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RESUMO

A capacidade do Trypanosoma cruzi de reconhecer moléculas na superficie de
células fagociticas e ndo-fagociticas profissionais € essencial para sua sobrevivéncia no
hospedeiro vertebrado. O papel de proteoglicanos sulfatados no processo de
reconhecimento celular tem sido relatado em muitos patégenos humanos, incluindo o T.
cruzi. Dados do nosso grupo demonstraram a participacdo de proteoglicanos de heparam
sulfato (PGHS) de cardiomiécitos na invasdo por formas tripomastigotas. Entretanto, a
estrutura da molécula de PGHS envolvida na interacdo receptor-ligante e o papel de outros
glicosaminoglicanos (GAGS) sulfatados no processo de invaséo ainda nao foram elucidados.

Para avaliar a participacdo dos GAGs na invaséo do T. cruzi, tripomastigotas, clone
Dm28c, foram pré-tratados com 20ug/ml de heparina, queratam sulfato (KS) ou trés
fragmentos distintos de heparam sulfato (HS), os quais foram obtidos por tratamento
enzimatico (heparitinase | e Il) e &cido nitroso. Nos ensaios de competicdo, 0s parasitas
controles ou pré-tratados com GAGs soluveis foram incubados por 2hs a 37<C com culturas
de cardiomiécitos e o percentual de infeccdo foi determinado apds coloragédo pelo Giemsa.
Nossos resultados revelaram uma inibicdo significante no indice de infeccdo de 84,8% e
45% apos tratamento dos parasitas com heparina e com o fragmento N-acetilado/N-
sulfatado (NA/NS), respectivamente, sugerindo o importante papel do dominio ([IldoUA-
GIcNAC]-[GIcUA-GIcNS]5-[GIcUA-GIcNACc]4[GIcNAc]), da cadeia de HS no reconhecimento T.
cruzi-cardiomiécito. Em contraste, o tratamento dos parasitas com KS, fragmento N-
acetilado ou N-sulfatado ndo apresentou efeito no processo de invasdo. O papel da
sulfatagdo no processo de reconhecimento e invasdo foi avaliado pelo tratamento de
culturas de cardiomidcitos por 16hs a 37C com dife rentes concentragbes de clorato de
sédio e posteriormente, infectados com tripomastigotas (2hs). O declinio da sulfatacéo
resultou na reducédo (dose dependente) do indice de infec¢do, alcangando niveis de inibicao
de 26%, 48,5% e 73,6% apos o tratamento de cardiomiocitos com 25 mM, 50 mM e 75 mM
de clorato de sédio, respectivamente, sugerindo a participacdo da carga negativa como
moduladora do reconhecimento especifico com o dominio NA/NS da cadeia de HS.

Adicionalmente, ensaios bioquimicos foram realizados para caracterizar a proteina
de ligagcdo a heparina presente na superficie do T. cruzi. Duas bandas majoritarias de 65,8
kDa e 59 kDa foram identificadas no extrato protéico total das 3 formas evolutivas do T. cruzi
por Western blotting, utilizando heparina, condroitim sulfato (CS) e HS conjugados a biotina.
O ligante de heparina de T. cruzi foi isolado pela associacdo do método do Triton X-114 e
cromatografia de afinidade a heparina-Sepharose. Apds marcacdo metabdlica (*°S-
Metionina), as proteinas hidrofébicas foram isoladas em coluna de afinidade e separadas
por SDS-PAGE, revelando um perfil protéico, similar ao extrato total, com duas bandas
majoritéarias (65,8 kDa e 59 kDa) eluidas com 0,5 M e 1,0 M de NaCl em tripomastigotas e
epimastigotas, respectivamente. A analise isotOpica também revelou uma expresséo
superior deste ligante (1,3-2 vezes) em tripomastigotas quando comparado com
epimastigotas. As proteinas de ligagdo a heparina (65,8 kDa e 59 kDa) foram detectadas na
fracdo de membrana de epimastigotas obtida pelo método de fracionamento subcelular
associado a purificacdo em coluna de afinidade. A deteccdo das proteinas eluidas da coluna
de afinidade a heparina por Western blotting com heparina-, HS- e CS-biotinilados revelou
intensa marcacao principalmente na proteina de 59 kDa. Além disso, a analise das proteinas
por eletroforese ndo desnaturante revelou a presenca de duas bandas nas formas
tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi. Ensaios bioquimicos complementares serédo
realizados a fim de obter informac¢8es detalhadas sobre a proteina de ligacdo a heparina de
T. cruzi.
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ABSTRACT

The ability of Trypanosoma cruzi to recognize molecules at the surface of both the
phagocytic and non-phagocytic cells is essential to its survival in the vertebrate host. The
role of the sulfated proteoglycans in the cell recognition process has been reported in several
human pathogens, including T. cruzi. Data from our group have demonstrated the
participation of heparan sulfated proteoglycan (HSPG) of cardiomyocytes in the invasion for
forms trypomastigotes. However, the structure of the HSPG molecule involved in the
receptor-ligand interaction and the role of other sulfated glycosaminoglycans (GAGS) in the
invasion process have not been elucidated yet.

To evaluate the participation of GAGs in T. cruzi invasion, trypomastigotes, clone
Dm28c, were pre-treated with 20pug/ml of heparin, keratan sulfate (KS) or three distinct
fragments of heparan sulfate (HS) obtained by enzymatic (heparitinase | and IlI) and nitrous
acid treatments. For competition assays, the untreated or soluble GAGs pre-treated
parasites were incubated for 2h at 37<C with the ca rdiomyocyte cultures and the percentage
of infection was determined after Giemsa staining. Our results revealed a significant
inhibition of the infection index of 84.8% and 45% after treatment of the parasites with
heparin and the N-acetylated/ N-sulfated fragment, respectively, suggesting the important
role of the ([ldoUA-GIcNACc]-[GIcUA-GIcNS]s-[GIcUA-GIcNAC]4[GIcNAc]) domain of the HS chain in
the T. cruzi-cardiomyocyte recognition. In contrast, the treatment of the parasites with KS, N-
acetylated or N-sulfated fragments did not display any effect in the invasion process. The
role of sulfation in the recognition and invasion process was evaluated by treating the
cardiomyocytes cultures for 16h at 37C with differ ent concentrations of sodium chlorate,
followed by trypomastigotes infection (2h). The decline of sulfation resulted in the reduction
(dose dependent) of the infection index, achieving inhibition levels of 26%, 48.5% and 73.6%
after treatment of cardiomyocyte cultures with 25mM, 50mM and 75mM of sodium chlorate,
respectively, suggesting the participation of negative charge as modulator of the specific
recognition with the NA/NS domain of HS chain.

Additionately, biochemical assays were performed to characterize the heparin binding
protein present at the surface of T. cruzi. Two major protein bands of 65.8 kDa and 59 kDa
were identified in the total protein extract of all evolutive forms of T. cruzi by Western blotting,
using biotin conjugated-heparin, -chondroitin sulfate (CS) and -HS. The T. cruzi heparin
ligand was isolated by association of Triton X-114 extraction method and heparin-Sepharose
affinity chromatography. After metabolic labeling (**S-Methionine), the hydrophobic proteins
were isolated by affinity column and separated by SDS-PAGE, revealing a protein profile,
similar to total protein extract, with two major bands (65.8 kDa and 59 kDa) eluted with 0.5M
and 1M NacCl in trypomastigotes and epimastigotes, respectively. The isotopic analysis also
revealed a higher expression of heparin ligand (1.3-2X) in trypomastigotes when compared
to epimastigotes. The heparin binding proteins were detected at membrane fraction of
epimastigotes obtained by cell fractionation methodology associated to the affinity column
purification. The detection of proteins eluted from heparin affinity column with biotinilated
heparin, CS and HS by Western blotting revealed intense labeling mainly at the 59 kDa
protein. In addition, the analysis of the proteins by denaturant electrophoresis revealed the
presence of two protein band in both trypomastigotes and epimastigotes forms of T. cruzi.
Complementary biochemical assays will be carried out to get more detailed information about
the T. cruzi heparin binding protein.
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INTRODUCAO

1.1 Doenc¢a de Chagas

A doenca de chagas, cujo agente etioldgico € o protozoario T. cruzi, foi
primeiramente descrita por Carlos Chagas (1909). Esta doenca € uma zoonose
altamente difundida em 21 paises do continente americano, sendo distribuida em
regides endémicas do México a Argentina (Fig. 1). Cerca de 16 a 18 milhdes de
individuos estédo infectados, sendo que 100 milhdes de individuos encontram-se sob
risco de contrair a doenca (WHO 2002).

Doenca de Chagas

. Paises onde a doenca de
Chagas é endémica.

Figura 1. Distribuicdo da doenca de chagas no mundo. Esquema retirado da pagina
da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) http://www.who.int/ctd/chagas/geo.htm (acessado
em marco de 2007).

Acredita-se que a relagdo entre os seres humanos e o T. cruzi nas Américas
antecede a colonizagéo, tendo sido confirmada a presenca de DNA do protozodrio
por reacfes em cadeia de polimerase (PCR) em mumias andinas datadas de 4000
anos (Ferreira e cols., 2000; Guhl e cols., 1999; Rothhammer e cols., 1985), e mais
recentemente, em mumias sub-andinas de até 9000 anos de idade, encontradas
essencialmente em regides costeiras do deserto do Atacama, entre o sul do Pera e
norte do Chile (Aufderheide e cols., 2004).
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A transmissdo natural ocorre freqlientemente nas areas endémicas,
principalmente pela introducdo do homem, que reside geralmente sob condi¢Ges
precarias de habitacdo, no ecossistema do triatomineo, inseto vetor vulgarmente
conhecido como barbeiro. Além da transmissdo vetorial, o T. cruzi pode ser
transmitido por transfusdo sanglinea, transplante de érgaos, transmissao congénita,
acidentes de laboratorio ou ingestdo de animais e alimentos infectados (Dias, 1992;
Wendel e Dias, 1992). Uma forma alternativa e menos comum de transmissédo é
observada durante a amamentacdo, devido a presenca do T. cruzi no leite de
mulheres que estdo na fase aguda da doenca, descrito primeiramente por Mazza e
colaboradores (1936). A deteccdo de tripomastigotas também foi evidenciada no
leite de camundongos infectados experimentalmente, sendo reportado que a
pasteurizacao do leite contaminado inativa as formas tripomastigotas de T. cruzi e
evita a transmisséo para a prole dos animais (Ferreira e cols., 2001).

A cardiomiopatia chagésica, uma importante manifestacédo clinica da doenca,
constitui um relevante problema de salde publica e de grande impacto econ6émico,
sendo este ultimo gerado pelo elevado indice de incapacidade fisica dos individuos,
ocasionando aposentadorias precoces. Assim, na década de 90, programas de
controle da doenca foram realizados em paises pertencentes ao cone sul da
América, objetivando eliminar a transmisséo vetorial e transfusional da doenca de
Chagas pela fumigacéo com inseticidas em regides endémicas e pelo maior rigor no
controle sorolégico de bancos de sangue, respectivamente (Moncayo, 1999a;
1999b). Em 1997, paises Andinos e da América Central se uniram a essa iniciativa,
sendo evidenciada a erradicacdo da transmissdao no Uruguai (1997) e mais
tardiamente no Chile (1999) (Moncayo, 2003). Em junho de 2006, o Brasil recebeu
uma certificacdo concedida pela Organizacdo Pan-Americana da Saude
(OPS)/Organizacdo Mundial de Saude (OMS), relativa a eliminagdo da transmissao
da doenca de chagas pelo Triatoma infestans, e pela via transfusional (Dias, 2006).
No entanto, as secretarias municipais e estaduais devem persistir na vigilancia de
modo a se capacitarem para surtos decorrentes de transmissao oral da doenca,
como relatado na Amazonia, Santa Catarina e Ceara e resisténcia de triatomineos a
inseticidas (Dias, 2006). Além disso, a grande dispersao de vetores infectados e a
intensa imigracdo para a Amazonia possibilita a emersédo da doenca de Chagas na
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regido (Coura e cols.,, 2002; Dias e cols.,, 2002), justificando a recente
implementacdo da vigilancia epidemiolégica e ambiental da doenca (Agrelo, 2006).

Na Bolivia, o programa de controle da doenc¢a de Chagas iniciou-se apenas em
1998 (Moncayo, 1999a; 1999b) e a doenca ainda representa um importante
problema de saude publica, onde a infeccdo pelo T. cruzi afeta 20% de toda a
populacéo, cerca de 180 mil habitantes, e a transmissdo de mae para filho ocorre em
torno de 5% (Billot e cols., 2005). Salomone e colaboradores (2003) demonstraram
através da PCR a presenca do DNA de T. cruzi em individuos com sorologia
negativa, sugerindo desta forma uma revisdo nas recomendacdes de diagndsticos
da doencga de Chagas. Entretanto, o método de rotina utilizado nos laboratérios para
diagndstico € principalmente a sorologia que apresenta taxas de especificidade e
sensibilidade superiores a 90% (Punukollu e cols., 2007). Devido ao elevado custo, o
diagndstico por PCR vem sendo utilizado apenas em casos de sorologia duvidosa
como teste de confirmagéo.

A doenca de Chagas evolui em 2 fases sucessivas: aguda e cronica. A fase
aguda se caracteriza por apresentar uma elevada parasitemia (Antas e cols., 1999;
Grauert e cols., 1993; Hofflin e cols., 1987), sendo esta rapidamente controlada pelo
sistema imunolégico que ndo é capaz de eliminar completamente o parasito. Esta é
uma fase de dificil detec¢cdo e na maioria dos casos ndo ha manifestacdes clinicas
evidentes. Porém, criancas e, menos freqientemente, adultos infectados podem
desenvolver sintomas expressivos nesta fase (Tanowitz e cols., 1992). As principais
caracteristicas da fase aguda incluem febre, mialgias, suor, hepatoesplenomegalia,
falha no coragdo proveniente de miocardite, expansdo do coracdo e menos
freqientemente meningoencefalites (Punukollu e cols. 2007).

A maioria dos individuos se recupera desta fase aguda, e ingressa em uma
fase cronica assintomatica, a forma indeterminada. Esta fase da infeccdo tem sido
definida baseada no critério de positividade em testes soroldgicos e parasitologicos,
auséncia de sintomas e sinais da doenca de Chagas, auséncia de alteracdes
eletrocardiogréficas e tamanho regular do coragéo, es6fago e colon (Teixeira e cols.,
2006). Entretanto, ap6s anos ou décadas, cerca de 30% dos individuos infectados
passam a apresentar complicacdes cardiacas, digestivas (Elizari, 1999; Higuchi e
cols., 2003) e/ou neurolégicas na fase crénica da doenca (Brener, 1980; Dias e
Coura, 1997; Koberle, 1968). Menos de 10% das pessoas infectadas com T. cruzi
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desenvolvem a forma digestiva da doenga que é caracterizada por importantes
alteracbes morfologicas e funcionais do eséfago e colon, sendo principalmente
resultante da destruicdo neuronal do trato gastrointestinal (Geraldino e cols., 2006;
revisto por Soares e cols., 1999).

A cardiopatia chagasica € a mais devastadora manifestacdo da doenca de
chagas, afetando 1/3 de todos os individuos infectados. Esta é progressiva e
irreversivel, podendo se apresentar como dilatacdo do coracdo, arritmias cardiacas
graves geradas pelo aneurisma de ponta, eventos tromboembodlicos que podem
provocar infarto do miocardio e insuficiéncia cardiaca congestiva (Punukollu e cols.,
2007; revisto por Tanowitz e cols., 1992). Observa-se a destruicdo da massa
muscular que é substituida por intensa fibrose, provocando interrupcdo das fibras
miocardicas e remodelamento da matriz extracelular, levando a uma
descompensacdo progressiva do miocardio. O aumento da expressao de
componentes de matriz extracelular foi evidenciado ainda na fase aguda em
diferentes modelos experimentais (Andrade e cols, 1989; Calvet e cols., 2004;
Sanchez e cols., 1993; Silva e cols., 1999). Existem diversas teorias que tentam
explicar a forma cardiaca cronica da doenca de Chagas. As duas principais teorias
discutidas na literatura séo as de autoimunidade e dano tissular (Cunha-Neto e cols.,
2006; Tarleton, 2003).

A dificuldade de se encontrar parasitos viaveis na fase cronica da doenca de
Chagas e a demonstracdo de antigenos comuns entre o T. cruzi e fibras do coracao
humano, tem sustentado a teoria de autoimunidade (Revisto em Higushi 1999; Leon
e Engman 2003). Além disso, antigenos do T. cruzi estariam provocando uma auto-
reatividade de linfécitos CD4 contra o tecido cardiaco (lwai e cols., 2005;
Kierszenbaum, 1999), sugerindo que a miocardite perpetue independente da
presenca do parasito.

