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RESUMO

Diversos mecanismos de invasdo tém sido descritos na infec¢céo de diferentes
tipos celulares pelo Trypanosoma cruzi, apontando a versatilidade deste parasita no
reconhecimento de diferentes ligantes e/ou receptores na superficie da célula alvo.
Além dos tripomastigotas, formas infectivas classicas, as formas amastigotas
desempenham importante papel na manutencdo da infeccdo e progressdo da
doenca de Chagas. Embora avan¢os no entendimento do mecanismo de invaséo de
tripomastigotas tenham sido alcancados, as moléculas que modulam o
reconhecimento e disparam o processo de invasdao de amastigotas ainda sao pouco
elucidadas. Neste estudo, avaliamos a participacdo de glicosaminoglicanos (GAGS)
no processo de reconhecimento e invasdo de amastigotas em cardiomidécitos in vitro.
A padronizacéo do processo de amastigogénese in vitro revelou que a diferenciacao
majoritaria de tripomastigotas de T. cruzi em amastigotas ocorre apds 48h de
inducdo em meio &acido. Neste tempo de diferenciacdo (48h), os parasitas
apresentaram (I) morfologia arredondada, (ll) elevados indices de proliferacdo, (llIl)
presenca de antigeno estagio-especifico (Ssp4) e (IV) caracteristicas ultra-
estruturais similares a amastigotas intracelulares. A cinética de infeccdo amastigota-
cardiomidcito revelou elevados indices de infec¢éo, atingindo 25% e 51% apos 2h e
48h, respectivamente, na proporcdo de 65:1 parasita-cé€lula alvo. Para avaliar o
papel de GAGs sulfatados no reconhecimento parasita-cardiomiécitos, amastigotas
foram pré-tratados com 20ug/ml de GAGs soluveis, incluindo heparina, heparan
sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), dermatan sulfato (DS) e queratam sulfato (KS),
antes da interacdo com a célula alvo. Nossos resultados demonstraram que o
tratamento de amastigotas com heparina e HS inibe a penetracdo em cardimiocitos,
alcancando 82% e 65% de inibicdo da invasédo, respectivamente. Semelhante a
tripomastigotas, o reconhecimento de amastigotas extracelulares € mediado pelo
dissacarideo &cido D-glucurénico (GlcA) ou acido L-idurénico (IdoA) e N-
acetilglicosamina (NacGli), enquanto GAGs também negativamente carregados,
como CS, DS e KS, néo dispararam a invasdo de amastigotas. A infeccao de células
de ovéario de hamster, selvagem (CHO-K1) e deficientes em GAGs (CHO-745),
apontaram uma reducdo significante de 74% e 67% da invasao apés 2h e 4h de
interacdo, respectivamente. Estes resultados corroboram dados de competicéo,
sugerindo a participacédo de proteoglicanos de HS como moléculas mediadoras do
processo de invasdo de amastigotas.
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ABSTRACT

Diverse mechanisms of invasion have been described in the infection of
different cell types by Trypanosoma cruzi, pointing the versatility of this parasite in
the recognition of different ligands and/or receptor at the surface of the target cells.
Similar to trypomastigotes, classic infective form, amastigote forms play important
role in the maintenance of the infection and the progression of Chagas disease.
Although advances in the understanding of the mechanisms of trypomastigotes
invasion have been attained, the molecules that modulate the recognition and trigger
amastigotes invasion process are poorly elucidated. In this study, we evaluated the
participation of glycosaminoglycans (GAGs) in the amastigote-cardiomyocyte
recognition and invasion process in vitro. The standardization of the amastigogenesis
process in vitro revealed that the majority of differentiation of T. cruzi trypomastigotes
to amastigotes occurs after 48h of acid-induction. In this time of differentiation (48h),
the parasites had presented (I) rounded morphology, (ll) raised proliferation index,
(Il presence of stage-specific antigen (Ssp4) and (IV) ultrastructural characteristics
similar to intracellular amastigotes. The kinetic of amastigote-cardiomyocyte infection
revealed high levels of infection, reaching 25% and 51% after 2h and 48h,
respectively, in the ratio of 65:1 parasite-target cell. To evaluate the role of sulfated
GAGs in the parasite-host cell recognition, amastigotes were pre-treated with
20pg/ml of soluble GAGs, including heparin, heparan sulfate (HS), chondroitin sulfate
(CS), dermatan sulfate (DS) and keratan sulfate (KS) prior to cardiomyocyte
interaction. Our results demonstrated that treatment of acid-induced amastigotes
with heparin and HS inhibits the penetration in cardiomyocyte, achieving 82% and
65% of inhibition of the invasion, respectively. Similar to trypomastigotes, the
recognition of extracellular amastigotes is mediated by D-glucuronic acid (GIcA) or L-
iduronic acid (IdoA) and N-acetylglucosamine (NacGli) disaccharide while GAGs also
negatively charged, as CS, DS and KS, did not elicit amastigotes invasion. The
infection of cells of hamster ovary, wild-type (CHO-K1) and deficient in GAGs (CHO-
745), had pointed a significant reduction of 74% and 67% of the invasion in CHO-745
after 2h and 4h of interaction, respectively. These results corroborate competition
assay data, suggesting the participation of heparan sulfate proteoglycans as

mediating molecule of the amastigote invasion process.



LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

BSA — Albumina de soro bovino

BZ — Benznidazol

Células CHO — Linhagem celular derivada do ovario do hamster Chinés
CO:z- Dioxido de carbono

CS — Condroitim sulfato

DABCO - 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano
DAPI — 4,6-Diamino-2-Fenilindol

DMEM - Meio Eagle modificado por Dulbecco
dpi — Dia pos-infeccao

DS — Dermatam sulfato

EDTA — Acido etilenodiaminotetracético
FAK — Cinase de adeséo focal

g — Gravidade

GA - Glutaraldeido

GAGs — Glicosaminoglicanos

Gal - Galactose

GalNAc — N-acetil-galactosamina

GlcA — Acido glicurdnico

GIcNAc — N-acetil-glicosamina

GPI - Glicosilfosfatidilinositol

HA — Acido hialurénico

HS — Heparam sulfato

IdoA — Acido iduronico

kDa — quilo Daltons

KS — Queratam sulfato

MEC — Matriz extracelular

NFX — Nifurtimox

0OsOas— Tetroxido de 6smio



PBS — Tampao salina fosfato

PFA — Paraformaldeido

PGHS - Proteoglicano de heparam sulfato
PI3K - fosfatidil inositol 3-cinase

SFB — Soro fetal bovino

TS — Trans-sialidase

Xyl — Xilose

Xi



INDICE

YA oo 1U o= Lo L PP USRS 1
1. DO0ENGCA U8 CHAJAS ...evvvvuiiiiieeiiiiiie ettt sa s s e e e e e e s e e e e e eeseeaeeeseeeenssnnenes 2
1.1. Epidemiologia e distribuicao geOografiCa ............uuvruieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiie e 2

1.2. Evolucéo e tratamento da doenca de Chagas .............cccvvveeiiiiieieeineiiiiiiieeeens 3

2. O TrYPANOSOMEA CIUZI .eeeiieieeeiee et ettt en e e e e e e eae e 6
2.1. FOrMAS EVOIULIVAS .....uuuuiuiiiiiiiiiieieiieeae et et e e e es e e ea e e e e e e e e e sen e 7

Y22 O [ox (o 1 o[ ] (0T [ o o PP UPRRUPT 10

3. INteraCao TryPaNOSOMA CIUZI «...uuvuuieeeeeiieeeeeeeeeeeeiieeeeettieeeeieseeaebebbeaba e e e e e eeeaas 12
4. Matriz EXIFACEIUIAL ...t 14
4.1. Glicosaminoglicanos e proteogliCanos ...........cooooiiiiiiiiiiiieiee e 16

O BTIVOS it e e et a e e e e 21
Material € MELOUOS .....cooiiiiiiiiie ettt e e nne s 23
1. Cultura de CardiOmMIOCILOS ........uuuuriiieeiiiaiai ettt e e e ee e e ee e ee e e e e e e e e e 24
2. CUltura de CEIUIAS VEIO ......ccoeeeieeeeee ettt ae e e e e e 25
3. Obtencao de TryPanNOSOMA CIUZI.......uuuuuueurnnannnaseesessn eessreeeesssneeeesesessnnsnsnnnnnns 25
a. FOrmas tripOmMastigOtas .......ccccooiiiiiieiiiiiiie ettt e e e 25

D. FOrmas amastigotas .........cooiiiiiiiiiiiie e e s 26

4. Interacdo amastigotas-cardiomiOCItOS ..........cocoiviiiiiiiiiiii e 26
5. ENSAI0S 0€ COMPELICAD .. .ceeiivieiiiiiiieiiiieee e et e e e ee e e e e e e ee e e e e e e ae e e e e s aeeeeaatbeeeeeeeeeesnrnnnnn e 27
6. ENsaios com CEIUIAS CHO .........coooiiiiiiiiiccec st 27
P Oe] (o] r=Tor= To N o 1= [l 1T o 4 1S PP 28
8. IMUNOflUOreSCENCIA INAIFELA ........ueiiiiiieiiee e e 28
9. Microscopia eletronica de tranSMISSA0 .........cevviiiiiiiiiieiee e 29
RESUITAUOS ...t e 30
1. Processo de amastigogE@nese iN VItIO .......cccooeiiieiiiiiiiieee et 31
2. Interacdo amastigotas-CardiomiOCItOS ........ccccoiiiireririiiieaeeeeeeaaae e reeieeeree e e e e e e e e ea e 38
3. ReconheCcimento CEIUIAN ... e e 41
a. Ensaios de competiCa0 COM GAGS .....uuiiiiiiiiiiieiieiie e 41

b. Ensaios com CElUIas CHO .........oooiiiiiiiiiiiiie e 44
DY oAU 17 (o RO PPPPRPPPPRPPt 47
CONCIUSDES ...ttt e e e e ra bbb e et e e e e ea e e e e e et b br e e e e e e e e aanaeeeaeaans 54
RETEIENCIAS oottt e e e s e e sttt ee e e e e e e e e e e 56
N 1123 o T PSPPSRI 72

Artigo: Heparan sulfate proteoglycan tiggers invasion of cardiac myoycytes by
Trypanosoma Cruzi amastigOteS ......cuiueiei i e eanens 73



INTRODUCAO




INTRODUCAO

1. Doenca de Chagas

1.1.Epidemiologia e distribuicdo geogréafica

A doenca de Chagas, primeiramente descrita por Carlos Chagas (1909), é
causada pelo protozoario Trypanosoma cruzi e apontada como maior causa de
cardiopatias e megasindromes nas Américas Central e do Sul (Elizari, 1999, 2002;
Higuchi et al., 2003). Esta doenca encontra-se distribuida em regiées endémicas de
18 paises do continente americano (Figura 1), sendo considerada uma doenca
tropical negligenciada que demonstra claramente o quadro de desigualdade
econdmico-social de alguns paises (revisto por Dias, 2007). As doencas tropicais
negligenciadas sao classicamente rurais e geralmente de regides pobres, atingindo
principalmente individuos com moradias permissivas a proliferacdo de vetores e
animais reservatorios, além de apresentar condicdes sanitarias insatisfatorias

(revisto por Hotez et al., 2008).

B Areas Endémicas

Figura 1. Mapa de distribuicdo da doenca de Chagas.
Fonte: http://www.estudosobre.com/Doen%C3%A7a_de_Chagas
(acessado em novembro/2008).


http://www.estudosobre.com/Doen%C3%A7a_de_Chagas
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Devido, principalmente, aos programas de controle e crescente migracao rural-
urbana, dados de prevaléncia e incidéncia da doenca de Chagas estdo em
constante mudanca (Moncayo e Yanine, 2006). Na década de 80, a doenca atingia
cerca de 17 milhdes de individuos e, a cada ano, eram registrados em torno de
700.000-800.000 novos casos (WHO, 1991). Em 1991, uma iniciativa langcada por
diversos paises do Cone Sul da América Latina teve como proposta eliminar a
transmissao através de medidas preventivas como: (i) utilizacdo de inseticidas em
casas de areas endémicas, visando eliminacdo do inseto vetor com posterior
controle entomoldgico para evitar re-infecgdes; (i) controle sorolégico rigoroso em
bancos de sangue a partir da selecdo de doadores e/ou esterilizagdo do sangue
utilizado para transfuséo, (iii) programas de educacdo sanitaria e (iv) melhoria das
moradias (Moncayo e Yanine, 2006).

