu cinetoplasto. Os
tripomastigotas possuem seu cinetoplasto posterior ao nucleo, sdo alongados e possuem
uma membrana que emerge de sua extremidade posterior. As formas amastigotas sdo
arredondadas ou ovoides e apresenta flagelo bem curto que praticamente ndo se
exterioriza para fora da bolsa flagelar, o cinetoplasto se apresenta em forma de bastdo
anterior ao nucleo e ¢ a forma replicativa no hospedeiro vertebrado. Os epimastigotas
possuem seu cinetoplasto posicionado anterior ao nucleo e ¢ a forma replicativa no

hospedeiro invertebrado (SOUZA, 1999).
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Figura 2: Representacdo esquematica das formas de vida do Trypanosoma cruzi. Formas epimastigotas
alongadas encontradas no hospedeiro invertebrado e também forma replicativa nesse hospedeiro. Formas
tripomastigotas infectivas que sdo inoculadas na corrente sanguinea e infectam células do hospedeiro
vertebrado. Formas amastigotas intracelulares e também replicativa no hospedeiro vertebrado.

O kDNA ¢ composto por algumas dezenas de maxicirculos e milhares de
minicirculos que estdo concatenados formando uma rede que é estabilizada por pelo

menos quatro tipos de proteinas semelhantes as histonas denominadas de KAP



16

(Kinetoplast Associated Protein). Essas compactam os mini e maxi circulos conferindo
a forma de disco ao cinetoplasto (LIU et al., 2005).

A perda de um minicirculo essencial pode ser letal para a célula filha, assim a
fidelidade na replicag@o e a sua segregacdo correta devem acontecer. Durante a fase S
do nucleo os minicirculos sdo liberados da rede do kDNA por meio de uma
topoisomerase II e alcancam a regido entre o cinetoplasto e o corpo basal, chamada de
zona cinetoflagelar, desta forma cada minicirculo serd replicado individualmente.
Primeiramente a proteina UMSBP (Universal Minicircle Sequence Binding Protein) se
liga a origem de replicacdo denominada CSB3 e inicia o processo de replicacdo. As
DNA polimerases mitocondriais IB e IC sdo as responsaveis pelo alongamento das fitas
de DNA que, juntamente com UMSBP, estdo localizadas em uma sub-regido da zona
denominada centro cinetoflagelar. Ha, portanto, a formacdo da forquilha de replicacdo,
surgindo formas intermediarias de minicirculos. A fita continua ¢ sintetizada a partir de
um iniciadorde RNA produzido pela RNA polimerase mitocondrial (mtRNA
polimerase), enquanto que a fita descontinua formada por varios fragmentos de Okasaki
¢ sintetizada a partir de varios iniciadores de RNA produzidos pela DNA primase (LIU
et al., 2005; LUKES et al., 2005).

Ap6s a duplicacdo de todos os minicirculos, esses migram da zona cinetoflagelar
para os sitios antipodais que se encontram ao lado do cinetoplasto, a 180° um do outro.
Nesse sitio estdo presentes as proteinas envolvidas no processo de unido dos fragmentos
da fita descontinua e a topoisomerase II. Assim as proteinas SSE1 (Structure Specific
Endonuclease 1), ribonuclease H, DNA polimerase § ¢ DNA polimerase B-PAK irdo
remover os iniciadorese preencher os espagos entre os fragmentos, enquanto as DNA
ligases mitocondriais kp irdo realizar a ligacdo desses fragmentos. Os minicirculos
recém sintetizados devem apresentar pelo menos um gap, assim sao recolocados na rede
de kKDNA pela topoisomerase Il concatenado com cerca de trés minicirculos (LIU et. al.,
2005).

A replicagdo dos maxicirculos ainda é pouco conhecida. Assim como oS
minicirculos parecem ter apenas uma origem de replicacdo e formam estruturas
intermediarias 6, mas ao contrario de minicirculos permanecem ligados a rede de kDNA

(LIU et al., 2005)
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3. Ociclo de vida do Trypanosoma cruzi

O T. cruzi possui um ciclo de vida complexo que varia entre um hospedeiro
vertebrado e um hospedeiro invertebrado. Para tal plasticidade, o parasita apresenta-se
em quatro formas morfologicamente e bioquimicamente distintas de vida, a fim de se
adaptar aos diferentes ambientes ao qual é submetido durante seu ciclo. S@o elas as
formas replicativas epimastigotas ¢ amastigotas e¢ as formas ndo replicativas
tripomastigota sanguineas e metaciclicas. As formas tripomastigotas metaciclicas sdo
inoculadas na corrente sanguinea do hospedeiro vertebrado apds a picada do vetor
infectado. A infecg@o por esses parasitos pode também ocorrer através de membranas
mucosas alcangando células subjacentes (DVORAK; HYDE, 1973).

Uma vez que as formas tripomastigotas alcancem a corrente sanguinea, ocorrera
a adesdo do parasita sobre a superficie celular da célula hospedeira. Essa primeira etapa
ocorre em trés diferentes passos: adesdo e reconhecimento, sinalizagdo e invasdo. O
processo de adesdo ocorre com o envolvimento de inimeras moléculas de superficie do
parasita e receptores da célula do hospedeiro, além da possibilidade de excre¢do de

moléculas pelo parasita para facilitar o processo (Figura 3) (SOUZA et al., 2010).
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Figura 3: Modelo esquematico resumindo as moléculas envolvidas no processo de interagdo entre o
parasita e a célula do hospedeiro (SOUZA, 2010).
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As rotas e mecanismos de infec¢do variam de acordo com o tipo celular, ja que
ao contrario de outros organismos, o T.Cruzi ndo precisa necessariamente da atuagdo de
células fagocitarias para sua internalizacio (MUNOZ-FERNANDEZet al., 1992).
Entretanto, trés fases basicas sdo descritas durante o processo de infeccdo em
macrofagos: 1) Adesdo caracterizada pela atragdo, contato e reconhecimento do
macrofago; 2) Internalizacdo seguida de um complexo mecanismo de sinalizagdo,
intensa atividade da maquinaria endocitica, formag¢do de pseudopodes e vacuolo
endocitico; 3) Destino intracelular onde ocorre fusdo fago-lisossomal, rompimento da
membrana vacuolar e consequente proliferacio do parasita no citoplasma dos
macréfagos (ARAUJO-JORGE, 1989). Em células fagociticas ndo profissionais, uma
série de moléculas do parasita dispara sinalizacdo intracelular (CALER et al., 1998;
SCHARFSTEIN et al., 2000). Essa sinalizacdo resultara no rearranjo do citoesqueleto
de actina e consequente recrutamento de lisossomos para fusionar com a membrana
plasmatica onde ocorrera o inicio da invasdo do parasita na membrana ou
alternativamente no sitio de invagina¢do da membrana plasmatica (TARDIEUX et al.,
1992; WOOLSEY et al., 2003).

O vacuolo parasitoforo torna-se acido apds a fusdo com o lisossomo e ocorre o
inicio da diferencia¢do da forma tripomastigota em amastigota. Varias enzimas e outras
moléculas, tanto da forma tripomastigota quanto do vactiolo parasitéforo do hospedeiro
estdo envolvidas na dissolucdo da membrana e liberacdo do parasita para o citoplasma
(BURLEIGH; WOOLSEY, 2002). No citoplasma, as formas amastigotas replicativas se
dividlem por fissdo bindria até comecarem a se diferenciar novamente em
tripomastigotas sanguineos, ocorrendo rompimento da membrana plasmatica celular e

consequente liberacdo dos parasitas (Figura 4) (FERNANDES; ANDREWS, 2012).
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Figura 4: Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro mamifero. I) Formas tripomastigotas metaciclicas
penetram ou sdo fagocitadas pela célula hospedeira. (IT) O parasita alcanga o citoplasma. I1I) Uma grande
replicagdo das formas amastigotas intracelulares. IV) As formas amastigotas se diferenciam em
tripomastigotas e rompem a membrana celular. V) As formas tripomastigotas estdo livres na corrente
sanguinea para infectarem novas células. Alternativamente, IVa) as formas amastigotas replicativas
intracelulares podem lisar a membrana celular e ficarem livres na corrente sanguinea. Va) Formas
amastigotas livres podem ser internalizadas em novas células.

O hospedeiro invertebrado, ao se alimentar do sangue infectado com as formas
tripomastigotas sanguineas, adquire o parasita o qual se diferenciara em epimastigotas
iniciais, denominadas esferomastigotas e, ao migrar pelo intestino do inseto se
transformardo em epimastigotas com muita motilidade e por fim em tripomastigotas
metaciclicas. O inseto ao picar o hospedeiro ndo infectado transmitira tal forma dando

sequéncia ao ciclo (Figura 5) (VERONESI, 2005).
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Figura 5: Ciclo de vida do T. cruzi no hospedeiro invertebrado. I) Durante a picada do inseto as
formas tripomastigotas metaciclicas chegam ao estémago do inseto. II) A medida que passam pelo
intestino vao se modificando em formas de transigdo até se transformarem em epimastigotas (Ila, IIb, Ilc).
IIT) Formas epimastigotas replicativas no hospedeiro invertebrado.

Em resumo, o ciclo acontece quando o inseto ndo infectado ingere as formas
tripomastigotas sanguineas de um hospedeiro vertebrado portador do parasita. No
interior do hospedeiro invertebrado, o parasita adquire nova forma chamada
epimastigota replicativa que, a medida que migra pelo intestino do inseto se transforma
na forma tripomastigota metaciclica. Em um novo repasto sanguineo, as formas
tripomastigotas metaciclicas penetram na pele do hospedeiro vertebrado na corrente
sanguinea transformando-se em tripomastigotas sanguineas. Essas sdo capazes de
infectar células fagociticas profissionais e também células fagociticas ndo profissionais,
como fibroblastos, mioblastos. Ao chegar ao meio intracelular, se diferenciam em
amastigotas replicativas que irdo se multiplicar até a lise celular e sua liberacdo
novamente na corrente sanguinea. Um novo repasto sanguineo por um inseto saudavel
em um sangue contaminado com o parasita € o suficiente para dar sequéncia no ciclo

(DE SOUZA, 2002; TYLER; ENGMAN, 2001).
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4. Organizacgdo nuclear

O nucleo de eucariotos ¢ extremamente organizado e possuem compartimentos
para os mais diferentes tipos de processos principalmente aqueles envolvendo DNA.
Esses compartimentos ndo sdo envoltos por membrana, mas sua organizagdo ¢ capaz de
determinar regides especificas onde ocorrerdo cada um dos mecanismos durante o ciclo
celular (LAMOND; SPECTOR, 2003; MISTELI, 2005). Além disso, o DNA também se
organiza em niveis estruturais e espaciais, primeiramente na formacdo de cromatina e
também pela distribui¢do ndo aleatéria dos cromossomos (CREMER et. al., 1982). A
existéncia dos compartimentos assegura a concentragdo e os fatores necessarios para os
mais diversos processos nucleares, dentre eles a replicagdo do DNA, onde a eficiéncia
da interacdo entre tais fatores em um dado momento garante a sintese completa da nova
molécula de DNA (CHAKALOVA et al., 2005).

Durante a transcricdo em T. cruzi seus mRNAs sdo produzidos de forma
policistronica, que quer dizer que uma unica molécula de RNA ¢ traduzida e depois
processada. Isso se da da seguinte forma: 0 mRNA policistronico sofre um processo de
trans-splicingao qual uma sequéncia lider é adicionada em sua por¢do 5' ¢ uma
poliadenilacdo na extremidade 3'. Ao final desse processo sdo gerados RNAs
monocistronicos maduros (PALENCHAR; BELLOFATTO, 2006). As trés
RNApolimerases, I, II e III, descritas em outros eucariotos, foram encontradas em T.
brucei (KOCK et al., 1998; JESS et al., 1989; EVERS et al., 1989), no entanto elas
apresentam algumas diferencas estruturais comparadas as RNA polimerases de outros
eucariotos. A RNA polimerase II apresenta um comportamento diferencial na presenca
de inibidores especificos como a a-amanitina (CLAYTON et al.,1990). As RNA
polimerases dos tripanossomatideos também apresentam diferencas na dependéncia de
Mn'*? na utilizagdo de fita simples e no reconhecimento de promotores especificos. Em
T. cruzi, apenas promotores associados a genes ribossomais ¢ ao miniexon foram
caracterizados (DIETRICH et al., 1993; PULIDO et al., 1996; NUNES et al., 1997). A
atividade desses promotores de T. cruzi parece ser controlada por fatores de transcrigdo
que sdo linhagem-especifica (TYLER-CROSS et al., 1995; NUNES et al., 1997). Nos
sitios onde se inicia a transcri¢do, ou seja, no promotor do gene para 0 miniexon ou
Sequéncia Lider (SL), a proteina de ligagdo ao TATA box (TBP) bem como outros
fatores foram encontrados. Ensaios de SELEX (Systematic Evolution of Ligandsby

Exponential Enrichment) mostraram que a TBP do T. cruzi tem afinidade por regides
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ricas em G, que também estdo presentes em Switch Regions (CRIBB; SERRA, 2009). O
recrutamento da TBP ao promotor do gene SL também foi demonstrado em Leishmania
tarentolae (THOMAS et al., 2006). Diferentemente dos eucariotos superiores, nao
existe uma sequéncia consenso na regido onde sao adicionados os residuos de adenina.
A regido espagadora entre os genes ¢ pequena, cerca de 100-300 pb e sdo regides ricas
em pirimidinas as quais tem influéncia no controle da transcri¢ao (SILVEIRA, 2000).

Durante a sintese de DNA e formagao da forquilha de replicacdo ¢ necessaria a
total integridade do nucleo, pois o rompimento da lamina nuclear impede a fase de
elongacdo e replicacdo do DNA (MOIR et al., 2000). A localizagdo dos cromossomos
em células de mamiferos ¢ determinada pelo estado de ativacdo dos seus genes. Genes
mais transcritos estdo localizados no centro do nucleo, assim como os eventos que
antecedem a replicacdo na fase S do ciclo celular. Os genes pouco expressos ou que
estdo em forma de heterocromatina se localizam na regido periférica nuclear e ao redor
do nucléolo (FERREIRA et al., 1997; MA et al., 1999; SADONI et al., 1999).

Em T. cruzi ndo se sabe ao certo a distribuigdo dos cromossomos no espacgo
tridimensional uma vez que esses ndo se condensam completamente durante o ciclo
celular (SOLARI, 1980). A formagdo da cromatina ocorre em um processo semelhante
aos demais eucariotos, onde a compactagdo do DNA se da no entorno de um octdmero
de histonas. A histona H1 difere das demais por ndo possuir um dominio globular em
sua porcao N-terminal (ALSFORD; HORN, 2004). Dessa forma, alteracdo na interacao
de cargas entre a proteina ¢ a molécula de DNA impede a formagdo da compactacdo
observada em outros eucariotos onde ocorre a formagao das fitas de 30nm (HECKER et
al., 1995).

A organizagdo cromossdmica entre as diferentes cepas de T. cruzi é conservada.
O sequenciamento do genoma revelou que o T. cruzi ¢ um organismo diploide, cujo
genoma esta organizado em 41 cromossomos com tamanho estimado entre 106,4 a
110,7 Mb. O tamanho de cada cromossomo ndo é conservado entre as diferentes
linhagens, algumas vezes variando até mesmo entre cromossomos homologos da mesma
estirpe, o que pode ser explicado pelo fato de que aparentemente a quantidade de DNA
repetitivo seja maior em algumas cepas desse parasita (HENRIKSSON, 1996). Embora
seja estabelecida a diploidia, alguns dados sugerem também a ocorréncia de poliploidia
¢ aneuploidia, como observado em isolados do T. cruzi derivados de um mesmo clone

que apresentam polimorfismo no conteudo de DNA (HENRIKSSON, 1996).
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Elias et al. (2002) demonstraram que 0s Cromossomos se€ movimentam no
espaco nuclear durante todo o ciclo celular de epimastigotas. Seus cromossomos podem
ser vistos de forma dispersa durante a fase G1 e concentrados na periferia nuclear
durante as fases S, G2 e mitose (Figura 6).