A hipotese do dano tissular postula que a extensao dos danos provocados ao
tecido cardiaco na miocardiopatia chagasica crénica estaria vinculada a persisténcia
do parasito (Fuenmayor e cols., 2005;Tarleton, 2001; 2003). Mesmo sendo a
presenca do T. cruzi raramente evidenciada no tecido cardiaco em preparacdes
histologicas, a utilizacdo da PCR tem permitido demonstrar a expressdo de
antigenos do parasito durante esta fase da doenga (Carod-Artal, 2006). Além disso,

evidéncias demonstram a reativacao da infeccao pelo T. cruzi pela imunosupresséo
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de pacientes com cardiopatia chagasica crbnica, sendo observados sinais clinicos
mais intensos (revisto por Ferreira e Borges 2002; Fontes Rezende e cols., 2006).
Estes dados apoiam a hip6tese do dano tissular e corroboram a idéia de que a
persisténcia do parasito em seu hospedeiro esteja diretamente ligada a patogénese
da miocardite cronica na doenca de Chagas. No entanto, a questdo autoimunidade X
persisténcia do parasito ainda permanece controversa. Atualmente, alguns
pesquisadores acreditam que a presenca do parasito desempenhe um papel
primario na miocardiopatia chagasica crbnica e provavelmente atue como adjuvante
para uma reacdo cruzada entre antigenos comuns do parasito e das fibras do
miocardio, resultando numa grave miocardite (Higushi e cols., 2003; Kierszenbaum,
2005).

O tratamento quimioterapico da doenca de Chagas ainda é alvo de intensa
investigacdo. Atualmente, o tratamento clinico esta restrito ao uso de benznidazol
(N-benzil-2-nitro-1-imidazol acetamida), uma vez que a producao de nifurtimox (3-
metil-4-(5'-nitrofurfurilidenoamino) tetrahidro-4H-1,4-tiazina-1,1-di6xido) foi
descontinuada na década de 80 no Brasil e posteriormente, em outros paises da
América do Sul. O nifurtimox e o benznidazol sé&o efetivos na fase aguda da doenca,
mas possuem efeitos limitados durante a fase crbnica, sendo mais indicados para
infeccdes recentes, forma congénita, reativacdo associada a imunossupressao, e em
situacdes de transfusbes e transplante de oOrgdos (Rassi, 1982). Contudo, a
prescricdo de drogas tripanocidas tem sido indicada na fase crbonica da doenca de
Chagas, uma vez que estudos reportam uma reducdo na inflamagéo e reverséo da
fiborose cardiaca apés o tratamento com benzinidazol (Andrade e cols., 1991).
Relatos recentes demonstraram que o tratamento na fase cronica da doenca com
benzinidazol, em modelos murinos, leva a uma redugdo na carga parasitaria,
disfuncdo cardiaca e miocardite (Garcia e cols., 2005). Recomendag¢fes recentes
da OMS indicam o tratamento com benznidazol para pacientes com menos de 10
anos de infeccdo (fase crbénica precoce), mas ha controvérsias sobre a eficacia do
tratamento em pacientes com mais de 10 anos de doenca (revisto por Coura e
Castro, 2002). Os resultados obtidos com nifurtimox e benznidazol variam de acordo
com a fase da doenca de Chagas, o periodo e a dose do tratamento, a idade e
origem geogréfica dos pacientes, possivelmente devido as diferencas na
suscetibilidade do hospedeiro e das diferentes cepas de T. cruzi (Andrade e cols.,
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1992; Cancado, 1999; revisto em Coura e Castro, 2002). Nifurtimox e benznidazol
apresentam sérios efeitos colaterais, que incluem anorexia, emagrecimento e
manifestacbes digestivas, causadas pelo nifurtimox, e dermatites com erupcao
cutanea e polineuropatias, causadas pelo benznidazol (revisto por Cangado, 1997;
Castro e cols., 2006; Coura, 1996).

Sendo assim, a busca de compostos ativos em ambas as fases da doenca
permanece uma investigacédo essencial para o controle desta patogenia. Os avangos
nos estudos sobre a biologia do T. cruzi tém contribuido para identificagdo de novos
alvos permitindo o desenvolvimento de quimioterapicos, incluindo aqueles que
atuem na biossintese de esterol, na inibicdo de cisteina protease e no metabolismo
de pirofosfato do parasito (revisto em Urbina e Docampo, 2003) ou mesmo,
disparando o processo de apoptose no parasito (De Souza e cols., 2006). Em 2006,
durante o encontro sobre drogas efetivas em doencas negligenciaveis (DNDi), no
Rio de Janeiro, foi sugerido a avaliacdo do efeito de drogas conjugadas a
benznidazol.

Por outro lado, a aplicagdo de terapia celular tem sido uma alternativa
promissora no tratamento da doenca de Chagas. Recentemente, Vilas-Boas e
colaboradores (2006) relataram uma melhora na qualidade de vida e capacidade
funcional do miocéardio de pacientes transplantados com células progenitoras de
medula 6ssea, sendo considerado um método fisiolégico sem requerimento de
medicac¢les especificas e atualmente, abre novas perspectivas para uma nova linha

terapéutica na doenca de Chagas.

1.2. Trypanosoma cruzi

O T. cruzi, protozoario hemoflagelado pertencente a ordem kinetoplastidae e
familia Trypanosomatidea é um parasito digenético, ou seja, necessita de dois
hospedeiros distintos para o desenvolvimento de seu ciclo biolégico: um hospedeiro
vertebrado e outro hospedeiro invertebrado. Durante as diferentes etapas de seu
ciclo de vida, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas distintas: tripomastigotas,

epimastigotas e amastigotas (Fig. 2).
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Figura 2. Desenhos esquematicos de T. cruzi. (A) Caracteristicas morfoldgicas das formas
tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas. (B) Distribuicdo de organelas intracelulares
em epimastigotas (adaptado de Docampo e cols., 2005 — Nature Reviews Microbiology).
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Tripomastigotas sdo formas alongadas (Fig. 2A), medindo aproximadamente
25 um e possuindo um flagelo que Ihes confere grande mobilidade (De Souza,
2002). O cinetoplasto, organela rica em DNA extracromossomico, tem a forma
arredondada apresentando uma constituicdo em lamelas espacadas (Tomlinson e
cols., 1995) e localizando-se na regido posterior ao nucleo (De Souza, 2002). Os
tripomastigotas sdo formas infectivas nao multiplicativas e podem ser observados no
sangue do hospedeiro vertebrado e no intestino posterior do Triatominio, sendo
denominados tripomastigotas sanglineos e metaciclicos, respectivamente
(Brener,1973).

Epimastigotas sdo formas alongadas (Fig. 2A e B), com cerca de 20 a 40 um,
gue possuem flagelo longo e sdo incapazes de infectar células de mamiferos (De
Souza, 2002). O cinetoplasto é um disco ligeiramente concavo, localizado na por¢ao
anterior do parasito (Almeida-de-Faria e cols., 1999). Estas formas proliferativas séo
encontradas principalmente no intestino do hospedeiro invertebrado. No entanto,
durante a diferenciacdo da forma tripomastigota em amastigota no ciclo intracelular,
observam-se formas intermediarias semelhantes a epimastigotas (“epimastigota
like"), sendo evidenciada a presenca de antigenos especificos de epimastigotas
(3C5) na superficie destes parasitos (Almeida-de-Faria e cols., 1999).

Amastigotas sao formas arredondadas (Fig. 2A), medindo aproximadamente
4um, que possuem flagelo curto, acarretando uma baixa mobilidade desta forma
evolutiva (Rey, 1991). O cinetoplasto localizado na regido anterior ao nucleo é
alongado, em forma de barra e apresenta uma constituicdo em lamelas densas
(Tomlinson e cols., 1995). As amastigotas sao formas infectivas e capazes de se
multiplicar no citoplasma de células do hospedeiro vertebrado (Carvalho e De Souza,
1986; De Souza 2002; Ley e cols., 1990).

O T. cruzi, como outros tripanosomatideos, possui compartimentos
intracelulares funcionalmente distintos, organelas tipicas de células eucarioticas (Fig.
2B), assim como algumas que lhe sdo proprias (revisto em De Souza, 1984; 2002).
Sua membrana plasmatica é composta por proteinas, lipideos e carboidratos, estes
ultimos distribuidos na superficie externa (De Souza e cols., 1978). Um grande

namero de proteinas estd associado a membrana por &ancoras de
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glicosilfosfatidilinositol (Schenkman e cols.,, 1988). O colesterol presente nas
membranas do parasito é captado do hospedeiro ou do meio através de receptores
especificos (Soares e De Souza, 1991), sendo o ergosterol o esterol endégeno
majoritario (Fagundes e cols., 1980; Wililams e cols.,, 1966;). Além disso,
microtubulos subpeliculares distribuem-se por todo o corpo do parasito e formam um
citoesqueleto imediatamente abaixo da membrana plasmética, exceto na bolsa
flagelar e citdstoma permitindo a ingestdo de macromoléculas por endocitose (De
Souza, 2002).

1.3. Ciclo Evolutivo

A transmissdo natural ocorre atravées das fezes do vetor infectado,
Hemipteros Reduvideos da subfamilia Triatominae, sendo os principais géneros:
Rhodnius, Triatoma e Panstrongylus.

No intestino médio do inseto vetor infectado, as formas epimastigotas aderem
ao epitélio intestinal por hemidesmossomos via uma glicoproteina de 72 kDa (Sher e
Snary, 1982) e iniciam uma intensa replicacdo por fissdo binéria (De Souza 2002;
Zeledon; 1997). Apds sucessivas divisbes, 0s epimastigotas se diferenciam em
tripomastigotas metaciclicos que sao eliminados nas fezes e urina durante o repasto
sanglineo do inseto vetor (Schaub e Losch, 1988).

O parasito ndo é capaz de penetrar na pele integra, assim, formas
tripomastigotas metaciclicas penetram através do ferimento causado pela picada do
inseto vetor e/ou por pequenas fissuras presentes na pele do hospedeiro vertebrado,
permitindo a invasao de macréfagos e/ou fibroblastos do tecido conjuntivo préximos
a “porta de entrada” do parasito. De 7 a 10 dias ap0s o periodo de incubacao o sitio
de entrada do parasito no homem é marcado por uma lesdo de pele denominada de
chagoma de inoculacdo, frequentemente na face do individuo. Os tripomastigotas
metaciclicos também podem penetrar pela conjuntiva ocular, gerando dessa forma
uma inflamacgéo local denominada sinal de Romafa (Fig. 3) (Romafa e Meyer,
1942).

10



INTRODUCAO

Figura 3. Sinal de Romafia caracteristico: edema bipalpebral unilateral. Foto
retirada do site http://www.bioscience.org/2003/v8/e/948/figures.htm (acessado em
marco de 2007)

No hospedeiro vertebrado, as formas tripomastigotas metaciclicas sao
capazes de invadir e desenvolver seu ciclo intracelular em diferentes tipos celulares
(Brener, 1973). Apés a invasdo, os tripomastigotas sdo observados em vacuolos
parasitoforos que se fundem com endosomas tardios e lisosomas (Meirelles e cols.,
1986; Woolsey e Burleigh 2004). Em seguida, as formas tripomastigotas escapam do
vacuolo parasitoforo, apés acidificacdo e formacao de poros por ativacdo de Tc TOX
(Andrews e cols., 1990), se diferenciam em formas amastigotas no citoplasma e
iniciam o processo de divisdo celular (fissdo binaria). Apds sucessivas divisdes, as
formas amastigotas se diferenciam em tripomastigotas que serao liberadas no
intersticio apds a ruptura da célula hospedeira. Os parasitos poderao infectar outros
tipos celulares, alcancgar a corrente sangliinea ou serem ingeridos pelo inseto vetor
fechando assim o ciclo biologico da doenca (Brener, 1973; Chagas, 1909; 1911a,b;
1922) (Fig. 4).

11
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Figura 4. Ciclo evolutivo do T. cruzi - No hospedeiro invertebrado (A) formas epimastigotas
(B) se multiplicam no lumen do intestino. A diferenciacdo para tripomastigotas metaciclicos
(C) ocorre na porcao final do intestino com posterior liberacdo nas fezes do hospedeiro
invertebrado. Estas formas infectam o hospedeiro vertebrado (D). Apos adesdo (E) e
penetracdo (F) nas células hospedeiras, os tripomastigotas se diferenciam em amastigotas
multiplicativos (G) e apos diferenciagdo ocorre ruptura celular com liberacdo de
tripomastigotas sangiineos (H). Estas formas podem invadir misculos e outros tecidos. O
ciclo se fecha quando o individuo infectado € picado pelo triatomineo (Esquema gentilmente
cedido por Rubem Barreto [A: Demetry C, capturado em 26/07/2005; B: Santa-Rita et al.,
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2005; C: Vatarunakamura et al., 2005; D: USP, capturado em 26/07/2005; E: Barbosa HS,
capturado em 26/07/2005; F: Andrews N, capturado em 26/07/2005; G: FIOCRUZ,
capturado em 25/07/2005; H: Dantas et al., 2003]).

Tendo em vista o definido tropismo do T. cruzi por células musculares
cardiacas (Brener, 1973; Cabrine-Santos e cols., 2001; Franco e cols., 2003; Vera-
Cruz e cols., 2003), levando a graves alteragbes evidenciadas na doenca de
Chagas, utilizamos cultura primaria de células musculares cardiacas como modelo
experimental para andlise de moléculas envolvidas no processo de reconhecimento
parasito-célula hospedeira. Assim, uma breve descricdo estrutural e funcional do
tecido cardiaco sera abordada para melhor entendimento do modelo aplicado.

1.4. Tecido cardiaco

O tecido muscular cardiaco tem origem no mesoderma. Inicialmente,
moléculas sinalizadoras secretadas pelo endoderma (BMP, fator de crescimento de
fibroblasto, Shh) atuam como mediadores da formacdo do mesoderma cardiaco,
onde a expressao de Wnt, e outros fatores transcricionais cardiogénicos regulam
diferentes aspectos da morfogénese e citodiferenciagdo cardiaca até completa
formacéo do 6rgdo (revisto por Brand, 2003).

O masculo cardiaco é constituido por células alongadas apresentando nucleo
anico central. A interface entre as células € mediada por jun¢bes terminais,
denominadas discos intercalares, que permitem estabilidade mecanica e
comunicacao elétrica e quimica através de membranas de células adjacentes, sendo
visualizado como uma densa linha transversa presente em fibras musculares por
microscopia O6tica (Bennett e cols., 2006; Yeager, 1998). Nos discos intercalares
encontram-se trés especializa¢des juncionais (revisto por Gutstein e cols., 2002): (i)
juncdes aderentes, que servem para ancorar os filamentos de actina dos sarcomeros
terminais; (i) desmossomos, que auxiliam na estabilizagdo mecéanica por integrar
filamentos intermediarios (Ehler e cols., 2001); e (iii) jungdes comunicantes (Junc¢des
“Gap”), responsaveis pelo transporte de ions entre as células, permitindo sincronia
na contragcdo muscular (Barr e cols., 1965; revisto por Bernstein e Mortey 2006; De
Mello, 1982).

13
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Para manter sua atividade funcional, contracdo muscular, o tecido cardiaco
apresenta uma citoarquitetura complexa. A fibra muscular cardiaca é constituida de
células com grande namero de miofibrilas, cuja unidade contratil — o sarcomero —
apresenta cerca de 2,2 um de comprimento (Fig. 5). O sarcOmero consiste de uma
unidade altamente organizada constituida de filamentos finos (actina e proteinas
associadas) e filamentos grossos (formados por miosina Il), que se encontram
parcialmente sobrepostos e delimitados por duas linhas Z ou discos Z, que por sua
vez apresentam a-actinina e Cap Z como proteinas majoritarias (Fig. 5). Os
filamentos de actina e proteinas associadas constituem a banda | e a regido de
sobreposicdo de filamentos de actina e miosina Il é denominada de banda A,
enquanto a banda H é constituida apenas de filamentos de miosina Il. Dividindo a
banda H, existe uma regido onde os filamentos de miosina se ligam entre si por
projecdes transversais, denominada linha M (Fig. 5). Proteinas gigantes como titina
(3 a 4 MD) conferem a manutencédo do comprimento e estabilidade dos sarcomeros,
enquanto a nebulina (0,6 a 0,9 MD) regula o comprimento do filamento de actina no
sarcomero (Wang, 1996).

Miosina

Disco Z Titina Linha M (Filamento grosso)
\ Nebulina Actina Disco Z
<= CapZ \ (Filamento Fino) ovactinina__ g
Mz D - o e e e R e e S S O DG Caz>
o C>a>

e

|— BandaHJ
Banda | Banda A Banda |

SarcOmero

Figura 5. Esquema da distribuicdo de proteinas do citoesqueleto em sarcoémeros,
unidade contratil do musculo estriado, determinando a localizacdo de filamentos
finos, grossos e proteinas associadas. Esquema retirado do livro de Alberts e cols.,

2002. “Molecular Biology of the Cell, 42 edicéo.