Estudos epidemiolégicos demonstraram que os esforcos no controle da
infeccdo resultaram na interrupcdo da transmissdo vetorial e transfusional no
Uruguai (1997), Chile (1999) e Brasil (revisto por Moncayo e Yanine, 2006).
Recentemente, o Brasil recebeu da Organizacdo Pan-Americana da Saude (OPAS)
e Organizacao Mundial de Saude (OMS) a certificacdo de eliminacao da transmissao
da doenca de Chagas pelo Triatoma infestans (revisto por Dias, 2006). Na Argentina
e Paraguai, as reducdes da incidéncia da doenca de Chagas foram bastante
significativas (WHO, 2002). Dados atuais demonstram que ha cerca de 13 milhdes
de pessoas infectadas, com aproximadamente 200.000 novos casos por ano (WHO,
2005). Ainda, em reconhecimento a gravidade de doencas negligenciadas na
América Latina, a OPAS/OMS, juntamente com o0s governantes dos paises sul
americanos e seus programas de controle de doencas nacionais, estdo combinando
esforcos para controle e, em alguns casos, eliminacdo de doencas tropicais

negligenciadas (revisto por Hotez et al., 2008).

1.2. Evolucéo e tratamento da doenca de Chagas

A doenca é dividida em duas fases consecutivas: aguda e crbnica. A primeira,
caracterizada por elevada parasitemia, é controlada rapidamente pelo sistema
imunoldgico e geralmente assintomatica e, portanto, de dificil deteccdo. Cerca de

95% dos pacientes infectados ndo apresentam sinais clinicos significativos (revisto
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por Antas et al., 1999; Grauert et al., 1993; Hofflin et al., 1987). Em alguns casos
sdo observados sintomas clinicos nesta fase, podendo levar a morte principalmente
criangas (1-5 anos) e individuos imuno-comprometidos, geralmente por meningo-
encefalite e, menos freqientemente, por faléncia cardiaca causada por miocardite
aguda difusa (revisto por Moncayo e Yanine, 2006). Nos casos de transmissao
vetorial podem ser observados sinais de porta de entrada, também chamados de
chagomas de inoculacdo, sendo o mais indicativo deles o Sinal de Romarfa
(Romafia, 1935).

Apés a fase aguda, a doenca evolui para fase crbnica que pode ser
sintoméatica (forma determinada) ou assintomética (forma indeterminada). A maioria
dos individuos apresenta a forma indeterminada, que é caracterizada pelos
seguintes critérios: (i) positivo para o teste de IgG especifico; (i) auséncia de
sintomas clinicos; (iii) auséncia de alteragdes eletrocardiograficas e (iv) coracao,
es6fago e coOlon apresentando aspecto normal na analise por raio-X (revisto por
Teixeira et al., 2006). Apds intervalo de tempo que pode variar de alguns anos até
décadas, cerca de 30% dos individuos infectados ingressam na forma determinada,
onde s&o observadas manifestagbes cardiacas, digestivas e, menos
freqientemente, neurologicas (Dias e Coura, 1997). O tempo médio entre a infec¢ao
aguda e o desenvolvimento de lesdes graves na fase crénica da doenca foi estimado
em 28 + 7 anos (revisto por Prata, 2001).

As manifestacOes digestivas, apresentadas por 5 a 10% dos individuos
infectados, s&o acarretadas normalmente pela destruicdo neuronal do trato
gastrointestinal e representadas principalmente por alteracbes morfolégicas e
funcionais do célon e eséfago (da Silveira et al.,, 2007; Tanowitz et al., 1992). No
megacolon, o reto e o célon sigmdide sdo os segmentos mais comprometidos, onde
sao observados alargamento luminal e hipertrofia muscular (da Silveira et al., 2007).

Cerca de 30 a 40% dos individuos manifestam alteracdes cardiacas na fase
cronica da doenca (Marin-Neto et al., 2007). A cardiomiopatia chagasica croénica,
forma mais grave da doenca, € progressiva, irreversivel e incapacitante, sendo
evidenciado alteracdes eletrocardiograficas, hipertrofia do érgdo, intensa miocardite
e fibrose. Esta Ultima é decorrente da destruicdo da massa muscular, que é
substituida por intensa fibrose, levando a interrupcdo das fibras cardiacas. Em

pacientes com alteracdes eletrocardiograficas graves, cerca de 58% apresentam
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sinais de faléncia do érgéo e, geralmente, morrem dentro de 7 — 24 meses (revisto

por Teixeira et al., 2006).

Até o momento a etiologia da doenca de Chagas nao esta bem determinada e
multiplos mecanismos tém sido propostos para explicar a patogénese da doenca. A
hipotese da doenca de Chagas ser uma doencga auto-imune foi difundida a partir da
década de 70, pelo fato dos pacientes cardiopatas apresentarem inflamacédo e
extensa fiborose mesmo na auséncia aparente do parasita (Santos-Buch e Teixeira,
1974). Estudos detectaram producdo de anticorpos contra antigenos proprios e
presenca de linfocitos T auto-reativos durante a infeccéo pelo T. cruzi (Cunha-Neto
et al., 1995, 1996; revisto por Marin-Neto et al., 2007). Porém, duas criticas sao
geralmente usadas contra a hipotese auto-imune: (i) o fato de que drogas
imunossupressoras levam a mortalidade e exacerbacdo da doenca, ao invés de
controlarem os sintomas e (ii) a eficacia da quimioterapia anti-T.cruzi na reducéo da
sintomatologia clinica em humanos e modelos experimentais (revisto por Leon e
Engman, 2003). Outra hipdtese é que a resposta imune inflamatoria seria disparada
por antigenos do parasita (Higuchi et al., 1997, Zhang e Tarleton, 1999). Antigenos
do parasita foram encontrados em bidpsias de coracbes chagasicos cronicos
humanos (Palomino, 2000). No entanto, como a intensidade da doenga nem sempre
€ proporcional ao grau de parasitismo, diversos autores apontam a possibilidade do

envolvimento de outros mecanismos patogénicos associados.

O tratamento clinico da doenca de Chagas baseia-se em compostos nitro-
heterociclicos, como Benznidazol (BZ) e Nifurtimox (NFX) (revisto por Croft et al.,
2005; revisto por Urbina e Do Campo, 2003). A acao dessas duas drogas varia de
acordo com a fase da doenca, o periodo de tratamento, a dose do medicamento, a
idade e a origem geogréfica dos pacientes. Em geral, séo ativas nos casos agudos e
recentes da infeccdo, principalmente em criangas. Estes quimioterapicos sao
indicados principalmente nos casos de infeccbes recentes, forma congénita,
reativacdo associada a imunossupressdao, em situacdes de transfusbes e
transplantes de oOrgdos de doadores infectados e em casos de acidentes de
laboratorio (Coura e de Castro, 2002; Rassi, 1982). Em relacdo a infeccao cronica,
tais compostos tém efeito limitado, porém estudos mais recentes tém demonstrado
gue o tratamento pode nédo sO retardar como também evitar a evolucdo da doenca

(Pinto-Dias, 2006; Urbina e Do Campo, 2003). No entanto, estes quimioterapicos
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apresentam efeitos colaterais sérios, como: anorexia, alteragcdes psiquicas,
manifestacdes digestivas, dermatites com erupcédo cutanea, edema generalizado,
febre, dores articulares e musculares, depressdo da medula 6ssea, trombocitopenia,
entre outros (Castro et al., 2006; Coura, 1996). Ainda, a presenca de cepas de T.
cruzi naturalmente resistentes a BZ e NFX contribui para o indice reduzido de cura
(Dos Santos et al., 2008; Filard e Brener, 1987). Desta forma, a busca de novos
compostos ativos em ambas as fases da doenca, aguda e cronica, e com efeitos
colaterais reduzidos tem sido alvo de intensa investigagao.

Derivados de triazdis, inibidores especificos da biossintese de ergosterol
como posaconazol e ravuconasol, apresentam potente acdo tripanocida e eficacia
na infeccdo experimental, sendo em breve aplicados em ensaios clinicos (Croft et
al., 2005, Molina et al., 2000). Estudos revelaram que inibidores de cruzipaina, uma
cisteina proteinase importante na relacdo parasita/célula hospedeira, sdo capazes
de eliminar o parasita e promover a cura de camundongos infectados (Cazzulo,
2002). Diamidinas aromaticas induzem a morte do parasita, através da associacao
ao seu DNA, comprometendo a expressao de genes, duplicacdo e reparacdo do
mesmo (Silva et al., 2007). Outros compostos, incluindo bisfosfanatos (Sanz-
Rodriguez et al. 2007), 3-(binefil-4-il)-3-hidroxiquinuclidina (BPQ-OH) e ER27856,
dois inibidores especificos da esqualeno sintase (Braga et al.,2004) e derivados de
acridina (Pardo Andreu et al., 2008) apresentam resultados bastante promissores e

sao fortes candidatos a aplicacéo terapéutica.

2. O Trypanosoma cruzi

O Trypanosoma cruzi € um protozoario hemoflagelado digenético,
pertencente a ordem Kinetoplastida e familia Trypanosomatidae. A caracteristica
principal desta ordem é a presenca de uma estrutura intramitocondrial localizada
logo abaixo do corpusculo basal chamada de cinetoplasto, que consiste em uma
grande quantidade de DNA organizada na forma de microcirculos. Seu ciclo
biolégico envolve dois hospedeiros: um vertebrado, mamiferos silvestres ou

domiciliares, incluindo o homem, e um invertebrado. Este parasita é transmitido
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através do inseto vetor, hemipteros da familia Reduviidae e subfamilia Triatominae,
conhecido vulgarmente como barbeiro. Os principais géneros sao: Triatoma,
Panstrongylus e Rhodnius. Além da transmiss&o natural, através do inseto vetor, o
T. cruzi também € transmitido por transfusdo sangulinea, transmissdo congénita,
transplante de 6rgdos, acidentes de laboratério ou ingestdo de alimentos
contaminados (Angelis et al., 2003; Dias et al., 2008; Kirchhoff et al., 2004; Yoshida
2008). A transmissao via oral tornou-se um importante mecanismo de infeccdo nos
ultimos anos, gerando microepidemias e acarretando sintomas clinicos agudos com
alta mortalidade (Coura 2006). Casos recentes de infec¢éo oral foram reportados em
diferentes regides, como: Rio de Janeiro em 2004, Bahia em 2004 e 2006, Santa
Catarina em 2005, Amazbénia em 2004 e 2007 e Para em 2006, acarretados pelo
consumo de alimentos contaminados, como agua, acai e caldo de cana. Colbnias de
triatomineos positivos para infec¢éo pelo T.cruzi, cujas espécies identificadas foram
Triatoma vitticeps (Rio de Janeiro) Triatoma sordida (Bahia) e Rhodnius robustus e
Panstrongylus lignarius (Pard), foram encontradas nas proximidades onde os casos
de infeccao oral foram relatados. Estes dados enfatizam a necessidade de se avaliar
a importancia de outros vetores na manutencdo da endemicidade da doenca (Dias et
al., 2008; Lorosa et al., 2008; Yoshida 2008).

2.1.Formas evolutivas

Durante seu ciclo biolégico, o T. cruzi apresenta trés formas evolutivas
distintas: amastigotas, tripomastigotas e epimastigotas. Em hospedeiros vertebrados
ocorrem as duas primeiras formas, enquanto no invertebrado, as duas ultimas.
Estruturas intracelulares e organelas foram primeiramente visualizadas nas formas
epimastigotas por microscopia eletronica de transmissdo (Figura 2), sendo
observada a presenca de complexo de Golgi, reticulo endoplasmatico, nucleo,
glicosoma, acidocalcisoma, corpusculo basal e microtubulos subpeliculares,
vesiculas endociticas e vacuolo contratil, mitocondria e cinetoplasto (revisto por De
Souza 2008).
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Figura 2. Esquema da forma epimastigota de T. cruzi contendo as principais
estruturas e organelas. Imagem retirada do artigo de De Souza 2008 no Portal de doenga
de Chagas da FIOCRUZ - www.fiocruz.br/chagas/media/figla.jpg (acessado em
outubro/2008).