A disposigdo da heterocromatina durante o ciclo de vida do T. cruzi também
possui uma dindmica nas formas replicativas do parasita, com intensa atividade
transcricional e apresentando heterocromatina na periferia nuclear, diferindo da forma
tripomastigota infectiva que possui menos atividade transcricional e heterocromatina

distribuida por todo o nicleo (ELIAS et al., 2001).

Sitios de
replicagao

Cromossomos Mitose

Figura 6: Modelo da dindmica dos cromossomos durante o ciclo celular do T. cruzi . Em G1, os
cromossomos se encontram dispersos no nucleo. Durante a fase S, os cromossomos s@o mantidos na
periferia nuclear, permanecendo nos polos da célula durante a mitose e se dispersando ao seu final. Os
nucléolos podem ser vistos no centro das estruturas (ELIAS et al., 2002).

O nucléolo é um compartimento nuclear distinto, extremamente essencial, no
qual ocorre a biogénese de ribossomos (LUSTIG et al., 2005). Os pré-rRNAs que dardo
origem aos complexos 40S e 60S sao sintetizados, processados e associados dentro do
nucléolo (RASKA, 2004). Um centro fibrilar armazena genes rRNAs inativos ¢ é uma
regido altamente elétron-densa devido as altas concentragdes de RNPs. Isso demonstra o
nivel de organizagdo nucleolar no qual mantém sua integridade estrutural dependente da
transcricdo de genes ribossomais pela RNA polimerase I e sua interatividade com os
componentes ribossomais (RASKA, 2006). O tamanho do nucléolo ¢ maior na fase
exponencial do crescimento de epimastigotas quando comparado aos de células em

estado estacionario (NEPOMUCENO-MEIJIA et al., 2010), além de possuirem uma
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grande quantidade de histona H1 ndo fosforilada (GUTIYAMA et al., 2008). Essas se
tornam fosforiladas durante a progressdo do ciclo celular até a mitose, dispersando
assim pelo nucleoplasma inteiro na citocinese.

O nucléolo desaparece quando as epimastigotas se transformam em
tripomastigotas metaciclicos (RAMIREZ et al.,2000) e reaparece logo que as formas
metaciclicas invadem as células de mamiferos (GLUENZ et al., 2007), compativel com
as taxas de transcri¢do ¢ tradug¢do das formas tripomastigotas. No entanto, ndo ¢
conhecido como as células controlam os niveis de transcrigdo durante a diferenciagao.
Varias proteinas nucleolares foram identificadas nos bancos de dados de T. cruzi como
similares e conservadas em outros eucariotos. Uma proteina denominada TcSoftl que
esta envolvida no processamento de RNAs ribossomais apresentou localiza¢do nuclear e
alta expressdo durante a metaciclogénese (NARDELLI et al., 2007). Por outro lado,
uma proteina homologa a TcSoftl ndo foi encontrada no genoma da cepa Esmeraldo,
sugerindo que os mecanismos de expressdo de RNAs nucleolares podem ser especificos
para cada cepa (NARDELLI et al., 2007).

Os poros nucleares do T. cruzi apresentam bastante similaridade aos de demais
eucariotos (SPADILIERO et al., 2002). No entanto, como em eucariotos inferiores, o T.
cruzi apresenta poucas proteinas da lamina nuclear conservadas. Ao invés disto, esses
parasitas possuem uma proteina chamada TcNup que se assemelha a uma proteina
similar em T. brucei. Foi demonstrado que TcNup tem um comportamento interessante
na lamina nuclear o qual interage com regides especificas do genoma do T. cruzi ,
provavelmente ancorando os cromossomos no envelope nuclear (PICCHI et al., 2011).

A exportacdo de mRNA comumente auxilia no direcionamento para regides de
traducdo, sendo um ponto de controle que garante o transporte dos transcritos
corretamente processados e a sintese proteica em determinado local ou tempo dentro de
uma célula ou organismo (DU et al., 2007). O modelo geral de transporte nucleo-
citoplasma de RNA tem a participacdo de proteinas da familia das B-carioferinas
(importinas e exportinas, responsaveis pela importacdo e exportacdo, respectivamente)
que utilizam energia fornecida por Ran-GTP para o transporte de cargas (STROM;
WEIS, 2001). Componentes envolvidos no processo de exportacio de RNAs e
importacdo de proteinas t€ém sido pouco caracterizadas em T. cruzi, no entanto, sinais de
localizag@o nuclear nesses parasitas sdo muito complexos, provavelmente tinicos e sdo
direcionados principalmente a partir de sequéncias de aminoacidos basicos

(WESTERGAARD et al., 2010).
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Muitas alteragdes nucleares ocorrem no T. cruzi durante os processos de
transformagdo das formas infectivas para replicativas e vice-versa. E concebivel que
essas alteragdes decorrem das varias alteracdes no DNA durante os processos de
replicagdo e transcricdo. Apoés alteracdes ¢ danos no DNA provocados por radiagdes
gama, foi demonstrado que o nucleo de epimastigotas apresenta uma densa cromatina
dispersa pela periferia nuclear ¢ o nucléolo amplamente aumentado (NARDELLI et al.,
2009).

O T. cruzi apresenta um robusto sistema de reparo no DNA. Esse ocorre por
recombinacdo homdloga com a participacdo de uma proteina denominada TcRADS1,
envolvida no reconhecimento de regides de quebra para promover o reparo,
consequentemente permitindo a sobrevivéncia do parasita mesmo sob fortes radiagdes
(SILVA et al., 2006). Reorganizacdo nuclear semelhante a essa foi observada em
células tratadas com hidroxiureia que interrompe a replicagdo celular e também provoca
danos na dupla fita de DNA (ELIAS et al., 2002). Essas modifica¢des na cromatina
correlacionam-se com um aumento observado na acetilagao da lisina 10 e 14 da histona
H4, localizadas em regides menos densas na cromatina de células normais, sugerindo
que as modificacdes na cromatina e remodelagem nuclear estdo envolvidas no reparo de
DNA. Os tripanossomas sdo desprovidos de histonas H2AX, uma variante que ¢
fosforilada diante de danos no DNA, sinalizando para o seu reparo em muitos
eucariotos. No entanto, outros mecanismos de sinalizagdo ¢ modificacdo de cromatina
podem ocorrer apos o dano no DNA do T. cruzi. Por exemplo, a radiagdo ultravioleta
que induz aumento na expressdo da proteina TcBRD2 que se liga a histonas acetiladas,
sugerindo que a reorganizacdo da cromatina ocorre apos a formacdo de dimero de
pirimidina (VILLAMIL et al., 2008 ).

A estrutura nuclear tem se tornado uma nova area que contribui para o
entendimento de varios eventos moleculares e celulares em eucariotos. A transferéncia
da informacdo do DNA para o nivel protedmico permite uma maior compreensdao do
funcionamento das células eucarioticas. A extensdo desse conhecimento para uma Unica
célula como o T. cruzi podera facilitar no entendimento dos mecanismos envolvidos nos

processos de infeccao e de adaptag@o do parasita nas células hospedeiras.
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5. Amastigogénese

Ao longo do seu ciclo de vida, o T. cruzi sobrevive a uma ampla gama de
condi¢des que induzem modificagdes morfologicas complexas em sua estrutura. Além
das suas principais fases de desenvolvimento, o parasita ainda assume formas
intermediarias que parecem seguir uma mesma via, independente do hospedeiro
(FARIA et al., 1999; TYLER; ENGMAN, 2001).Formas intermediarias aparecem
transientemente durante a diferenciacdo de epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicas (metaciclogénese) no triatomineo, na diferenciacdo de tripomastigotas
metaciclicas em amastigotas (amastigogénese primdria) e na transformacdo de
tripomastigotas derivadas de tecido em amastigotas (amastigogénese secundaria)
(TYLER; ENGMAN, 2001; NAVARRO et al., 2003).

A adaptagdo do parasita aos diversos ambientes, aos quais € exposto nos
diferentes hospedeiros, induz a uma complexa regulacdo na expressdo de seus genes,
que em nivel proteico precede as alteracdes morfologicas observadas durante a transi¢do
de formas. Varios pesquisadores t€ém estudado alguns fatores que induzem o estresse
fisiolégico no parasita como a temperatura, condigdes nutricionais e mudangas no pH
para estimular a diferenciacdo morfologica durante a amastigogénese (NAVARRO et
al., 2003; TOMLINSON et al., 1995).

A grande maioria das informagdes relativas a amastigogénese in vivo e in vitro ¢
proveniente de tripomastigotas derivados de tecidos pela facilidade de obten¢do de um
nimero maior de parasitas (NAVARRO et al., 2003; TOMLINSON et al., 1995;
ZWEYGARTH et al, 1989). Analises ultra-estruturais ¢ moleculares durante a
transformacdo de tripomastigotas em amastigotas mostraram um rearranjo complexo e
uma alteracdo progressiva morfologica do parasita e do flagelo os quais t€ém sido
associados com a expressdo diferencial de antigenos especificos em cada fase
(ANDREWS et al., 1987, NAVARRO et al., 2003; TOMLINSON et al., 1995). Estudos
de morfologia comparativa também mostraram que, apesar dos tripomastigotas
sanguineos e metaciclicos apresentarem propriedades morfologicas e bioldgicas
similares, a amastigogénese primaria ¢ a secundaria aparentemente se desenvolvem em
diferentes processos, sugerindo que seus mecanismos moleculares sdo diferentes
(NAVARRO et al., 2003).

Processos de diferenciacdo nas diversas etapas do desenvolvimento de uma

forma para outra tém sido associados com alteracdes nas propriedades bioldgicas e na
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expressdo de moléculas especificas na superficie do parasita em cada estagio. Além
disso, a transforma¢do morfolégica durante a amastigogénese primdria relaciona-se a
alteracdes no perfil de glicoproteinas transialidases e mucinas (BURLEIGH;
ANDREWS, 1995).

Nos tripomastigotas, durante a amastigogénese, ocorrem rearranjos celulares
formando dobras em torno de si mesmo de uma forma helicoidal. Este padrao de tor¢ao
¢, provavelmente, influenciado pelos microtibulos peculiares que se formam no cortex
do cinetoplasto (ANGELOPOULOS, 1970). A transicdo dessa forma dobrada para a
forma totalmente arredondada dos amastigotas envolve fusdo de membranas e
provavelmente a perda de membrana nos pontos de contato. Possivelmente, produtos
sdo liberados desses parasitas durante as suas mudancas drasticas ja que alguns
antigenos foram detectados na circulacdo de animais infectados e podem estar
envolvidos na patogénese da doenca (GOTTLIEB, 1977).

O T. cruzi emprega diferentes estratégias para se adaptar aos diferentes
ambientes a que ¢ exposto. Consequentemente, o estudo da diferenciag@o celular desse
organismo ¢ sinénimo do estudo do seu ciclo de vida. Sua diferenciagdo é altamente
controlada, afetando principalmente processos intracelulares, ocorrendo profundas
mudangas na morfologia, motilidade e metabolismo, tipicamente em resposta a
estimulos externos. Além disso, durante essas transi¢cdes sdo conhecidas alguns pontos
relevantes: 1) Superficie celular — permite que o parasita interaja com diferentes
ambientes; 2) Citoesqueleto — afeta principalmente sua morfologia e motilidade; 3)
Ciclo de vida — manutengdo das formas invasivas ndo replicativas até atingir novamente
um ambiente estavel para voltar a multiplicar-se; 4) Defesa — uma vez que as respostas
imunes dos hospedeiros vertebrados e invertebrados sdo imensamente diferentes, onde
diferentes moléculas sdo necessarias para o parasita sobreviver (TYLER et al., 2001).

Cascatas de sinalizacdo sdo alvos de intensas pesquisas tanto em T. Cruzi quanto
nas células hospedeiras. As funcdes dos metabolitos cAMP e inositol s@o antagdnicas e
estd claro que a regulacdo dos niveis de cAMP e inositol sdo criticos no controle da
diferenciacdo do parasita. Um papel para o cAMP na diferenciagdo de epimastigotas
replicativos em tripomastigotas metaciclicos ndo replicativos tem sido demonstrado
utilizando analogos lipofilicos de cAMP, o qual induz a metaciclogénese. Em contraste,
metabolitos de inositol demonstraram ndo ter efeitos na metaciclogénese, mas
promovem a proliferagdo do tripanossoma e estdo criticamente (através da fosfolipase

C) envolvidos na reentrada no ciclo proliferativo, sendo acelerado pela inibicdo de
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algumas fosfatases especificas. Proteinas de sinaliza¢do estdo cada vez mais sendo
localizadas nos ambientes ricos em colesterol na membrana flagelar e citoesqueleto
flagelar. Provavelmente, essas proteinas incluem proteinas que se ligam ao calcio e
adenilato ciclase, o que sugere que o flagelo possa ter fungdes ndo apenas de motilidade
¢ adesdo, mas também pode funcionar como um centro sensorial que regula os
batimentos do flagelo e a diferenciag@o nas balsas lipidicas (TYLER et al., 2001).
Tripomastigotas da cepa Y possuem os antigenos Ssp-1, Ssp-2 e Ssp-3 em suas
membranasde superficie. Poucas horas apos os tripomastigotas serem liberados do
interior da célula hospedeira, Ssp-1 e Ssp-2 sdo perdidos e Ssp-1 ¢ encontrado livre no
meio de cultura. Em contraste, Ssp-3 teve seus niveis aumentados durante as horas
iniciais da incubagdo extracelular. Durante as 24 horas subsequentes, o parasita também
perdeu o antigeno Ssp-3 e adquiriu o Ssp-4. Depois de 48 horas de incubacdo em meio
especifico, todos os parasitas adquiriram o antigeno Ssp-4 em suas membranas e
assumiram a forma arredondada caracteristica de amastigotas (ANDREWS et al., 1987).
Mudangas similares as descritas acima (perda de Ssp-1, Ssp-2 e Ssp-3 e
aquisi¢do de Ssp-4) também ocorrem quando tripomastigotas sanguineos infectam
células in vivo ou in vitroe se transformam em amastigotas (ANDREWS, et al., 1987).
Algumas caracteristicas fundamentais do processo da amastigogénese sdo
conhecidas, mas os mecanismos moleculares envolvidos no processo ainda ndo foram
totalmente elucidados. A analise das proteinas envolvidas no processo de transformacao
ira aumentar nosso conhecimento sobre a morfogénese e a expressdo génica envolvida
ndo somente na diferenciacdo entre as formas de desenvolvimento, mas também durante

as transicdes da forma ndo replicativa para a fase replicativa.

6. Complexos proteicos

Os processos que ocorrem no interior das células sdo em grande parte guiados
por interagcdes entre macromoléculas que desempenham papel bioldgico (ALBERTS,
1998) e sdo regulados através de uma complexa rede de interacdes transientes entre
proteinas. Nos ultimos anos, trabalhos em protedmica tém buscado as inter-relagdes
entre moléculas a fim de compreender o comportamento global de sistemas biologicos
(UETZ et al., 2000; ITO et al., 2001; RAIN et al., 2001), uma vez que muitas proteinas
homologas podem interagir entre si (ALOY et Al., 2005).
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Recentes avancos tecnologicos possibilitaram a caracterizagdo de redes de
interagdes entre proteinas. Entre os métodos mais diretos e sistematicos para esse tipo
de analise podemos citar a co-imunoprecipitacio (MANN et al., 2001), purificagdo por
afinidade (GAVIN et al., 2002), ensaios de duplo hibrido (ITO et al., 2001) que tem
sido amplamente usado para definir redes de interacdo de varios organismos como S.
cerevisiae (HO et al., 2002), Helicobacterpylori (RAIN et. al. 2001), Caenorhabitis
elegans (BOULTON et al., 2001; LI et al., 2004) e Drosophila melanogaster (GIOT et
al., 2003).