A contracdo muscular se inicia pela mudanca do potencial de acdo da
membrana plasmatica (sarcolema), sendo este diferencial de a¢do conduzido ao
reticulo sarcoplasmatico por tibulos T, levando a liberac&o transiente de Ca?* para o
citoplasma (Honore e cols., 1987). O Ca®' livre se liga a troponina C, um
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componente do complexo troponina-tropomiosina, que muda sua conformacao
estrutural e permite a exposicao do sitio de ligagdo do filamento de actina. Assim, a
cabeca de miosina interage com o filamento de actina (Gordon e cols., 2000) e a
liberagcdo de fosfato pela hidrdlise de ATP gera a for¢a de contragdo (Holmes, 1996),
possibilitando o movimento da cabeca de miosina pelo filamento de actina e

consequentemente o encurtamento do sarcémero, produzindo a contracdo muscular.

1.5. Interacgéo T. cruzi-célula hospedeira

O T. cruzi, assim como virus e algumas bactérias, € um parasito intracelular
obrigatorio e apresenta capacidade de invadir e se replicar no interior de células de
mamiferos (Gruenheid e Finlay 2003). Existe ainda uma outra classe de patégenos
gue sao capazes de se replicar extracelularmente, entretanto, escolnem um estilo de
vida intracelular, obtendo assim um nicho mais favoravel a sua sobrevivéncia. Dessa
forma, diversos patdgenos tém desenvolvido diferentes estratégias que possibilitam
sua invasdo em células hospedeiras (Gruenheid e Finlay 2003).

O mecanismo de invasdao de células fagociticas profissionais e nao
profissionais pelo T. cruzi pode ser dividido em duas importantes etapas: adeséo
seguida de internalizagdo do parasito (Andrews e Colli, 1982; Meirelles e cols.,
1982). Durante o processo de infecgao pelo T. cruzi, as formas tripomastigotas
necessitam migrar através da matriz extracelular antes de poderem aderir e penetrar
na célula hospedeira (Nde e cols, 2006). Esse evento facilita a interacdo de
moléculas presentes na superficie das células hospedeiras com os ligantes
presentes no parasito, favorecendo o processo de reconhecimento celular.

A adesdo € uma etapa crucial no processo de invasdo de células de
mamiferos pelo T. cruzi, sendo mediada pelo reconhecimento de diferentes
moléculas na superficie do parasito e da célula hospedeira. O processo de invaséo
do T. cruzi ainda é bastante discutido e parece ser dependente do tipo celular, da
forma evolutiva do T. cruzi, e da via de sinalizacdo (Barbosa, 1999; Burleigh e
Woolsey, 2002). Carboidratos desempenham um importante papel no
reconhecimento T. cruzi-célula hospedeira, sendo evidenciada a participacdo de
moléculas de manose, galactose, N-acetil galactosamina e N-acetil glicosamina
durante o processo de adesdo do parasito em diferentes tipos celulares (Araujo-
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Jorge, 1989; Barbosa e Meirelles, 1992; Bonay, 2001; Villalta e Kierszenbaum,
1985). Existem evidéncias demonstrando que moléculas de &cido sidlico, um
carboidrato terminal presente na superficie celular, estdo envolvidas no processo de
adesdo e subsequente internalizacdo do T. cruzi na célula hospedeira. O T. cruzi
nao é capaz de sintetizar acido sialico, no entanto, ele apresenta uma glicoproteina
de superficie com atividades neuraminidase e trans-sialidase a qual desempenha um
importante papel na interagdo parasito-célula hospedeira (Schenkman e cols., 1994;
Soeiro e cols., 1995), removendo moléculas de &cido sidlico da superficie da célula
alvo, preferencialmente ligados em uma posicdo a-2,3, e transferindo-os para
glicoproteinas semelhantes a mucinas presentes em sua superficie (Acosta-Serrano
e cols., 2001; Burleigh e Andrews, 1995; Schenkman e cols., 1993; revisto por
Yoshida, 2006). Além disso, células deficientes em &cido sidlico apresentam uma
reducdo nos niveis de infeccdo, sugerindo o papel do &cido sidlico na invasdo do
parasito (Ming e cols., 1993).

Formas tripomastigotas metaciclicas e provenientes de cultivo celular de T.
cruzi apresentam um distinto arsenal de moléculas em suas superficies que
diferencialmente interagem com componentes da célula hospedeira no momento do
reconhecimento e/ou invasao (revisto por Yoshida, 2006). Diferentemente das
formas sanguineas e de cultivo celular, os tripomastigotas metaciclicos apresentam
uma molécula de superficie estagio especifica, a gp82. Estudos revelaram que a
gp82 é capaz de se ligar a mucinas gastricas, sugerindo a capacidade desta
glicoproteina de tripomastigotas metaciclicos promover a invasdo da mucosa
gastrica (Neira e cols. 2003). A reducdo da infeccdo de camundongos desafiados
por infeccdo oral apds o tratamento do parasito com o anticorpo 3F6, anticorpo anti-
gp82, corrobora a participacdo desta molécula no processo de invasdo (Neira e
cols., 2003). Além disso, estudos com isolados de tripomastigotas metaciclicos
deficientes em gp82 (isolados 569 e 588) revelaram uma reducdo da infeccdo da
mucosa gastrica em animais infectados via oral (Cortez e cols., 2003). Em contraste,
0S ensaios in vitro com os isolados 569 e 588 demonstraram uma capacidade de
infeccdo semelhante ao parasito selvagem (controle), sendo este evento associado
a similaridade funcional da glicoproteina gp30, presente na superficie dos
tripomastigotas metaciclicos mutantes (569 e 588), com a gp82, mas com baixa
eficiéncia em ligar mucinas géstricas (Cortez e cols., 2003). Moléculas semelhantes
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a mucinas gp35/50 também estdo envolvidas no processo de invasdo de formas
metaciclicas, sendo determinada pela inibicdo com anticorpo 10D8 ou a
glicoproteina nativa purificada (revisto por Yoshida, 2006).

A Tc85 pertence a uma familia constituida por uma populagdo heterogénea
de glicoproteinas de superficie ancoradas em glicosilfosfatidilinositois (GPIs)
(Andrews e cols, 1984; Katzin e Colli,1983), estando esta molécula presente em
formas tripomastigotas infectivas (revisto por Yoshida, 2006). O envolvimento da
Tc85 no processo de adesao e penetracao do parasito foi demonstrado utilizando-se
anticorpos monoclonais anti-Tc85 que foram capazes de inibir significativamente a
infeccdo de células hospedeiras pelo T. cruzi (Abuin e cols., 1989; Alves e cols.,
1986). A Tc85-11, uma glicoproteina isolada da superficie do parasito, possui dois
sitios de ligacdo com propriedades adesivas para laminina e citoqueratina 18
(Magdesian e cols., 2001). Além disso, Villalta e colaboradores (2001) reportaram o
envolvimento de uma trans-sialidase, denominada gp83, no processo de invasao do
T. cruzi em macréfagos, fibroblastos e mioblastos, participando do
desencadeamento de transducdo de sinais que favorecem a entrada do parasito.
Relatos recentes, demonstraram que a molécula de ligagdo ao T. cruzi gp83
aumenta os niveis de transcricdo e expressdo da mais abundante isoforma de
laminina em humanos (laminina y-1), o que leva a um aumento na infeccdo de
células de musculo liso de artéria coronariana humana (HCASM) (Nde e cols., 2006).

Além de laminina, a participagdo de outros componentes de matriz
extracelular foi identificada no processo de invasao. Evidéncias tém demonstrado
que fibronectina, uma glicoproteina de matriz extracelular, promove adesdo e
entrada de tripomastigotas em macrofagos e fibroblastos (Ouaissi e cols., 1985;
Wirth and Kierszenbaum, 1984) e amastigotas por macrofagos murinos ou humanos
(Noisin e Villalta 1989). Calvet e colaboradores (2004) demonstraram a participagéo
da sequéncia Arg-Gli-Asp (sequéncia RGD) da molécula de fibronectina na invasao
de formas tripomastigotas de T. cruzi em cardiomiécitos.

Além das proteinas de matriz extracelular mencionadas, 0s
glicosaminoglicanos (GAGs) também podem desempenhar um importante papel na
patogénese de processos infecciosos. A diversidade estrutural da cadeia dos GAGs
oferece muitas possibilidades de reconhecimento biologico e estas caracteristicas os
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tornam um potencial alvo de adesdo de microorganismos (Barragan e cols., 1999;
Calvet e cols., 2004; Carruthers e cols., 2000; Park e cols., 2001).

Em virtude do enfoque tematico desta dissertacdo de mestrado estar
direcionado a participacdo de proteoglicanos sulfatados e seus ligantes no processo
de interacdo T. cruzi-cardiomidcito, abordaremos aspectos estruturais e biolégicos
destas moléculas para melhor entendimento de seu papel no reconhecimento

parasito-célula hospedeira.

1.6. Matriz extracelular

A matriz extracelular foi inicialmente identificada como uma estrutura
relativamente inerte, com a fung¢é@o de estabilizar a estrutura fisica dos tecidos. No
entanto, atualmente esta claro que a matriz desempenha um papel muito mais ativo
e complexo na regulacdo de diferentes processos celulares do comportamento das
células com as quais esta associada (Farhadian e cols., 1996). A matriz extracelular
€ composta por diferentes proteinas versateis e polissacarideos que sdo secretados
localmente e montados em uma organizada rede integrada a superficie celular. As
interacdes célula-matriz extracelular parecem ser dindmicas e reciprocas, iniciando
um fluxo de informacdo bidirecional que regula processos fundamentais incluindo
crescimento, diferenciagdo, migracdo e reconhecimento celular (Farhadian e cols.,
1996). A matriz extracelular determina as caracteristicas fisicas dos tecidos e muitas
das propriedades biol6gicas das células nela inseridas. Os componentes
majoritarios da matriz sdo proteinas fibrosas que conferem resisténcia a tenséo e
resiliéncia (os diversos tipos de colagenos e a elastina), glicoproteinas adesivas
(como fibronectina, laminina e tenascina) e proteoglicanos que formam um gel
hidratado capaz de resistir a forcas de compresséo (Esko, 1999). Com excec¢éo da
elastina e do &cido hialurénico, todas as outras classes de moléculas consistem de
proteinas relacionadas que sdo derivadas de genes individuais (Schonherr e
Hausser, 2000).

1.7. Glicosaminoglicanos

Inicialmente acreditava-se que os Glicosaminoglicanos (GAGSs) apresentavam
importante papel no preenchimento do espaco intersticial, facilitando a orientagéo e
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organizagao da matriz extracelular. No entanto, avan¢gos no conhecimento destas
moléculas tém demonstrado que a participacdo dos GAGs, e seus proteoglicanos, é
importante em uma variedade de eventos relacionados ao reconhecimento celular e
vias de sinalizagdo, adeséo, migracao e proliferagdo celular (revisto por Lopes e
cols., 2006; Porcionatto e cols., 1999; revisto por Taylor e Gallo 2006). Os GAGs,
cadeias lineares de polissacarideos compostas de unidades repetidas de
dissacarideos, sédo divididos em: (i) acido hialurénico (HA); (ii) queratam sulfato (KS);
(i) condroitim sulfato (CS); (iv) dermatam sulfato (DS); (v) heparam sulfato (HS); (vi)
heparina, sendo identificados por meio de suas estruturas, natureza de suas
moléculas de acucar, tipo de ligagdo entre as moléculas, nimero e localizacdo de
grupamentos sulfato (Jackson e cols., 1991; Turnbull e cols., 1995,) (Fig. 6).

Hepara sulfato/Heparin Querata sulfato
(505 (5053
CH DH CH 4;.|-| CHz l:lH
rl:u:ucu;.:. a .
Acido D- glucuronlco N-acetil ou N-sulfo D-galactose N-acetil
ou L-iduronico D-glucosamina D-glucosamina
Condroitim sulfato Dermata sulfato
(S0 (597)
Codr CHyOH CHyOH
1] S0y ] Q (304] a
oo Q
=]
~ = - t
O OH
OH HHCOCH, ﬁ‘:;l \ MHCOCH,
Acido D- i N-acetil " . ) N-acetil »
Acido D-glucuronico D.galactosamina Acido L-iduronico D-galactosamina

Acido Hialurdnico

6CH,OH
@ Q—B
Acido D-glucuronico N-acetil

D-glucosamina

Figura 6. Esquema representando a férmula  estrutural dos

Glicosaminoglicanos.
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Estes dissacarideos sao formados por um acido hexurbénico podendo ser D-
glicurénico (D-GIcA) ou L-idurénico (L-ldoA) e por uma molécula de agucar aminado
(hexosamina) podendo ser N-acetil-D-glucosamina (D-GICNAc) ou N-acetil-D-
galactosamina (D-GalNAc), que sdo frequentemente sulfatadas. Esta estrutura é
similar nas diferentes familias, exceto no queratam sulfato que apresenta uma
galactose no lugar do acido urénico (Gallagher e cols, 1986; Nasciuttii e cols., 2006).
A maioria dos GAGs estdo ligados a molécula serina da proteina central,
proteoglicano, por um tetrassacarideo  (Xilose-galactose-galactose-acido
glucurdnico), sendo a xilose inicialmente adicionada pela atividade da
xilosiltransferases | no reticulo endoplasméatico (RE) (Cuellar e cols., 2007), a adigdo
de duas moléculas de galactose ocorre pela atividade de galactosiltransferases | e |l
no dominio cis/medial do complexo de Golgi e finalmente, a adicdo de &acido
glicurénico pela atividade de glicuronosiltransferase | na regido trans do Golgi
(Silbert e Sugumaran, 2002). No entanto, a determinacdo do GAG s6 ocorre apos a
adicdo de a-GIcNAc pela a-N-acetilglucosaminiltransferase | ou B-GalNAc por [3-N-
acetilgalactosaminiltransferase |, identificando as cadeias das familias de heparam
sulfato e condroitim sulfato, respectivamente. O numero de repeticbes de
dissacarideos por cadeia de GAGs pode variar enormemente, desde cerca de 15
dissacarideos em queratam sulfato, até 50-200 em heparam sulfato/condroitim
sulfato, e mais de 4000 unidades no acido hialurénico. As cadeias de GAGs sao
fortemente hidrofilicas, tendendo a adotar conforma¢des que ocupam um grande
espaco em relacdo a massa, e a formar géis mesmo em baixas concentracdes.

O acido hialurénico (HA), também chamado de hialuronan, foi descoberto por
Meyer e Palmer em 1934 em humor vitreo de olhos de boi. Este € um polissacarideo
com uma elevada massa molecular, que dependendo do tecido pode variar de 2000
a 25000 dissacarideos, gerando uma variacéo no peso molecular de 10° a 10’ Da e
no comprimento de 2 a 25um (Toole, 2001). O HA é formado por dissacarideos
constituidos de acido D-glucurénico e N-acetil-D-glucosamina associados por uma
ligacdo glicosidica B1-4 sendo a cadeia formada pela ligacdo B1-3 entre
dissacarideos (Kakehi e cols, 2003; Toole, 2001). O HA, diferentemente dos outros
GAGs, ndo é modificado por sulfatacdo ou epimerizacéo (Taylor e Gallo, 2006). HA é
sintetizado na face interna da membrana plasmatica pela associa¢do de hialuronan

sintase com UDP-acido glucurénico (UDP-GIcUA) e UDP-N-acetilglucosamina (UDP-
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GlcNac), sendo a cadeia de HA transportada, através desta enzima, para a matriz
extracelular (Tlapak-Simmons e cols., 2005), podendo ligar-se a proteinas de
ligac&o a hialuronan, tais como agrecan e versican (Kakehi e cols, 2003).

Queratam sulfato (KS) foi identificado por Suzuki em 1939 em extratos de
cérneas, mas também é observado em cartilagens e no cérebro. Atualmente, este
GAG é dividido em trés diferentes classes de acordo com o tipo de ligagéo realizada
com a proteina central. Dessa forma, a classe KSI inclui todos os KS ligados a uma
asparagina; KSll se refere a todos os KS ligados a proteina por uma serina/treonina
e o KSIll determina a ligagdo do KS a proteina por uma serina/treonina via uma
manose (Funderburgh, 2000). O KS é composto por cadeias curtas de
dissacarideos, sendo alongadas pela acdo de (glicosiltransferases que
alternadamente adicionam moléculas de N-acetil glucosamina e galactose
(Funderburgh, 2000). Durante a sintese do KS, ambos as moléculas de agucar (N-
acetil glicosamina e galactose) podem ser O-sulfatados no C6 por enzimas
especificas. Duas sulfotransferases foram identificadas, sendo uma enzima com
capacidade de adicionar sulfato as moléculas GalNAc de CS e também a Gal em KS
(Habuchi e cols., 1996), enquanto a outra transfere sulfato para Gal de KS, mas nao
age sobre CS (Fukuta, 1997).