Tripomastigotas (Figura 3a) s&o formas flageladas alongadas, com
aproximadamente 25 ym de comprimento e 2 ym de diametro (De Souza, 2002).
Seu cinetoplasto, organela com DNA mitocondrial abundante, é grande e redondo e
constituido de lamelas espacadas (Tomlinson et al, 1995). Encontra-se na regiao
posterior ao ndcleo, cuja localizacdo é o segmento médio do citossomo. Seu flagelo,
gue equivale a cerca de um terco do seu comprimento total, percorre aderido toda a
extensdo do corpo celular. Sdo as formas infectivas classicas e ndo possuem

capacidade proliferativa. Os tripomastigotas encontrados no sangue do hospedeiro
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vertebrado e no intestino do inseto vetor sdo denominados tripomastigotas
sanguineos e metaciclicos, respectivamente (Brener, 1973).

Amastigotas (Figura 3b) séo formas arredondadas, com pouco citoplasma e
nucleo redondo e excéntrico. Medem aproximadamente 4 ym de didmetro e
possuem um flagelo muito curto ou reduzido ao segmento intracelular, o que justifica
sua baixa mobilidade (Rey, 1991). Seu cinetoplasto, situado na regido anterior ao
nucleo, é alongado e possui uma constituicdo em lamelas condensadas (Tomlinson
et at, 1995). As amastigotas sdo formas proliferativas intracelulares, porém também
sdo capazes de infectar células do hospedeiro vertebrado (De Souza, 2002; Ley et
al., 1990).

Epimastigotas (Figura 3c) sédo formas flageladas alongadas, medindo cerca
de 20 - 40 ym de comprimento (De Souza, 2002). Seu cinetoplasto, com formato de
um disco ligeiramente céncavo, é localizado na regido anterior ao nucleo e sua bolsa
flagelar abre-se lateralmente, por onde o flagelo emerge. Este se mantém aderido
ao corpo celular até a extremidade anterior, onde se torna livre. S&o formas
proliferativas, encontradas no intestino do inseto vetor e incapazes de infectar

células de vertebrados (De Souza, 2002).

a b ¢ ;
Figura 3 — Esquema das formas evolutivas do Trypanosoma cruzi.
(a)Tripomastigota, (b) Amastigota e (c) Epimastigota.
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2.2. Ciclo biolégico

A infeccdo natural ocorre através da liberacdo de formas tripomastigotas
metaciclicas juntamente com as fezes e urina do inseto vetor infectado, durante o
repasto sangiineo (Figura 4A). Os tripomastigotas ndo sdo capazes de penetrar na
pele integra do hospedeiro vertebrado. Desta forma, penetram através de fissuras na
pele e/ou mucosa ocular (Figura 4B) e invadem macrofagos e/ou células do tecido
conjuntivo adjacente. Apds adesao e invasdo nas células hospedeiras, os parasitas
diferenciam-se intracelularmente em formas amastigotas (Figura 4C) que, apos
sofrerem sucessivas multiplicagdes, se rediferenciam em tripomastigotas. A lise da
célula infectada libera os tripomastigotas juntamente com formas amastigotas, que
podem invadir células adjacentes e/ou atingir a corrente sanguinea e infectar tecidos
distantes (Figura 4D). Embora os tripomastigotas sejam as formas infectivas
classicas, estudos revelaram que amastigotas liberadas no espaco intersticial séo
capazes de infectar células vizinhas e/ou recrutar células mononucleares, gerando
intensos focos de infiltrados inflamatorios (Ley et al., 1988; Schafstein et al., 1999).
Apb6s o0 repasto sanguineo (Figura 4E), as formas tripomastigotas sanguineas
(Figura 4F) ingeridas se diferenciam em formas epimastigotas no intestino médio do
hospedeiro invertebrado, durante o repasto sanguineo (Figura 4G), se multiplicam e
se rediferenciam em formas tripomastigotas metaciclicas (Figura 4H), que seréo

novamente liberadas nas fezes e urina, dando continuidade ao ciclo bioldgico.
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Figura 4.- Ciclo evolutivo do Trypanosoma cruzi.

Fontes: (A) http://www.fundep.ufmg.br/homepage/fotos cases/barbeiro_interna.jpg (acessado em

nov/2008). (B) http://www.cib.uaem.mx/agebiol/pr03 archivos/image016.jpg (acessado em nov/2008).

(C) Dra. Mirian Pereira / Dra. Helene Barbosa / Dra. Técia de Carvalho.

(D) http://www.ioc.fiocruz.br/pages/informerede/corpo/noticia/2006/fevereiro/img/chagas 2.jpg

(acessado em out/2008). (E) www.fiocruz.br/ccs/media/chagas.jpg (acessado em nov/2008). (F-H)

http://www.fiocruz.br/chagas/cqgi/cgilua.exe/sys/start.htm?sid=1 (acessado em nov/2008).

(*) Dra. Patricia Azambuja.
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3. Interacdo Trypanosoma cruzi — célula hospedeira

O T. cruzi € um parasita intracelular obrigatorio e sua capacidade de invadir
células de mamiferos determina sua sobrevivéncia no hospedeiro vertebrado. Seu
mecanismo de invasdo é dividido em duas etapas fundamentais: adesdo e
interiorizacdo do parasita (Meirelles et al., 1982). Assim, o estabelecimento da
infeccdo é dependente do reconhecimento entre moléculas da superficie do parasita
e da célula hospedeira e da ativacdo de vias de sinalizacdo que disparem o
processo de internalizacdo do parasita. Embora o tecido cardiaco seja
preferencialmente afetado, o T. cruzi é capaz de aderir e invadir diferentes tipos
celulares, sugerindo que este parasita reconhece uma multiplicidade de
receptores/ligantes na superficie da célula hospedeira.

Estudos in vitro de interagcédo T. cruzi - célula hospedeira tém contribuido para
0 esclarecimento de eventos biolégicos e moleculares do processo de invasdo e
desenvolvimento intracelular do parasita. O tropismo do T.cruzi por células
musculares (Brener, 1973; Cabrine-Santos et al.,, 2001), principalmente células
musculares cardiacas, € evidenciado pelos altos indices de lesées no miocardio,
principalmente na fase cronica da doenca (Eliazari, 1999; Higuchi et al., 2003). Desta
forma, o modelo de cultura priméaria de células musculares cardiacas utilizado neste
estudo torna-se uma importante ferramenta para o estudo dos aspectos bioldgicos
da interacdo T. cruzi - cardiomiécito. Embora diferentes moléculas tenham sido
descritas como protagonistas do processo de invasdo, as moléculas que deflagram a
adeséao e penetracdo do T. cruzi ndo estdo bem definidas.

A superficie negativa da célula hospedeira modula a adesé&o e invasao do T.
cruzi (Ming et al., 1993; Schenckman et al., 1991, 1992; Soeiro et al., 1995; Villalta et
al.,, 2001) através da participagdo de membros da superfamilia gp85/trans-sialidase
presente na superficie do parasita (revisto por Alves e Colli, 2007). As trans-
sialidases (TS) desempenham duplo papel no processo de invasado: (i) removem
acido sialico da superficie da célula alvo transferindo-os para moléculas aceptoras
na superficie do parasita, conhecidas como Ssp3 (Schenkman e Eichinger 1993) e
(i) atuam como molécula multiadesiva com propriedade de ligacdo a laminina e
citoqueratina 18 em células epiteliais, mediado pelo dominio FLY de TS (Magdesian

et al., 2001; 2007). Evidéncias demonstraram a capacidade de ligacdo de gp85 com
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moléculas na superficie de cardiomidcitos (Alcantara-Neves et al., 2004). Ainda,
glicoproteinas de superficie do T. cruzi como gp30/50 e gp82 disparam vias de
sinalizagdo com liberagdo de Ca** em ambos, o parasita e a célula hospedeira
(revisto por Yoshida 2006), acarretando recrutamento ou despolimerizacdo de
filamentos de actina, respectivamente, para penetracdo do parasita (Ferreira et al.,
2006).

Além disso, carboidratos presentes na superficie da célula hospedeira,
incluindo galactose, N-acetil glicosamina e N-acetil galactosamina, desempenham
importante papel no reconhecimento e invasdo do parasita em diferentes tipos
celulares, incluindo macréfagos e cardiomidcitos (Araujo-Jorge e De Souza., 1988;
Barbosa e Meirelles, 1992). Receptores na superficie celular, como integrinas
(Fernandez et al., 1993) e receptor de manose (Soeiro et al., 1999), e componentes
de matriz extracelular, incluindo proteoglicanos de heparam sulfato e fibronectina
(Calvet et al.,, 2003, 2004), também participam do processo de reconhecimento
parasita — célula hospedeira. Evidéncias demonstraram que fibronectina promove
adesdo e entrada de tripomastigotas mediado por seu dominio RGD (Calvet et al.,
2003; Ouaissi et al., 1985). Ainda, estudos recentes demonstraram a participacéo de
dominios especializados de membrana enriquecidos em colesterol e caveolina no
processo de invasao do T. cruzi (Barrias et al., 2008; Fernandes et al., 2008). Assim,
a penetracdo do T. cruzi na célula alvo é um processo envolvendo varias moléculas
da superficie do parasita e da célula hospedeira.

Embora avancos no entendimento do mecanismo de invasdo de formas
tripomastigotas de T. cruzi tenham sido alcancados nas Ultimas décadas, as
moléculas envolvidas nos processos de reconhecimento e invasdo de formas
amastigotas ainda ndo sdo bem conhecidas. Diversos estudos tém sugerido que as
duas formas evolutivas utilizam diferentes estratégias para a invasdao da célula
hospedeira, apontando que ndo somente moléculas que modulam o reconhecimento
assim como as vias de sinalizagdo ativadas durante o processo de invasao de
tripomastigotas e amastigotas sejam distintas. Em contraste com tripomastigotas,
evidéncias demonstraram que alteracBes na concentracdo de Ca?* ndo afetam a
invasdo de amastigotas em células Vero (Stecconi-Silva et al., 2003). O tratamento
de células Vero e HeLa com citocalasina D, droga que desorganiza filamentos de
actina, inibe somente a invasdo de formas amastigotas e nao tripomastigotas,

sugerindo um papel mais passivo de amastigotas durante 0 processo de
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interiorizacao (Procopio et al., 1998). Estudos com células HeLa demonstraram que
as duas formas evolutivas interagem com diferentes regifes das células hospedeira,
sendo evidenciado que tripomastigotas utilizam preferencialmente a regido baso-
lateral como sitio de penetragdo na célula, enquanto amastigotas invadem a célula
preferencialmente pela regido apical, onde s&o encontradas microvilosidades.
(Mortara et al., 1991). Em contraste, ambas as formas infectivas, tripomastigotas e
amastigotas, sdo capazes de penetrar na célula alvo por dominios especializados de
membrana enriquecidos em colesterol (Fernandez et al., 2008). Estudos
demonstraram a participacdo efetiva de amastigotas na progressdo e manutencao
da infeccdo sendo esta forma evolutiva apontada como desencadeadores da
miocardite focal (de Carvalho e de Souza, 1986; Ley et al.,1988; Schafstein et al.,
1999). Desta forma, o esclarecimento das moléculas envolvidas no processo de
invasdo de formas amastigotas é importante para o entendimento da patogenia da
doenca de Chagas e fornecera novas informagdes nos campos de pesquisa basica,

permitindo a deteccao de moléculas alvo para fins profilaticos.

4. Matriz extracelular (MEC)

Inicialmente a matriz extracelular foi descrita como uma matéria inerte, cuja
funcdo era apenas estrutural. Atualmente esta claro que a matriz exerce um papel
muito mais dindmico e complexo, participando na regulagdo de atividades funcionais
das células nas quais esta inserida (revisto por Farhadian et al., 1996), como
diferenciacdo, proliferacdo, migracdo e reconhecimento celular. Através de
interacGes célula-matriz, ela é capaz de controlar a funcédo celular. Também atua
como moduladora de sinais extracelulares e promove um sitio de estocagem para
fatores de crescimento e citocinas (revisto por Sivakumar et al., 2006).