Os crescentes dados de redes de proteinas para diferentes organismos
naturalmente levam a analise comparativa, as quais tentam determinar o quanto uma
determinada rede de proteinas é conservada entre as espécies € o quanto podem ser
utilizadas para explorar novas redes ou partes de outras redes. Evidéncias sugerem que
algumas vias de interagdo de proteinas podem ser amplamente conservadas, como, por
exemplo, varias interagcdes proteina-proteina descritas em leveduras tem sido
identificadas em suas proteinas ortélogas em vermes (LI et al., 2004; MATTHEWS et
al., 2001).

Na era pos-gendmica, existe um grande desafio para entender os milhares de
genes e seus produtos e como eles interagem entre si para gerar um organismo. Por isso,
estudos e desenvolvimento de métodos capazes de analisarem a funcdo e padrdes de
interacdes de proteinas e atividades de Multi-Complexos Proteicos (MCP) sao
fundamentais (GALVIN et al., 2002).

Técnicas de eletroforese em gel sdo muito importantes em abordagens
protedmicas (SCHRATTENHOLZ, 2004). E possivel separar as proteinas de uma
determinada amostra, fracioné-las e caracteriza-las por espectrometria de massas. Outra
grande vantagem ¢ que, dependendo do sistema da eletroforese, proteinas hidrofilicas
ou mesmo proteinas solubilizadas por detergentes podem ser diretamente aplicadas no
gel e separadas em um Unico passo, assim pode ser representado um proteoma
compreensivel de uma determinada amostra (MONTI et al., 2005; DZIEMBOWSKI;
SERAPHIN, 2005).

Geralmente complexos de proteinas sdo mantidos por interagdes eletrostaticas
entre seus componentes. Assim, qualquer que seja a abordagem utilizada, ¢ fundamental
manter as condi¢cdes nativas a fim de prevenir a dissociacdo entre subunidades dos

complexos (LASSERRE et al., 2010).
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A eletroforese bidimensional tem sido amplamente utilizada para a separacdo
prévia de proteinas e analise por espectrometria de massas. A focalizacdo isoelétrica
pode ser uma alternativa para separar MCPs em suas condi¢des nativas baseado nos
seus pontos isoelétricos. Porém, o método ¢ limitado pelo fato de que muitas proteinas
tendem a ser insoluveis perto do seu ponto isoelétrico, proteinas hidrofébicas tendem a
se precipitar e as matrizes adequadas e que estdo disponiveis (acrilamida ou agarose)
tem o tamanho do poro discreto que limita seu uso para determinados complexos (<1
MDa) (CAMACHO-CARVAIJAL et al., 2004).

Blue Native (BN)-PAGE é um método baseado na mudanga de carga no qual a
mobilidade eletroforética dos MCPs ¢ determinada pela carga negativa introduzida pela
ligacdo de um corante chamado Coomassie que circunda todo o complexo. As
subunidades dos complexos podem entdo ser separadas em uma segunda dimensdo
desnaturante e digeridas por uma enzima especifica, geralmente tripsina, e identificadas
por espectrometria de massa (SCHAGGER; JAGOW, 1991; SCHAGGER et al., 1994).

A versatilidade do BN-PAGE se da por duas caracteristicas peculiares que sdo
criticas para separar os complexos com diferentes propriedades fisico-quimicas que
ocorrem em varias amostras bioldgicas como mitocondrias, cloroplastos, outras
organelas, fra¢des citosolicas e membrana de bactérias. Primeiro, a corrida do BN-
PAGE ocorre com um pH fixo de7,5 que ¢ o fisioldgico na maioria dos compartimentos
intracelulares. Isso permite a migracdo de complexos de proteinas que sdo susceptiveis a
dissociacdo em diferentes pHs. Segundo, o corante Coomassie Blue (CBB G-250)
(FIGURA 7) ¢ adicionado no tampdo catodico e frequentemente adicionado também a
amostra antes da corrida. Isso confere uma carga negativa global na rede de proteinas e
diminui de forma artificial a agregacdo de proteinas hidrofobicas que foram

solubilizadas pelo detergente nao-idnico (HEUBERGER et al., 2002).
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Figura 7. Coomassie Blue G250. Molécula responsavel por solvatar complexos de proteinas a fim de
que essas adquiremcargas negativas ¢ migrem de acordo com sua massa, mantendo sua estrutura nativa.

A escolha do detergente ndo-idnico depende da estabilidade do complexo
proteico de interesse. A digitonina ¢ um detergente ndo-idnico que tem sido usado para
isolar associa¢des supramoleculares de multiplos complexos proteicos, sendo possivel a
identificacdo de interagdes proteina-proteina sem o uso de crosslinking quimico. O
dodecilmaltosideo tem uma maior propriedade de substituicdo de lipideos quando
comparado com a digitonina. Ele ¢ um detergente neutro adequado para isolar proteinas
de membrana e complexos individuais, mas ndo ¢ rara ocorréncia de dissociacdo entre
interagcdes hidrofobicas. Triton X-100 apresenta um comportamento intermedidrio em
complexos de proteinas mitocondriais. Sob altas concentracdes desses detergentes
complexos de proteinas de membranas sdo solubilizadas de maneira similar ao
dodecilmaltosideo (SCHAGGER; PFEIFFER, 2000).

Apos a solubilizacdo de proteinas de membranas biologicas e centrifugagdo, o
corante CBB-250 pode ser adicionado diretamente a amostra. Esse corante ¢ muito
soluvel em agua e pode se ligar até mesmo em proteinas de membrana que apresentam
propriedades hidrofobicas e também em proteinas basicas, induzindo a mudanga de
carga global e induzindo a migrag¢do para o tampao anodo em pH 7,5 durante a corrida
do BN-PAGE (SCHAGGER et al., 1994). No entanto, as proteinas ndo sdo separadas de
acordo com sua razao massa/carga e sim de acordo com o seu tamanho em um gradiente
de acrilamida. A migrag¢do das proteinas desacelera a medida que correm pelo gel e
também com a diminui¢do do poro de sua malha. As proteinas param de migrar assim

que encontram o tamanho do poro que ocupa sua massa (WITTIG et al., 2006).
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As cargas adicionadas as proteinas se repelem mutuamente, o que diminui
consideravelmente a possibilidade de agregacdo entre elas. Além disso, proteinas
hidrofébicas de membrana associadas ao corante tornam-se hidrossoliveis, o que
significa que ndo ¢ necessdria a utilizacdo de detergentes para solubilizagdo dessas
proteinas, diminuindo consideravelmente a sua desnaturacdo (WITTIG et al., 2006).

Associagdes supramoleculares que foram detectadas pela primeira dimensao do
BN-PAGE podem entdo ser separadas em seus componentes individuais em uma
segunda dimensdo identificando assim os parceiros de interacdo e sua razdo

estequiométrica (WITTIG et al., 2006).

7. Complexo coesina

Em eucariotos, as cromatides irmas devem permanecer juntas apds a replicagdo
do DNA até mitose para que ocorra a segregacdo do material genético. Um grande
complexo de proteinas em forma de anel chamado coesina serve para unir as duas
cromatides irmas. A coesdo tem a funcdo de orientar a correta adesdo dos microtibulos
ao fuso mitotico, garantindo assim a exata segregacdo (NASMYTH; HAERING, 2005).
Em Saccharomyces cerevisiae, o complexo ¢ composto de quatro subunidades
principais: Smcl (Psm1 em Schizosaccharomyces pombe), Smc3 (PSM3 em S. pombe),
Sccl (Rad21 em S. pombe e vertebrados, substituido por Rec8 na meiose), ¢ Scc3 (Psc3
em S. pombe) que é parcialmente substituido por Recl1 na meiose (HIRANO, 2000,
2002; XIONG; GERTON, 2010). A coesinaé montada antes da replicacdo do DNA e
estd presente no centromero e nos bragcos dos cromossomos onde depende de outras
proteinas como as Scc2 e Scc4 que parecem auxiliar na montagem do complexo.

A subunidade Scc1/Mcd1/Rad21 é conhecida como uma subunidade Kleisin, que
¢ membro de uma superfamilia de proteinas evolutivamente conservada de procariontes
aos seres humanos (SCHLEIFFER et al., 2003). A subunidade Sccl tem papel
importante na montagem do complexo coesina, pois ela se liga diretamente em ambas as
cabecas das SMC, sendo que sua regido C-terminal se liga na regido N-terminal da
Smcl e sua regido N-terminal se liga na C-terminal da Smc3. A Rec8 ¢ uma homologa
da Sccl na meiose, ambas compartilham homologia apenas nas regides N e C-terminal

(SCHLEIFFER et al., 2003). A Sccl ¢ clivada pela Separase/Espl/Cutl no inicio da
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anafase ocorrendo entdo a abertura do anel levando a coesina a se dissociar dos
cromossomos (UHLMANN et al., 2001).

A subunidade Scc3 se associa a regido C-terminal da Sccl e parece exercer
funcdo de ativacdo da transcricdo em células humanas (LARA-PEZZI et al., 2004).
Outro fator o Swi6 mostrou ser capaz de interagir com Scc3 e recrutar o complexo
coesina para outras regides do DNA (NONAKA et al., 2002).

Analises da arquitetura molecular do complexo mostram em sua estrutura que as
subunidades Smc possuem um motivo conhecido como motivo Walker A, dois motivos
centrais conhecidos como coiled-coil que assumem a forma de uma estrutura em
dobradiga, e uma regido conservada carboxi-terminal, motivo Walker B. A regido
coiled-coil ou de dobradi¢a como ¢ mais conhecida se organiza em forma antiparalela
de forma que a SMC se dobre sobre ela mesma e a sua regido N-terminal se junta ao C-
terminal formando uma “cabeca” com atividade ATPase semelhante a observada na
familia ABC, que sdo proteinas de membrana que transportam ativamente moléculas
(HIGGINS, 1992) (Figura 10). Embora Smcl e Smc3 possam ligar ATP e hidrolisa-lo,
ainda ndo se sabe ao certo como isso acontece, mas supde-se que a hidrolise do ATP
esteja relacionada ao transporte de DNA para dentro do anel formado pelo complexo
(HAERING et al., 2002; WEITZER et al., 2003).

Desse modo, o complexo coesina montado assume uma estrutura em forma de
anel em volta do DNA. Essa conexao ¢ topoldgica, bem forte e ndo ¢ eluida mesmo em
altas concentragdes salinas (CIOSK et al., 2000; SUMARA et al., 2000). O didmetro do
anel formado pelo complexo ¢ estimado em 45 nm, que parece impedir a compactacao
da cromatina na fibra de 30 nm embora a fibra de 10 nm possa ser acomodada. Em um
segundo modelo aceito, dois anéis da coesina circundam uma fibra de cromatina tinica

(Figura 8) (GRUBER et al., 2003).
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Figura 8. Modelos de atuagdo do complexo coesina para a manutengdo da unido das cromatides irmas.
(A) O modelo de anel (a esquerda) propde a passagem das duas cromatides irmas (cilindros cinza) através
da estrutura de anel e da interagdo topologica entre DNA e coesina. (B) Um modelo alternativo propde
que um dominio “cabe¢a” da Smcl se liga a uma cromatide enquanto o outro dominio “cabe¢a” da Smc3
se liga a outra cromatide irma, possivelmente em conjunto com Sccl. A interagdo coesina DNA ¢ apenas
fisica (BOSE; GERTON, 2010).
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No momento em que a correta bi-orientacdo ¢ alcancada, a destrui¢do da coesdo
entre as cromatides irmads deve ocorrer, de modo que a separagdo das cromatides
aconteca na transicdo da metafase para a anafase (Figura 9). O fim da coesdo acontece
de maneira regulada e pode ser inibido por cromossomos retardatéarios, que ainda ndo se
encontram corretamente bi-orientados em um dos pontos de checagem que ocorre
durante todo o processo conhecido como SAC (Spindle Assembly Checkpoint)
(NASMYTH et al., 2004). O fim da coesdo entre as cromadtides irmads durante a
transicdo da metéafase para a anafase ¢ regulado pelo complexo proteico tipo ubiquitina
ligase conhecido como complexo promotor da anafase (APC) (IRNINGER, et al.,
1995).
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Figura 9. Visdo geral do ciclo da coesina. O complexo coesina se associa inicialmente na cromatina na
fase G1 do ciclo celular, dependente da atividade do complexo Scc2 e Scc4. Concomitantemente com a
replicagdo do DNA, a coesina estabilizada entre as cromatides irmas na presenga da acetiltransferase
Ecol. Apds a entrada na fase G2/M, a coesdo ¢ mantida pela proteina Pds5, sororin ¢ Wpll. Em
mamiferos, a coesdo ao longo dos bragos do cromossomo ¢ removida durante a profase via fosforilagdo
da Rad21 pela Polo-like quinase 1. Na metafase, a coesdo ¢é protegida pela shugoshin e PP2A. No inicio
da anafase, a protease Separase cliva Sccl/Mcd1/Rad21, levando a abertura do anel da coesina e a
separagdo das cromatides irmas (XIONG; GERTON, 2010).
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JUSTIFICATIVA

Apesar da Doenga de Chagas ter sido descrita ha 90 anos, ela ainda continua a
ser um desafio em termos de satde publica na América Latina, muito embora os
programas de controle da transmissdo tenham reduzido consideravelmente o risco de
infeccdo (WHO, 2005). Atualmente, os tratamentos disponiveis para as infecgdes
agudas sdo de alta toxicidade e de variavel eficdcia sendo que nas formas cronicas da
doenga poucas opgdes terapéuticas podem ser oferecidas aos pacientes.

O Trypanosoma cruzi, causador da doenga, possui ciclo de vida complexo,
caracterizado por mudancas morfologicas e metabodlicas sensiveis a estimulos
originados no ambiente em que o parasita se encontra. Em resposta a esses fatores, o
parasita modifica a expressdo de certos genes de forma a se adaptar ao novo habitat. O
conhecimento da expressdo diferencial de genes e das diferentes propriedades
bioquimicas entre as formas do parasita pode levar a identificagdo de marcadores
moleculares responsaveis por suas caracteristicas biologicas assim como novos alvos de
drogas, além de ser um modelo interessante para o estudo do controle da diferenciagdo
celular em eucariotos.

Além da importancia de dados genOmicos e transcriptomicos, ¢ também em
nivel proteico que se torna possivel vislumbrar a diversidade e funcionalidade
bioquimica dos produtos de expressdo génica (proteinas). A funcdo bioldgica de uma
proteina ¢ fortemente sugerida quando ¢ feita a identificacdo das proteinas as quais se
associa, ou seja, quando sdo conhecidos os componentes desse complexo. E desta forma
que as funcdes celulares sdo controladas por complexos proteicos cujas proteinas
interagem de forma dindmica e cooperativa no tempo e espaco. Assim, a analise de
interagdes e localizacdes de proteinas pode trazer informagdes sobre suas fungdes no
ambiente celular. O aprofundamento nos estudos bioquimicos e moleculares do
Trypanosoma cruzi contribuird para o aumento do conhecimento da biologia do
parasita, incluindo os mecanismos de controle do seu ciclo celular, a caracterizagdo de
proteinas responsaveis pela sua viruléncia, assim como da descoberta de possiveis alvos
de terapia que possam oferecer a populacdo infectada novas alternativas de tratamento

da doenca de Chagas.
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OBJETIVOS

Assumindo a complexidade, diversidade morfologica e bioquimica do
Trypanosoma cruzi, o presente trabalho propde contribuir para a caracterizagdo
bioquimica e molecular desse parasita seguindo as seguintes etapas:

e Construgdo de plasmideo para transfec¢do do complexo coesina em T. cruzi;

e Analise do perfil geral de complexos proteicos soliveis da forma epimastigota
do T. cruzi por Blue Native PAGE (BN-PAGE);

e Analise da presenca do complexo coesina nas formas amastigotas geradas
emmeio axénico;

e Analise deproteinas relacionadas a complexos proteicos que sdo reguladas
durante a amastigogénese;

e Andlise de proteinas preditas como nucleares que sdao reguladas na
amastigogénese.
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MATERIALE METODOS

1. Material

1.1. Organismos e linhagens celulares utilizadas
1.2. Linhagens Bacterianas
As linhagens bacterianas utilizadas para procedimentos de clonagem sao
descritas a seguir junto ao seu genotipo:
DHS5o(Invitrogen): F— ®80lacZAM15 A(lacZY A-argF) U169 recAl endAl
hsdR17 (rK—, mK+) phoA supE44 A— thi-1 gyrA96 relAl.