O CS e o dermatam sulfato sdo ambos derivados do mesmo polimero, sendo
constituidos por N-acetil-galactosamina (GalNAc) e acido glicurénico (GIcA). O DS
difere do CS por suas moléculas de GIcA sofrerem uma epimeriza¢do no carbono C5
para formar um &cido idurénico (IdoA) (Nasciutti e cols, 2006; Taylor e Gallo, 2006).
A proporcdo de dissacarideos contendo IdoA em DS é variavel, podendo alcancar
guase 100% da cadeia de polissacarideo (Kusche-Gullberg e Kjellén, 2003). No DS,
o sitio mais comum de sulfatacdo € no C4 da molécula GalNAc pela atividade de
condroitim 4-O-sulfotranferase 1 ,2 e 3, as quais preferem moléculas ricas em GIcA,
e dermatam 4-O-sulfotransferase, que é especifica para regides de IdoA presentes,
mas grupos sulfatos podem também ser encontrados no C6 da molécula GalNAc
pela acdo da condroitim 6-O-sulfotransferase (Turnbull e cols, 1995). Além disso, a
sulfatacdo no C2 do IdoA pode ser observada, sendo promovida pela enzima CS/DS
2-O-sulfotransferase (Taylor e Gallo, 2006).
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Heparam sulfato (HS) e heparina sdo GAGs estruturalmente semelhantes e
assim, classificados dentro de uma mesma familia. O HS foi primeiramente descrito
por Jorpes e Gardell em 1948, sendo considerado um GAG sem propriedade anti-
coagulante. No entanto, estudos demonstraram que HS isolado da superficie de
células endoteliais apresentam atividade anti-coagulante (Mertens e cols, 1992).
Heparina é sintetizada exclusivamente em mastéocitos e estocada em granulos
presentes em seu citoplasma. Por outro lado, HS é abundantemente encontrado na
superficie celular e matriz extracelular em uma grande variedade de células de
mamiferos (Lindahl e cols, 1998, Sasisekharan e Venkataraman, 2000; Salmivirta e
cols, 1996). Além disso, estudos demonstraram a presenca e manutencao estrutural
de heparam sulfato durante o processo evolutivo, desde invertebrados a humanos,
exceto em poriferas (Esko e Lindahl 2001; Ferreira e cols., 1993; Medeiros e cols.,
2000; Nader e cols., 1999). HS/heparina sédo caracterizados por apresentar uma
cadeia linear composta de 10-200 unidades de dissacarideos constituidos por
moléculas alternadas de N-acetil-D-glucosamina e &cido D-glucurdnico (Dietrich e
cols., 1983, 1998; Sasisekharan e Venkataraman, 2000). A biossintese do HS e
heparina inicia-se com a adicdo de quatro monossacarideos a uma molécula de
serina na proteina central. Posteriormente, a cadeia é estendida com adigdo de uma
GIcNAc e GIcA por duas glicosiltransferases — exostosina 1 e 2 (EXT1 e EXT2)
(revisto por Taylor e Galo, 2006). Estas cadeias sdo modificadas através de etapas
consecutivas de N-deacetilacdo e N-sulfatacdo de moléculas N-acetilglicosamina
pela atividade das enzimas N-deacetilase e N-sulfotransferases (NDST),
respectivamente, substituindo assim, um grupamento N-acetil por um grupamento
sulfato. O proximo passo da modificagdo é a epimerizagdo, onde o carbono C5 do
GIcA resulta na formacdo de um IdoA, realizada pela enzima Cb5-epimerase
(Sasisekharan e Venkataraman, 2000; Taylor e Galo, 2006). Subsequentemente,
ocorre a O-sulfatacdo do C2 da molécula IdoA e a O-sulfatacdo do C6 e C3 da
molécula GlcNAc. Diferentemente do HS, uma alta propor¢do de moléculas GIcNAc
na heparina sdo N-sulfatados, além disso, os polissacarideos sdo altamente O-
sulfatados e apresentam uma alta taxa de 1doA em relagdo a GICA. Resumidamente,
a heparina é distinguida do HS por apresentar um maior grau de modificacdes
(epimerizacéo e sulfatacdo) (Lindahl e Kjellén, 1991; Nakato e Kimata, 2002; Taylor
e Galo, 2006).
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1.8. Proteoglicanos

Os proteoglicanos séo proteinas glicosiladas complexas que contém uma ou
mais cadeias de glicosaminoglicanos sulfatados covalentemente ligadas a uma
proteina central. As cadeias de polissacarideos séo inseridas na proteina central em
uma regido apresentando os aminoacidos serina ou treonina. Como descrito
anteriormente, as moléculas de aclcares, que compdem os GAGs, ndo sao
inseridos diretamente na proteina central sendo necessaria a participacdo de quatro
monossacarideos. Primeiramente, uma Xilosiltransferase insere uma xilose, seguido
de duas galactoses e acido glucurbnico inseridos pela atividade de
galactosiltransferases | e 1l e glucuroniltransferase, respectivamente (Silbert e
Sugumaran, 2002; Taylor e Gallo, 2006) (Fig. 7). Ap6s a formacdo do
tetrassacarideo, as moléculas de carboidrato serdo inseridas por enzimas

especificas determinando assim, o tipo de proteoglicano sintetizado.
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Figura 7. Esquema mostrando a ligagdo das cadeias de GAGs na proteina
central para formacdo do proteoglicano. (Adaptado de Taylor e Gallo, 2006 sto se

dev FASEB Journal). Sm do

numero e tipo das cadeias de GAGs. O padrdo das repeticbes dos dissacarideos de
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cada GAG pode ser modificado por um padrédo complexo de sulfatagdo, aumentando
ainda mais esta heterogeneidade dos proteoglicanos. Assim, podemos definir os
proteoglicanos como um grupo diversificado de glicoproteinas altamente glicosiladas
cujas funcbes sdo mediadas tanto pelo nucleo protéico quanto pelas cadeias de
GAGs (Hardingham e Fosang, 1992).

Os GAGs de heparam sulfato (HS) presentes na superficie celular estao
envolvidos em diversos processos bioldgicos como adesdo celular, proliferacéo,
diferenciacdo, coagulacdo e metabolismo de lipidios (Bellin e cols., 2003). Sua
atividade biolégica pode ser demonstrada pela grande afinidade do HS para uma
variedade de ligantes extracelulares (Carey, 1997, Lopes e cols., 2006). Os
proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) sao diversificados e podem pertencer a
familia dos sindecans (proteoglicanos transmembrana); dos glipicans (proteoglicanos
ancorados a membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI)); ou dos perlecans,
(proteoglicanos secretados na membrana basal) (Perrimont e Bernfield, 2000). A
principal familia de proteoglicanos presentes na superficie celular € a dos sindecans
gue carregam um numero varidvel de cadeias de CS e HS em seu dominio
extracelular, enquanto seu dominio intracelular interage com o citoesqueleto de
actina (revisto por Lopes e cols., 2006). Os proteoglicanos sao encontrados em
diversos tipos celulares, em que atuam, junto com as integrinas, como receptores
para colageno, fibronectina e outras proteinas de matriz e também participam na
transducdo de sinal durante o processo de invasdo de diferentes agentes
patogénicos (revisto por Lopes e cols., 2006).

1.9. Papel de proteoglicanos sulfatados na invasao de patogenos

intracelulares

Proteoglicanos sulfatados sdo moléculas amplamente exploradas por diversos
microorganismos patogénicos durante o processo de adesdo e invasao de células
do hospedeiro, uma vez que estes se encontram expostos em grandes quantidades
na superficie das células alvo. O virus da imunodeficiéncia humana (HIV), por
exemplo, apresenta uma proteina do envelope viral gp120 capaz de interagir com
heparam sulfato, sugerindo fortemente que esta molécula possa desempenhar um

importante papel no mecanismo pés-adeséao (Vives e cols., 2005). Heparam sulfato
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também esta envolvido no processo de adesdo e infecgdo pelo virus da febre
amarela e o virus do Dengue tipo 2 (Germi e cols. 2002). Além disso, proteoglicanos
de heparam sulfato também estdo envolvidos nas etapas de reconhecimento
durante o processo de invasdo de bactérias como Listeria monocytogenes,
Pseudomonas aeruginosa e Orientia tsutsugamushi, como demonstrado por
experimentos utilizando GAG liases e linhagens celulares mutantes deficientes em
proteoglicanos (Alvarez-Dominguez e cols., 1997; Ihn e cols., 2000; Plotkowski e
cols., 2001).

N&o so virus e bactérias, mas diversos protozoarios também reconhecem
proteoglicanos de superficie durante a interacdo com a célula hospedeira. A adesao
de formas amastigotas de Leishmania amazonensis a macréfagos apresentou uma
reducdo de 60% apOs pré-tratamento dos parasitos com heparina, sugerindo a
presenca de uma proteina com afinidade para heparina na superficie de amastigotas
que poderia interagir com proteoglicanos de células de mamiferos (Love e cols.,
1993). Uma reducédo nos indices de invaséo foi evidenciada durante a interacdo de
Toxoplasma gondii e células de ovario de hamster deficientes na sintese de
heparam sulfato e heparina (Ortega-Barria e Boothroyd, 1999). Além disso,
Carruthers e cols (2000), sugeriram que diferentes proteoglicanos sulfatados,
incluindo heparina, heparam sulfato e condroitim sulfato, sdo capazes de reduzir a
mobilidade do parasito ao substrato e também reduz a adesao do T. gondii a uma
variedade de linhagens celulares do hospedeiro, tais como células monociticas,
endoteliais, epiteliais, macrofagos e fibroblastos.

Heparam sulfato e condroitim sulfato sédo predominantemente expressos na
superficie de cardiomidécito, entretanto apenas proteoglicanos de heparam sulfato
(PGHS) estdo envolvidos no processo de invasdo de cardiomiécitos por formas
tripomastigotas de T. cruzi (Calvet e cols., 2003), possivelmente via a glicoproteina
penetrina. Penetrina, € uma glicoproteina de 60 kDa descrita na superficie de formas
tripomastigotas de T. cruzi, capaz de promover a adeséo e penetracdo do parasito
em células de mamifero através da sua associacdo com heparina, heparam sulfato e
colageno do tipo | e IV (Ortega-Barria e Pereira 1991). Estudos demonstraram que a
penetrina pode ser um importante alvo para o desenvolvimento de agentes que
bloqueiam os eventos de adeséo do parasito com a célula hospedeira (Ulrich e cols.
2002).
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Assim, sendo o reconhecimento celular uma etapa crucial durante a invaséo de
patégenos, neste estudo nos propusemos a caracterizar a proteina de superficie do
T. cruzi com afinidade por heparina e determinar a natureza do dominio de ligacédo
do HS reconhecido pelo ligante do parasito, contribuindo para o entendimento do
mecanismo de invasdo do parasito a fim de gerar informagcbes que possam ser

aplicadas em estudos farmacoldgicos.
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Objetivos:

1.

Investigar o perfil de proteinas presentes nas trés formas evolutivas
do T. cruzi, com propriedades de se ligacdo a glicosaminoglicanos
sulfatados das células do hospedeiro;

Isolar polipeptidios de formas epimastigotas e tripomasigotas do T.
cruzi com propriedade de ligacdo a heparina;

Determinar algumas caracteristicas bioquimicas e fisico-quimicas

dos polipeptidios com afinidade a heparina;

Complementar estudos anteriores sobre a participacdo de
proteoglicanos sulfatados no processo de reconhecimento e invaséo
do T.cruzi em cardiomiocitos, investigando o papel de heparina e
gueratam sulfato neste processo;

Determinar a natureza do dominio de heparam sulfato envolvido no

processo de invasdo de cardiomidécitos pelo T. cruzi.
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3.1. Cultura primaria de células musculares cardiacas

Células musculares cardiacas foram isoladas de embrides com 18 dias
obtidos de camundongos Suicos (Meirelles e cols., 1986). Fémeas gravidas de
camundongos Suigos foram eutanasiadas com dioxido de carbono (CO;) em camara
mortuaria. Apos assepsia com &alcool 70%, os animais foram transferidos para
camara de disseccao e fixados na placa de contencao (placas de cortica) com a
regidao ventral para cima. Em seguida, a pele foi removida, expondo a cavidade
peritoneal, e o Utero, com cerca de 7 a 12 embrides, foi transferido para placa de
Petri (100x15mm) contendo solugéo de Ringer (NaCl 154 mM, KCI 56 mM, Na;HPO4
17 mM, pH 7,0). Em cabines de biosseguranca NB2, os embrides foram retirados do
Utero, decapitados e seus coragfes removidos apos incisdo do esterno. Os coragdes
foram transferidos para placa de Petri (35X10 mm) contendo solugéo de Ringer e
mantidos no gelo para minimizar o processo de autdlise. Ap6s a lavagem dos
coracdes em solucdo de Ringer, etapa essencial para remo¢do do excesso de
hemacias, o atrio foi descartado e o ventriculo fragmentado com auxilio de bisturi. O
tecido fragmentado foi transferido para Erlenmeyer contendo barra magnética e
lavado em solugcao de Ringer por 5 minutos (min) a 37°C sob agitagdo. Em seguida,
o material foi lavado em solugéo salina tamponada com fosfato (PBS; NaCl 137 mM,
KCI 2,7 mM, KH,PO, 0,88 mM, Na,HPO, 6,4 mM, pH 7,4) e submetido a dissociacdo
enzimatica sequencial, utilizando tripsina 0,025% e colagenase 0,01% em PBS. Os
sobrenadantes das dissociacdes foram recolhidos e a atividade enzimatica inativada
pela adicdo de meio Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com
25% de soro fetal bovino (SFB). Ap6s completa dissociacdo do tecido cardiaco, o
namero de células isoladas/mL foi determinado pela quantificacdo em camara de
Neubauer utilizando Microscépio 6ptico Zeiss equipado com contraste de fase e
objetiva de 40X. Posteriormente, as células foram plaqueadas, na densidade de 10°
células/poco, em placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro previamente
revestidas com gelatina 0,01%. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera de
5% de CO, em meio DMEM suplementado com SFB 5%, extrato embrionario 4%,
CaCl; 2,5 mM, L-glutamina 1 mM e antibioticos (penicilina e estreptomicina). O meio
nutritivo foi trocado a cada 2 dias. A infeccdo das culturas de cardiomidcitos foi
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realizada apds 24hs de cultivo. Todos os procedimentos envolvendo animais foram

aprovados pela Comiss&o de Etica no uso de Animais (Protocolo CEUA 230-04)

3.2. Linhagens celulares

As culturas de células Vero, uma linhagem celular proveniente de rim de
macaco verde africano (Hay e cols., 1992), foram mantidas em nosso laboratorio
para obtencao de formas tripomastigotas de T. cruzi (clone Dm28c).

Ao alcancar confluéncia, células Vero cultivadas em frascos de cultura (150
cm?) foram lavadas em PBS e incubadas em solucdo de PBS contendo tripsina
0,01% e acido etilenodiamino tetra-acético (EDTA) 0,01%, pH 7,2. Apds 2 a 3 min de
atividade enzimética a 37°C, as células dissociadas foram recolhidas em meio RPMI
1640 suplementado com SFB 5% e L-glutamina 1 mM. Apds determinagcdo do
ntmero de células/mL, o plagueamento foi efetuado na densidade de 3 x 10° células
por frasco de cultura (150cm?). As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera de
5% de CO;, e o meio nutritivo trocado a cada 2 dias.

Ao atingir cerca de 70% de confluéncia, as culturas foram infectadas com
formas tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, na relacéo de 5:1 parasita/célula.

3.3. Trypanosoma cruzi

3.3.1. Formas tripomastigotas e amastigotas derivadas de cultivo celular

Formas tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, foram obtidas de culturas
de células Vero infectadas. Culturas de célula Vero semi-confluentes foram
infectadas com 15 x10° tripomastigotas. Em virtude da alta infectividade do T. cruzi,
clone Dm28c, os ensaios de infeccdo foram realizados em presenca de baixa
relacdo parasita-célula hospedeira, permitindo a liberagéo de formas tripomastigotas
de T. cruzi apds 4 dias de infeccdo. Assim, as formas tripomastigotas livres no
sobrenadante das culturas infectadas foram removidas e centrifugadas a 2000 g por
15 min. O sedimento contendo os parasitas foi ressuspenso em DMEM e o namero
de parasitas/mL determinado pela quantificagdo em camara de Neubauer. Para a
obtencédo de proteinas totais (método de extracdo pelo Triton X-100) e hidrofébicas
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(método de extracdo pelo Triton X-114) foram processados 10° e 2x10%°
tripomastigotas, respectivamente, por ensaio bioquimico.