A MEC é constituida por uma rede composta por diferentes tipos de
proteinas, lipidios e polissacarideos (Fig. 5). Seus constituintes majoritarios sao: (a)
proteinas fibrosas, como colagenos e elastina, que |Ihe conferem resisténcia e
elasticidade; (b) glicoproteinas, como fibronectina e laminina, principais responsaveis
pela conexao célula-matriz extracelular e (c) proteoglicanos, que formam um gel

hidratado capaz de resistir a forcas de compresséao (revisto por Tanzer, 2006).
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Figura 5 - Representacdo esquematica da matriz extracelular demonstrando seus
principais componentes.
Modificado de: http://courses.cm.utexas.edu/jrobertus/ch339k/overheads-2/figure-07-30.jpg
(acessado em novembro/2008)
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4.1. Glicosaminoglicanos e proteoglicanos sulfatados

Os glicosaminoglicanos (GAGs) sé&o polissacarideos nao-ramificados,
formados por unidades repetidas de dissacarideos, divididos em grupos de acordo
com sua composicao e grau de sulfatacdo. Sao altamente hidrofilicos, em funcéo da
carga negativa atribuida pelos grupamentos sulfato. Tais moléculas participam de
diversos processos bioldgicos, como interacdo da matriz extracelular e controle de
processos inflamatérios, influenciando na produgdo de citocinas/quimiocinas,
enzimas e fatores de crescimento, no recrutamento de leucdcitos, entre outros
eventos (Taylor e Gallo, 2006).

Ha quatro familias principais de GAGs: (i) Heparam sulfato (HS)/ Heparina, (ii)
Condroitim sulfato (CS)/ Dermatam sulfato (DS), (iii) Queratam sulfato (KS) e (iv)
Acido Hialurénico (HA). Estes dissacarideos s&o formados por um aglcar aminado
geralmente sulfatado (N-acetil-D-glucosamina ou N-acetil-D-galactosamina) e um
acido urénico (glicurénico ou idurdnico), exceto o KS, que contém uma galactose no
lugar do acido urdénico (Taylor e Gallo, 2006).

O &cido hialurénico € o mais simples dos GAGs, formado por até 25 mil
unidades dissacarideas ndao-sulfatadas, um &cido glicurébnico e uma N-acetil-
glicosamina. Diferentemente dos outros GAGs, ndo é covalentemente ligado a
nenhuma proteina central, por isso néo faz parte dos proteoglicanos. E encontrado
em quantidades variaveis em todos os tecidos e fluidos adultos animais e é
especialmente abundante no embrido no inicio do desenvolvimento.

O condroitim sulfato (CS) é formado por um é&cido glicurénico e uma N-acetil-
galactosamina, podendo ser sulfatado. O dermatam sulfato € semelhante ao
condroitim, porém possui um acido idurénico no lugar do acido glicurénico (Figura 6).

O heparam sulfato e a heparina sdo estruturalmente semelhantes, porém
apresentam diferencas quanto o grau de sulfatacdo. Ambos sdo constituidos por
residuos alternados de N-acetil-glicosamina e por &cido glicurénico (Figura 6). Esta
estrutura sofre subsequentes modificacbes, que resultam na N-sulfatacdo de
residuos de glicosamina. No caso do heparam sulfato, essas reacdes sdo restritas a
dominios caracteristicos, deixando partes da cadeia inalteradas. Uma consequéncia
dessa nao conclusdo das etapas de modificacdo é a geracdo de uma diversidade

estrutural das cadeias de heparam sulfato, levando a um potencial para uma grande
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variedade de interacbes especificas (Hardingham e Fosang, 1992; revisto em
Schoénher e Hausser, 2000). Durante a sintese de heparina essas modificacfes se
completam, gerando o maior nivel de sulfatagdo entre os GAGs, e incluindo a
epimerizagdo do acido glicurénico em &cido idurdnico. As cadeias de queratam
sulfato sdo compostas de residuos de N-acetil glicosamina e galactose ligados por
1,3, que podem ser O-sulfatados no C6 de ambos os acUcares (revisto em Schonher
e Hausser, 2000; Turnbull et al., 1995).
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Figura 6- Estrutura dos glicosaminoglicanos sulfatados.

Os proteoglicanos sé@o proteinas glicosiladas formadas por uma proteina
central ligada covalentemente a uma ou mais cadeias de glicosaminoglicanos
sulfatados (Figura 7). Glicosil transferases adicionam as cadeias de polissacarideos
a proteina central a partir de um tetrassacarideo (xilose — galactose — galactose —
acido glicurbnico) associado a residuos serina (Carey, 1997). O primeiro residuo
xilose é adicionado a partir da atividade de uma xilosil-transferase, no reticulo
endoplasmatico. Dois residuos galactose séo adicionados a xilose no Golgi (cis), por
galactosil-transferase | e galactosil-transferase 1l. O quarto residuo, um &cido

glicurbnico, é adicionado por uma glicuronil-transferase no Golgi (trans). Esta cadeia
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de tetrassacarideo inicial é idéntica para todos as familias de GAGs. A préoxima
enzima a adicionar um residuo a cadeia determinara o GAG formado (Taylor e Gallo,
2006).

R R RERS

Ac. hialurénico

45 4S 45
- WOOS & & & &

Condroitim sulfato

48 48 45

- KOOS 18 ol ol &
25 25

Dermatam sulfato

68

25 NS 2S NS3§
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central

Membrana celular

Xyl @ cia [ ] GaNac
Oca @ ua [ oenac

Figura 7 — Estrutura dos proteoglicanos.
Imagem adaptada de Taylor e Gallo 2006 — FASEB J. 20(1):9-22.

O numero e tipo de cadeias de GAGs, assim como a grande variacdo do
tamanho das proteinas centrais, geram uma imensa heterogeneidade entre os
proteoglicanos. Além disso, mecanismos de sulfatagcdo e fosforilagdo aumentam
ainda mais essa variedade (Taylor e Gallo, 2006). Como um grupo bastante
diversificado, suas funcbes sdo mediadas tanto pela proteina central quanto pelas
cadeias laterais de GAGs (Hardingham e Fosang, 1992). A principal familia de
proteoglicanos presentes na superficie celular € a dos sindecans (proteoglicanos
transmembrana). H4 também a familia dos glipicanos, proteoglicanos ancorados a

membrana via glicosilfosfatidilinositol (GPI) e dos perlecans, proteoglicanos
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secretados na membrana basal (Perrimont e Bernfield, 2000). Os sindecans
carregam, em seu dominio extracelular, um grande nimero de cadeias de heparam
sulfato e condroitim sulfato. Seu dominio intracelular interage com o citoesqueleto e
moléculas sinalizadoras, incluindo cinase de adesao focal (FAK), que atuam em vias
de sinalizacdo associada a eventos de adesdo e migracdo regulados por Rho
GTPase (Saoncella et al., 2004) e na ativacdo de enzimas proteoliticas. Além disso,
proteoglicanos de heparam sulfato estdo envolvidos em uma variedade de
processos biolégicos através de sua cadeia de heparam sulfato e/ou proteina
central, que regula a atividade de diversos ligantes, incluindo fatores de crescimento,
citocinas, quimiocinas, proteinas de matriz e moléculas de adesao celular (Chen et
al., 2007; Guerrini et al., 2002).

Ainda, estudos tém demonstrado que proteoglicanos de heparam sulfato
(PGHS) participam do processo de invasdo de diferentes microorganismos
patogénicos, como: bactérias (Henry-Stanley et al., 2002; Hess et al., 2006; Ihn et
al., 2000, Plotkowski et al., 2001); protozoarios (Calvet et al., 2003; Frevert et al.,
1993; Jacquet et al., 2001) e virus (Reddi e Lipton , 2002; Rue e Ryan, 2002; Walker
et al.,, 2002). Taquizoitas de Toxoplasma gondii aderem em PGHS presentes na
superficie da célula hospedeira a partir de SAG 3, antigeno de superficie ancorado a
sua membrana via glicosilfosfatidilinositol (Jacquet et al., 2001). Ainda, a adeséo de
Plasmodium falciparum em hepatdcitos e células estreladas € via circunsporozoita
(CS), proteina de superficie de esporozoitas - proteoglicanos (Frevert et al., 1993).
No entanto, CS se liga a proteoglicanos de heparam sulfato e condroitim sulfato na
superficie de células estreladas, porém somente em proteoglicanos de heparam
sulfato na superficie de hepatécitos (Pradel et al., 2002).

A identificacdo de uma proteina de 60 kDa na superficie do T. cruzi,
penetrina, capaz de promover a adesao de tripomastigotas a moléculas de heparam
sulfato, heparina e colageno, sugere a participagdo destas moléculas na invaséo do
parasita (Ortega-Barria e Pereira, 1991). Além disso, estudos demonstraram o papel
de proteoglicanos de heparam sulfato como mediadores do processo de invasao de
tripomastigotas em cardiomiécitos (Calvet et al., 2003). Evidéncias demonstraram a
participacdo efetiva do dominio N-acetilado/N-sulfatado da cadeia de heparam
sulfato (HS) neste processo, sendo sua interacdo com o ligante da superficie do
parasita modulada pela dominio N-sulfatado (Oliveira-Jr et al., 2008). Recentemente,

proteinas com massas moleculares de 59 kDa e 65,8 kDa com propriedades de
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INTRODUCAO

ligacdo a heparina, heparam sulfato e condroitim sulfato foram descritas em
tripomastigotas e amastigotas (Oliveira-Jr et al., 2008). No entanto, ainda ndo ha
dados da participacdo de GAGs na invasdo de formas amastigotas. Assim, neste
projeto nos propusemos a avaliar a participacdo de proteoglicanos sulfatados no

reconhecimento de cardiomidcitos por formas amastigotas de T. cruzi.
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OBJETIVOS

Padronizar a técnica de amastigogénese in vitro do Trypanosoma cruzi, clone
Dm28c;

Avaliar o indice de infeccdo de formas amastigotas de T. cruzi em

cardiomidcitos in vitro;

Analisar o papel de glicosaminoglicanos (GAGs) sulfatados, como heparina,
heparam sulfato, condroitim sulfato, queratam sulfato e dermatam sulfato no
reconhecimento e invasdao de formas amastigotas de T. cruzi em

cardiomidcitos.
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1. Culturade cardiomiécitos

Células musculares cardiacas foram obtidas de embrides de camundongos
Suicos com 18 dias (Meireles et al., 1986). As fémeas gravidas foram eutanasiadas
em camara mortuaria contendo dioxido de carbono (CO2) e, na cémara de
dissecacéo, fixadas na placa de contencéo (placas de cortica) com a regido ventral
voltada para cima. Apds assepsia com alcool 70%, a pele foi removida expondo a
cavidade peritoneal. O utero contendo os embrides foi retirado e transferido para
placa de Petri contendo solu¢céo de Ringer (NaCl 154 mM, KCI 3,35 mM, CaClz 1,7
mM, pH 7,0). Dentro da cabina de seguranca biolégica, os embribes foram
decapitados e seus coracdes removidos apés a incisdo do esterno. Em seguida, os
atrios foram retirados e descartados e os ventriculos fragmentados com auxilio de
bisturi. Para a remogcdo de hemacias, os fragmentos foram lavados por 5 min em
solucédo de Ringer sobre placa agitadora aquecida (37°C). Posteriormente, o tecido
fragmentado foi lavado em solucdo salina tamponada com fosfato 0,01M, pH 7,2,
(PBS; NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, KH2PO4 0,88 mM, Na2zHPO4 6,4 mM, pH 7,2) e
submetido a dissociacdo enzimatica sequencial, utilizando PBS, pH 7,2, contendo
tripsina 0,025% e colagenase 0,01%. A série de tripsinizagfes foi efetuada até
completa dissociacado do tecido. As células isoladas foram quantificadas em camara
de Neubauer ao microscopio de luz Zeiss com contraste de fase e plagueadas na
densidade de 8 x 10% células/poco em placas de 24 pocos contendo laminulas
previamente revestidas com gelatina 0,01%- As culturas foram mantidas a 37°C em
atmosfera de 5% de CO2 em meio Eagle modificado por Dulbecco's (DMEM)
suplementado com 8% soro fetal bovino (SFB), 2% extrato embrionario, 25 mM
CaClz, 1 mM L-glutamina e antibioticos (penicilina e estreptomicina). O meio nutritivo
foi trocado a cada 2 dias. Este projeto foi aprovado pela Comissdo de Etica em
Experimentacdo Animal (CEUA) da FIOCRUZ (registro numero P0230-04, aprovado
em 01 de agosto de 2005).
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2. Culturade células Vero

As culturas de células Vero, uma linhagem celular proveniente de rim de
macaco verde africano, foram mantidas em nosso laboratdrio para obtencédo de
massa parasitaria de T. cruzi (clone Dm28c). A amplificacdo das células foi realizada
semanalmente através de dissocia¢cdo com solucdo PBS contendo tripsina 0,01% e
Verseno (EDTA) 0,01%, pH 7,2 por 2 a 5 minutos a 37°C. As células isoladas foram
recolhidas e plaqueadas na densidade de 3 x 10° células por frasco de cultura de 75
cm?. As culturas foram mantidas a 37°C em atmosfera de 5% de CO2 em meio RPMI
suplementado com 5% SFB e 1mM L-glutamina. O meio nutritivo foi trocado a cada
2 dias.