1.3. Células L6
As células L6 sdao derivadas de mioblasto originalmente isolado por YAFFE

(1968) de culturas primarias de musculo de rato (Rattus norvegicus).

1.4. Trypanosoma cruzi

Em todo o desenvolvimento do trabalho, a cepa de T. cruzi utilizada foi a Y para
as formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (SILVA; NUSSENZWEIG,
1953).

2. Meios de cultura
2.1. Meios de cultura para bactéricas
Meio LB (Luria-Broth)
Peptona de caseina 1% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 1% (p/v).

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por 20 minutos a 121°C.

LB agar
Adicionar agar bacterioldgico ao LB a uma concentracdo final de 1,5% (p/v).

Esterilizar em autoclave por 20 minutos a 121°C.
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Meio 2YT

Peptona de caseina 1,6% (p/v); Extrato de levedura 1% (p/v); NaCl 0,5% (p/v).

Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por 20 minutos a 121°C.

SOB

Peptona de caseina 2% (p/v); Extrato de levedura 0,5% (p/v); NaCl 0,05%; KCL
2,5mM; MgCl, 10mM. Ajustar o pH para 7,2 com NaOH e esterilizar em autoclave por
20 minutos a 121°C. Deixar esfriar, e em seguida adicionar ao meio o MgCl, (ja em

solugdo esterilizada por filtracao).

SOC
Adicionar glicose (ja em solugdo esterilizada por filtracdo) ao meio SOB a uma

concentragdo final de 20mM.

2.2 Meios de cultura para T. cruzi

2.1. Meio de cultura LIT
NaCl 0,4 %; KCL 0,4 %; Na,HPO40,8 %; Glicose 0,2 %; Triptose 0,5 %; Infuso de
figado 0,5 %; Hemina 0,0025 %;Soro Fetal Bovino 10 %.

O extrato de figado foi previamente dissolvido em agua destilada, aquecido a
60°C em placa aquecedora sob agitacdo durante 1 hora e filtrado em papel Whatman
namero 1. O pH foi ajustado para 7,2 com HCI concentrado ¢ o meio filtrado utilizando
filtro Millipore 0,22pm. Apds esterilizagdo, o meio foi suplementado para uso com soro
fetal bovino 10% (Gibco — BRL), hemina a uma concentracdo final de 2mg/mL e
ampicilina (100pg/mL)/estreptomicina (30pg/mL) esterilizados por filtragdo em filtro
Millipore 0,22pm.

2.3. Meio de cultura e solugdes para cultura de células L6

2.3.1. Meio DMEM (Gibco BRL #12100-046)13,4g; Piruvato de sdédio 0,11
g; Bicarbonato de Sodio 3,7 g; Agua destilada g.s.p. 900 mL; pH 7,2. O meio foi
esterilizado por filtracdo e distribuido assepticamente em garrafas previamente
autoclavadas. Para uso o meio DMEM foi suplementado com soro fetal bovino (GIBCO

— BRL) e coquetel de antibidticos (item 2.3.2).
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2.3.2. Solucéo de antibidticos

A solucdo de antibidticos continha uma solu¢do de ampicilina (100ug/mL) e
estreptomicina (30pug/mL). A solu¢do foi esterilizada por filtragdo através de filtro
Millipore 0,22um, distribuida assepticamente em aliquotas de 0,5 mL e armazenadas a

-20°C.

2.3.3. Verseno (EDTA)
EDTA (pH 7,0) 2mM; PBS 1X. A esterilizacdo foi realizada em autoclave por
20 minutos a 121°C.

2.3.4. Tripsina

Tripsina 5%; PBS 1X. O pH foi ajustado para 7,8. A solugdo foi armazenada a
4°C overnight para decantagdo. NO dia seguinte, o pH foi checado novamente. A
solucdo foi esterilizada por filtragdo através de filtro Millipore 0,22pum e armazenado a

-20°C.

3. Solugdes e tamp0es

PBS (5X)
NaCl 685,0mM; Na,HPO4 35,0mM; KCL 13,5mM; KH,PO4 7,5mM

Tampao TB para células competentes

Pipes 10mM; MnCl, 55mM; CaCl, 15mM; KCL 250mM. Dissolver todos os sais

exceto o MnCly; ajustar o pH 6,7 com KOH. E seguida, adicionar o MnCl, e esterilizar

por filtragdo através de filtro Millipore 0,22 pm; armazenar a 4°C.

Tampao de Lise (1X)
Tris HCL (pH 6,8) 80mM; Sacarose 12%; SDS 2%; B-Mercaptoetanol 2%; Azul de

Bromofenol 0,01%. O tampao foi aliquotado em microtubos de 1,5ml e armazenados a -

20°C.

3.1. Solucgdes para extracdo de DNA plasmidial

Solugdo I
Tris HCL 25mM pH 8,0; EDTA 10 mM.
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Esterilizar em autoclave por 20 min a 121°C.

Solucdo 11
NaOH 0,2M; SDS 1%.

Solugdo II1
Acetato de Sédio 3M; Acido acético 2M; pH 4,8-5.0

3.2. Solucdes para geéis SDS-PAGE

Gel Separador 13%

Tris HCI (pH 8,8) 0,375M; SDS 0,1%; Acrilamida/Bisacrilamida (39:1 p/p) 13%; APS
1,0%; TEMED 0,1%.

Gel Concentrador 4%

Tris HCI (pH 6,8) 0,125M; SDS 0,1%; Acrilamida/Bisacrilamida (39:1 p/p) 4%; APS
1,0%; TEMED 0,1%.

Tampao de Corrida Tris-Glicina (5X)

Tris Base 0,125M; Glicina 1,25M; SDS 0,5%.

Tampao de Amostra (2X)
Tris HCI (pH 6,8) 0,16M; Sacarose 24%; SDS 4%; B-Mercaptoetanol 4%; Azul de
Bromofenol 0,05%.

Solucdo Corante — Coomassie blue

Coomassie Blue R250 0,25%; Metanol 50%; Acido acético glacial 10%.

Solucdo Descorante/Fixadora

Metanol 50%; Acido acético glacial 10%

Tampio de transferéncia para Western Blot

Trisma base 48mM; Glicina 39mM; SDS 0,0375%; Metanol 20%
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3.3. Solugdes para géis nativos (BN-PAGE)

Tampdo catddico

Tricina 50mM; Bistris 15mM/HCI, pH 7,0; Commassie blue G-250 0,02%

Tampao anodico

Bistris/HCI 50mM; pH 7,0

BN-Lise Buffer (5X)
Bis-Tris 20mM; Ac.Aminocapréico 500mM; NaCl 20mM; EDTA 2mM, Glicerol 10%,
Triton x-100 0,1%

BN-Dialise Buffer
Bis-Tris 20mM; Ac. Aminocapréico S00mM; NaCl 20mM; EDTA 2mM, Glicerol 10%,
Triton x-100 0,1%

Gel concentrador 4%

Acrilamida/Bisacrilamida (48:1,5 p/p); Gel Buffer; APS 1,0%; TEMED 0,1%

Gel Buffer 3X
Bistris/HCI 150mM; 4cido aminocaproéico 1.5M; pH 7,0

Gel separador 5%
Acrilamida/Bisacrilamida (48:1,5 p/p); Gel Buffer; APS 1,0%; TEMED 0,1%

Gel separador 18%
Acrilamida/Bisacrilamida (48:1,5 p/p); Gel Buffer; APS 1,0%; TEMED 0,1%

Solucdo fixadora 11

3.4. Solugdes para eletroforese em géis de agarose
Tampao TBE (10X)
Tris Base 0,89 M; Acido Borico 0,89M; EDTA 0,02M
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Tampao de amostra (5X)

TBE 5X; Glicerol 25 %; Azul de Bromofenol; 0,01 % Xileno Cianol; 0,01 %

Brometo de Etideo

Solugdo estoque: 10 mg/mL em agua destilada. Concentragdo final de uso: 0,5 pg/mL.

4. Métodos

4.1. Manutencéo das culturas

4.1.1. Cultura de epimastigotas de Trypanosoma cruzi

As células epimastigotas cepa Y foram cultivadas em meio LIT (Liver Infusion
Tryptose) a uma temperatura de 28°C. Os repiques foram realizados semanalmente com
in6culo de aproximadamente 2,0x10° células/mL e cultivados durante 48 ¢ 72 horas. As
células foram cultivadas de acordo com o experimento, centrifugadas a 2.500 rpm
durante 10 minutos. O sedimento contendo as formas epimastigotas foi utilizado para

realizacdo dos experimentos.

4.1.2. Cultura de tripomastigotas sanguineas

Tripomastigotas metaciclicos purificados e mantidos em estoque foram
descongelados para infectar células L6. A infec¢do foi mantida durante 72 horas com
aproximadamente 10 parasitas por célula (8x10*células/cm?). Apbs esse periodo,
sucessivas eclosdes liberavam as formas tripomastigotas sanguineas. Em seguida os
parasitas eram coletados e centrifugados a 3000 rpm por 10 minutos. O precipitado foi
lavado por mais duas vezes com PBS 1X estéril. Este processo foi realizado até a

obtencdo do niimero total de parasitas necessarios para a execucao dos experimentos.

4.1.3. Cultura de amastigotas diferenciados por exposicédo a pH acido

O ensaio de amastigogénese e a producdo de amastigotas axénicos foram
realizados por incubagdo de tripomastigotas em meio DMEM sem SFB, pH 5.0, durante
9 horas a 37°C e 5% CO, conforme a literatura (TOMLINSON et al., 1995;
HERNANDEZ-OSORIO et al., 2010). Para os experimentos quantitativos do proteoma
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durante a diferenciagdo, foram coletados parasitos também em estagios intermediarios

da amastigogénese apos 30 e 120 min de incubagao.

4.1.4. Cultivo de células L6

As células foram mantidas em meio DMEM suplementado com 10% de soro fetal
bovino e antibidtico, a 37°C, com 5% de CO,. O meio DMEM foi retirado e descartado.
Em seguida 2,0 mL de solug¢do de verseno contendo 2 % de tripsina eram adicionados
as garrafas e as células foram mantidas nessa solucdo a temperatura ambiente por
aproximadamente 30 s. Apds este periodo, a solucdo de verseno era retirada e
descartada e as células incubadas a 37°C por 10 min para que descolassem das garrafas.
Em seguida, 2,0 mL de meio DMEM suplementado eram adicionados em cada cultura
para homogeneizagao das células e 500 pL de suspensao de células eram inoculadas em

garrafas de 150 cm” (marca TPP) contendo 10 mL de meio DMEM suplementado.

4.1.5 Cultivo de células L6 para infecgéo
As monocamadas de células L6 foram obtidas por meio do plaqueamento de 4,0

x 10* células/ cm’

em garrafas de 150 cm’ contendo 20 mL de meio DMEM
suplementado com 10 % de soro fetal bovino. Apds 48 h de incubagdo em estufa a 37°C

foram obtidos aproximadamente 8,0 x 10* células/ cm”.

4.2. Contrucdo de vetores para transfeccdo transiente em

Trypanosoma cruzi

4.2.1. Digestdo com enzimas de restricéo

O plasmideo pLRT (gentilmente cedido pela Profa. Dra. Santuza Teixeira,
UFMG) ¢é um vetor especifico para a transfec¢do transiente em Trypanosoma cruzi. Para
a digestdo do pLRT, misturas de reacdo foram feitas com volumes totais de 40ul no
caso de preparacdo de vetores e insertos para os experimentos de clonagem. Para a
retirada do gene da luciferase do seu vetor, foram usadas as enzimas BamH1 e Xhol,
respeitando as recomendacdes do fabricante. S5ug de DNA foram digeridos e o

fragmento correspondendo ao gene da luciferase liberado. Os fragmentos do eGFP e
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Red2 que funcionariam como reporteres foram retirados dos vetores pEGFP-N3 e
pDsRed2-N1, respectivamente. Para isso Sug de DNA de cada plasmideo foram
digeridos com as enzimas de restricdo BglIl e Notl por 4 horas a 37°C. Apds a obtengdo
do vetor pLRT sem o fragmento correspondente a luciferase e os fragmentos GFP e

Red, um novo sistema foi montado.

4.2.2. Purificagdo dos fragmentos de DNA de gel de agarose

Para a clonagem, tanto o fragmento quanto o vetor foram fracionados em gel de
agarose preparados segundo o item 3.4. As bandas de interesse foram excisadas do gel,
colocadas em tubos de 1,5mL e o DNA purificado utilizando-se o kit GFX PCR DNA
& Gel Band Purification Kit (GE healthcare), seguindo protocolo do fabricante.

4.2.3. Ligacéo de fragmentos de DNA

Todas as reagdes de ligacdo foram feitas em um volume final de 10ul com
adi¢do de uma unidade da enzima T4 DNA Ligase (Gibco) e incubadas a 16°C por 18
horas. A metade desse sistema foi usada para a transformagdo de células competentes
DH5a. A proporgdo vetor/inserto foi calculada de acordo com a formula descrita em
Promega Protocols & Applications Guide (1991), tendo como base a adi¢gao de 100ng

do vetor ao sistema de reagdo

ng de vetor x kb do inserto x relagdo molar inserto/vetor = ng de inserto

kb do Inserto

A relagdo vetor/inserto foi sempre 1:2.

4.2.4. Cultivo de células competentes de Escherichia coli (Inoue et. al. 1990)

Células DH5a estocadas em nitrogénio liquido foram descongeladas e estriadas
em meio de cultura LB Agar e incubados por 18 horas a 37°C. Apds crescimento, foram
coletadas quatro colonias de 2-3 mm de didmetro e inoculadas em 100 ml de meio SOB
sobagitacdo de 22 rpm, a 30°C, até atingir 0,6 de ODgoo/mL. Em seguida, a cultura foi
resfriada em banho de gelo por 10 minutos e centrifugada a 2500 x g, a 4°C, durante 10
minutos. O sedimento de células foi ressuspendido em 32 ml de TB gelado e incubado
no gelo por 10 min. Foi realizada uma nova centrifugacdo a 2500 g, por 10 min. a 4°C e
o sedimento obtido foi ressuspenso em 8 ml de tampao TB. Finalmente, adicionou-

se lentamente DMSO, homogeneizando e diluindo para uma concentracdo final de
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7%, incubou-se no gelo por 10 minutos, distribuiu-se 200 pL da suspensdo de
células em tubos de 1,5 mL, os quais foram resfriados imediatamente em nitrogénio

liquido e armazenados a — 80°C.

4.2.5. Transformacéo de bactérias por choque térmico

Tubos contendo 200 pl de células competentes foram descongelados em banho
de gelo e a eles adicionados 50-100 pg do plasmideo desejado. As células foram
incubadas em gelo por uma hora, depois submetidas ao choque térmico por 30s a 42°C e
rapidamente transferidas para o banho de gelo por 10 minutos. Em cada tubo
adicionou-se 0,8 mL de SOC, deixando-osa 37°C por 1 hora. Apoés este periodo, as
células foram semeadas em placas de LB agar contendo o antibidtico de selecdo

adequada (ampicilina) e cultivada a 37°C por 14-18 horas.

4.2.6. Extracdo de DNA plasmidial de E. coli (Birnboim; Doly, 1979)

Para extracdo de DNA plasmidial, clones foram selecionados e inoculados em 3
mL de meio LB ou 2YT contendo o antibidtico de sele¢do e incubados sob agitagdo a
220 rpm a 37°C por 18 horas. Para a extracdo de DNA plasmidial (Miniprep) foram
utilizados 2 mL da cultura por meio do método de lise alcalina (BIMBOIN; DOLY,
1979; SAMBROOK et. al. 1989).