Apés 7 a 10 dias de infeccdo, formas amastigotas, liberadas pela ruptura de
células Vero altamente infectadas, foram recolhidas do sobrenadante da cultura e
separadas de “debris” celulares por centrifugacéo diferencial (100 g por 10 min). O
sobrenadante contendo os parasitas foi recolhido e centrifugado a 1500 g por 15
min. O sedimento contendo os parasitas foi lavado em PBS, o numero de
parasitas/mL determinado pela quantificacdo em camara de Neubauer e apos
centrifugacdo a 1500 g por 15 min os parasitas (10°) foram processados para

extragdo de proteinas totais.

3.3.2. Formas epimastigotas

Formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi, clone Dm28c, foram cultivadas
segundo Camargo (1964). Os parasitas foram mantidos a 28°C em frascos de
cultura (25 cm? contendo 40 mL de meio LIT (Extrato de levedura 1,5%, Fosfato
dibésico de soédio 1,15%, Glucose 0,22%, Hemina 0,002%, Infusdo de figado 0,5%,
KCI 0,04%, NaCl 0,44%, triptose 0,5%, pH 7,2) suplementado com SFB 10%. O
repique dos parasitas foi efetuado periodicamente de 4 em 4 dias na densidade de
10° parasitas/mL, sendo também controlado o aspecto morfolégico e possiveis
contaminacdes por fungos ou bactérias por microcopia Optica de contraste de fase.
Para extracdo de proteinas hidrofébicas, o cultivo de formas epimastigotas foi
amplificado para um volume final de 2,5L, obtendo-se um total de 10** parasitas.
Proteinas totais foram obtidas de uma massa de 10° parasitas.

3.4. Ensaio de competicao

Para investigar a participacéo de glicosaminoglicanos (GAGS) no processo de
invasdo do T. cruzi em cardiomidcitos, formas tripomastigotas de T. cruzi, clone
Dm28c, derivadas de células Vero foram lavadas em DMEM e pré-tratadas por 1h a
0°C com 20 pug/mL de GAGs soluveis em meio DMEM suplementado com 0,5% de
soro albumina bovina (BSA). O ensaio de competi¢cédo foi realizado com Queratam
sulfato (D-galactose e N-acetil D-glucosamina), heparina (acido D-glucurdnico ou L-
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idurbnico e N-sulfo D-glucosamina) ou fragmentos sulfatados e acetilados de
heparam sulfato obtidos pela acdo de heparitinase | (dominio N-sulfatado) e Il
(dominio N-sulfatado/N-acetilado) e pelo tratamento com &cido nitroso (dominio N-
acetilado) (Esquema 1). Heparam sulfato, queratam sulfato e heparina foram obtidos
de péncreas bovino, cornea bovina e mucosa intestinal bovina, respectivamente.
Todos os GAGs foram gentilmente cedidos pela Dra Leny Toma do Departamento
de Bioquimica da Universidade Federal de Sdo Paulo (UNIFESP).

HEPARITINASE II HEPARITINASE | Esqueleto
proteico

R

o/ ol ol 0y 80 85 @0 L

IdoUA,2S-GIcNS,6S  IdoUA-GIcNS,6S IdoUA-GIcNAc,6S  IdoUA-GICcNS IdoUA-GIcNAc GIcUA-GIcNS GIcUA-GIcNAc  GIcNS,6S

Esquema 1. Fragmentos de Heparam sulfato gerados a partir do tratamento

da molécula com Acido nitroso, Heparitinase | e Il

As culturas de cardiomidcitos crescidas em laminula de vidro (& 13mm) foram
infectadas com tripomastigotas pré-tratados com GAGs na proporcdo de 20:1
parasita/célula hospedeira e a interacdo interrompida ap6s 2 hs a 37°C em
atmosfera de 5% de CO,. ApGs interacdo em presenca de meio contendo GAG, as
culturas foram lavadas em PBS, fixadas por 5 min a temperatura ambiente em
solucdo de Bouin (75 ml de solucdo aquosa de &cido picrico 1,2%, 25 ml de
formalina (40% formaldeido) e 5 ml &cido acético glacial) e coradas pelo Giemsa
para determinacdo do indice de infeccdo. Como controle, as formas tripomastigotas
foram incubadas por 1h a 0°C em DMEM suplementado com BSA 0,5% na auséncia
de GAGs e a interagao realizada como descrito anteriormente. Todos 0S ensaios
experimentais (numero de ensaios 23) foram realizados em duplicata. O percentual
de infeccdo foi determinado pela quantificacdo randdmica de 200 células por
laminula ao microscopio 6ptico utilizando objetiva de 63X.
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3.5. Ensaio para remoc¢ao da sulfatagao

Para investigar o papel da carga negativa de GAGs durante o processo de
invasdo do T. cruzi, culturas de cardiomidcitos foram tratadas com 25 mM, 50 mM e
75 mM de clorato de sdédio em meio DMEM suplementado com BSA 0,5% por 16hs a
37°C. ApGs o tratamento, as culturas de cardiomiocitos foram infectadas com formas
tripomastigotas de T. cruzi na proporcdo de 20:1 parasitas/célula hospedeira, sendo
o clorato de s6dio mantido durante todo o processo. Apos 2hs de incubacéo a 37°C
em atmosfera de 5% de CO,, as culturas foram lavadas em PBS, fixadas por 5 min a
temperatura ambiente em solucdo de Bouin e coradas pelo Giemsa para
determinacdo do indice de infec¢do. Todos 0s ensaios experimentais (= 3 ensaios)
foram realizados em duplicata. O percentual de infeccdo foi determinado pela
quantificacdo randémica de 200 células por laminula ao microscopio Optico utilizando
objetiva de 63X.

3.6. Coloragéao pelo Giemsa

Culturas de cardiomidcitos infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi,
clone Dm28c, tratados ou ndo com GAGs sollveis ou clorato de sodio foram lavadas
em PBS e fixadas com solucdo de Bouin

Apos fixagdo, as células foram lavadas em é&lcool 70% até a completa
remocéo do fixador. Em seguida, lavadas em agua (H,O) destilada e coradas por 40-
60 minutos a temperatura ambiente com solucdo aquosa de Giemsa diluido 1/10.
Apos remocgdo do corante com H,O destilada, as células foram desidratadas e
clarificadas em solugdo contendo acetona-xilol em série decrescente de acetona
(100% - 30%) e crescente de xilol (30% - 100%). Posteriormente, as laminulas foram
montadas em Permount sobre laminas de microscopia e observadas ao microscopio

optico Zeiss Axioplan.
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3.7. Anélise estatistica

O Teste-T foi utilizado para determinar se as diferencas entre os valores dos
percentuais de infeccédo dos ensaios de competicdo foram significantes (p< 0,05). Os
dados foram obtidos de 3 ensaios experimentais realizados em duplicatas.

3.8. Marcacéao radioativa

Formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, foram
incubadas por 30 minutos a 28°C em meio RPMI 1640 (Sigma) livre de metionina.
Posteriormente, 100uCi de Metionina-*>S (Met-**S) foi adicionado ao meio RPMI e
0s parasitas submetidos a marcacdo metabdlica por 2hs a 28°C. Apds incubacao
com Met-**S, o meio foi suplementado com 10% de SFB e os parasitas incubados
por 30 min em estufa a 28°C. Em seguida, os parasitas foram lavados em PBS 0,1M
contendo SFB 1%, seguido de 2 lavagens consecutivas em PBS. As proteinas
foram, entdo, extraidas em Tris-HCI 10 mM, pH 7,5 contendo 2% de Triton X-114 e
inibidores de proteases como descrito no item 3.9. Em seguida, as proteinas
hidrofobicas foram aplicadas em coluna de afinidade a heparina como descrito no
item 3.11 e as fracOes obtidas das diferentes concentragbes de NaCl foram
monitoradas em contador de emissdo 3 (Liquid Scintilation Analyser, 1600TR —
Packard) e separadas em gel de poliacriamida (SDS-PAGE) como descrito no item
12.

3.9. Obtencéao de extrato celular

O método de extracdo pelo Triton X-114 foi utilizado como estratégia para
separacéo de proteinas hidrofébicas. Um total de 10 e 2x10'° formas epimastigotas
e tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, respectivamente, foram lavados em PBS
e extraidos com Triton X-114 a 2% em solu¢do tampéo de 150 mM NacCl, Tris-HCI
10 mM pH 7,5, acrescido de inibidores de protease, [Orto-fenantrolina 10mM,
pepstatina 1uM, L-trans-epoxisuccinil-leucilamida-(4-guanidino) butano (E64) 10uM,
fluoreto de fenilmetil-I-sulfonil (PMSF) 1mM]. Em seguida, o extrato protéico foi

centrifugado a 10.000g por 50 min a 4°C, para retirada da fracao insoluvel. A fracdo
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soluvel foi recolhida e incubada por 15 min a 37°C e, posteriormente, centrifugada a
4.500g por 30 min a temperatura ambiente para formacdo da fase (Bordier 1981,
Alves e cols., 1993). Ap6s a formacao das fases, a porcao hidrofilica (fase superior)
foi desprezada e a fracao hidrofébica (fase inferior) lavada trés vezes com PBS, pH
7,2. Posteriormente, Triton X-100 (Sigma) 1 % (V:V / 10 minutos, 4°C) foi adicionado
a fracdo hidrofébica e o material acondicionado a —20°C. As amostras processadas
desta forma foram utilizadas nos ensaio de cromatografia.

Aternativamente, as proteinas totais de epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas foram extraidas com Tris-HCI 10mM, pH 6,8 contendo 1% de Triton X-
100, e inibidores de protease como descrito acima. Estas preparagbes foram
utilizadas nos ensaios de Western blotting revelados com heparam sulfato,
condroitim sulfato e heparina.

3.10 . Fracionamento subcelular

Para obtencdo das proteinas de membrana plasmatica, aproximadamente
10'° epimastigotas obtidos de cultivo axénico foram sedimentados a 1500 g por 10
minutos a 4 °C. Os parasitas foram lavados (3X) em PBS, pH 7,2 e sedimentados a
1500 g por 10 minutos a 4 °C. O peso do sedimento foi determinado pelo célculo do
peso total subtraido do peso do tubo, alcangando assim, o valor da massa umida. O
sedimento foi ressuspenso em 10 ml de tampéao Tris-HCI 10mM pH 7,5 com 50 mM
de sacarose por grama de massa Umida, sendo deixado em repouso por 20 minutos
no gelo. Decorrido o tempo de repouso, foi acrescentado 1 ml de Lubrol (Sigma)
10% (detergente n&o ibnico) por grama de massa Umida. Posteriormente as células
foram rompidas com auxilio do homogenizador Dounce (Konter Glass) por 15
minutos no gelo, as etapas do rompimento foram observadas ao microscépio de luz.
A condigdo isotdnica foi ajustada acrescentando 0,4M de sacarose em Tris-HCI
10mM pH 7,5 por grama de massa Uumida. Para eliminagcdo das células intactas e
fragmentos, a solugéo contendo parasitas lisados foi centrifugada a 750 g por 90
segundos e o sobrenadante foi centrifugado a 5000 g por 10 minutos. Este
sobrenadante foi entdo centrifugado a 12000 g por 30 minutos a 4T e o sedimento

contendo a fragdo de membrana foi ressuspenso em 1ml de PBS pH 7,2. Da solugéo
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final foi retirada uma aliquota (100ul) para determinar a quantidade de proteina pelo
método de Lowry.

3.11. Dosagem de proteinas

As proteinas extraidas foram dosadas pelo método de Folin - Lowry (Lowry e
cols., 1951) e BSA, 10 a 40 pg/mL, foi utilizado como curva padréo. Triplicata de
aliquotas de cada amostra (5, 10 e 15ul) foram diluidas em g.s.p. 400ul de H,O.
Posteriormente, em cada tubo foram acrescentados 2mL da mistura reativa
(hidréxido de sodio 0,1M, carbonato de sédio 0,18M, tartarato de soédio 0,02% e
sulfato de cobre 0,01%). Apdés 10 min de incubagdo com a mistura reativa, 200ul de
Follin Ciocateus (Merck) diluido 1:3 foi adicionado em cada amostra, e seguido de
incubagdo por 30 min a temperatura ambiente. Posteriormente, as absorbancias
foram analisadas a 617nm em espectrofotometro Beckman DU640 e a concentragao
protéica das amostras foi determinada com base na densidade optica (DO) das
amostras e da curva padrao obtida de BSA (estoque a 1mg/mL) nas concentracdes
de 5, 10, 20, 30 e 40 pg/mL.

3.12. Cromatografia

3.12.1. Coluna de heparina-Sepharose

Para purificacdo do ligante da superficie do T. cruzi que reconhece heparam
sulfato, fracBes hidrofobicas de formas tripomastigotas e epimastigotas foram
obtidas pela extracdo com Triton X-114, como descrito anteriormente. Primeiramente
6 mL da resina heparina-Sepharose (Amersham Biosciences) foi empacotada em
uma coluna (6,0 cm x 1,2cm) e equilibrada com 100mL de PBS pH 7,2.
Posteriormente, a resina foi transferida da coluna para um tubo conico de 50 mL
juntamente com a proteinas hidrofébicas e incubada por 2hs no gelo sob agitacédo
branda. Apds incubacédo, a resina foi empacotada na coluna e as proteinas néo
ligadas foram removidas pela lavagem da coluna com PBS contendo glicerol 0,5%
na propor¢gdo de 10X o volume da coluna. Em seguida, as proteinas adsorvidas a
coluna de heparina foram eluidas em PBS, pH 7,2, contendo glicerol 0,5% em
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diferentes concentragbes de NaCl (0,25 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM; 3,0 mM),
dosadas pelo método de Folin-Lowry e eletroforeticamente separadas em gel de
poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As proteinas com afinidade para heparina foram
concentradas em filtros Centriprep 10 (Millipore) e dialisadas contra tampao de
equilibrio (PBS, pH 7,2, contendo glicerol 0,5 %) para realizacdo dos diferentes

ensaios bioquimicos.

3.12.2. Coluna de DEAE

A coluna de DEAE-Sephacell (Sigma) foi devidamente empacotada e
equilibrada com 10 mM de Tris-HCI pH 7,2 contendo glicerol 0,5% (tampéo C). Apos
a adsorcao das proteinas hidrofébicas com afinidade a heparina, a coluna foi lavada
com o tampédo C e posteriormente, as proteinas foram eluidas em tampé&o fosfato,
pH 7,2, contendo glicerol 0,5% e concentracdes crescentes de NaCl (0,075 mM; 0,15
mM; 0,25 mM; 0,3 mM; 0,5 mM; 1,0 mM; 2,0 mM; 3,0 mM). Todas as etapas de
cromatografia foram conduzidas a 4°C e a eluicdo das amostras monitoradas ao

espectrofotometro (280 nm).

3.13. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Para isolar e caracterizar o ligante de heparina e heparam sulfato das formas
tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi (Dm28C), as proteinas extraidas por
Triton X-114 e eluidas da coluna de afinidade foram submetidas a eletroforese em
gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), como descrita
por Laemmli 1970. O sistema de Mini-gel (BioRad) foi montado e adicionado o gel de
poliacrilamida 12% (gel de corrida ou “running gel”) Em seguida, a solugéao do gel de
corrida foi rapidamente aplicada entre as placas de vidro do sistema e
cuidadosamente coberta com agua destilada para tornar a superficie do gel linear e
evitar a difusdo de oxigénio no gel que dificulta a polimerizacdo. Apds completa
polimerizacdo do gel de corrida, a cobertura de agua foi removida de sua superficie
e a solucéo do gel de empacotamento (“stacking gel”) foi aplicada ao sistema, sendo
cuidadosamente inserido o pente de teflon para evitar bolhas de ar. Apos
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polimerizacdo, o pente de teflon foi removido e os pocos lavados em agua destilada
para a remocao de poliacrilamida n&o polimerizada.

Apds dosagem dos extratos celulares, 10 a 20 ug de proteina foram diluidos
em tampdo de amostra (Tris-HCI 80mM pH 6,8; SDS 2%; dglicerol 12%; B
mercaptoetanol 5% e azul de bromofenol 0,05%), sendo posteriormente fervidos por
3 minutos. E necesséria a desnaturacdo completa das proteinas pela acdo do calor
e do B mercaptoetanol para que sua conformacdo nao altere a corrida e a separagéo
ocorra em funcdo de suas massas moleculares. As proteinas foram entdo aplicadas
no gel de empacotamento, juntamente com marcadores de massa molecular (SDS-
6H; Sigma), constituido de miosina (205 kDa), B-galactosidase (116 kDa), fosforilase
(97 kDa), BSA (66 kDa), ovoalbumina (45 kDa) e anidrase carbdnica (29 kDa),
permitindo a determinacdo das massas moleculares das proteinas com afinidade a
heparina. Apdés a aplicagdo das amostras, o gel foi submetido a uma voltagem
constante de 100 V até que a linha de frente atingisse o final do gel de corrida. Em
seguida, o gel de empacotamento foi descartado e as proteinas foram visualizadas
pela coloracdo com azul de Comassie R-250 [0,2 % (p/v) em metanol: acido acético:
agua (4:1:5). A descoloragéo foi realizada utilizando-se a mesma concentracao
dos reagentes sem o corante. Alternativamente, o método de impregnacdo com
prata foi usado para a revelacdo das proteinas (Gongalves e cols., 1990). Alguns
géis foram submetidos ao processamento para detec¢cdo de moléculas por Western
blotting.