Ao atingir semi-confluéncia (70%), as culturas foram infectadas com formas
tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, e processadas para purificacdo das formas

tripomastigotas como descrito a seguir.

3. Obtencéo de Trypanosoma cruzi

a. Formas tripomastigotas

Culturas de células Vero semi-confluentes foram infectadas com T. cruzi,
clone Dm28c, na proporcdo de 5:1 parasita/célula hospedeira. Em funcdo da alta
viruléncia do T. cruzi, clone Dm28c, os ensaios de infec¢cdo foram realizados com
baixa relacdo parasita/célula hospedeira. A obtencao de formas tripomastigotas foi
realizada na primeira liberacdo das culturas infectadas, a fim de garantir o
isolamento de formas tripomastigostas purificadas, ou seja, sem contaminagao de
formas amastigotas liberadas pela ruptura das células Vero em infeccdes tardias.

No 4° dia apos a infeccdo (dpi), formas tripomastigostas foram recolhidas do
sobrenadante das culturas infectadas e purificadas através de centrifugacéo a 2.136
g por 15 min. O sedimento contendo os parasitas foi ressuspenso em 1 a 2 ml de
DMEM e o numero de parasitas/ml determinado pela quantificagcdo em camara de

Neubauer.
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b. Formas amastigotas axénicas (amastigogénese)

Formas amastigotas de T. cruzi foram obtidas pelo método modificado de
acidificacdo do meio (Tomlinson et al., 1995), cuja proposta é mimetizar o
microambiente intracelular da infec¢éo in vivo.

Tripomastigotas provenientes de células Vero foram incubados por 4 h a 37°
C em meio RPMI suplementado com 1 % soro fetal bovino (SFB) pH 5,0, na
concentracdo de 5 x 10° parasitas/ml. Em seguida, os parasitas foram sedimentados
por centrifugagdo a 2.136g por 15 min e ressuspensos em 10 ml de meio RPMI
suplementado com 1% SFB (Cultilab) pH 7,2. O meio enriquecido com formas
tripomastigotas submetidos por 4 h a pH 5,0 foi transferido para frascos de cultura de
25 cm? e mantido a 37° C em atmosfera de 5% de COx.

O processo de diferenciagdo foi monitorado por microscopio invertido Olimpus
equipado com contraste de fase, com o0 objetivo de avaliar as mudancas
morfologicas ocorridas até 72 h apods inducdo da diferenciacdo. Durante este
periodo, a proliferacdo das formas amastigotas foi avaliada através da quantificacdo
diaria do niumero de parasitas/ml em camara de Neubauer, em 3 experimentos. Para
avaliagcdo da morfologia e posicdo do cinetoplasto dos parasitas durante o processo
de diferenciagcdo, amostras foram coletadas em diferentes tempos e processadas
para andlise ultra-estrutural por microscopia eletrbnica de transmissdo, como
descrito no item 9. Ainda, a analise da expressdo do antigeno de superficie
especifico de formas amastigotas (Ssp-4) foi realizado através de marcacdo com o

anticorpo anti-Ssp4, conforme descrito no item 8.

4. Interacdo amastigotas-cardiomiécitos

Culturas de cardiomiocitos crescidas por 48 h em laminulas de vidro (13 mm)
foram infectadas com formas amastigotas provenientes da amastigogénese in vitro
(48h pos-inducdo). Para avaliar a capacidade de infeccdo de formas amastigotas
axénicas e determinar o indice de infeccdo, realizamos um estudo cinético da
interacdo amastigota-cardiomiécito in vitro. Utilizando diferentes proporcdes
parasita/célula (30:1, 50:1 e 65:1), interrompemos a interacdo apos 2, 4, 24 e 48 h.

As células foram lavadas em PBS e fixadas por 5 min em solucédo de Bouin (75 ml
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de solucéo de &cido picrico 1.2%, 25 ml de formol e 5ml de &cido acético). ApoOs
fixacdo, as culturas foram processadas para coloracdo pelo Giemsa, como descrito
no item 7. A determinacdo do indice de infeccéo foi realizada pela quantificacéo
randémica de 200-400 células por laminula ao microscopio de luz (Axioplan, Zeiss).
O ensaio de invasao foi realizado 3 vezes em duplicata. Culturas de amastigostas
axénicas com indices de diferenciacdo menores que 95% néao foram utilizadas nos

ensaios de interacdo parasita-célula hospedeira.

5. Ensaios de competicao

Ensaios de competicdo foram realizados com o objetivo de avaliar a
participacdo de glicosaminoglicanos (GAGs) no processo de invasdo de formas
amastigotas do T.cruzi em cardiomidcitos. Os parasitas derivados de meio axénico
foram pré-tratados por 1 h no gelo com 20 pug/ml de heparina (Hep), heparam sulfato
(HS), condroitin sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e queratam sulfato (KS) em
meio DMEM suplementado com 1% de BSA pH 7,0. Em seguida, os parasitas
tratados foram colocados para interagir, na proporcdo de 65:1, com a cultura de
células musculares cardiacas. Apo6s 2 e 4 h de interacdo a 37 °C, as células foram
lavadas em PBS, fixadas por 5 min a temperatura ambiente em solucéo de Bouin e
coradas pelo Giemsa (item 7). Como controle da reacao, formas amastigotas foram
incubadas por 1 h no gelo na auséncia de glicosaminoglicanos e submetidas ao
mesmo procedimento dos parasitas tratados. A determinacdo do indice de infecgéo
foi realizada pela quantificacdo randémica de 200-400 células por laminula ao

microscopio de luz (Axioplan, Zeiss). O ensaio foi realizado 3 vezes em duplicata.
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6. Ensaios com células CHO (Chinese Hamster Ovary cells)

Culturas de células CHO (CHO-K1 - linhagem selvagem e CHO-745 -
linhagem mutante, deficiente em glicosaminoglicanos) foram utilizadas para
confirmacdo dos dados de participacdo de GAGs no processo de adesédo e
interiorizacado de formas amastigotas. A dissociacao das células foi feita com solucao
PBS contendo tripsina 0,25% e colagenase 0,05%, pH 7,2 por 2 a 5 min a 37°C. As
células isoladas foram recolhidas e plaqueadas na densidade de 5 x 10* /pogco em
placas de 24 pocos contendo laminulas de vidro (13 mm). Ap6s 24 horas de cultivo
em meio Ham’s F12, as células foram infectadas com amastigotas provenientes de
amastigogénese in vitro (48h pds-inducdo), na proporcdo de 65:1 parasita/célula
hospedeira. ApGs 2h e 4h, a interacéo foi interrompida e as células lavadas em PBS,
fixadas por 5 min em solugcdo de Bouin e processadas para coloracdo pelo Giemsa,

como descrito no item 7. O ensaio foi realizado 3 vezes em duplicata.

7. Coloracao pelo Giemsa

As culturas infectadas com formas amastigotas de T. cruzi, tratadas ou nao
com glicosaminoglicanos sulfatados solluveis, foram lavadas em PBS e fixadas por 5
min a temperatura ambiente em solu¢céo de Bouin (75 ml de solugdo de acido picrico
1.2%, 25 ml de formol e 5 ml de acido acético). Apés a fixacdo, as culturas foram
lavadas em alcool 70%, para remocdo do fixador, lavadas em &gua destilada e
coradas em solucdo aquosa de Giemsa (diluido 1:5) por 60 min a temperatura
ambiente. Ap6s remocdo do corante com agua destilada, as laminulas contendo as
células foram desidratadas e clarificadas em solu¢cdes de acetona e xilol, em série
decrescente de acetona (100% - 30%) e crescente de xilol (30% - 100%). Em
seguida, as laminulas foram montadas em Permount sobre laminas de microscopia e

observadas ao microscépio de luz para determinacao do percentual de infecgao.
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8. Imunofluorescénciaindireta

Amastigotas provenientes da amastigogénese in vitro (48h pos-inducéo)
foram aderidas em laminulas previamente revestidas com poli-L-lisina (1:100). Apés
30 — 40 min a 37°C, as laminulas contendo os parasitas (2 x 106 parasitas) foram
lavadas com PBS e fixadas por 20 min a 4°C em PFA 4% em PBS. Ap0s a fixacéo, o
material foi lavado 3x por 10 min com PBS. Em seguida, foram incubados por 3x por
15 min com PBS contendo 4% de BSA, para blogueio de sitios aldeidicos
inespecificos. As amastigotas foram entdo incubadas overnight (12-18h) a 4°C com
0sS anticorpos monoclonais anti-Ssp3 e anti-Ssp4, gentiimente cedidos pelo Dr.
Marco Krieger (Instituto de Biologia Molecular do Parana), na diluicdo de 1:100 em
PBS contendo 2% de BSA, pH 7,2. Ap6s lavagens em PBS, os parasitas foram
incubados por 1 h a 37° C em camara Umida com o anticorpo secundario apropriado,
anti-lgG de camundongo conjugado com FITC (1:200). Posteriormente, as células
foram lavadas por 3x por 10 min em PBS e incubadas por 5 min a temperatura
ambiente com 10ug/ml de 4,3-Diamidino-2-Fenilindol (DAPI) para detec¢gdo do DNA.
Em seguida, as células foram lavadas em PBS e montadas em PBS contendo 2,5%
de 1,4-diazabiciclo-(2,2,2)-octano (DABCO) e 50% de glicerol, pH 7,2. Como
controle negativo, as amastigotas foram incubadas com soro homélogo ou na
auséncia do anticorpo primario. As amostras foram observadas ao microscépio Zeiss
Axioplan equipado com epifluorescéncia e as imagens foram obtidas com objetiva de
63 X.

9. Microscopia eletrénica de transmisséao

Formas amastigotas de T. cruzi proveniente de amastigogénese in vitro foram
coletados apds 24h e 48h de inducdo. Os parasitas foram lavados em solucdo PBS
e fixados por 1 h a 4 °C com 2,5% de glutaraldeido (GA) em tampao cacodilato de
sédio 0,1 M contendo 2,5 mM de CaClz e 3,5% de sacarose pH 7,2. Apés fixagdo, os
parasitas foram lavados no veiculo do fixador por 3x por 10 min cada. Em seguida,
as amostras foram pos-fixadas por 1 h a 4 °C com tetroxido de 6smio (OsO4) 1% em
tampédo cacodilato de sédio 0,1 M pH 7,2 e desidratadas em série crescente de

acetona (30-100%). A infiltracdo em resina Poly Bed 812 (Epon) foi realizada
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“overnight” a 4 °C na mistura Epon — acetona (1:1) e, posteriormente, em Epon puro
por 4 h a temperatura ambiente. O material foi emblocado em Epon e mantido a 60
°C por 72 h em estufa de polimerizacdo. Em seguida, foram obtidos cortes ultrafinos
em Ultramicrotomo Leica (UCT), os quais foram recolhidos em grades de cobre. O
material foi contrastado com acetato de uranila 2% por 10 min a temperatura
ambiente e citrato de chumbo (0,8M Pb(NOs3)2, 0,199M Na3z(CsHs07) e 4 ml de NaOH
IN) por 2 min. As amostras foram observadas ao microscopio eletrénico de

transmissao Zeiss EM 10C.