4.2.7. Reacdo em cadeia da polimerase

Para confirmagdo da clonagem, oligonucleotideos especificos foram desenhados
e sintetizados para avaliar a insercdo do fragmento clonado no vetor pLRT. Com a
utilizacdo desses oligonucleotideos, foram realizados experimentos de PCR com os
vetores clonados. Na regido 5” foi sintetizado um oligonucleotideo com o tamanho de
20 nucleotideos e com a temperatura de anelamento no vetor de 62° C, enquanto o
primer anti-senso também foi sintetizado com o tamanho de 20 nucleotideos e

temperatura de anelamento 60° C Tabela 1.
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Tabela 1. Oligonucleotideos sintetizados para avaliar a insergdo do fragmento clonado.

Primer | Caracteristicas Sequéncia (5°- 3") Tamanho [ Tm

PR358 |5’ UTR amastina - primer |5 TCCCCTGCTTTCAACCCTAG3 |20 62
sense

PR359 | 3’ UTRda TcR27 - primer | 5" GTCCGTTACAAAGGTCGCCA | 20 62
antisense 3

Para a amplificacdo o sistema de PCR foi realizado com o volume final de 25 pl
constituido por 50 ng de vetor pLRT clonado, 1,5mM de MgCl,, 0,1uM de dNTPs, 20
picomoles de cada primer e 2,5 U da enzima Taq polimerase (invitrogen).

As amostras foram amplificadas em um termociclador (BioRad). A temperatura
de anelamento foi calculada 2° C abaixo do Tm correspondente dos oligosnucleotideos
utilizados para amplificacao.

Os parametros de amplificacdo adotados foram:

1. Desnaturacao inicial: 94° C/1 min.

2. Desnaturagdo: 94° C/ 30 s.

3. Anelamento: 60° C/ 30 s.

4. Extensdo: 72° C/ 45 s.

5. Repetigdo das etapas 2 a 4 por 35 vezes.
6. Extensdo final: 72° C/ 1 min.

Os produtos de amplificacdo foram analisados por eletroforese em gel de
agarose a 1,0% e visualizados apds o tratamento com brometo de etideo 0,22 ug/mlL,

em sistema de fotodocumentagao BioRad Universal Hood II (BioRad).

4.3. Géis para proteina e western blot para detec¢do da subunidade

SCC1 do complexo coesina

4.3.1. Gel desnaturante de poliacrilamida (SDS-PAGE)

O gel desnaturante de poliacrilamida segue o protocolo original de Laemmli
(1970). Para a confeccao dos géis, foram utilizadas placas de vidro de 16,5cm x 15.5cm,
espacadores de 0,75mm e pentes com 10 pocos. O gel foi polimerizado pela adicao de
100ul de persulfato de amonio 10% e 10pul de TEMED a cada 10 mL de solugdo de gel
separador (13%). O gel separador foi aplicado as placas e coberta com 500ul de butanol
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para evitar contato com ar e consequente oxidacdo. Apos polimerizacdo o butanol foi
retirado, a superficie do gel lavado com éagua destilada e secado com papel filtro para
retirar o excesso de dgua. Em seguida foi adicionado o gel concentrador com 50ul de
persulfato de amoénio 10% e Sul de TEMED. Entdo, foi adicionado tampao de amostra
as amostras de proteinas e incubadas a 100°C por 5 minutos para garantir a desnaturagao
completa das proteinas. As eletroforeses foram realizadas com uma corrente constante
de 25 mA a temperatura ambiente. Apos o término da corrida, a coloragdo do gel foi
realizada com a solugdo de Coomassie Blue R-250, incubando-o sob agitacdo a
temperatura ambiente por 2 horas e descorado em seguida para visualizagdo das bandas.
O processo de coloracdo do gel ndo era realizado se o mesmo fosse utilizado para

analise western blotting.

4.3.2. Western blotting para detec¢do da subunidade SCC1 do complexo
coesina

A técnica de transferéncia semi-seca foi realizada utilizando o sistem Semi — Dry
Transfer Cell (BIO-RAD), com membrana de nitrocelulose (Hybond-C extra membrane
0,45um — Amersham). Apds a corrida da eletroforese, as proteinas foram transferidas
para uma membrana. Para isso foi colocada sobre o anodo do sistema de transferéncia
uma pilha de seis pedacos de papéis de filtro, previamente saturados com tampao de
transferéncia. Sobre esta primeira pilha de papel de filtro, foi colocado o gel, e sobre o
gel, a membrana de nitrocelulose seguida de outras seis folhas de papel de filtro. O
eletrodo anidnico foi acoplado ao sistema e a transferéncia realizada com uma

amperagem constante de 0,8 mA/cm’ de membrana por aproximadamente 1 hora.

4.3.2.1. Incubagéo com anticorpos

Imediatamente ap6s a transferéncia, a membrana foi saturada com leite
desnatado 5% durante a noite. Apds a saturacdo, a membrana foi lavada com PBSIX
durante 5 minutos. Em seguida, o anticorpo anti-SCC1 foi diluido numa razao de 1:250
em leite desnatado 1% diluido em PBS. A incubacdo com o anticorpo primario ocorreu
durante 4 horas. Logo apds, a membrana foi lavada com PBS 1X por trés vezes com
duracdo de 10 minutos cada e incubada com o anticorpo secundério (anti-rabbit
acoplado a fosfatase alcalina) na diluicdo de 1:1000 em PBS 1X contendo leite
desnatado a 1%. A incubagdo ocorreu durante 2 horas seguida de nova lavagem com

PBS 1X por trés vezes de 10 minutos.



48

4.3.2.2. Revelagéo
A revelagdo foi feita adicionando o tampao APB por um periodo de um minuto,
incubando a membrana com a solugdo de revelacdo BCIP/NBT (invitrogen) de acordo
com as recomendacdes do fabricante. A membrana permaneceu sob agitacdo com a

solucdo de revelagdo até o aparecimento das bandas correspondentes a proteina SCCI.

4.4. Blue Native Page (BN-PAGE) para purificacdo de complexos

proteicos solUveis de epimastigotas

4.4.1. Preparo das amostras para BN-PAGE
As amostras das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi foram obtidas a
partir de cultura axénica. Para a purificagdo de seus complexos solaveis, 1x10%células
do parasita foram lisadas com solu¢do BN-Lise buffer e o material insolivel separado
por centrifugacdo a 10.000g por 30 minutos. Todas as amostras tiveram suas

concentragdes de proteinas determinadas pelo método de Bradford.

4.4.2. Primeira dimensdo do BN-PAGE
O BN-PAGE foi confeccionado contendo um gel separador com gradiente de 5 —
18% e o gel concentrador 4%. Apds montagem do sistema e aplicagdo das amostras a
corrida foi realizada a uma corrente constante de 15mA. Ao final da corrida o gel foi
submetido a fixagao utilizacao a solugdo fixadora II descrito no item 3.3 de materiais ¢

métodos. As amostras submetidas a western blotting nao foram fixadas.

4.4.3. Segunda dimensao do BN-PAGE
Uma linha de complexos foi recortada da primeira dimensdao do BN-PAGE e
submetida a uma segunda dimensdo. Nesta etapa, a amostra foi incubada por 2 horas em
tampao desnaturante (1% [-mercaptoetanol e 1% SDS 10%) e lavada varias vezes com
agua uma vez que o f-mercaptoetanol inibe a polimerizacdo. O gel correu por 10 horas

a uma corrente de 25 mA constante ¢ corado com nitrato de prata.
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4.5. Coloragdo com nitrato de prata

Apoés a corrida da segunda dimensdo do BN-PAGE, o gel foi submetido a
coloragdo com nitrato de prata. O gel foi incubado durante a noite com solugdo fixadora
III. Na sequéncia, o gel foi submetido a duas lavagens de 20 minutos com uma solucgdo
contendo 50% de etanol. Em seguida, o gel foi incubado com 0,02% de tiossulfato de
sodio (p/v) depois lavado trés vezes com agua Milli-Q. A impregnacdo foi feita com
uma solu¢do contendo 0,2% AgNOs e 0,075% de formaldeido por 20 minutos e lavado
novamente por trés vezes com agua Milli-Q. As proteinas foram reveladas com uma
solugdo reveladora contendo 6% Na,CO; (w/v), 0,05% de formaldeido e 0,4mg de
tiossulfato de sddio (w/v). A reagdo foi parada com solu¢do 50% metanol e 12% acido

acético.

4.6. Preparo de amostras da amastigogénese e digestdo de

proteinas para analises por espectrometria de massas

As proteinas do extrato total do parasito durante a amastigogénese (tempos 0
min, 30 min, 2h e 9h de inducdo da diferenciacdo) foram precipitadas com etanol/
acetona. Resumidamente, cada amostra foi diluida quatro vezes etanol gelado. Entdo foi
adicionado o mesmo volume de acetona gelada, agitados vigorosamente e incubados
durante a noite a -20 °C. Apds a incubagdo, as amostras foram centrifugadas a 20000 x
g a 4 °C por 15 min e o sobrenadante descartado. O sedimento foi lavado outras trés
vezes com solugdo gelada de 40% etanol/ 40% acetona.

As amostras precipitadas com etanol/acetona foram ressuspensas em 100 pL de
20mM TEAB, reduzidas com 20 mM DTT por 1 hora a 56 °C e, entdo, alquiladas com
40 mM iodoacetamida por 1 hora a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionada
tripsina na proporg¢ao final de 1:50 e as amostras foram incubadas a 37 °C por 12 a 15
horas. Apos isso, a solugdo foi acidificada com concentragdo final de TFA a 0,1% (v:v)
¢ dessalinizada em microcolunas home-made de resina Poros Oligo R3 (Perseptive

Biosystems).

4.6.1. Marcacdo comiTRAQ™
A marcagdo com iTRAQ™ seguiu as instrugdes do fabricante com pequenas

modificagdes. Brevemente, 100 pg do digesto dessalinizado e seco de cada amostra de
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cada tempo de diferenciagdo foram ressuspendidos em 30 pL de 300 mM TEAB e
adicionadas a um vial do reagente iTRAQ™ ja ressuspendido em 70 pL de etanol. Os
vials ja com as amostras foram agitados e incubados a temperatura ambiente por 1-2
horas e em seguida foram misturados na propor¢ao de 1:1:1:1 (tempos Omin marcado
com iTRAQ 114, 30 min com iTRAQ115, 2h com iTRAQ116 ¢ 9h com iTRAQ117). O
equivalente a 20 pg da amostra marcada e¢ misturada foi encaminhado para o
fracionamento automatico com coluna TSKGel Amide 80 HILIC HPLC (comprimento:
15 cm, diametro: 2 mm, tamanho de particula: 3 pm) em um equipamento Agilent com
coletor automatico de fragcdes. As amostras da amastigogénese foram analisadas em
triplicata biologica com duas repeti¢des técnicas (dois fracionamentos por HILIC) de

cada replicata biologica.

4.6.2. LC-MS/MS

As amostras foram analisadas utilizando um sistema EASY-nano LC (Proxeon
Biosystems) acoplado online com um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap Velos
(Thermo Scientific). 20 ug das amostras da amastigogénese de cada uma das trés
replicatas biologicas foram separadas em 10 fragdes em um HPLC com coletor
automatico de amostras e com uma coluna TSK Gel Amide 80 HILIC (comprimento: 15
cm, diametro: 2 mm, particula: 3 um) essencialmente como descrito em (MCNULTY;
ANNAN, 2008). A aplicagdo e analise no espectrometro de massas foi feita basicamente
como descrito acima, exceto que o gradiente de 26% até 100% fase B durou 77 min
(total de 90 min), a fragmentacdo se deu por HCD dos sete picos mais intensos. O
processamento dos dados foi feito com Proteome Discoverer v.1.3 beta (Thermo
Scientific). A busca e identificagdo das proteinas também foram realizadasusando o
programa Proteome Discoverer com algoritmo Mascot v.2.3 contra um banco de dados
de Trypanosoma cruzi instalado no servidor do laboratorio, gerados usando a
ferramenta Database on Demand (REISINGER; MARTENS, 2009) contendo as
proteinas encontradas no UniProt/SWISS-PROT e UniProt/TrEMBL. Proteinas
contaminantes (diversos tipos de queratinas humanas, BSA e tripsina porcina) foram
adicionadas ao banco de dados e removidas manualmente das listas de identificacdo. As
buscas foram feitas com os seguintes pardmetros: precisaio no MS de 10 ppm, no
MS/MS de 0.5 Da para espectros de fragmentagdo por CID e 10 MS de ppm e MS/MS
de 0,05 ppm para espectros de fragmentacdo por HCD, até 2 sitios de clivagem

perdidos, carbamidometilagdo de cisteinas como modificagdo fixa e oxidacdo da
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metionina, acetilacio N-terminal da proteina como modificagdes variaveis. Nas
amostras da amastigogénese, as modificagdes variaveis N-teminal iTRAQ tagging e
fosforilagdo de S, T e Y também foram aceitas e para as amostras biotiniladas, NHS-LC
biotinilagdo do N-terminal da proteina e NHS-LC biotinilagdo de residuos de lisinas
(incremento de 339.16 Da). O numero de proteinas, grupo de proteinas e niimero de
peptideos foram filtrados com uma taxa de detec¢do de falsos positivos (FDR) menor
que 1% e peptideos com rankl e minimo de 2 peptideos por proteinas foram aceitos

para identificagdo com Proteome Discoverer.

4.6.3. Analise de dados, bioinformatica e estatistica

O software Protein Center (Thermo Scientific) foi usado para interpretar os
resultados em nivel de proteinas (Gene Ontology, peptideo sinal e dominio
transmembranar). Anotagdo de proteinas de T. cruzi foi adquirida usando o software
Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome) (CONESA et al.,, 2005) com os
parametros basicos.

A anélise estatistica da expressdo relativa quantificada com iTRAQ™ foi feita
com o software R onde os dados consistiam de trés replicatas bioldgicas contendo as
fracdes de peptideos e fosfopeptideos marcados com iTRAQ. Os valores da intensidade
do ion reporter de cada amostra ¢ de cada fracdo foram transformados em log2 e
normalizados pela mediana. Medidas multiplas do mesmo peptideos foram mescladas
usando-se a fun¢do RRollup do pacote DanteR(TAVERNER et al., 2012), onde foi
permitido somente um peptideo por medida e foi escolhido o parametro médio ao invés
de mediana.

Regulagdes estatisticamente significantes requerem ferramentas mais
sofisticadas que apenas o teste-t padrdo. Os teste Limma (SMYTH, 2005)erank
products (BREITLING et al., 2004; KOZIOL, 2010) oferecem poder suficiente para
lidar com baixo numero de replicatas e adicionais missing-values. Desta forma
realizamos ambos os testes estatisticos em todos os fosfopeptideos e proteinas contra a
amostra marcada com iTRAQ 114 Da. e corrigimos para teste multiplo (Storey, 2002).
Todas as proteinas com valor-q (em ambos os testes) abaixo de 0,05 (5% false discovery
rate) foram consideradas como reguladas.

Para a analise de clusters, foi calculada a média sobre todas as trés replicatas
para cada condigdo. Fosfopeptideos e proteinas foram agrupadas em um Unico conjunto

de dados. Fuzzy c-means clustering foi aplicado apds determinar-se o valor do
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parametro fuzzifier ¢ o numero de clusters de acordo com Schwidmmle ¢ colaborador

(SCHWAMMLE; JENSEN, 2010).