3.14. Western blotting

Para deteccéo de proteinas do T. cruzi com afinidade para glicosaminoglicanos
sulfatados, as proteinas totais e hidrofébicas de formas tripomastigotas,
epimastigotas e amastigotas, previamente separadas por eletroforese, foram
transferidas por 50 minutos para membrana de nitrocelulose em tampdo de
transferéncia (Tris base 25 mM, glicina 192 mM e metanol 10%, pH 8,3) utilizando
um sistema semi-seco (Bio-Rad) com voltagem de 15V. ApGs a transferéncia, a
membrana foi incubada por 16hs em PBS, pH 7,2, contendo 0,1% de Tween 20 e
BSA 1% para bloqueio de reacdes inespecificas. A membrana foi, entdo, incubada

com 2ug/mL de diferentes GAGs (heparam sulfato, condroitin sulfato ou heparina)
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conjugados a biotina. Apos 4 lavagens em tampédo de bloqueio a membrana foi
incubada por 1h com extra-avidina conjugada com peroxidase (Sigma) na diluicdo de
1:1000. Em seguida, a membrana foi lavada 6x por 5 minutos no tampéao de lavagem
(PBS + 0,1% de Tween 20), e revelado com Diaminobenzidina (DAB) 0,01% ou por
guimiluminescéncia, usando o kit comercial (ECL - Chemiluminescence Luminol

Reagent - Santa Cruz).

3.15 . Determinagé@o das massas moleculares das proteinas

As massas moleculares das amostras resolvidas por SDS-PAGE foram
calculadas por regressao linear da mobilidade relativa das proteinas padréo. Os géis
corados secos e as membranas de Western blotting foram previamente digitalizadas
e as imagens processadas pelo programa “imageMaster 1D scanner and software”

e/ou programa “Gel-Pro analyzer 3.1".
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4.1. ldentificacdo de proteinas de Trypanosoma cruzi com afinidade a
glicosaminoglicanos.

Inicialmente foi avaliada a presenca de proteinas de T. cruzi com propriedade
de ligagdo & GAGs sulfatados. Este estudo foi realizado com extrato total das trés
formas evolutivas do parasito (tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas); e
as proteinas ligantes reveladas com GAGs conjugados a biotina em ensaios de
Western blotting. Nossos resultados evidenciaram um perfil complexo de bandas
com massas moleculares relativas variando entre 10 kDa a 160 kDa, revelados
com heparina-biotina. Por outro lado, as revelacdes realizadas com HS- e CS-
biotina indicaram a presenca de um perfil mais simples de reconhecimento. Neste
caso, nas preparagcOes das trés formas evolutivas de T. cruzi foi detectada a
presenca majoritaria das bandas de 65,8 kDa e 59 kDa (Fig. 1).

4.2. Isolamento e caracterizacdo parcial das protei nas do T. cruzi que se
ligam a heparina.

Com a finalidade de isolar e caracterizar os ligantes de heparina presentes no
T. cruzi, utilizamos como estratégia inicial a marcacdo metabdlica com Metionina-
%3 (Met-**S) das formas tripomastigotas e epimastigotas associada ao método
de extracdo com Triton X-114, seguida de cromatografia em coluna de heparina-
Sepharose. Assim, as formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi, clone
Dm28c, foram mantidas por 1h em meio deficiente em metionina seguido de
incubac&o por 2h a 28C em meio contendo 100 uCi de Met-**S. Posteriormente,
as proteinas foram extraidas pelo método de extracdo com Triton X-114 e a
fracdo de proteinas hidrofébicas aplicada em coluna de afinidade a heparina
(heparina-Sepharose). Nossos resultados demonstram que as proteinas de
tripomastigotas e epimastigotas com afinidade a heparina séo preferencialmente
eluidas em 0,5M e 1M de NaCl, respectivamente (Fig. 2). Os dados quantitativos
dos ensaios de marcacdo metabdlica sugerem que as formas tripomastigotas
apresentam cerca de 1,3-2X mais ligantes de heparina do que as formas
epimastigotas de T. cruzi.

Para determinar o perfil eletroforético das proteinas hidrofébicas
metabolicamente marcadas e com afinidade a heparina, as fracdes de proteinas
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hidrofébicas de tripomastigotas e epimastigotas obtidas da coluna heparina-
Sepharose foram submetidas a separacdo eletroforética em gel desnaturante
(SDS-PAGE). Duas bandas distintas de massa molecular de 65,8 kDa e 59,0 kDa
foram identificadas nas formas tripomastigotas de T. cruzi (Fig. 2A).
Interessantemente, um perfil de eletroforese similar foi visualizado em fracdes
protéicas de epimastigotas marcadas com Met-**S e submetidas ao mesmo
sistema de cromatografia (Fig. 2B).

Resultados similares foram obtidos com proteinas hidrofébicas de
tripomastigotas e epimastigotas (Fig. 3) isoladas em coluna de heparina-
Sepharose e caracterizadas por SDS-PAGE. As coloragdes pelo azul de
Comassie (Fig. 3C e 3F) e pelo método de impregnagdo com nitrato de prata
(Fig. 3D e 3G) evidenciaram um perfil distinto estando presentes as duas bandas
com massas moleculares relativas de 65,8 kDa e 59 kDa em ambas as formas
evolutivas; quando comparado ao complexo perfil das fracdes hidrofébicas de
ambos os parasitas (de 20 kDa a 120 kDa) (Fig. 3B e 3E). Além das analises em
SDS-PAGE, as proteinas ligantes de heparina obtidas de tripomastigotas e
epimastigotas foram analisadas em condi¢cbes n&o desnaturante (gel nativo).
Nossos resultados revelaram a presenca de duas bandas majoritarias (setas) na
fracdo de tripomastigotas (Fig. 4A) e epimastigotas (Fig. 4B) com migracéo
eletroforética préxima ao anodo.

Um ensaio adicional de cromatografia em coluna de heparina-Sepharose foi
realizado com proteinas da fragdo enriquecida de membrana de epimastigotas,
onde as proteinas foram eluidas em concentracdes crescente de NaCl (0,5 a
3,0M) e analisadas por SDS-PAGE. Os resultados também revelaram a presenca
de duas bandas majoritarias com massas moleculares de 65,8 kDa e 59 kDa,
como observado na marcacdo metabdlica de epimastigotas, eluidas
principalmente com 1M de NaCl (Fig. 5A). Além disso, ensaios de Dot blotting
utilizando heparina conjugada a biotina revelaram a presenca deste ligante com
afinidade a heparina na fracdo de membrana de epimastigotas (FM) e no extrato
total de tripomastigotas e epimastigotas, mas ndo evidenciado na fracdo de
proteinas ndo ligadas a coluna (Fig. 5B).

No curso deste trabalho, nos propusemos investigar se as proteinas
hidrofébicas isoladas por cromatografia de afinidade de ambas as formas

43



RESULTADOS

hY hY

evolutivas ligavam-se especificamente a heparina e ndo apenas a resina
(Sepharose) como observado por outros investigadores (comunicacgéo oral do Dr.
Giovani Salvatori de Simone). Assim, as proteinas hidrofobicas eluidas da
cromatografia de afinidade foram resolvidas em SDS-PAGE e reveladas por
Western blotting com heparina, heparam sulfato (HS) e condroitim sulfato (CS)
conjugados a biotina. Nossos resultados revelaram a presenca das duas bandas
majoritarias de 65,8 kDa e 59 kDa em ambas as formas evolutivas de T. cruzi,
tripomastigotas e epimastigotas, nas preparacoes reveladas com heparina (Fig.
6A), HS (Fig. 6B) e CS (Fig. 6C), sendo a banda de 59 kDa mais intensamente
revelada pelos glicosaminoglicanos-biotinilados.

Para analisar possiveis diferencas na carga destas duas proteinas
hidrofébicas presentes em ambas as formas de T. cruzi, tripomastigotas e
epimastigotas, as fracdes enriquecidas por coluna de afinidade (heparina-
sepharose) foram avaliadas quanto ao seu comportamento em coluna de troca
ibnica. Os dados obtidos da analise destas fragdes em coluna de DEAE celulose
indicaram que as duas proteinas majoritarias podem ter cargas similares em
ambas formas de T. cruzi (Fig. 7 e 8), portanto ndo foi possivel sua separagéo
com esta metodologia. A analise por SDS-PAGE das fragBes obtidas da coluna
indicam que as mesmas sdo eluidas em uma extensa faixa do perfil de elui¢cdo
(Fig. 7 e 8), sendo que amostras mais homogéneas sédo obtidas em menor
concentragéo (0,075M) de NaCl (Fig. 7 e 8).

4.3. Interagcdo Trypanosoma cruzi-cardiomiocito: Reconhecimento celular.

4.3.1. Avaliagdo da participagdo de glicosaminoglic  anos sulfatados no

processo de invaséo.

O modelo de cultura priméaria de células musculares cardiacas foi utilizado
para determinar o papel de alguns glicosaminoglicanos sulfatados e de diferentes
moléculas de heparam sulfato no processo de invasdao do T. cruzi em
cardiomidcitos, os quais representam um dos principais alvos da infec¢éo in vivo.
Além disso, a escolha do estoque de T. cruzi, clone Dm28c, foi baseada na
capacidade deste parasita atingir altos indices de infec¢do (30-40%) em tempos
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curtos de interacdo parasita-célula hospedeira (2h), sendo este fator essencial
para a realizacdo dos ensaios de competicdo com glicosaminoglicanos soluveis,
uma vez que formas tripomastigotas de T. cruzi sdo capazes de eliminar
moléculas ligadas a sua superficie (Goncalves e cols., 1991). Assim, 0 emprego
deste modelo como ferramenta de estudo permitiu avaliar a participacdo de
proteoglicanos sulfatados na interagéo T. cruzi-cardiomidcito.

Para investigar esta questdo, formas tripomastigotas derivadas de cultivo
celular, clone Dm28c, foram pré-tratadas por 1h no gelo com diferentes GAGs
soluveis purificados (20ug/ml), incluindo heparina, queratam sulfato e fragmentos
sulfatados e acetilados de heparam sulfato, antes da interagdo com as células
musculares cardiacas, sendo estes mantidos durante a interacéo. O tratamento
com heparina, GAG constituido de &cido glicurdnico e/ou idurénico e N-sulfo D-
glicosamina com carga altamente negativa resultou em uma reducao significante
do processo de invasdo do parasita. A avaliacdo dos niveis de infec¢ao revelou
um decréscimo de 38% (controle) (Fig. 9A e 10) para 5,9% apdés o pré-tratamento
de tripomastigotas com heparina (p< 1,65x10°), representando uma inibicdo de
84,8% da invasdo (Fig. 9B e 10). Em contraste, o pré-tratamento de
tripomastigotas com queratam sulfato, GAG constituido de D-galactose e N-acetil
D-glicosamina e também negativamente carregado ndo revelou alteracdo nos

niveis de infec¢do, permanecendo similar ao controle (Fig. 9C e 10).

4.3.2. Mapeamento da regido da molécula de heparam  sulfato que participa
do processo de invasdo T. cruzi-Cardiomidcito.

Dados anteriores de nosso grupo demonstraram a participacao de HS como
molécula mediadora do processo de invasao do T. cruzi em cardiomiocito (Calvet
e cols., 2003). Assim, neste estudo nos propusemos determinar o dominio da
molécula de HS que participa efetivamente do reconhecimento parasita-célula
hospedeira. Nossos ensaios de competicdo, onde formas tripomastigotas, clone
Dm28c, foram pré-tratadas com 20ug/mL dos trés diferentes fragmentos de HS,
(dominios N-acetilado, N-sulfatado/N-acetilado e N-sulfatado), revelaram um
declinio na infecgcdo de cardiomidcitos ap0s o tratamento dos parasitas com o
fragmento N-sulfatado/N-acetilado. Os dados quantitativos demonstraram uma
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reducdo significativa no indice de infecgcdo, passando de 38% no controle (Fig.
9A e 10), tripomastigotas ndo tratados, para 21% (p< 0,0031) apd6s incubacdo
dos parasitas com o fragmento N-sulfatado/N-acetilado (Fig. 9F e 10),
representando 45% de inibicdo da invasédo. Por outro lado, o tratamento dos
parasitas com os fragmentos integralmente N-acetilado (Fig. 9D e 10) ou N-
sulfatado (Fig. 9E e 10) nado revelou nenhum efeito inibitério na interacéo T. cruzi-
cardiomidcito, apresentando indice de infec¢ao similar ao controle.

Embora o tratamento dos parasitas com condroitim sulfato (Calvet e cols.,
2003), fragmento N-sulfatado de HS e queratam sulfato n&o tenham revelado
uma participacdo direta do sulfato no processo de invasédo, o elevado efeito
inibitério de heparina levou ao questionamento sobre o papel da sulfatagdo como
modulador do reconhecimento entre o dominio de ligacdo de HS e a proteina
com afinidade a heparina presente na superficie do parasita. Assim, para
responder esta questdo, as culturas de cardiomiécitos foram incubadas com
diferentes concentracdes de clorato de sddio por 16h e, em seguida, infectadas
com formas tripomastigotas de T. cruzi. Apés 2h de infecgdo as culturas sem
tratamento (controles) apresentaram cerca de 38% de infeccao (Fig. 11A e 12),
enquanto as culturas tratadas com clorato de sddio nas concentra¢des de 25, 50
e 75uM atingiram 28%, 19,6% (p< 0,007) e 10% (p< 0,014) de infeccéo (Fig. 11
e 12,), respectivamente, representando uma inibicdo de 26%, 48,5% e 73,6% no

indice de infeccao.
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Figura 1 — Detecgéo de proteinas com propriedades de ligagdo a glicosaminoglicanos sulfatados nas 3 formas evolutivas de
Trypanosoma cruzi por Western blotting. As proteinas totais de tripomastigotas, epimastigotas e amastigotas separadas por
SDS-PAGE foram incubadas com heparina (1), condroitin sulfato (2) e heparan sulfato (3) conjugados a biotina e reveladas com
diaminobenzidina. Note a presenga de duas bandas majoritarias com massa molecular de 65,8 kDa e 59 kDa nas diferentes
formas evolutivas.Os valores das massas moleculares das proteinas padréo estéo indicados na figura.
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Figura 2. Cromatografia de afinidade das proteinas hidrofébicas de Trypanosoma cruzi marcadas com metionina35S. As
proteinas hidrofébicas (92 300 cpm) de tripomastigotas ( ) e epimastigotas ( ) foram fracionadas em coluna de heparina-
Sefarose. Ap6s equilibrio da coluna em PBS pH 7,2 contendo 0,5% de glicerol, as proteinas ligadas foram eluidas no mesmo
tampéao contendo diferentes concentracées de NaCl (de 0,5 a 3,0M), onde tripomastigotas e epimastigotas apresentaram picos
de radioatividade de 23000 cpm e 19000 cpm, respectivamente (C). Os detalhes da figura indicam os perfis de proteinas
isoladas desta coluna de tripomastigotas (A) e epimastigotas (B).
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Figura 3. Ensaios de eletroforese das proteinas hidrofébicas das formas tripomastigotas e epimastigotas do Trypanosoma cruzi.
Padréo de massa molecular (A). As fragdes, hidrofébica total (B e E) e eluidas da coluna de heparina-Sepharose (C, D, F e G)
foram analisadas por SDS-PAGE com reducgdo. As preparacdes foram coradas pelo azul de Comassie (C e F) e por
impregnacdo com nitrato de prata (D e G). Tripomastigota (B, C e D); epimastigota (E, F e G) Os valores das massas
moleculares das proteinas estdo indicadas na figura.