10.Analise estatistica
O teste-t de student foi utilizado para determinar a significancia entre as

diferencas dos resultados obtidos nos ensaios de invasao, considerando como

significativo o valor de p < 0,0005.
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1. Processo de amastigogénese in vitro

Para avaliar a participagdo de glicosaminoglicanos sulfatados no processo de
invasdo de amastigotas de T. cruzi em cardiomidcitos, utilizamos amastigotas
extracelulares obtidas pelo método de acidificacdo descrito por Tomlinson e
colaboradores (1995). O meétodo de amastigogénese in vitro baseia-se em
evidéncias de sinalizacdo para diferenciacdo de tripomastigotas em amastigotas
através da acidificacdo do microambiente, mimetizando a acidificagdo do vacuolo
parasitéforo pela fusdo de lisosomos ou endosomas tardios que ocorre durante o
ciclo intracelular. Assim, tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, provenientes do
sobrenadante de culturas de células Vero infectadas, foram incubados por 4h em
meio RPMI pH 5,0 e, posteriormente, transferidos para meio RPMI pH 7,2, com a
finalidade de reproduzir o pH citoplasmatico. Inicialmente, avaliamos mudangas na
morfologia do parasita durante o processo de diferenciacdo no periodo de 24h - 72h
po6s-inducdo. A microscopia de contraste de fase revelou alteraces morfologicas
nos parasitas apds 24h de inducéo (Fig. 1A). Os parasitas induzidos em pH acido
apresentaram forma arredondada e baixa mobilidade, caracteristicas de formas
amastigotas (Fig. 1A). Esta morfologia permaneceu inalterada apos 48h de inducéo
(Fig. 1B). Raros tripomastigotas foram observados na cultura neste tempo de pés-
inducao, sendo frequentemente alcancado 95-98% de diferenciagcdo dos parasitas.
Em estagios mais avancados, ap6s 72h de inducéo in vitro, foi observada reducao
no tamanho destas formas arredondadas apresentando superficie celular irregular
(dado ndo mostrado).

A analise ultra-estrutural do processo de amastigogénese in vitro demonstrou
diferencas no estagio de diferenciacdo dos parasitas apés 24h de inducdo. Embora
0s parasitas apresentassem morfologia arredondada, alguns ainda possuiam o
cinetoplasto caracteristico de formas tripomastigotas (cinetoplasto redondo com
KDNA enovelado) ou em fase intermediaria de diferenciacdo, onde o cinetoplasto
apresentava-se migrando para a regido anterior do parasita (Fig. 2A). Além das
formas em transicdo, também foram observadas, ap6s 24h de inducédo, formas
amastigotas classicas, com cinetoplasto em barra e kDNA condensado localizado na
regido anterior do parasita e evidéncias de multiplicacdo do corpusculo basal (Fig.

2B). Entretanto, estas formas classicas com cinetoplasto caracteristico e indicios de
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duplicacdo do kDNA e do corpusculo basal foram majoritariamente observadas apos
48h de inducéo (Fig. 2C).

Além do acompanhamento do aspecto morfologico dos parasitas induzidos
em pH &cido, avaliamos sua capacidade de replicacdo in vitro, uma vez que a
divisdo binaria € uma caracteristica da forma amastigota intracelular e as imagens
de microscopia eletrénica de transmiss&o apontavam sinais de proliferacéo celular. A
curva de crescimento foi determinada pela quantificacdo do numero total de
parasitas apos 24h, 48h e 72h de inducéo partindo de um in6culo inicial de 1 x 10°
parasitas/ml (Fig. 3). Nossos resultados demonstraram que os parasitas foram
capazes de se multiplicar em meio axénico, evidenciando um aumento de 38% e
65% na quantidade de parasitas/ml ap6s 24h e 48h de inducdo in vitro,
respectivamente. A proliferacdo nas primeiras 48h de inducdo € similar ao que
ocorre no ciclo celular, onde, neste mesmo tempo, € observado um elevado indice
de multiplicacdo das formas amastigotas intracelulares. No entanto, observamos
uma reducdo de 13% no numero de parasitas apdés 72h de inducdo, quando
comparado ao tempo de 48h. Estes dados sugerem que as mudancas morfologicas
observadas neste tempo de inducdo estejam relacionadas a morte do parasita,
provavelmente devido a caréncia nutricional no meio.

Tendo em vista que tripomastigotas e amastigotas expressam em sua
superficie antigenos estagio-especificos, Ssp3 e Ssp4, respectivamente,
analisamos, através de imunofluorescéncia indireta com anticorpo monoclonal anti-
Ssp3 e anti-Ssp4, a presenca destas moléculas na superficie dos parasitas
diferenciados. As imagens de fluorescéncia revelaram intensa marcacao para Ssp4
na superficie da maioria dos parasitas diferenciados apés 48h de amastigogénese
(Fig. 4A e A’), sendo raros parasitas positivos para Ssp3 (Fig. 4C e C’). Estes dados,
juntamente com os dados da analise ultra-estrutural e capacidade proliferativa
apontaram para diferenciacdo majoritaria dos parasitas em amastigotas no tempo de
48h de indugéo. Desta forma, utilizamos em nossos ensaios de interagdo com
cardiomidcitos formas amastigotas extracelulares obtidas apdés 48h de

amastigogénese in vitro.
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Figura 1- Aspecto morfolégico de formas amastigotas obtidas apds 24h (A) e 48h
(B) de inducéo in vitro, observado por microscopia de contraste de fase. Note que a
maioria dos parasitas apresenta morfologia arredondada, similar a amastigotas

intracelulares. Barra = 50 pum
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Figura 2 — Aspecto ultra-estrutural de parasitas obtidos durante o processo de
amastigogénese in vitro. Micrografias de microscopia eletrénica de transmissao
revelaram a presenca de formas intermediarias de T. cruzi (A), com cinetoplasto
arredondado, e formas amastigotas (B), com cinetoplasto caracteristico em forma de
barra, apdés 24 h de inducdo. Amastigotas classicas foram majoritariamente
observadas apo6s 48h de inducéo (C). As setas demonstram sinas de divisdo celular

com inicio de duplicacdo do cinetoplasto e corpusculo basal. Barra = 0,5 um
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Figura 3 — Curva de proliferacdo de formas amastigotas em meio axénico. Os
indices de proliferacdo de 38% e 65% apos 24h e 48h de inducgéo, respectivamente,
demonstram que parasitas morfologicamente diferenciados s&o capazes de se
multiplicar em meio axénico. Um declinio no numero de parasitas foi detectado apés

72h de inducéo, atingindo uma reducéo de 13% em relacdo ao tempo de 48h.
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Figura 4 — Deteccao de Ssp4 e Ssp3 nos parasitas obtidos da amastigogénese in
vitro (48h pos-indugédo) por imunofluorescéncia indireta. Foi observada intensa
marcacdo de Ssp4, antigeno estagio especifico de amastigotas (A/A’). Poucos
parasitas foram positivos para Ssp3, antigeno especifico de tripomastigotas (C/C’). O
nucleo e cinetoplasto do parasita foram revelados com DAPI, corante de DNA (B/B’ e
D/D’). Barra = 20 pm






RESULTADOS

2. Interagc@o amastigota-cardiomiocito

Para investigar a capacidade de invasdo de formas amastigotas
extracelulares (48 h po6s-indugcdo) em cardiomiécitos e determinar os indices de
infeccdo durante cinética de interacdo parasita-célula hospedeira, culturas primarias
de células musculares cardiacas foram infectadas com diferentes propor¢cdes
parasita/célula hospedeira (30:1, 50:1 e 65:1). A elevada relacéo parasita-célula alvo
justifica-se pela baixa mobilidade da amastigota, sendo a interagdo parasita-célula
hospedeira principalmente mediada pela sedimentacédo espontanea dos parasitas. A
cinética de interacdo revelou indices elevados de infec¢do nos diferentes intervalos
de tempo (Fig. 5 e 6). ApOs 2h de interagdo, observamos um percentual de infec¢éo
de 10% e 25% nas proporcbes de 30:1 e 65:1 parasita/célula hospedeira,
respectivamente. Tempos mais tardios registraram indices ainda maiores de
infeccdo, alcancando cerca de 50% apos 48h. No entanto, a fim de evitar a
eliminacdo (“shedding”) de moléculas ligadas a superficie do parasita no ensaio de
reconhecimento celular, optamos por realizar os ensaios de competicdo com
glicosaminoglicanos (GAGS) soluveis em tempos curtos de interacao (2h) e utilizar a
maior relacdo parasita/célula hospedeira (65:1), cujo indice de infeccdo atingiu

aproximadamente 25% (Fig. 5).
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Figura 5 — Cinética de infeccdo amastigota-cardiomidcitos in vitro. Cardiomidcitos
foram infectados com amastigotas obtidas de meio axénico em diferentes
propor¢cdes parasita/célula hospedeira (30:1, 50:1 e 65:1). Os indices de infeccao
atingiram percentuais de 11, 17 e 25% respectivamente apés 2h de interagao.
Tempos tardios de interacdo (48h) resultaram em altos niveis de infeccéo,

alcancando um maximo de 51% de cardiomidcitos infectados.
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Figura 6 — Imagens de cardiomiécitos infectados com amastigotas axénicas apos 2h
(A), 4h (B), 24h (C) e 48h (D) de interacdo. Parasitas aderidos (setas brancas) sao
observados na superficie das células apés 2h (A) e 4h (B) de infeccdo. A
interiorizacdo das amastigotas (setas pretas) € visualizada a partir de 2h (A), com

evidente multiplicacao intracelular apés 24h e 48h (C-D). Barra = 20 um.
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RESULTADOS

3. Reconhecimento celular

a. Ensaios de competicdo com GAGs

Tendo em vista a importante participacdo de proteoglicanos de heparam
sulfato, abundantemente expresso na superficie de células de mamiferos, no
processo de reconhecimento e invasdo de formas tripomastigotas de T. cruzi em
cardiomidcitos (Calvet et al., 2003), nos propusemos a investigar o papel de GAGs
sulfatados na interacdo amastigotas-cardiomidcito. Formas amastigotas axénicas
foram pré-tratadas ou ndo por 1h no gelo com 20ug/ml de GAGs sulfatados soluveis,
incluindo heparina, heparam sulfato (HS), condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato
(DS) e queratam sulfato (KS) e, em seguida, submetidos a incubacao por 2h a 37°C
com cardiomidcitos (proporgcao 65:1 parasita-célula hospedeira). A determinacéo do
percentual de infeccdo demonstrou alteracfes na invasdo apos o tratamento de
amastigotas com os dissacarideos constituidos de &cido glucurbnico

(GlcA)/idurdnico (ldoA) e N-acetilglicosamina (GIcNAc). Uma significante redugéo

nos percentuais de infeccéo foi evidenciada apés tratamento com HS e heparina,
decaindo de 25% no controle para 8,7% (p< 0,0004) e 4,5% (p< 0,0001),
respectivamente, representando uma inibicdo de 65% e 82% do processo de
invasado (Fig. 7). Embora CS, DS e KS sejam GAGs carregados negativamente, o
pré-tratamento de amastigotas com estes GAGs sulfatados ndo acarretou reducéo
significante do percentual de invas&o em cardiomiécitos (Fig. 7).

A participacdo de heparina e HS no processo de invasao de amastigotas do
T. cruzi foi claramente visualizada por microscopia de luz. Imagens da cultura de
cardiomidcitos infectada com amastigotas demonstraram intensa associacdo dos
parasitas ndo-tratados (parasitas aderidos e interiorizados) com a célula alvo apos
2h de interacdo na proporcdo 65:1 parasita-célula hospedeira (Fig. 8A). Em
contraste, uma reducdo expressiva dos parasitas associados foi visualizada apés o
tratamento com heparina (Fig. 8B) e HS (Fig. 8C). No entanto, o perfil de parasitas
associados ap6s tratamento das amastigotas com CS, DS e KS permaneceu similar

ao controle (Fig. 8 D-F).
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Figura 7 — Analise da participacdo de glicosaminoglicanos sulfatados (GAGS) no
processo de reconhecimento e invasdo de formas amastigotas de T. cruzi em
cardiomidcitos apos 2h e interagdo. O pré-tratamento dos parasitas com 20 pg/ml de
heparina e heparam sulfato resultou em reducédo significativa no percentual de
invasdo, alcancando 82% e 65%, respectivamente, condroitim sulfato, dermatam
sulfato e queratam sulfato n&o alteram os percentuais de infecgéo.