4.6.4. Digestéo in situ

Bandas de SDS-PAGE de interesse foram cortadas ¢ descoradas. As proteinas
presentes na banda de SDS-PAGE, foram reduzidas as pontes dissulfeto por incubagéo
das fatias de gel em NH4HCO;3100 mM contendo DTT 10 mM por 1 h a 56°C. Depois
de retirada esta solugdo, os residuos de cisteina foram alquilados em solucdo de
NH4HCO5;100 mM contendo iodoacetamida 55 mM por 45 min em temperatura
ambiente, no escuro. Realizou-se um novo ciclo de lavagem agua/acetonitrile antes de
uma nova secagem em Speed Vac. Os géis foram hidratados novamente em NH4sHCO;
50 mM, CaCl, 5 mM contendo 12,5 ng/pL de tripsina de grau de sequenciamento
(Promega, Madison, WI, EUA) e incubados a 37°C por 16—18 h. Os peptideos tripticos
foram extraidos duas vezes com 40 uL de solugdo acetonitrila/agua/TFA (66:33:0,1) em
sonicador por 10 min. Os digestos foram dessalinizados e concentrados usando

ZipTips® C3 (Millipore, Billerica, MA, EUA).

4.6.5. Espectrometria de massa (MS) e identificagdo de proteinas por
“Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

As amostras foram analisadas em um espectrometro de massa Autoflex II
MALDI-TOF/TOF (Bruker Daltonics). A calibrag@o externa foi realizada utilizando um
“kit” de peptideos padrao fornecido por Bruker Daltonics (Peptide calibration standard
(1000-3200 Da): angiotensina II, angiotensina I, substancia P, bombesina, ACTH clip
1-17, ACTH clip 18-39, somatostatina 28).

Espectros de massas foram obtidos em modo refletido positivo para os
peptideos, utilizando o programa Flex Control v. 2.4 (Bruker Daltonics). O programa
Flex Analysis v. 2.4 (Bruker Daltonics) foi utilizado para adquirir e editar as listas de
picos. Tais listas foram utilizadas para buscas contra o banco de dados de proteinas do
NCBI (National Center for Biotechnology Information, Bethesda, EUA) usando Bio
Tools v. 2.0 (Bruker Daltonics) acoplado ao programa Mascot v. 2.1 ou 2.2
(http://www.matrixscience.com/). As massas monoisotopicas dos peptideos tripticos
foram utilizadas para identificar as proteinas por “Peptide Mass Fingerprinting” (PMF)

apenas em modo MS.
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A tolerancia de erro de massa molecular estabelecida para os peptideos foi
menor que 100 ppm e nenhuma restrigdo foi imposta para massa molecular de proteina
ou para qualquer linhagem filogenética. Estabeleceu-se oxidacdo de metionina como
modificag¢do variavel e propionamidacdo de cisteina (alquilagdo com acrilamida) como
modificac¢do fixa. Os possiveis sitios de clivagem perdidos foram estabelecidos como
zero ou, no maximo, um. Identidades foram consideradas significativas se o escore de
identificacdo de proteina ultrapassasse o limiar variavel calculado pelo programa

Mascot, assumindo valor de p < 0,05.
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5.1. Fluxograma experimental 11 (Estratégia para clonagem)
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RESULTADOS E DISCUSSAO

1. Construcdo de plasmideos para transfec¢cdo em Trypanosoma

cruzi

Para entender melhor as caracteristicas e fungdes do complexo coesina em
Trypanosoma cruzi plasmideos foram construidos para determinar a co-localiza¢do de
duas subunidades que pertencem ao complexo, SCC1 e SCC3.

Para cada uma das subunidades (SCC1 ¢ SCC3) do complexo foi montado um
plasmideo correspondente. A primeira etapa consistiu na retirada dos genes reporteres
de diferentes plasmideos para serem inseridos no nosso vetor de interesse. Para a
retirada do gene da luciferase do vetor de transfec¢do em T. cruzi utilizamos as enzimas
Notl e Xhol que reconhecem sitios especificos na dupla fita de DNA do plasmideo,
liberando dois fragmentos, um correspondendo ao plasmideo vazio sem o gene da
luciferase e um outro fragmento menor correspondendo ao gene da luciferase (Figura
10A). Utilizando o proprio plasmideo intacto como controle (Linhas 1 e 2 - Figura 10A)
pode ser observado que a retirada do gene foi realizada com éxito. Apés a separacao
desses fragmentos, o plasmideo vazio foi eluido do gel e armazenado a -20° até o
momento de ser utilizado.

De posse do plasmideo pLRT vazio, experimentos equivalentes foram realizados
com os plasmideos pEGFP-N3 e pDsRed2-N1 para a retirada dos genes do EGFP e
RED2 que servirdo como os genes reporteres nos experimentos de transfec¢do. Tanto
para o pEGFP-N3 quanto para pDsRed2-N1 foram utilizados as enzimas BglII e Notl.
Os tamanhos dos fragmentos esperados dos genes do EGFP e RED2 correspondem a
720 bp. Como pdde ser observado nas Figuras 10B e 10C, os fragmentos foram
separados dos seus vetores da maneira esperada.

Ap6s a eluigdo de todos os fragmentos, esses foram submetidos a analises por
eletroforese em gel de agarose (Figura 10D). Ao montar o sistema de ligagdo de
fragmentos, esses foram incubados com oligo linkers especificos descritos no material e

métodos.
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Figura 10. Perfil de restricdo dos fragmentos de clonagem. As figuras acima representam o perfil de
restricdo dos fragmentos a serem empregados em experimentos de clonagem. Os resultados foram
visualizados em gel de agarose 1,5%. A — Retirada do gene luciferase do plasmideos pLRT; B — Restri¢do
do gene RED2 do pDsRed2-N1; C — Restri¢do do gene do EGFP do pEGFP-N3; D — Analise de todos os
fragmentos para a clonagem. As setas em vermelho nas figuras A, B e C indicam quais foram os
fragmentos eluidos do gel.

Para a reagdo de ligacdo utilizou-se 10 ng do vetor digerido, 20 ng de cada
inserto em sistemas independentes. As ligacdes ocorreram por um periodo de 18 horas a
16°C ¢ foram utilizadas para a transformag@o em bactérias E. coli DH5a competentes.
As colonias crescidas foram selecionadas para a confirmacdo da clonagem. Essa
confirmacgdo se deu inicialmente pela extragdo dos plasmideos de todas as coldnias
crescidas a partir do crescimento em cultura liquida objetivando obter maior numero de
bactérias recombinantes. Apos a extracdo plasmidial, as amostras foram analisadas em
gel de agarose 1% como mostrado nas Figuras 11A e B. Na linha 1 de cada imagem o
marcador correspondente a 1kb ladder. Na segunda linha o controle que consiste no
plasmideo pLRT intacto, ou seja, o plasmideo ainda contendo o gene da luciferase. As

demais linhas correspondem aos plasmideos extraidos das bactérias.
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Figura 11. Analise em gel de agarose dos possiveis plasmideos recombinantes pLRT + EGFP e
pLRT + Red2. (A) Analise em gel de agarose a 1 % dos possiveis plasmideos recombinantes
pLRT+EGFP. Linha 1 - o marcador de 1kbladder; linha 2 - controle do plasmideo intacto contendo o
gene da luciferase. Linhas 3 a 20, possiveis plasmideos recombinantes pLRT + EGFP. As setas em
vermelho indicam os possiveis clones recombinantes corretos. (B) Andlise em gel de agarose a 1 % dos
possiveis plasmideos recombinantes pLRT+Red2. Linha 1 - o marcador de 1kbladder; linha 2 - controle
do plasmideo intacto contendo o gene da luciferase. Linhas 3 a 9, possiveis plasmideos recombinantes
pLRT+Red2. As setas em vermelho indicam os possiveis clones recombinantes corretos. (C)
Confirmagao da clonagem dos genes EGFP e Red2 no pLRT. Linha 1 — marcador 1 kb plus ladder. Linha
2 e 4 — controles negativos pEGFP-N3 e sem DNA, respectivamente. Linha 3 — controle positivo pLRT
com a amplificacdo do gene da luciferase (1,8 kb). Linhas 5 e 6 — plasmideos recombinantes
pLRT+EGFP e linhas 7 e 8§ — plasmideos recombinantes pLRT+Red2, todos amplificaram o fragmento
correspondente esperado de 0,8 kb.

Nas linhas 3, 4, 5, 8, 9, 10, 11, 13, 18, 19 e 20 sdo observados plasmideos do
mesmo tamanho que o controle, o que quer dizer que esses ndo foram devidamente
clonados, pois o gene da luciferase ¢ maior que o gene do EGFP e desta forma o
tamanho do plasmideo clonado deve ser menor. Nas linhas 6 e 7 podem ser observados
dois possiveis plasmideos recombinantes com uma massa molecular um pouco menor
que o plasmideo pLRT. Isso quer dizer que os plasmideos podem ter incorporado o
oligo linker e o fragmento dos gene do EGFP. As linhas 12, 14, 15, 16 e 17 sdo
provavelmente plasmideos que ndo incorporaram os fragmentos, pois apresentam
tamanho muito inferior ao pLRT (Figura 11A). O mesmo pode ser observado na Figura
11B, linha 3, para os transformantes do pLRT + RED2. Assim como na figura anterior,

na primeira linha estd o marcador de massa molecular 1 kb ladder, na segunda linha o
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controle positivo que se refere ao pLRT intacto contendo o gene da luciferase. Na linha
3 aparece um possivel clone ja que esse parece ter o tamanho menor que o controle,
assim como esperado quando se compara os tamanhos do gene da luciferase ¢ do RED2.
Ja nas linhas 4, 5, 6, 7, 8 ¢ 9 ndo houve a inser¢do como esperado pois, os plasmideos
apresentam tamanhos menores do que o controle pLRT intacto, isto quer dizer que
aqueles plasmideos com tamanho inferior provavelmente correspondem ao pLRT vazio
(sem luciferase e sem RED2) e religado.

Para confirmar a montagem do vetor para transfecgdo em T. cruzi, os plasmideos
indicados pelas setas vermelhas nas Figuras 11 A e B foram utilizados para
experimentos de PCR a fim de observar a inser¢do dos genes do EGFP e RED2 no
plasmideo pLRT. Para isto, utilizamos iniciadores especificos para o vetor pLRT em
experimento de PCR. Como controles negativos foram utilizados o vetor origem do
gene EGFP (pEGFP-N3) e um sistema sem adi¢do de DNA plasmidial com o propoésito
de observar alguma possivel contaminacdo dos oligosutilizados. Como pode ser
observado na Figura 11C nos pogos 2 e 4 (pEGFP-N3 e sem DNA plasmidial,
respectivamente), ndo houve amplificagdo, uma vez que os oligonucleotideos
amplificariam somente o fragmento que tenha sido inserido no vetor pLRT. Como
controle positivo do experimento, utilizamos o pLRT intacto, ou seja, o vetor contendo
o gene da luciferase. Como pode ser observado no pogo 3, houve uma amplificacdo
correspondendo a 1,8kb, tamanho esperado para a amplificacdo do gene da luciferase.
Nos pogos 5, 6, 7 ¢ 8, no teste com os plasmideos recombinantes, pode-se observar a
amplificacdo de um fragmento correspondendo a aproximadamente 800 pb, tamanho
esperado para a amplificagdo apos a clonagem do gene do EGFP e RED2. Estes dados
demonstram claramente que a clonagem ocorreu da forma esperada, uma vez que os
genes correspondentes (EGFP e RED2) inseriram no vetor pLRT, produzindo assim
dois vetores para transfec¢do transiente em T. cruzi do qual a proteina de interesse seja
expressa como proteina de fusdo com o gene EGFP ou Red2.

Estudos moleculares dos cinetoplastidas ja revelaram muitos mecanismos tnicos
de regulagdo, expressdo e processamento de genes nestes parasitas (BORST, 1986;
VANHAMME; PAYS, 1995). O desenvolvimento de sistemas de transfec¢ao tem sido
utilizado como uma ferramenta para a analise genética de parasitas protozoarios e
permite introduzir e expressar diferentes genes nestes. Entre outras aplicacdes, estes
sistemas de transfec¢do também podem ser usados para: 1) identificar e caracterizar

promotores de transcri¢do, tais como os de rRNA e promotores de genes SL de T. cruzi
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(TYLER-CROSS et al. 1995, NUNES et al. 1997); 2) complementar funcionalmente
genes endogenos (KELLY et al. 1994, NOZAKI; CROSS, 1994) e 3) analisar o produto
génico em na sua localizacdo celular (CHUNG et al. 1994).

O complexo coesina em tripanosomatideos ainda ¢ pouco conhecido, ndo se sabe
ao certo qual a sua importancia no ciclo celular desses organismos e de suas formas
evolutivas. No estudo de GLUENZ et al. (2007) verificou-se que, em T. brucei, a
deplecdo da subunidade SCC1 por RNAI ou a expressdo de uma SCC1 nio clivavel leva
a uma falha na citocinese. Sem a segregacdo cromossdmica os tripanosomas prociclicos
produzem uma célula nucleada e outra anucleada, enquanto em formas sanguineas a
citocinese ¢ interrompida permanecendo incompleta, deste modo ha uma falha completa
na divis@o da forma sanguinea, mas nao da forma prociclica.

Estudos realizados com outras proteinas reguladoras do ciclo celular de
Trypanosoma cruzi mostraram que existem diferengas na imunolocalizagdo destas
proteinas quando se comparam as formas amastigotas e tripomastigotas do parasita.
Cunha et al. (2005) utilizou anticorpos contra a quinase TzCRKI1, uma proteina
envolvida na regulagdo do ciclo celular através da fosforilagdo de histonas, ¢ ndo
detectou nenhum sinal para a mesma nas formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi,

enquanto nas formas amastigotas este sinal foi detectado.
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2. Andlises de complexos proteicos solGveis das formas
epimastigotas de T.cruzi.

A grande maioria das proteinas funciona como parte de conjuntos compostos por
varios elementos, definindo assim os complexos de proteinas celulares como unidades
funcionais. Para a solubilizagdo de MCPs (Multi Complexos proteicos) € necessario
escolher o detergente apropriado uma vez que ajuda a preservar a estrutura dos
complexos proteicos. Por exemplo, foi previamente demonstrado que uso de baixas
concentragcdes do detergente Triton X-100 permite determinar a forma dimérica do
complexo F;Fo-ATPase, enquanto altas concentragdes deste detergente leva a
dissociacdo da forma dimérica do complexo correspondendo a um aumento
proporcional da forma monomérica deste mesmo complexo (ARNOLD, PFEIFFER et
al. 1998).

Em geral, os detergentes utilizados sdo o digitonina (0,5 a 1%), Triton X-100
(0,1 a 0,5%), Brij 96 (0,1 a 0,5%) ou o dodecilmaltosideo (0,1 a 0,5%). Estes sdo
detergentes ndo ionicos, os quais tendem a estabilizar melhor os MCPs (CAMACHO-
CARVAJAL; WOLLSCHEID et al. 2004).

A partir da utilizacdo da técnica de BN-PAGE foi possivel realizar a separagdo
de complexos proteicos de lisado total das formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi.
Essa ferramenta de eletroforese bidimensional separou em sua primeira dimensao Multi-

Complexos Proteicos (MCP) em condigdes nativas (Figura 12).
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Figura 12. Andlise de complexos proteicos solUveis das formas epimastigotas de T. cruzi. Os
complexos foram separados em uma malha de 5 — 18%T e as amostras foram concentradas em um gel
concentrador a 4% T. 1 — Marcador Massa Molecular (MMM). 2, 3, 4 e 5 foram aplicados diferentes
concentragdes de proteinas para analise de resolugdo (20, 10, 5 e 2,5 pg, respectivamente). As setas
indicam as bandas correspondentes a complexos proteicos.

Para a separagdo de proteinas por BN-PAGE, o corante Coomassie Blue ¢
necessario, uma vez que esse corante se liga de forma ndo especifica as proteinas
criando uma camada de solvatacdo nas mesmas impedindo a agregacdo e induzindo os
complexos a se dirigirem em dire¢do ao tampao catdédico (SCHAGGER et al., 1994).
Diferentes concentracdes de proteinas (20, 10, 5 e 2,5 pg/ul, respectivamente) foram
aplicadas nos pogos do gel para observar em qual concentracdo haveria melhor
resolugdo no gel ou até qual concentragdo poderia haver agrega¢do. Como pode ser
observada na Figura 12, nenhuma das concentragdes formou agregados, tdo pouco
alterou a resolug¢do do gel. As linhas 1 ¢ 2 que contém maior quantidade de proteinas
apresentam um background de Coomassie maior do que as linhas 3 ¢ 4 que possuem
menor concentragdo de proteinas.