50



Figura 4. Ensaios de PAGE das proteinas hidrofébicas das formas tripomastigotas e epimastigotas do Trypanosoma cruzi. As
fragdes hidrofébicas eluidas da coluna de heparina-Sepharose de tripomastigotas (A) e epimastigotas (B) foram analisadas por
PAGE. As preparagfes foram coradas por impregnacdo com nitrato de prata. As setas indicam as proteinas majoritarias. O

sentido da eletroforese (- — +) estdo indicadas na figura.
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Figura 5. Deteccao de proteinas de membrana com afinidade a heparina de formas epimastigotas de Trypanosoma cruzi. Apés
o fracionamento sub-celular do parasito, a fragdo de membrana (FM) foi submetida a cromatografia em coluna de heparina-
Sepharose, eluida em 1 mM de NaCl e analisada por SDS PAGE (A). A eluicdo da FM da coluna de heparina-sefarose, em
diferentes concentragGes de NaCl (B), foi revelada em ensaios de Dot blotting utilizando heparina conjugada a biotina e
diaminobezidina. Os valores das massas moleculares (kDa) das proteinas padrao em SDS-PAGE estao indicadas na figura. As
bandas de proteinas com massas moleculares de 68,5 kDa e 59 kDa (setas) foram identificadas na fracdo de membrana de
epimastigotas (A). Intensa marcacdo com heparina-biotina foi observada na concentragcéo de 1 M de NaCl, enquanto ligantes
de heparina ndo foram revelados na fracdo de proteinas ndo ligadas (B).
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Figura 6 — Detecgdo por Western-blotting de proteinas de tripomastigotas e epimastigotas isoladas em coluna de afinidade.
Ap6s as cromatografias as fragcdes foram resolvidas em SDS-PAGE e eletrotransferida para membrana de nitrocelulose. As
proteinas foram reveladas com 2 pg/mL de heparina (A), heparam sulfato (B) e condroitim sulfato (C) por quimioluminiscéncia.
Note a intensa marcagéo da banda de proteina correspondente a 59 kDa. Os valores das massas moleculares das proteinas
padrdo estdo indicadas na figura.
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Figura 7: Cromatografia em troca idnica das proteinas hidrofébicas de tripamastigotas que ligam a heparina. As amostras de
proteinas foram aplicadas na coluna de DEAE (6,0cm x 1,2cm), previamente equilibrada com 20 mM Tris-HCI pH 7,2 contendo
0,5% de glicerol. As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao em diferentes concentracées de NaCl e detectadas a
280nm (). Os numeros de (1-9) indicam as fragGes coletadas. O detalhe da figura indica a analise das fragdes por SDS-PAGE
reveladas por nitrato de prata. Os valores das massas moleculares (kDa) das proteinas padréo estéo indicadas na figura.
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Figura 8. Cromatografia em troca idnica das proteinas hidrofébicas de epimastigotas que ligam a heparina. As amostras de
proteinas foram aplicadas na coluna de DEAE (6,0cm x 1,2cm), previamente equilibrada com 20 mM Tris-HCI pH 7,2 contendo
0,5% de glicerol. As proteinas foram eluidas com o mesmo tampao em diferentes concentracées de NaCl e detectadas a
280nm (). Os numeros de (1-9) indicam as fragGes coletadas. O detalhe da figura indica a analise das fragdes por SDS-PAGE
reveladas por nitrato de prata. Os valores das massas moleculares (kDa) das proteinas padréo estéo indicadas na figura.
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Figura 9 — Aspecto geral da cultura de cardiomidcito infectada com tripomastigotas de T. cruzi pré-tratados ou ndo com
heparina, queratam sulfato e trés diferentes fragmentos da cadeia de heparam sulfato. (A) Cardiomidcitos infectados com
formas tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, por 2h (controle). (B) Células infectadas apds o tratamento dos parasitas com
20pg/mL de heparina, (C) queratam sulfato, (D) fragmento N-acetilado (NA), (E) fragmento N-sulfatado (NS) e (F) N-acetilado/N-
sulfatado (NA/NS). Uma dréstica reducao da infecgdo foi observada ap6s o tratamento com heparina (B), enquanto queratam
sulfato (C) ndo alterou o padrdo de infeccdo das culturas. Dentre os fragmentos analisados, apenas o pré-tratamento de
tripomastigotas com NA/NS reduziu a infec¢do de cardiomidcitos. As setas indicam os parasitos intracelulares. Barra = 20 pm.
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Figura 10 — Avaliagdo da participacdo de heparina, queratam sulfato e fragmentos N-acetilado (1), N-sulfatado (2) e N-
acetilado/N-sulftado (3) da cadeia de heparam sulfato (HS) no processo de invaséo de T. cruzi em cardiomiécitos. O indice de
infeccdo foi determinado em culturas de cardiomiécitos apds 2 h de interagdo com parasitas tratados ou ndo com 20 pg/ml de
GAGs. Alterag6es no indice de infecgdo sdo evidenciadas apdés tratamento dos parasitas com heparina e o fragmento NA/NS
da cadeia de HS, alcangando indices de 5,9% e 21%, respectivamente, enquanto que no controle o indice de infeccao foi de
38%. Queratam sulfato e os dominios NA e NS de HS n&o apresentaram efeito inibitério da invasdo. (*) Student t-test p<0,05.
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Figura 11 — Aspecto da interagdo T. cruzi-cardiomiécito apds tratamento de cardiomidcitos com concentragdes crescentes de
clorato de sédio por 16 hs. (A) Cardiomidcitos infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c por 2h (controle).
(B) Cardiomidcitos infectados com formas tripomastigotas de T. cruzi apds tratamento das células hospedeiras com 25mM, (C)
50 mM e (D) 75 mM de clorato de sddio. Note o distinto perfil de infec¢cao nas diferentes concentragdes de clorato de sédio. As

setas indicam os parasitos intracelulares. Barra = 20 um.
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Figura 12 — Avaliacdo do indice de infeccdo das culturas de cardiomiécitos ap6s tratamento com clorato de sédio. A redugdo da
sulfatacdo na superficie de cardiomiécitos reduziu a invaséo do T. cruzi, alcangando indices de infeccdo de 38% no controle
para 28%, 19% e 10% apds tratamento das culturas com 25 mM, 50 mM e 75 mM de clorato de sdédio, respectivamente. (*)

Student t-test p<0,05.
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O reconhecimento de moléculas de superficie entre patdgenos intracelulares
e a célula alvo é essencial para disparar o processo de invasdo e
consequentemente, o estabelecimento da infec¢cdo. Os Proteoglicanos sulfatados,
abundantemente expressos em células de mamiferos, tém sido descrito como uma
classe de receptores envolvidos no processo de adesao e invasdo de uma variedade
de parasitas intracelulares (Carruthers e cols., 2000; Yan e cols., 2006; Tiwari e
cols., 2006; Pradel e cols., 2002), incluindo o Trypanosoma cruzi (Calvet e cols.,
2003; Ortega-Barria e Pereira, 1991). Evidéncias demonstraram a importante
participacdo de proteoglicanos de heparam sulfato (PGHS) como moléculas
mediadoras da invasdo do T. cruzi (Calvet e cols., 2003; Ortega-Barria e Pereira,
1991) e seu potencial como alvo terapéutico (Ulrich e cols., 2002). Assim, neste
estudo nos propusemos a (i) determinar algumas caracteristicas bioquimicas da
proteina de ligacdo a heparina presente na superficie do T. cruzi, (ii) avaliar o papel
de outros proteoglicanos sulfatados no processo de invasao e (iii) determinar a
natureza do dominio de ligagdo do PGHS com o ligante na superficie do parasita.

5.1. Caracterizagao de ligante(s) de heparinado T. cruzi.

Inicialmente, propusemos investigar o perfil de proteinas que ligam a
glicosaminoglicanos (GAGSs) sulfatados em extratos das trés formas evolutivas do T.
cruzi por Western blotting. Neste tipo de ensaio foi possivel confirmar a presenca de
tais proteinas e informar sobre suas massas moleculares, que apresentou um perfil
de 65,8 kDa e 59 kDa apds revelacdo com HS-biotina e CS-biotina, enquanto um
perfil mais complexo de bandas foi evidenciado com heparina-biotina (160 kDa a 10
kDa). Alguns fatores podem ter contribuido para estes perfis de ligacdo dos GAGs a
mais de uma banda de proteina do parasito. Sabe-se que a heparina tem
propriedades fisico-quimicas de ligacdo com ectoquinases e substratos que sao
normalmente fosforilados pelas proteinas quinases in vivo (Mukhopadhyay e cols.,
1989). Além disso, a elevada carga negativa desta molécula conferida pelo alto grau
de &cido idurdnico (IdoA) (Lindahl E Kjellén, 1991), pode ter favorecido este perfil

mais complexo de bandas.

Embora existam fortes indicios sobre as propriedades de ligagdo da heparina
com proteinas de T. cruzi (Ortega-Barria e Pereira, 1991), é possivel que as
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condi¢bes de andlise assumidas em nossos ensaios seriam favoraveis a deteccgéo
deste extenso padrdo de polipeptidios ligantes a heparina. Tais condi¢des ndo
previam a concentracdo exclusiva de proteinas de membrana externa e ainda seriam
adequadas a desnaturacdo de estruturas protéicas podendo gerar, inclusive, varias
sub-unidades. Constatamos também, que a propriedade de ligagdo dos GAGs
avaliados € preservada mesmo ap0s o drastico tratamento das preparacdes de
proteinas para 0s ensaios de eletroforese desnaturante com SDS, como
previamente descrito (Love e cols., 1993). Este fato € um indicativo de que o0s
motivos estruturais destes polipeptidios envolvidos com a ligagdo ao GAGs sejam

mantidos apos a eletroforese.

Tendo em vista que proteinas intracelulares com afinidade a heparina poderiam
ser reveladas pelos GAGs biotinilados no extrato protéico total e conseqlientemente,
se tornar um artefato em nossas preparacdes, optamos por utilizar como estratégia
experimental o método de extracdo com Triton X-114 (Bordier, 1981) associado a
cromatografia de afinidade (Lobb e cols., 1986) a fim de isolar e caracterizar as
proteinas hidrofébicas de ligacdo a heparina das formas tripomastigotas e
epimastigotas de T. cruzi. Com esta estratégia, a reproducdo do perfil de multiplas
bandas de proteinas obtido nos ensaios de Western blotting s6 foi possivel quando
as preparag0Oes eluidas da coluna de afinidade eram reveladas com nitrato de prata
ao passo que a revelacao feita com GAGs biotinilados indicava a predominancia das
proteinas de 65,8 kDa e 59 kDa. Assim, é possivel que o perfil de multiplas bandas
detectado nas preparacfes eluidas da coluna de afinidade seja resultante de
interacOes inespecificas entre a matriz sélida da coluna e proteinas hidrofobicas dos
extratos de parasitos.

De qualquer forma, é possivel sugerir que o perfil de duas bandas (65,8 kDa e
59 kDa) obtido dos extratos hidrofébicos de tripomastigotas e epimastigotas esteja
correto. A explicacdo para este achado pode ser especulada sobre as condi¢des de
interacdo entre a heparina e as proteinas ligantes presentes em ambos extratos
hidrofobicos nos ensaios de cromatografia. Provavelmente, a exposi¢cdo dos motivos
estruturais classicamente envolvidos na interacado da heparina com os seus ligantes
estaria minimizada nas proteinas hidrofébicas do parasito, na fase mével do sistema

de cromatografia; o que ndo é possivel controlar nos ensaios de eletroforese
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desnaturante. De fato, sabe-se que um dos fatores decisivos das propriedades de
ligacdo da heparina com o seu ligante é a presenca de moléculas de aminoacidos
com carga positiva nesta proteina (Caldwell e cols., 1996) as quais, provavelmente,
estdo expostas na superficie da estrutura nativa destas, cujo enovelamento se
mantém estavel nas condicbes de solubilidade propostas nos protocolos
desenhados neste trabalho.

Nossos resultados com marcacdo metabélica (**S-metionina) e isolamento nao
isotdpico da proteina de ligacdo a heparina revelaram um perfil eletroforético similar
ao observado no extrato total, apresentando duas bandas de proteinas hidrofobicas
majoritarias com massa molecular de 65,8 kDa e 59 kDa. Apesar do perfil
eletroforético semelhante entre as formas tripomastigotas e epimastigotas de T.
cruzi, a concentracdo de sal eluente e a expressdo destas proteinas é bastante
distinta entre as duas formas evolutivas. As analises isotdpicas apontam para niveis
elevados do ligante de heparina (1,3 a 2X) em formas tripomastigotas, sugerindo
gue a expressdo superior nesta forma infectiva possa estar relacionada a
necessidade deste parasito reconhecer moléculas na superficie da célula alvo,
favorecendo o processo de invasao nas células do hospedeiro vertebrado. Embora
nossos dados sejam divergentes ao primeiro relato de identificacdo do ligante de
heparina do T. cruzi (Ortega-Barria e Pereira, 1991), estes s&o similares ao perfil de
proteinas de ligacdo a heparina recentemente relatado em outro Tripanosomatidea,
Leishmania (Viannia) brasiliensis, onde duas bandas protéicas majoritarias de 65
kDa e 54,8 kDa foram identificadas na fragdo hidrofébica de formas promastigotas
(Azevedo-Pereira e cols., 2007).

Além disso, outro fato curioso evidenciado na revelagéo de extrato protéico total
e proteinas isoladas em coluna de heparina com GAGs biotinilados diz respeito a
capacidade desta proteina de se ligar a diferentes GAGSs, incluindo condroitim
sulfato, heparam sulfato e heparina. Este dado sugere que o ligante de heparina
apresenta multiplos dominios de ligacdo para GAGs sulfatados, similarmente ao
observado em Microsporidia (Hayman e cols., 2005) e Toxoplasma gondii
(Carruthers e cols., 2000), mas apenas a ligacdo ao dissacarideo contendo &cido D-
glucurdnico / L-idurdnico e N-acetil- ou N-sulfo- D-glucosamina é capaz de disparar a
invaséo do T. cruzi (Calvet e cols., 2003). Diferentemente do T. cruzi, uma variedade
de GAGs pode inibir a adesao de esporos de Encephalitozoon intestinalis (Hayman
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e cols., 2005) e Toxoplasma gondii (Carruthers e cols., 2000) na célula hospedeira,
sugerindo que estes parasitos sdo capazes de reconhecer multiplos GAGs na
superficie da célula hospedeira. O reconhecimento de diferentes GAGSs, incluindo
dermatam sulfato, condroitim sulfato e heparam sulfato, por esporos de
Microsporidia dispara a via de sinalizacdo por célcio (Ca®") e promove a invaséo do
parasito (Hayman e cols., 2005). Em Toxoplasma gondii, este reconhecimento é
mediado por uma proteina com atividade semelhante a lectina que reconhece
polissacarideos sulfatados (Ortega-Barria e Boothroyd, 1999).

E importante ressaltar as diferencas evidenciadas entre as duas bandas
majoritarias, 65,8 kDa e 59 kDa, no reconhecimento dos GAGs biotinilados. Nossos
dados indicam que a banda de 59 kDa encontra-se mais intensamente marcada com
os diferentes GAGs, sugerindo que esta possa apresentar em sua estrutura mais
dominios de reconhecimento para os GAGs sulfatados analisados.

A deteccdo de proteinas com afinidade a heparina em fragdes hidrofébicas de
formas epimastigotas despertou-nos interesse especial, uma vez que proteinas com
afinidade a heparina ndo tinham sido descritas nesta forma evolutiva por outros
investigadores (Ortega-Barria e Pereira, 1991). Em virtude da metodologia aplicada
neste estudo ndo permitir a separacdo de proteinas hidrofébicas da membrana
celular e de compartimentos intracelulares, nos propusemos avaliar se este perfil
protéico com afinidade a heparina seria também evidenciado em fracbdes de
membrana de epimastigotas. Assim, utilizamos como estratégia o método de
fracionamento celular associado a cromatografia de afinidade a heparina. Nossos
dados revelaram a presenca das proteinas com afinidade a heparina nestas fracdes
de membrana, o que foi confirmado pela revelagdo com heparina-biotina por Dot
blotting. Estes dados sugerem que estas proteinas possam estar presentes na
superficie desta forma evolutiva. Outro dado que sugere as proteinas de 65,8 kDa e
59 kDa como sendo de membrana externa € a sua dispersao nos ensaios analiticos
em coluna catibnica. Este fato é um indicativo das possiveis modificacbes pos-
traducionais como fosforilagdo (Maurides e cols., 1989), acetilacdo, sulfatagéo,
(Anderson e Anderson, 1984; Willamson e cols., 1973) e principalmente a
glicosilacdo, o que é tipico de muitas proteinas presentes na membrana externa
(Gahmberg e Tolvanen, 1996). De qualquer forma, a confirmacdo desta hipotese
necessita de estudos.
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Embora epimastigotas n&o sejam formas infectivas para o0 hospedeiro
vertebrado, é possivel que as proteinas de ligacdo a heparina tenham importante
papel no desenvolvimento do ciclo no hospedeiro invertebrado. A deteccdo de GAGs
sulfatados de heparam sulfato na superficie de células do intestino de Rhodnius
prolixus (Souza e cols.,2004) sugere o papel destas proteinas de ligagdo a heparina
no reconhecimento de moléculas, favorecendo a adesao de formas epimastigotas no
intestino do inseto vetor. Sendo assim, a caracterizacdo destas proteinas de ligacao
a heparina poderia contribuir para o entendimento de etapas essenciais para a
subsisténcia do parasito em ambos os hospedeiros vertebrado e invertebrado.