(*) Estatisticamente significativo, teste t de Student, p<0,05.
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Figura 8 - Aspecto da interacdo amastigota-cardiomiocito apos tratamento dos
parasitas com glicosaminoglicanos sulfatados (GAGSs). (A) Cardiomidécitos infectados
com amastigotas de T. cruzi ndo tratadas, apés 2 h de interagdo. Células infectadas
com amastigotas pré-tratadas com 20 pg/ml de heparina (B) e, heparam sulfato (C)
apresentam menor indice de adesao (setas brancas) e interiorizacao (setas pretas).
O pré-tratamento dos parasitas com condroitim sulfato (D), dermatam sulfato (E) e
gueratam sulfato (F) resultou em infeccdo similar as culturas controle (A). Barra = 20

um.
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RESULTADOS

a. Ensaios com células CHO (Chinese Hamster Ovary)

Células CHO selvagem (CHO-K1) e mutantes (CHO-745), estas Ultimas deficientes na
biossintese de glicosaminoglicanos devido a auséncia da enzima xilosiltransferase, foram utilizadas
para avaliar o papel de GAGs no reconhecimento e invasao de amastigotas. As células CHO-K1 e
CHO-745 foram infectadas com amastigotas derivadas da amastigogénese in vitro na proporcdo de
65:1 parasitas/célula hospedeira e a cinética de interacdo interrompida apés 2h e 4h de infeccdo. Nos
estagios iniciais de interacdo, as células CHO-K1 (selvagem) apresentaram elevado indice de
infeccdo, alcancando 20% e 28% apds 2h e 4h de interacdo com amastigotas extracelulares,
respectivamente (Fig. 9). Em contraste, uma inibi¢cdo da invaséo foi evidenciada em células CHO-745.
A auséncia de GAGs nas células mutantes (CHO-745) acarretou um declinio de 3-4X do percentual
de infeccdo quando comparado com as células CHO selvagens (CHO-K1). Apds 2h e 4h de
interacdo, uma reducéo significante do percentual de infec¢do foi observada em células CHO-745,
atingindo 5% (p< 0,0009) e 9% (p< 0,01) de infecg&o, respectivamente, que representa uma inibigdo
da invaséo de 74% e 67% (Fig. 9). Imagens obtidas das culturas de CHO infectadas demonstraram
expressiva reducdo da associagdo de amastigotas com células CHO-745 apés 2h (Fig 10B) e 4h (Fig
10D), quando comparadas ao perfil de associacdo de parasitas nas culturas CHO-K1 (Fig 10A e

10C).
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Figura 9 - Percentuais de adeséo e infeccdo de amastigotas de T. cruzi em
células de ovario de hamster (CHO) in vitro. Células CHO-K1 (selvagem) e CHO-
745 (mutante deficiente em proteoglicanos) foram infectadas com amastigotas de T.
cruzi (65:1 parasita-célula hospedeira) por 2h e 4h. Foi observada significante
reducdo dos percentuais de adesdo nas células CHO-745 quando comparadas a
linhagem selvagem, atingindo 86% e 66% apds 2h e 4h, respectivamente. A invasao
de amastigotas foi inibida em CHO-745 quando comparadas as células CHO-K1,
com niveis de reducao de 74% e 67% apos 2h e 4h de interacdo, respectivamente.

(*) Estatisticamente significativo, teste t de Student, p<0,05
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Figura 10 - Aspecto da interagdo amastigota de T. cruzi — células de ovario de hamster (CHO) in
vitro. (A-C) CHO-K1, selvagem e (B-D) CHO-745, deficiente em proteoglicanos, apds 2h (A-B) e 4h
(C-D) de infeccao. Note, em ambos os tempos de interacdo, os baixos niveis de adesao (seta branca)
e interiorizagdo (seta preta) de amastigotas em células CHO-745, quando comparadas com o tipo

selvagem CHO-K1. Barra =20 pm.
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Nos ultimos 20 anos, avancos no conhecimento da biologia do Trypanosoma
cruzi e sua interacdo com a célula hospedeira tém contribuido para o entendimento
da patogenia da doenca de Chagas (De Sousa, 2002). A interacdo parasita-célula
alvo € um processo dinamico e complexo, sendo a etapa de adesdao crucial para o
estabelecimento da infeccdo. O reconhecimento de moléculas na superficie de
ambos, o parasita e a célula hospedeira, pode disparar vias de sinalizacéo
importantes para a interiorizacdo do parasita (Burleigh e Woolsey, 2002; Calvet et
al., 2003, 2004; Scharfstein e Lima, 2008; Woolsey et al., 2003).

Em contraposicdo ao que era postulado h& alguns anos, quando
tripomastigotas do T. cruzi eram apontadas como Unica forma infectiva, estudos
demonstraram que formas amastigotas também séo capazes de invadir células
hospedeiras e manter o ciclo infeccioso (Ley et al., 1988; Mortara et al., 2005).
Dados indicaram que amastigotas invadem células fagociticas e fagociticas nao-
profissionais in vitro, como mondcitos e fibroblastos (de Carvalho e de Souza, 1986;
Ley et al., 1988). Sua capacidade de invasdao também foi comprovada em estudos
in vivo, onde evidéncias de parasitemia superior a infeccdo por tripomastigotas foi
observada em camundongos A/J inoculados intraperitonealmente com amastigotas
extracelulares (Ley et al., 1988). Ainda, estudos reportaram que amastigotas
evadem rapidamente do vacuolo parasitéforo e dispararam o processo de replicacdo
apo0s a invasao da célula hospedeira, enquanto tripomastigotas levam cerca de 20h
para iniciar sua proliferacéo intracelular (Ley et al., 1988, Mortara, 1991).

Embora o T. cruzi seja capaz de invadir diferentes tipos celulares, as células
musculares cardiacas sdo notavelmente um alvo preferencial da infeccdo, podendo
acarretar alteragcfes graves do tecido cardiaco nas diferentes fases da doenca de
Chagas (Cabrine-Santos et al., 2001; Elizari, 1999; Higuchi et al., 2003). Ainda,
estudos demonstraram a participacdo efetiva de amastigotas na progressao e
manutencdo da infeccdo, sendo apontada como desencadeadores da miocardite
focal (Schafstein e Morrot, 1999). Assim, a proposta inicial deste projeto foi avaliar a
capacidade de invasdo de formas amastigotas e o papel de glicosaminoglicanos
(GAGs) sulfatados neste processo, utilizando como modelo de estudo culturas
primérias de células musculares cardiacas.

As formas amastigotas de T. cruzi foram obtidas apds indugcdo em meio
acidificado, conforme metodologia descrita por Tomlinson e colaboradores (1995). O

estimulo para diferenciacdo de formas tripomastigotas em amastigotas foi,
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primeiramente, a acidificacdo do meio de cultura e, apés 4h, incubacao dos parasitas
em meio de pH 7,2. Este procedimento visa simular o evento de diferenciagcéo
intracelular, onde os parasitas entram em contato com meio acido apos fusdo de
endosomas tardios e lisosomos com 0 vacuolo parasitéforo, disparando o processo
de diferenciacdo do parasita. Em seguida, migram para o citoplasma cujo pH é
neutro, quando transformam-se em formas amastigotas e iniciam o processo de
replicacao.

Os resultados obtidos no processo de amastigogénese in vitro revelaram
diferenciagdo majoritaria de tripomastigotas de T. cruzi, clone Dm28c, em
amastigotas apo6s 48h de indugcdo em meio acido. Neste tempo de diferenciacao
(48h), os parasitas apresentaram (i) morfologia arredondada, (ii) elevados indices de
proliferacdo, (i) presenca de antigeno estagio-especifico (Ssp4) e (IV)
caracteristicas ultra-estruturais similares a amastigotas intracelulares. Embora a
diferenciacdo também ocorra apos 24h de indu¢cdo em meio acido, alguns parasitas
com morfologia arredondada ainda apresentavam caracteristicas ultra-estruturais de
tripomastigotas. Este fato poderia gerar resultados falso positivos nos ensaios de
competicdo com GAGs, uma vez que a participacdo de heparam sulfato (HS) e
heparina foi demonstrada na invasao de tripomastigotas em cardiomiécitos (Calvet et
al., 2003; Oliveira-Jr et al., 2008).

Diante destes dados, utilizamos em nossos ensaios de interacdo parasita -
célula hospedeira, amastigotas extracelulares obtidas ap6s 48h de amastigogénes in
vitro. Os resultados da cinética de interacdo amastigotas-cardiomiocitos revelaram
indice de infeccdo de aproximadamente 25% apds 2h de interacdo na proporcao
65:1 parasita/célula hospedeira, apresentando um percentual de invasao inferior ao
obtido com formas tripomastigotas de T. cruzi ap6s 2h de interacdo com
cardiomidcitos (£35% na proporcdo 10:1 parasita/célula hospedeira; Calvet et al.,
2003). Essa diferengca pode estar relacionada a baixa mobilidade das formas
amastigotas, o que impossibilita uma rapida e efetiva associagcdo com as células alvo
in vitro, sendo entdo necessaria a utilizacdo de elevada relacdo parasita-célula
hospedeira para obter uma infecgcao consideravel em tempos curtos de interacdo. Na
infeccdo in vivo, as amastigotas séo liberadas no espaco intersticial, onde ha um
contato imediato com células vizinhas, o que favorece 0 reconhecimento
parasita/célula hospedeira. Evidéncias demonstraram que a liberacdo de

amastigotas no intersticio do tecido cardiaco e a infeccdo de células cardiacas
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adjacentes promovem o recrutamento de células do sistema imune e
consequentemente, a progressdo da miocardite (Schafstein e Morrot, 1999). Em
contraste com os nossos resultados, em estudos onde o protocolo de centrifugacéo
foi aplicado a fim de promover uma rapida associacdo parasita-célula hospedeira,
amastigotas da cepa G (tipo I) apresentaram capacidade de infeccdo superior aos
tripomastigotas. No entanto, este fenbmeno ndo parece ocorrer com amastigotas da
cepa Y e CL (tipo Il) que apresentaram indices de infeccao inferiores ao observado
com as respectivas formas tripomastigotas (Fernandes & Mortara 2004).

Uma vez que as duas formas evolutivas apresentam diferentes antigenos de
superficie, é plausivel que utilizem moléculas e mecanismos distintos para
promoverem sua adesdo e interiorizacdo na célula alvo. Neste sentido, diversos
trabalhos tém sido desenvolvidos na tentativa de obter informacdes sobre as
diferentes estratégias de invasdo utilizadas por tripomastigotas e amastigotas.
Schenkman e colaboradores (1988) demonstraram que tripomastigotas invadem
preferencialmente pela regido periférica de fibroblastos. Da mesma forma, Mortara
(1991) evidenciou a invasdo de tripomastigotas, cepa G, majoritariamente pela
regido baso-lateral de células HeLa. Em contraste, amastigotas invadem células
HelLa por sua regido apical, sendo observado o recrutamento de actina no sitio de
adesdo de amastigotas (Mortara, 1991). Além disso, o tratamento de células Vero e
HelLa com citocalasina D, droga que inibe a polimerizacdo de actina, ndo acarretou
inibicdo da adesdo de ambas a formas, mas inibe a interiorizacdo de amastigotas
(revisto por Mortara et al., 2008; Procopio et al., 1998). Por outro lado, evidéncias da
participacdo de proteinas do citoesqueleto foram reportadas durante interacdo de
tripomastigotas com células musculares cardiacas e diferentes linhagens celulares
(Barbosa e Meirelles, 1995; Rosestolato et al., 2002). Em conjunto, estes dados
demonstram que o processo de invasdo de tripomastigotas é controverso na
literatura e parece estar associado ao genétipo do parasita e da célula alvo,
disparando mecanismos de invasdo dependentes e independentes do citoesqueleto
da célula hospedeira (Ferreira et al., 2006). No entanto, a participacdo efetiva do
citoesqueleto da célula hospedeira tem sido demonstrada no processo de invasdo
de amastigotas, mas as moléculas mediadoras do reconhecimento e invasao de
amastigotas s&o pouco elucidadas.

A identificacdo de uma proteina de ligacdo a GAGs em formas amastigotas

(Oliveira-Jr et al., 2008) gerou questionamento sobre a possivel participacdo de
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GAGs como mediadores da invasdo desta forma evolutiva, como ja evidenciado na
interacao tripomastigota-cardiomidécito (Calvet et al., 2003; Oliveira-Jr et al., 2008).
Nossos resultados apontam a participacdo de proteoglicanos de heparam sulfato
(PGHS), mas né&o condroitim sulfato (CS), dermatam sulfato (DS) e queratam sulfato
(KS), no reconhecimento de amastigotas em cardiomiocitos. A reducdo de 65% e
82% no indice de infeccdo apos pré-tratamento de amastigotas com HS e heparina,
respectivamente, demonstra que estas moléculas atuam como mediadoras do
reconhecimento e deflagram o processo de invasdo. A primeira evidéncia de
participacdo de GAGs no processo de invaséo do T. cruzi foi reportada por Ortega-
Barria e Pereira (1991), onde foi apontada a participacdo de HS e heparina, mas néo
CS, no processo de adesao de tripomastigotas de T. cruzi em células Vero.