Antes de fazer um BN-PAGE ¢ necessario assegurar que a porcentagem do gel
ajusta-se ao tamanho necessario para deteccdo do complexo de interesse. Como nosso

interesse era fazer uma analise do perfil geral de complexos proteicos soluveis do T.
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cruzi, um gradiente de 5 a 18% nos garante uma ampla faixa de separagdo de
complexos. As setas na Figura 12 indicam os possiveis complexos proteicos
identificados.

Quando comparado com outros métodos para identificagdo e analise de MCPs,
tais como aqueles que usam purificagdo por afinidade ou imunoprecipitagdo o BN-
PAGE possuem algumas vantagens. Em primeiro lugar, ndo se baseia na inclusdo de
uma tag ou na ligacdo de um anticorpo, que pode potencialmente influenciar nas
interagdes proteina-proteina e assim na recuperagdo e composicdo do complexo. Em
segundo lugar, é possivel obter rapidamente informagdes sobre o nimero, tamanho,
composi¢do e a abundancia relativa dos complexos.

A tira quatro do gel nativo com os complexos proteicos solubilizados foi
submetida a um processo de desnaturacdo em uma solugdo de 1% P-mercaptoetanol e
1% SDS por duas horas. Em seguida, uma segunda dimensdao SDS-PAGE foi realizada
evidenciando, assim, para cada complexo proteico seus diferentes componentes (Figura

13).
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Figura 13. Separacéo das subunidades dos complexos proteicos de formas epimastigotas de T. cruzi
por SDS-PAGE. Apos a realizagdo da primeira dimensdo do BN-PAGE, a tira 4 foi submetida a analise
de separacdo das subunidades de cada complexo. O gel da segunda dimensdo do BN-PAGE foi feito em
uma concentragdo de 12%.

Os componentes individuais de cada complexo separado na primeira dimensao
foram observados. Seus componentes individuais podem ser visualizados apos o gel ter
sido corado com nitrato de prata. E importante considerar que os Spots que aparecem em
uma mesma linha vertical na segunda dimensao podem também pertencer a diferentes
complexos que migram na mesma posi¢cdo no BN-PAGE. Para isso pode ser necessario
a utilizag@o de anticorpos especificos para a identificacao individual dos componentes.

Como pode ser observado, durante a corrida, o perfil de migragdo das proteinas
tomou forma de funil e foi diminuindo sua largura a medida que ocorreu sua corrida.
Algumas hipoteses podem ser consideradas a esse respeito, dentre elas, defeito durante a
polimerizacdo do gel, alteragdo na composicdo do tampdo de corrida ou até mesmo

alguma falha intrinseca do proprio sistema. Porém, apesar do afunilamento da corrida,
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foi possivel visualizar com clareza os Spots correspondentes de cada complexo separado
da primeira dimensao.

Uma alternativa sugerida ¢ a excis@o individual das bandas de interesse ao invés
da corrida de uma linha inteira de complexos. Porém, um fator limitante neste caso ¢
ndo ter um complexo especifico a ser analisado e sim a visualizagdo global dos
complexos soluveis dessa forma do parasita. A excisdo individual nos levaria a
possivelmente desprezar complexos que ndo estdo visiveis ou pela pouca intensidade no
gel ou até mesmo pela dificuldade de observagdo devido ao grande background deixado
pelo Coomassie durante a corrida.

Apesar de algumas limitagdes, 0 BN-PAGE ¢ apropriado para a identificagdo de
MCPs, bem como seu tamanho, composi¢cdo e abundancia relativa. Além disto, esta
técnica de eletroforese bidimensional € promissora para avaliar complexos proteicos de
extrato total de células, mesmo que a determinacdo das subunidades se faca necessario

para idealizar certamente a magnitude da técnica para lisados totais.

3. Analise da propriedade replicativa de amastigotas de meio

axénico

A amastigogénese ¢ um processo natural que ocorre quando tripomastigotas
diferenciam-se em amastigotas no interior das células do hospedeiro vertebrado. Mas os
detalhes dos mecanismos de invasdo nas células dos vertebrados tém sido obtidos
utilizando células de tripomastigotas derivados de cultura, que sdo equivalentes aqueles
tripomastigotas sanguineos (BURGLEIGH; ANDREWS, 1995). Esses estudos
revelaram que a transformacao de tripomastigota para amastigota ¢ iniciada de 1-2 horas
apos a formagdo do vacuolo parasitoéforo. Apods este intervalo de tempo, proteinas acidas
componentes da membrana do parasita promovem a formacao de poros na membrana do
vacuolo parasitoforo e consequente liberagdo do parasita para o meio citoplasmatico,
onde a diferenciagcdo em amastigotas sera concluida.

Varios grupos de pesquisa tém utilizado condigdes axénicas para induzir a
diferenciagdo dos tripomastigotas sanguineos em amastigotas e varios fatores tém sido
descritos como estimulantes nesse processo de transformacgao, sendo que esses fatores
representam stress para o parasita (VILLALTA; KIERZENBAUM, 1982, ANDREWS
et al., 1987;KAMBARA et al. 1990;TOMLINSON et al., 1995).
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Um evento descrito na literatura como um dos responsaveis pelo disparo do
inicio da amastigogénese ¢ o pH 4cido encontrado no interior dos lisossomos.
Tomlinson (1995) observou que a mudanca do pH em meio de cultura induziu
diretamente a transformacdo de tripomastigotas em amastigotas e que esses também
duplicavam seu DNA, sugerindo que possivelmente esses parasitas sdo capazes de se
dividirem.

Reconhecendo a complexidade dos mecanismos moleculares envolvidos no ciclo
celular de cada célula e sabendo que a duplicacio do DNA compreende apenas um
passo diante de todo o processo, resolvemos investigar sede fato esses amastigotas
induzidos em cultura mantém suas propriedades replicativas. Para isso, induzimos a
amastigogénese in vitro de forma que os parasitas foram expostos ao meio de cultura
pH 5,0 por um periodo de 9 horas. Até esse periodo estd assegurado que todos os
tripomastigotas se transformaram em amastigotas. Ap6s o término desse periodo, o
material biologico foi dividido em dois grupos: aqueles que seriam processados logo ao
término da diferenciagdo e um segundo grupo que apds o término da diferenciacdo
seriam lavados, ressuspensos em meio DMEM pH 7,5 e incubados durante a noite. Isto
simularia, o contexto do pH dentro dos lisossomos (pH 5) e quando os parasitas
escapam para o citoplasma (pH 7,5) onde terminariam a diferenciagdo em amastigotas e

iniciariam o processo de multiplicacdo celular (Figura 14).
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Figura 14. Amastigogénese in vitro e preparo das amostras para western blot. Células L6 foram
infectadas com as formas tripomastigotas da cepa Y do T. cruzi. Apos a infecgdo, as eclosdes de
tripomastigotas foram coletados e expostos a pH acido (5,0) para induzir a amastigogénese. Foram
coletadas amostras nos tempos 0, 30 mim, 2 h e 9 h. Apos término da diferenciacdo, as amostras foram
separadas em dois grupos: os que seriam imediatamente processado e os que seriam incubado overnight
em pH 7,5
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Os parasitas apresentaram diferencas marcantes em seus perfis proteicos
quando analisados em gel SDS-PAGE (Figura 15). O perfil de proteinas em gel
unidimensional demonstrou que uma banda de aproximadamente 62 kDa naqueles
parasitas que foram apenas diferenciados em meio de cultura pH 5 e em seguida
processados. Ja os parasitas que foram incubados overnight em pH 7,5 apresentaram um
perfil bastante diferente daqueles pertencentes ao primeiro grupo. Por espectrometria de
massas identificamos que essa banda de 62 kDa corresponde a albumina sérica bovina
(BSA) (Figura 16). Isto sugere que os parasitas em pH 5,0, de alguma forma,
incorporam BSA ou este pode associar a sua superficie, talvez por mudanga em sua

carga elétrica devido ao diferente pH.
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Figura 15. Andlise extratos proteicos para posterior analise por western blot. 1 — Marcador de Massa
Molecular (MMM) (Sigma standart Mixture for SDS-PAGE). 2 — Extrato proteico de células L6. 3 —
Extrato proteico de células L6 infectadas com T. cruzi. 4 — Extrato proteico de amastigotas diferenciados
em pH 5,0. 5 — Extrato proteico de amastigotas diferenciados em pH 5,0 e incubados em pH 7,5
overnight.
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Figura 16. Espectrometria de massas do spot correspondente a 62 kDa.O spot mais intenso observado
no gel de proteinas (figural5) foi digerido e analisado por espectrometria de massas.

Ainda a fim de comprovar a expressdo da subunidade SCC1 da coesina nos dois
grupos de amastigotas, seus extratos proteicos foram submetidos a western blot
utilizando um anticorpo anti-SCC1, subunidade fundamental na formacdo e
desempenho da atividade do complexo coesina durante a divisdo celular. Aqueles
parasitas que pertencem ao primeiro grupo (Figura 14) ndo expressaram a subunidade
SCC1 (65 kDa) do complexo coesina (Figura 17), sugerindo que, apesar de ter sido
demonstrado que esses parasitas duplicam o seu DNA, eles ndo completam de fato todo
o processo da mitose. Em contraste, os parasitas que pertencem ao segundo grupo
(Figura 14) e que foram incubados em pH fisiologico expressaram a subunidade SCC1
do complexo coesina, sugerindo que esses parasitas mantém suas propriedades

replicativas (Figura 17).
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Figura 17. Andlise da presenca da proteina TcSCC1 nas diferentes formas de amastigotas. 1 —
Marcador de Massa Molecular (MMM) (SeeBlue Plus 2 Pre-Stained Standart — Invitrogen). 2 — Células
L6 (controle negativo). 3 — Células L6 infectadas com T. cruzi (controle positivo). 4 — Amastigotas
diferenciados em pH 5,0. 5 — Amastigotas diferenciados em pH 5,0 ¢ incubados em pH 7,5 overnight. 6 —
SCC1 recombinante expressa em bactérias (controle positivo).

Para a confirmagdo da presenga da subunidade SCC1 utilizamos como controles
positivos, amostras de células L6 infectadas com os tripomastigotas da cepa Y. Apds 24
horas de infec¢@o, pdde ser observada em microscopio Optico a presenca de amastigotas
intracelulares e esses foram utilizados como controle positivo para nosso experimento.
Além desse controle, utilizamos também uma proteina SCC1 recombinante, produzida
em bactérias para servir também como controle positivo. Vale a pena ressaltar que essa
proteina recombinante ¢ cerca de 10 kDa menor do que aquelas proteinas encontradas in
Vivo, uma vez que isto se fez necessario durante o seu processo de produgdo. Como
controle negativo, utilizamos apenas as células L6 ndo infectadas esperando nao haver
nenhum sinal de reconhecimento de proteina Rad21, homologa & SCC1 em humanos.

Foi possivel observar a presenca da subunidade SCC1 do complexo coesina com
65 kDa nos amastigotas que foram incubados overnight em pH fisiologico ¢ naquelas
amostras de parasitas intracelulares (linhas 5 e 3, respectivamente). A SCCI
recombinante também foi identificada pelo anticorpo contendo 55 kDa, como era
esperado. Nas amostras de células L6 e amastigotas processadas apos a diferenciagdo
ndo foi detectada a SCCI1. Esses dados sugerem que o retorno ao pH7,5 pode ser
essencial para que esses parasitas se tornem capazes de se replicar. Ou talvez, o tempo
no qual os parasitas do segundo grupo ficaram em pH 7,5 foi o suficiente para que
comegassem a expressar a subunidade SCCI1, sendo que a diferenca em relagdo ao

primeiro grupo foi de 10 h até serem processados.
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E fato que ainda ndo podemos afirmar com toda a certeza que os amastigotas
produzidos extracelularmente resgatem todo o processo natural da amastigogénese bem
como todas as propriedades que essa forma apresenta in vivo. Porém, varias de suas
caracteristicas, at¢é mesmo suas peculiaridades ainda permanecem. Uma vantagem clara
¢ que o uso desse sistema de produgdo de formas amastigotas replicativas pode servir
para delinear diferencas moleculares ¢ semelhangas entre os amastigotas desses dois
grupos, bem como das outras formas de vidas do parasita, proporcionando efetivamente
uma alternativa simples e de baixo custo para identificagdo de novos testes para agentes

quimioterapicos e agentes profilaticos.

4. Andlise de proteinas reguladas de nacleo na amastigogénese

Diversos trabalhos envolvendo diferentes estratégias protedmicas e sub-
protedmicas tém sido descritos. No caso especifico de protedmica organelar, o uso de
fracionamentos celulares reduz a complexidade das amostras e as proteinas especificas
em pequenas quantidades de organelas sdo entdo reveladas (TAYLOR et al., 2003).

O nucleo ¢ a principal estrutura de informacao genética em células eucaridticas e
¢ comumente referido como o centro de controle da célula (SPECTOR, 1993). Recentes
descobertas a respeito da dindmica e do arranjo espacial do nimero de corpos nucleares
e da maquinaria molecular no processamento e transcricdo de RNA evidenciam que o
nucleo ndo ¢ somente um modo de proteger o genoma nuclear. O nucleo oferece um
ambiente favoravel para a realizacdo da regulagdo da expressdo génica em niveis de
cromatina, transcri¢do, processamento e exportacdo de RNA (WIESLANDER, 2004).

Analise computacional de géis bidimensionais do T. cruzi revela que uma boa
parte das proteinas detectadas apresenta expressdo conservativa nas trés formas
estudadas, sugerindo que as caracteristicas que diferenciam cada estagio sdo
provavelmente consequéncia da expressdo diferencial de um determinado numero de
proteinas (PABA et al., 2004).

Diante disto, nesta etapa do trabalho, foram identificadas 1.339 proteinas.
Dessas, foram selecionadas 560 proteinas anotadas em bancos de dados como proteinas
reguladas. Dentre essas proteinas com localizacdo prevista em nucleos foram
encontradas 65, além de 66 proteinas preditas como aquelas pertencentes a complexos

proteicos e que sdo também reguladas (Figura 18).
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Figura 18. Representacdo gréafica das proteinas analisadas. Dentre as 1.339 proteinas marcadas
durante o processo da amastigogénese 560 sdo preditas como proteinas reguladas. A partir dessas
proteinas foram selecionadas aquelas que t€m localizagdo prevista em nucleo e complexos proteicos
durante a diferenciagéo.

Estudos protedmicos envolvendo diferencia¢do celular em outros protozoarios
patogénicos demonstraram relativamente poucas diferencas no perfil bidimensionaldos
estagios de desenvolvimento comparados. Por exemplo, durante a diferenciagdo de
promastigotas de L. donovani em amastigotas por mudanga no pH do meio, 20 novas
proteinas foram sintetizadas e a sintese de outras 50 foram inibidas (THIEL,;
BRUCHHAUS, 2001). Também em Leishmania, El Fakhry et al. (2002) mostraram que
as 62 proteinas foram especificamente expressas em amastigotas axénicos entre 2.000
proteinas identificadas. Além desses autores, trabalhando com T. brucei, Van Deursen
et al. (2003) mostraram que 92% das proteinas detectadas (900) estdo presentes nas
formas prociclicas e sanguinea do parasita. Em contraste, a comparag@o da expressao de
proteinas entre os diferentes estagios de Plasmodium por LC-MS/MS revelou que a
variabilidade entre as formas deste parasita ¢ bem maior e poucas proteinas sdo
compartilhadas em todos os estagios (FLORENS et al., 2002).

Dentre das 65 proteinas anotadas em bancos de dados e preditas como nucleares

pode ser observado que a maioria esta relacionada a metabolismo de DNA (Figura 19)
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Figura 19. Representacdo grafica da porcentagem das principais funcfes moleculares de proteinas
nucleares reguladas durante a amastigogénese. Proteinas identificadas por LC-MS/MS, foram
caracterizadas segundo bando de dados UniProtKB/Swiss-Prot ou Gene Ontology, de acordo com os
processos metabdlicos envolvidos.