Ainda visando obter mais informacdes sobre as caracteristicas da(s) proteina(s)
de ligacdo a heparina, as amostras obtidas da cromatografia de afinidade, das
formas tripomastigotas e epimastigotas, foram submetidas a eletroforese em gel
ndo-desnaturante. Os resultados revelaram a presenca de duas bandas de proteinas
com tendéncia de migracdo proxima ao anodo, em ambas as formas do parasita.
Embora os resultados sejam sugestivos da presenca de duas proteinas com
afinidade a heparina em ambas as formas evolutivas, os dados obtidos até o
momento ndo permitem tal afirmac&o. Por outro lado, o perfil de uma unica banda de
60 kDa resolvida por SDS-PAGE foi previamente descrito por Ortega-Barria e
Pereira (1991). Enquanto que em Anadara granosa, a proteina de ligacao a heparina
isolada da superficie celular apresenta uma massa molecular nativa de 300 kDa e
apenas uma banda de 60 kDa (Dam e cols, 1994), indicando tratar-se de uma
proteina pentamérica. Ainda, uma proteina de ligagdo a heparina com 60 kDa,
OmcB, localizada na superficie celular de Chlamidia trachomatis, parece reconhecer
heparam sulfato e ligar-se a MOMP para iniciar o processo de invaséo (Stephens e
cols. 2001). Por outro lado, em Leishmania (Vianna) brasiliensis, duas bandas foram
identificadas em promastigotas por SDS-PAGE, mas apenas uma proteina foi
evidenciada no gel nativo (Azevedo-Pereira e cols., 2007), sugerindo a presenca de
um heterodimero com capacidade de se ligar a heparina.

5.2. Interagdo T. cruzi -cardiomiocito.

Glicosaminoglicanos (GAGs) sao abundantemente encontrados na superficie

da maioria das células de mamiferos e, em virtude de sua distribuicdo e
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acessibilidade na superficie celular, sdo alvos ideais para adesdo de patdgenos.
Dados do nosso grupo demonstraram o papel de proteoglicanos de heparam sulfato
(PGHS), mas nao condroitim sulfato, no reconhecimento e invasdao de formas
tripomastigotas de T. cruzi em cardiomidcitos (Calvet e cols., 2003). Embora o
tropismo por ceélulas musculares, principalmente células musculares cardiacas,
tenha sido reportado na infecgcao pelo T. cruzi (Brener, 1983; Cabrine-Santos e cols.,
2001; Vera-Cruz e cols., 2003), a diversidade de tipos celulares que este parasita é
capaz de invadir in vitro pode ser atribuida a sua habilidade em se ligar a diferentes
GAGs na superficie da célula hospedeira, tal como ocorre com Toxoplasma gondii
(Carruthers e cols., 2000), Encephalitozoon intestinalis (Hayman e cols., 2005) e
Staphylococcus aureus (Liang e cols., 1992), e/ou reconhecer uma multiplicidade de
receptores na superficie da célula alvo. Desta forma, a capacidade do T. cruzi
reconhecer multiplos GAGs e a natureza do dominio de ligacdo do PGHS envolvido
no processo de reconhecimento celular foi investigada utilizando heparina, queratam
sulfato e diferentes fragmentos de heparam sulfato (dominio, N-sulfatado, N-
acetilado/sulfatado e N-acetilado) obtidos por atividade enzimatica (heparitinase | e
II) e pela agédo de acido nitroso, respectivamente.

Nossos dados demonstraram que o tratamento de formas tripomastigotas
com heparina reduziu significantemente (84,8%) o indice de infeccdo de
cardiomiécitos, sugerindo que a ligacdo do parasita pode ocorrer pela interacdo
direta com proteoglicanos de heparam sulfato na superficie de cardiomiécitos (Calvet
e cols., 2003) ou mesmo através de GAGs sollveis, atuando como uma ponte para
outro receptor na superficie da célula. Fibronectina, por exemplo, por apresentar um
dominio de ligacdo para heparina e se associar a integrinas na superficie celular,
seria forte candidato a participar deste processo. Desta forma, fibronectina poderia
desempenhar um papel duplo no processo de invasdo do T. cruzi, uma vez que a
sequéncia RGD (Arg-Gly- Asp) desta glicoproteina também participa do processo de
reconhecimento e invasdo do T. cruzi (Calvet e cols., 2003; Ouaissi e cols.,
1986,1988). Interessantemente, os niveis de inibicdo nos ensaios com heparina, um
GAG estruturalmente semelhante ao heparam sulfato e altamente sulfatado, foram
consideravelmente superiores aos indices reportados com heparam sulfato (53 a
61%) (Calvet e cols., 2003), sugerindo que a sulfatacdo deste dissacarideo, que
confere carga negativa, facilita a associacao entre receptor-ligante.
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A carga de superficie tem sido apontada como moduladora da adesao T.
cruzi-célula hospedeira. Estudos demonstraram que moléculas de &cido sialico,
carboidrato negativamente carregado, desempenham importante papel no processo
de adesdo parasita-célula hospedeira (Schenkman e cols., 1993; Soeiro e cols.,
1995), sendo reveladas as atividades de neuraminidase e trans-sialidase na
superficie do parasita, que atuam removendo acido sidlico da superficie da célula
hospedeira e transferindo-o para glicoproteinas, mucinas, em sua superficie,
respectivamente (Schenkman e cols., 1991; Pereira, 1983). Além de tornar a
superficie do parasito mais negativamente carregada, permitindo uma aproximacao
eletrostatica com a célula alvo, expbe sitios de galactose na superficie da célula
hospedeira, promovendo o reconhecimento e invasao do parasito.

No entanto, o reconhecimento de GAGs pelo parasito ndo parece ser apenas
uma ligacdo eletrostatica. O queratam sulfato, por exemplo, apresenta em sua
constituicdo N-acetil D-glucosamina (GIcNAc); sendo negativamente carregado, este
GAG, tal como condroitim sulfato (Calvet e cols., 2003), ndo foi capaz de induzir
nenhum efeito no processo de invasdo do T. cruzi, alcangcando indices de infeccdo
similares a célula controle. Embora os ensaios bioguimicos tenham revelado que o
ligante com afinidade para heparina presente na superficie do parasita liga-se a
condroitim sulfato, nossos dados anteriores demonstraram que este GAG néo esta
envolvido na invasdo do T. cruzi em cardiomidcitos, sugerindo que o ligante de
superficie do T. cruzi pode reconhecer diferentes GAGs, mas somente a ligacédo
especifica com o dissacarideo constituido de acido D-glicurénico (GIcA) ou acido L-
idurbnico (ldoA) e N-acetil glicosamina ou N-sulfo-glicosamina pode disparar
cascatas de sinalizacdo envolvidas no mecanismo de invaséo.

A participacdo de proteoglicanos de heparam sulfato no reconhecimento de
células hospedeiras ndo € um mecanismo exclusivo do T. cruzi; estas moléculas
participam do processo de invasdo de diversos microorganismos patogénicos,
incluindo bactérias (Plotkowski e cols., 2001, Alvarez-Dominguez e cols., 1997
Hannah e cols., 1994), protozoarios (Calvet e cols., 2003; Jacquet e cols., 2001;
Frevert e cols., 1993, Love e cols., 1993) e virus (Rue e Ryan 2002; Reddi e Lipton
2002; Walker e cols, 2002; Spillmann, 2001; Shieh e cols., 1992). Assim, a
identificagdo da natureza do sitio de ligagdo da molécula de heparam sulfato com o
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ligante do parasito contribuird para um melhor entendimento do seu mecanismo de
invasao.

A diversidade estrutural de PGHS permite o reconhecimento e ligacao seletiva
de proteinas a cadeia de heparam sulfato, modulando sua atividade bioldgica e
degradacdo. O reconhecimento de ligantes pode ocorrer pela interacdo especifica
com as unidades de dissacarideo N-acetilada (dominio NA), N-sulfatada (dominio
NS) ou N-acetilada e N-sulfatada alternada (dominio NA/NS) (revisto por Esko e
Lindahl, 2001; Lindahl e cols., 1998). Diversos fatores de crescimento sdo capazes
de se ligar a GAGs (Clasper e cols. 1999; Garcia-Olivas e cols., 2003; Stacey e cols.,
2003), mas a natureza do dominio de ligacdo da cadeia de HS difere amplamente de
acordo com o ligante. Fatores de crescimento de fibroblastos ligam-se a sequéncia
N-sulfatada (acido L-ldurbnico 2-O-Sulfatado), enquanto o reconhecimento de
fatores de crescimento de plaquetas depende do dominio N-sulfatado contendo
ambos os grupos 2-O e 6-0O sulfatados (Feyzi e cols., 1997). Entretanto, a interacéo
proteina/GAG pode ser mais complexa, como no caso da ligacdo de y-interferon,
onde dois dominios sulfatados separados pelo dominio N-acetilado sdo seqiiéncias
alvo na cadeia de HS (Lortat-Jacob e cols., 1995).

A interacdo de patégenos-PGHS também parece ser mediada por um dominio
especifico da cadeia de HS. Assim, para avaliar a participacdo dos dominios NA, NS
e NA/NS da cadeia de HS no processo de invasao do T. cruzi, ensaios de interagéo
foram realizados com trés diferentes fragmentos de heparam sulfato, obtidos apés o
tratamento de heparam sulfato com acido nitroso, heparitinase | e heparitinase |l
gerando os fragmentos N-acetilado, N-sulfatado e N-acetilado/N-sulfatado,
respectivamente. O pré-tratamento das formas tripomastigotas de T. cruzi com o
fragmento N-acetilado/N-sulfatado ([1doUA-GIcNACc]-[GICUA-GICNS]s-[GICUA-
GIcNACc]4[GIcUA]), reduziu significantemente em 45% a invasdo do parasita em
cardiomidécitos, sugerindo a participacdo desta regido da molécula de heparam
sulfato no processo de invaséo. Por outro lado, os fragmentos N-acetilado ([GICUA-
GIcNACc]4[GIcUA]) e N-sulfatado ([GIcNS,6s]-[I[doUA,2s-GIcNS,6s]-[ldoUA-GICNS,6s]-
[I[doUA-GIcNAC,6s],-[I[doUA-GICNS]-[IdOUA-GICNAc]) ndo alteraram o indice de
infeccdo, sugerindo que tanto a regido N-acetilada quanto a regido N-sulfatada
isoladamente n&o participam ativamente do processo de reconhecimento parasita-

PGHS. E importante ressaltar que ao compararmos as seqiiéncias dos fragmentos
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entre si observamos que o dissacarideo ([GICUA-GICNS]3) esta presente apenas no
dominio NA/NS, sugerindo um papel determinante deste dissacarideo no processo
de invasdo do T. cruzi em cardiomidcitos. Além disso, queratam sulfato e condroitim
sulfato (Calvet e cols., 2003), que ndo possuem em sua estrutura este dissacarideo,
ndo foram capazes de inibir a infeccdo. Desta forma, o dissacarideo ([GICUA-
GIcNS]3) parece ter um papel primordial no processo de sinalizagdo, disparando a
penetragdo do parasito. Tal como ocorre com fatores de crescimento, o
reconhecimento do dominio da cadeia de HS entre patdgenos parece ser bastante
especifico e dependente da proteina ligante. Em Herpes simplex virus, por exemplo,
ocorre o0 reconhecimento do dominio NS da cadeia de HS, sendo o dissacarideo
(IdoA2S-GIcN3S) envolvido no reconhecimento da glicoproteina gD na superficie do
virus, permitindo a fusé@o entre o envoltorio viral e a membrana plasmética da célula
alvo (Spear 2004; Tiwari e cols., 2006).

Uma questdo em aberto refere-se a participagdo da carga negativa, mediada
pela sulfatacdo, no processo de reconhecimento receptor-ligante, uma vez que o
dominio NS ndo demonstrou papel importante na invasdo e os elevados niveis de
inibichko com o tratamento dos parasitos com heparina eram sugestivos da
participacao da carga negativa como moduladores do reconhecimento. Assim, para
esclarecer o papel da sulfatacdo durante o processo de invasdo de cardiomiocitos
pelo T. cruzi, realizamos ensaios onde células musculares cardiacas foram pre-
tratadas com concentracdes crescentes de clorato de sédio. Este composto é
conhecido por inibir a sulfatacdo durante a sintese de proteoglicanos sulfatados.
Nossos dados demonstraram uma redugcdo dose dependente no percentual de
invasao pelo T. cruzi alcangcando 26%, 48,5% e 73,6% ap0s tratamento com 25 mM,
50 mM e 75 mM, respectivamente. Estes dados sugerem que, embora a regiao
sulfatada da molécula de HS n&o esteja envolvida no reconhecimento ligante-
receptor, esta parece ser importante na modulacao da ligacdo entre estas moléculas,
favorecendo a aproximacao entre parasito-célula hospedeira. Recentemente, Fadel
e Eley (2004) relataram o importante papel da sulfatacdo de heparam sulfato no
processo de invasdo de Chlamydia trachomatis. No entanto, o efeito inibitério da
invasado apo6s o tratamento com clorato de sodio parece ser dependente da cepa de
Chlamydia trachomatis utilizada, sendo evidenciado que a infectividade da C.
trachomatis E64 € levemente alterada apos tratamentos com altas concentracdes de
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clorato (=100 mM), enquanto a invasao de C. trachomatis LGV1 € inibida com baixas
concentragdes de clorato (=30 mM).

Em resumo, nossos resultados revelaram que ambas as formas
tripomastigotas e epimastigotas apresentam proteina(s) de massa molecular de 65,8
kDa e 59 kDa com capacidade de ligar a multiplos GAGs, mas apenas a ligacdo ao
dominio NA/NS ([N1doUA-GIcNACc]-[GIcUA-GIcNS]3-[GIcUA-GIcNACc]4[GICUA]),
promove a penetracdo do parasito. Além disso, demonstramos que a carga negativa
modula a ligacdo especifica ao dominio N-acetilado/N-sulfatado da cadeia de
heparam sulfato, disparando vias de sinalizacdo envolvidas no processo de invaséo
do parasita. Acreditamos que os dados obtidos neste trabalho poderdo contribuir
com estudos futuros que visam bloquear o reconhecimento da célula hospedeira
pelo receptor de heparina, podendo gerar estratégias farmacolégicas mais eficazes
no controle da infecgéo aguda da doenca de Chagas.
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As trés formas evolutivas de Trypanosoma cruzi apresentam proteina(s)
com propriedades de ligagdo a glicosaminoglicanos sulfatados
(heparina, heparam sulfato e condroitim sulfato), sugerindo o importante
papel deste ligante no reconhecimento de proteoglicanos sulfatados nas
células do hospedeiro;

Duas bandas majoritarias de proteinas hidrofébicas com afinidade a
heparina e massa molecular de 65,8 kDa e 59 kDa estao presentes nas
formas tripomastigotas e epimastigotas de T. cruzi;

O perfil protéico de 59 kDa apresenta elevada capacidade de ligacdo a
glicosaminoglicanos sulfatados em ambas as formas de T. cruzi, sendo
um potencial candidato com possivel envolvimento no reconhecimento

T. cruzi-cardiomidcito;

A caracterizacdo bioquimica parcial de proteina(s) de ligacdo a heparina
sugere que o0s polipeptidios de 658 kDa e 59 kDa tém um

comportamento heterogéneo quanto as suas cargas.

Heparina, um glicosaminoglicano estruturalmente semelhante ao
heparan sulfato, mas ndo queratam sulfato, inibe a invasédo de formas
tripomastigotas de T. cruzi em cardiomiocitos. Estes dados corroboram a
participacdo seletiva de acido D-glicurénico/L-idurénico e N-acetil ou N-
sulfo glicosamina como mediadores do processo de invasdo do

Trypanosoma cruzi;

O dominio N-acetilado/N-sulfatado (NA/NS) da cadeia de heparam
sulfato inibi em 45% os niveis de infec¢do, sugerindo a participacdo de
[I[doUA-GIcNAC]-[GICUA-GICcNS]s-[GIcUA-GICNAC]4[GICUA] como
molécula alvo de reconhecimento capaz de disparar o processo de

invasado do T. cruzi em cardiomiécitos;

Os dominios N-acetilado (NA) e N-sulfatado (NS) ndo participam do

reconhecimento receptor-ligante, mas o dominio NS parece modular a
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interagdo do ligante com o dominio NA/NS da cadeia de heparam
sulfato;

e A inibicdo da invaséo apos tratamento com clorato de sédio corrobora o
papel inicial do dominio NS como modulador por aproximagao
eletrostatica durante interacdo receptor-ligante, favorecendo o
reconhecimento do dominio NA/NS da cadeia de heparam sulfato.
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