Os grupos que correspondem aqueles envolvidos em metabolismo de acidos
nucleicos aparecem como predominantes. Proteinas que se ligam a DNA (9,23%),
proteinas de ligacdo a RNA (13,85%) e proteinas que se ligam a nucleotideos (18,46%)
correspondem juntas 41,54% do total de proteinas nucleares reguladas, corroborando ao
fato de que intensa atividade de transcrigdo e processamento de DNA e RNA ocorre em
todas as etapas de diferenciacdo.

Proteinas que possuem dominios de ligagdo a RNAs se demonstraram bastante
abundantes. Muitas proteinas eucaridticas sdo conhecidas por possuirem um ou mais
copias de dominios com cerca de 90 aminoacidos que se ligam a fita simples de RNAs.
Estes dominios sdo conhecidos como regides putativas de ligacdo a RNAs ou motivos
de reconhecimento de RNAs (BANDZIULIS et al., 1989; DREYFUSS et al., 1988). Os
motivos de ligacdo a RNAs sdo encontrados em uma vasta gama de proteinas ligantes

desta molécula, incluindo ribonucleoproteinas heterogéneas (hnRNPs), proteinas
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envolvidas em processos de splicing alternativo ¢ componentes de pequenas
ribonucleoproteinas nucleares (snRNPs). Estes motivos também aparecem associados a
fitas simples de DNAs (BIRNEY et al., 1993).

Helicases estdo dentro das proteinas que também se destacam. Essa familia de
proteinas ¢ encontrada em quase todos os organismos e tem papel importante no
metabolismo de RNA e DNA, biogénese de ribossomos, transcri¢do, transporte
nucleoplasmatico, traducdo e decaimento de RNAs. Sdo enzimas que desenrolam os
acidos nucleicos de forma dependente de ATP (CARUTHERS; MCKAY, 2002).

A proteina histona HS que compde os nucleossomos também foi encontrada e
esta envolvida na compactagdo do DNA em uma estrutura mais ordenada. As proteinas
que se associam aos nucleossomos (NAPs) atuam como chaperona de histonas, também
foram encontradas e estdo diretamente envolvidas na regulacdo da expressdo de genes
especificos da diferenciac@o celular também foram identificadas.

O contetido nuclear ¢ especialmente separado do citoplasma por um conjunto de
membranas altamente especializadas conhecido por envelope nuclear (MAUL, 1977). A
primeira ¢ uma membrana externa, conectada e intimamente associada com o reticulo
endoplasmatico e frequentemente revestida por ribossomos. Esta por¢do externa do
envelope nuclear é associada aos filamentos intermediarios do citoesqueleto. A segunda
regido da membrana ¢ a membrana interna separada da membrana externa por um
espaco do luimem de 20-40 nm. A terceira estrutura, chamada de poros da membrana
(WOZNIAK; BLOBEL, 1992), ¢ um dominio ligado as membranas internas ¢ externas
através de poros multi-proteicos, o complexo nuclear de poros NPC (Nuclear Pore
Complex). Enquanto a membrana externa do envelope nuclear parece ter uma
composi¢do proteica muito parecida com o reticulo endoplasmatico rugoso, ao qual esta
conectado, a por¢do interna e os poros da membrana t€ém composi¢cdo proteica Unica
(EVANS et al.,, 2004). As nucleoporinas que sdo os principais componentes do
complexo do poro nuclear em células eucaridticas também foram encontradas como
bastante reguladas no processo da amastigogénese sendo encontrada no grupo das
proteinas reguladas envolvidas em transporte ja que elas medeiam o transporte
nucleoplasmatico de forma bidirecional, especialmente proteinas e mRNAs.

Outro grande grupo ¢ o que corresponde as proteinas com atividades estruturais.
E sabido que microtubulos representam o principal componente do citoesqueleto dos
tripanosomatideos. Eles estdo interligados entre si, com a membrana plasmatica e, em

alguns casos, com o reticulo endoplasmatico através de pontes proteicas. Essas pontes
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apresentam caracteristicas morfologicas tipicas de proteinas associadas aos
microtubulos. Estes microtibulos apresentam tubulina alfa e beta, organizados de uma
maneira que lhe confere estabilidade estrutural. Em nossos dados pode-se observar que
esse grupo de proteinas estruturais corresponde a 13,85% do total das 65 nucleares
analisadas. Varias mudangas morfologicas acontecem durante a amastigogénese e
metaciclogénese do parasita. Elas incluem alteragdes no comprimento do flagelo, no
tamanho e volume celular e a remodelagem do citoesqueleto. Também as caracteristicas
metabolicas e de viruléncia variam de um estagio para outro (TYLER; ENGMAN,
2002).

As peptidases sdo enzimas descritas na literatura por clivarem ligacdes
peptidicas entre os aminoacidosde proteinas. O processo ¢ um mecanismo comum de
ativagdo ou inativagdo de enzimas envolvidas nos mais diferentes processos
metabolicos. E observado que esse grupo que degrada proteinas esta entre as proteinas
nucleares mais reguladas, correspondendo a 15,38% do total.

Baseado nestes dados ¢ plausivel sugerir que existe um processo de
remodelagem nuclear durante o processo da amastigogénese. Isto pode ser visto ao
observar a atividade destes maiores grupos de proteinas nucleares que sdo reguladas.
Nao apenas as proteinas e componentes nucleares estdo envolvidos nessa reorganizacao
morfoestrutural, bioquimica e molecular da amastigogénese. Provavelmente, outros

elementos do componente celular estdo envolvidos.

5. Andlise das principais proteinas reguladas e envolvidas com

complexos proteicos durante a amastigogénese

Mais do que as proprias proteinas, os complexos proteicos constituem unidades
fundamentais na fun¢do do proteoma de uma célula. A maioria dos processos celulares
exige interagdes especificas entre proteinas ou complexos. Os complexos sdo entidades
dindmicas que se reunem de forma ordenada no espaco e tempo se tornando capazes de
armazenar e retransmitir varios sinais celulares ou contribuir para a arquitetura celular
(ALBERTS, 1998; GAVIN, 2003).

Apesar de pouco descrito na literatura, nesse trabalho foram caracterizados
complexos proteicos de Trypanosoma cruzi de acordo com as suas fungdes bioldgicas

(Figura 20).
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Figura 20. Categorizagdo dos principais processos bioldgicosenvolvendo proteinas reguladas de
complexos proteicos. Proteinas identificadas por LC-MS/MS, foram caracterizadas segundo bando de
dados UniProtKB/Swiss-Prot ou Gene Ontology, de acordo com suas fungdes bioldgicas.

As vias metabolicas sdo séries de reagdes enzimaticas consecutivas, que
produzem produtos especificos. Seus reagentes, intermedidrios e produtos sdo
denominados metabolitos. Uma vez que um organismo utiliza muitos metabolitos, ele
possui muitas vias metabolicas (VOET; VOET, 2006).

As proteinas envolvidas em processos metabolicos de uma forma geral
compreendem um grande grupo daquelas proteinas preditas como reguladas e
pertencentes a complexos proteicos. Das 66 proteinas analisadas, alguns dominios
proteicos demonstraram amplamente presentes. Dentre eles podemos citar os sitios
ativos de proteinas quinases. O dominio Serina/Treonina - proteina quinase ¢
responsavel pela fosforilagdo de proteinas em varios processos bioldgicos, o qual
desempenha muitas atividades no interior celular. Esses dominios catalisam reagdes de

transferéncia do fosfato gama de nucleotideos trifosfatos (geralmente ATP) para um ou
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mais residuos de aminoacidos da cadeia lateral do substrato, resultando frequentemente
em uma mudanga conformacional e afetando a funcdo da proteina (HANKS et al.,
1988). Outro dominio amplamente encontrado em proteinas reguladas de complexos
proteicos foi o Tiorredoxina-like. Esse dominio ¢ amplamente encontrado em proteinas
que regulam a atividade de proteinas alvo através de mudancgas no seu estado redox dos
grupos tiol (S2 a SH2). Tais processos incluem a atividade do sistema
NADP/tiorredoxina e o sistema glutationa/glutarredoxina (BUCHANAN; BALMER,
2005).

O dominio ATPase tipo AAA, muito abundante no grupo de proteinas evolvidas
em processos metabolicos (Figura 20) pertence a uma grande familia e desempenha
importante papel em varios processos celulares como a desagregacdo e proteodlise de
proteinas, biogénese de organelas e transporte intracelular. Alguns desses dominios
dessa familia funcionam como chaperonas moleculares, subunidades de complexos
proteoliticos ou proteases independentes (KEDZIERSKA, 2006). Proteinas com esse
tipo de dominio se relinem em grande complexos proteicos que forma uma estrutura em
anel com um poro central. Essas proteinas produzem um motor molecular que acopla ou
hidrolisa ATP provocando mudangas conformacionais em substratos (SMITH et al.,
2006).

Varios estudos demonstram o envolvimento da via proteolitica dependentes de
ubiquitina e do proteassoma em varios processos bioldgicos essenciais para a sobrevida
celular, como no ciclo celular e metabolismo, apoptose, mecanismos de transdugdo de
sinal e na resposta imune. Essa via proteolitica ¢ capaz de catalisar a degradacdo
irreversivel de proteinas implicando em um sistema regulatorio coordenado pela
ubiquitina. A atuacdo cooperativa da ubiquitina e o proteassoma levam a degradagdo de
proteinas no tempo/espago de forma coordenada e especifica que parece ser tdo
importante quanto a sua biosintese (HERSHKO, 1996; HOCHSTRASSER, 1996). As
subunidades alfa e betas foram as proteinas mais amplamente encontradas como
reguladas durante todo o processo da amastigogénese e foram agrupadas juntas aquelas
envolvidas em processos metabolicos. As modificagcdes que ocorrem durante o ciclo de
vida do T.cruzi podem estar diretamente associadas a presenga da atividade dos
proteassomas, uma vez que uma caracteristica marcante do processo da amastigogénese
¢ o profundo remodelamento morfoloégico e molecular que este sofre durante o seu

desenvolvimento tanto no hospedeiro vertebrado como no invertebrado.
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Os processos metabolicos que envolvem nucleotideos foi o terceiro grupo o qual
apresentou maior nimero de proteinas e/ou dominios regulados na amastigogénese,
correspondendo a 16,28% do total de proteinas analisadas. O principal subgrupo desse
grupo compreende as proteinas que se ligam a RNAs, como aquelas pertencentes ao
complexo spliceosome. Antes que ocorra a catalise do pré-RNAm durante o splicing um
grande complexo proteico se associa aos introns e exons, formando o spliceosome,
composto por varias ribonucleoproteinas (snRNPs) e varias outras proteinas ndo-
snRNPs. Isto ocorre de uma maneira extremamente ordenada e dividida em multiplos
passos, o qual o spliceosome assume varias conformagdes (BROW, 2002). Essas
proteinas podem ser divididas em: nicleo Sm; um heteroheptdmero, uma estrutura em
forma de anel composta por 7 Sms (Smd3B, D1D2, EFG, Ul, U2, U4 e U5 snRNPs;
Lsm2-8 e U6 snRNP); e proteinas especificas snRNA (KAMBACH et al., 1999; WILL
et al., 2006). Apesar de a remog¢ao de introns ser um evento raro em tripanosomatideos
(IVENS et al., 2005), cerca de 30 proteinas foram descritas associando as SmB em T.
brucei (PALFI et al., 2009).

As pequenas GTPases formam uma grande familia independentes dentro de uma
classe maior de hidrolases reguladoras que se ligam a GTP. Esta superfamilia contém
proteinas que controlam um grande numero de processos importantes e possuem um
dominio de ligagdo a GTP estruturalmente conservado (BOURNE et al., 1990). Das
proteinas reguladas envolvidas com transporte, 25,58% total analisado, a mais
abundante foi a proteina Ran-GTP. Essa proteina estd amplamente distribuida no
contexto intracelular e participa de importantes processos dentre eles o transporte
nucleoplasmatico de proteinas e RNAs, trafego de vesiculas, trafego de vesiculas
contendo proteinas no complexo de Golgi, etc. Fungdo bastante coerente com a grande
mudanga morfologica, bioquimica e molecular do parasita durante a amastigogénese.

Outro grande grupo encontrado foi daquelas proteinas envolvidas na producao
de energia na célula. Nao ¢ de se estranhar a abundéancia de proteinas regulatorias
envolvidas na manutengdo do complexo F1F0-ATPase. Esse complexo é responsavel
pela grande parte da producdo de energia em todos os organismos eucaridticos. O
complexo II da cadeia respiratoria é essencial para a producdo de energia em
organismos aerobicos e estd diretamente envolvido no processo de adaptacdo do
parasita no hospedeiro (ROOS et al., 1994, SARUTA et al., 1995). Em T.cruzi o
complexo II purificado apresentou composicao diferente de subunidades comparado a

outros metazoarios, demonstrando que o complexo € composto por 6 subunidades
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hidrofilicas (SDH1,SDH2yN,SDH2¢, ¢ SDH5-SDH7) ¢ 6 subunidades hidrofobicas
(SDH3, SDH4, ¢ SDH8-SDH11) e que sao codificadas no nucleo. Genes ortélogos
também foram encontrados em Leishmania major e Trypanosoma brucei (MORALES
et al., 2009).

Uma das principais caracteristicas das proteinas ¢ que muitas de suas fungdes
celulares tais como replicagio de DNA, transcri¢do, tradugdo, splicing, secrecdo e
controle de ciclo celular ndo sdo realizados individualmente, mas na forma de
complexos proteicos, que podem variar desde pequenos oligomeros (dimeros, trimeros)
a complexos formados por dezenas de cadeias polipeptidicas ¢ com a presenca de acidos
nucleicos e cofatores. Isso pode ser resultado tanto de uma determinada mudanca
conformacional induzida pelo ligante quanto pelo fato de a proteina no estado ligado
adquirir uma conformacdo adequada para realizacdo de sua funcdo. Desse modo,
interagdes entre proteinas, descritas como sociologia molecular da célula, sdo vitais para
a manutengdo de qualquer processo bioldgico e, conseqiientemente, da vida de

determinado organismo.
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CONCLUSOES

. Foi possivel detectar possiveis complexos soluveis das formas epimastigotas de

T. cruzi por Blue Native Page (BN-PAGE).

o Foram construidos plasmideos para a clonagem do gene da subunidade SCCl1
fusionado com o gene da EGFP e para a clonagem do gene da subunidade SCC3

fusionado com o gene RED?2.

. Foi demonstrado que os amastigotas produzidos em cultura axénica tornam-se
capazes de expressar a subunidade SCC1 do complexo coesina ap6s incubagido por 10 h

em meio de cultura pH 7,5, indicando a manuten¢ao de suas propriedades replicativas.

. Andlise protedmica das formas tripomastigota, amastigota e estagios
intermediarios da amastigogénese indicaram proteinas preditas como nucleares e
reguladas possivelmente envolvidas com mudangas na remodelagem nuclear durante o
processo da amastigogénese. Adicionalmente foram observadas proteinas reguladas
envolvidas na formagdo de complexos proteicos provavelmente envolvidas com as
mudangas observadas na transformag¢do do parasita, visto o rearranjo morfoestrutural foi

a principal mudanga observada.
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PERSPECTIVAS

° Experimentos de transfecgdo em T. cruzi e co-localiza¢do das subunidades SCC1

e SCC3 em epimastigotas.

o Desenvolver condigdes ideais para melhorar a resolugdo da primeira e segunda
dimensdo do BN-PAGE, bem como identificagdo de suas subunidades por

espectrometria de massa.

. Analisar complexos proteicos das diferentes formas de vidas do Trypanosoma

cruzi bem como suas fases intermediarias durante a amastigogénese.

. Delinear novos experimentos para estudar a divisdo celular de amastigotas

intracelular, uma vez que estes sdo capazes de se multiplicar em cultura axénica.
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