Embora tenha sido demonstrado que a proteina de ligacdo a heparina do T.
cruzi tenha afinidade tanto para heparina e HS quanto para CS (Oliveira-Jr et al.,
2008), nossos dados em conjunto com os de Calvet e colaboradores (2003) sugerem
especificidade no reconhecimento do dissacarideo constituido de &cido D-
glucurdnico (GIcA) ou acido L-idurdnico (IdoA) e N-acetil glicosamina ou N-sulfo-
glicosamina, disparando vias de sinalizacdo capazes de promover a interiorizag&o do
T. cruzi em cardiomidcitos. Ainda que HS e heparina sejam GAGs estruturalmente
semelhantes, heparina é altamente sulfatada, o que lhe confere elevada carga
negativa. O alto grau de inibicdo com este GAG sugere que a sulfatacdo deste
dissacarideo facilite a associacéo receptor-ligante. No entanto, o reconhecimento
deste dissacarideo pelo T. cruzi ndo parece ser apenas uma ligacao eletrostatica,
uma vez que CS, DS e KS néo acarretaram efeito inibitério da infeccdo em ambos
tripomastigotas (Calvet et al., 2003; Oliveira-Jr et al.,, 2008) e amastigotas. Além
disso, ensaios de interacdo realizados com o dominio N-sulfatado da cadeia de HS e
tratamento com clorato de sédio, que reduz a sulfatacdo e a presenca de acido
idurbnico na estrutura de HS, demonstrou que a carga negativa modula a
aproximacao entre receptor-ligante, mas o dominio N-sulfatado por si ndo dispara o
processo de invasdo de tripomastigotas (Oliveira-Jr et al., 2008). A importancia da
sulfatacdo na interacdo Plasmodium berghei-células HepG2 foi demonstrada pela
deplecdo de sulfato das cadeias de HS com clorato de sodio, acarretando uma
reducdo significativa da ades&do e invasdo deste parasita (Frevert et al., 1994,
Pinzon-Ortiz et al., 2001). Ainda, Fadel e Eley (2004) reportaram o importante papel

da sulfatacdo de HS na invasdo por Chlamydia trachomatis. No entanto, o efeito
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inibitério da invasao, ap6s o tratamento da célula hospedeira com clorato de sédio,
parece ser dependente da cepa de Chlamydia trachomatis utilizada, sendo
evidenciado que a infectividade da C. trachomatis E64 é levemente alterada apos
tratamentos com altas concentra¢gdes de clorato (100 mM), enquanto a invasao de C.
trachomatis LGV1 é inibida com baixas concentracdes de clorato (30 mM).

Além da carga negativa conferida pelo sulfato, éacido sialico também
desempenha importante papel no reconhecimento receptor-ligante. O T. cruzi ndo é
capaz de sintetizar acido sidlico, no entanto, ele apresenta uma glicoproteina de
superficie com atividades neuraminidase e trans-sialidase que desempenha um
importante papel na interacdo parasito-célula hospedeira (Schenkman et al., 1994;
Soeiro et al., 1995), removendo moléculas de acido 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). Esta estratégia torna a superficie do parasita mais carregada
negativamente, o que permite uma maior forca eletrostatica para adesao na célula
alvo e, ainda, aumenta a possibilidade de reconhecimento uma vez que expde sitios
de galactose na superficie da célula hospedeira. Assim, tal como ocorre com acido
sialico, a carga negativa de GAGs parece modular a aproximacgao eletrostatica entre
a superficie do parasita e da célula alvo.

Nossos dados de interacdo com células de ovario de hamster deficientes em
GAGs (CHO-745) corroboraram a participacdo de GAGs no processo de invaséo de
amastigotas. Nossos resultados revelaram que células CHO-745 (mutantes,
deficientes na sintese de GAGs) apresentaram percentual de invasédo 74% inferior
ao apresentado pela linhagem selvagem, CHO-K1, apés 2h de interacéo.
Resultados similares foram descritos por Herrera e colaboradores (1994) que
demonstraram inibicdo da invaséo de formas tripomastigotas de T. cruzi em células
deficientes em GAGs. Da mesma forma, a utilizacdo de GAGs liases como
heparitinase e condroitinase revelou a especificidade da ligacdo do T. cruzi com a
célula alvo, uma vez que somente o tratamento com a enzima que degrada HS,
heparitinase, gerou um efeito inibitério na invasédo de tripomastigotas (Calvet et al.,
2003; Herrera et al., 1994). Em contraposicdo, CS exerce importante papel na
patologia da maléaria, mediando adesdo de Plasmodium falciparum em eritrécitos
(Reeder et al., 1999; Robert et al., 1995).
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Embora os dados da literatura apontem para a participacdo de moléculas
distintas no reconhecimento das diferentes formas de T. cruzi, nossos dados
revelaram que ambas as formas, tripomastigotas e amastigotas, reconhecem HS na
superficie de cardiomiécitos. Recentemente, estudos revelaram que dominios
especializados de membrana, “rafts”, estdo envolvidos no processo de invasao de
formas tripomastigotas e amastigotas de T. cruzi (Barrias et al., 2007; Fernandes et
al., 2007). Interessantemente, evidéncias tém demonstrado que PGHS esta
localizado em dominios lipidicos de membrana, “lipid rafts”, enriquecidos em
colesterol (Fuki et al., 2000) e modula eventos de transducgéo de sinal ativados por
fatores de crescimento (Chu et al., 2004).

Outros patdgenos também reconhecem proteoglicanos na superficie da célula
hospedeira. Dados demonstraram uma infeccdo bastante reduzida pelo Toxoplasma
gondii em células CHO deficientes na sintese de HS e heparina (Ortega-Barria e
Boothroyd, 1999). Love e colaboradores (1993) sugeriram a presenca de uma
proteina com afinidade para heparina na superficie de amastigotas de Leishmania
amazonensis, uma vez que o pré-tratamento dos parasitas com este GAG levou a
uma reducdo de 60% do nivel de infeccdo em macréfagos. A participacdo de
proteoglicanos como mediadores do processo de invasao de bactérias, como Listeria
monocytogenes, Pseudomonas aeruginosa e Orientia tsutsugamushi, também foi
comprovada a partir da utilizacdo de enzimas GAGs liases especificas e linhagens
celulares mutantes deficientes em proteoglicanos (Alvarez-Dominguez et al., 1997,
Ihn et al., 2000; Plotkowski et al., 2001).

Em conjunto, estes dados demonstram que a utilizagdo de proteoglicanos
como via de reconhecimento parasita-célula hospedeira € amplamente difundida,
sendo uma estratégica de invasdo bastante conservada entre microorganismos
patogénicos. Desta forma, avancos no conhecimento da interacdo patdégeno-PGHS,
fornecendo informacgdes sobre o reconhecimento do PGHS pela proteina de ligacao
a heparina da superficie de patogenos, assim como, as vias de sinalizacao
disparadas neste processo, poderdo contribuir com alvos potenciais para fins

profilaticos e terapéuticos.
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v' A diferenciacdo de formas tripomastigotas de Trypanosoma cruzi (clone Dm28c) em formas
amastigotas in vitro ocorre majoritariamente apds 48h de indu¢cdo em meio &cido, sendo
observados parasitas com morfologia, capacidade proliferativa, antigenos de superficie e

cinetoplasto semelhantes a amastigotas intracelulares;

v' Formas amastigotas extracelulares, clone Dm28c, sdo capazes de infectar cardiomiocitos in
vitro;

v" Glicosaminoglicanos constituidos de acido D-glucurénico/ acido L-idurénico — N-acetil-
glicosamina / N-sulfo-glicosamina desempenham importante papel no reconhecimento de

amastigotas em cardiomidcitos;

v A ligacdo de proteinas de amastigotas com propriedade de ligacdo a heparina com
proteoglicanos de heparam sulfato na superficie de cardiomidcitos dispara o processo de

invasdo de amastigotas;

v' Condroitim sulfato, dermatam sulfato e queratam sulfato ndo participam do processo de
invaséo de amastigotas em cardiomidcitos;

v' Reducdo na invasdo de amastigotas foi evidenciada em linhagens celulares derivadas de
ovario de hamster chinés deficiente em GAGs (CHO-745), corroborando a participacdo de
GAGs como mediadores do processo de invasao de amastigotas de T. cruzi.
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ABSTRACT

Cell surface glycosaminoglycans (GAGs) play important role in attachment and
invasion of a variety of intracellular pathogens. We have previously demonstrated
that heparan sulfate proteoglycan (HSPG) mediate the invasion of trypomastigote
forms of Trypanosoma cruzi in cardiomyocytes. Herein, we analyzed whether GAGs
are also implicated in amastigotes invasion. Experimental competition assays with
soluble GAGs revealed that treatment of T. cruzi amastigotes with heparin and
heparan sulfate lead to a reduction in the infection ratio, achieving 82% and 65%
inhibition of invasion, respectively. Other sulfated GAGs, such as chondroitin sulfate,
dermatan sulfate and keratan sulfate, had no effect in the invasion process. In
addition, significant decrease in infection occurred after interaction of amastigotes
with GAG-deficient Chinese Hamster Ovary (CHO) cells, decreasing from 20% and
28% in wild-type CHO cells to 5% and 9% in the mutant cells. These findings suggest
that uptake of T. cruzi amastigotes also involves host cell surface heparan sulfate
proteoglycans. The knowledge of the mechanism triggered by heparan sulfate-
binding T. cruzi proteins may provide new potential candidates for Chagas disease

therapy.
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INTRODUCTION

Trypanosoma cruzi, the causative agent of Chagas diseases, exploits different
strategies to invade mammalian cells. The invasion process is complex and seems to
depend on the molecules engaged in the recognition process during T. cruzi-host cell
interaction, triggering distinct signaling pathways (Fernandes et al., 2006; Ferreira et
al., 2006; Yoshida and Cortez 2008). Molecules at the host cell surface, including
carbohydrates (Barbosa and Meirelles, 1992; Araujo-Jorge and De Souza, 1988) and
extracellular matrix components (Calvet et al., 2003, 2004), and also specialized
microdomains at the plasma membrane, as membrane rafts (Barrias et al., 2007;
Fernandes et al., 2007), play a key role in the T. cruzi invasion process. Although
efforts have been made to determine molecules involved in the receptor-ligand
recognition during trypomastigotes-host cells interaction, little is known about
amastigote forms recognition process.

Cell surface heparan sulfate proteoglycans (HSPG) consist of heparan sulfate
(HS) glycosaminoglycan (GAG), composed of alternating units of hexuronic acid [D-
glucuronic acid (GIcA) or L-iduronic acid (IdoA)] and bD-N-acetylglucosamine,
covalently linked to specific core proteins (Bernfield et al., 1999; Dietrich et al., 1998).
This molecule is ubiquitously distributed in the surface of mammalian cells and
participates in many biological processes (reviewed by Ori et al., 2008; Yung and
Chan 2007). A wide variety of bioactive proteins, including grow factors, chemokines
and cytokines, are modulated by HSPG, which acts as key regulator of mitogenic
factors at the cell surface (reviewed by Yung and Chan 2007; Chen et al., 2007).
Furthermore, studies have demonstrated that HSPG mediate the invasion process of
many intracellular pathogenic microorganisms (Chen et al., 2008; Reddi and Lipton

2002; Plotkowski et al., 2001; Jacquet et al., 2001), including Trypanosoma cruzi
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(Calvet et al., 2003; Oliveira-Jr et al., 2008; Ortega-Barria and Pereira 1991). The
presence of heparin-binding protein has been demonstrated in both infective forms of
T. cruzi (Ortega-Barria and Pereira, 1991; Oliveira-Jr et al., 2008), but its role in the
amastigote invasion has not been demonstrated yet. In this study, we evaluated the
participation of sulfated proteoglycans in the invasion process of amastigote forms of

T. cruzi in cardiomyocytes.

MATERIAL AND METHODS

Cardiomyocyte cultures

Primary cultures of heart muscle cells were obtained from 18-day-old mouse
embryos as previously described (Meirelles et al., 1986). Briefly, ventricular cardiac
cells were isolated by enzymatic dissociation using 0.025% trypsin (Sigma Chemical
Co., Missouri, USA) and 0.01% collagenase (Worthington Co., New Jersey, USA).
The isolated cells were plated at a density of 8x104 cells/ml into 24-wells culture
dishes containing glass coverslips coated with 0.01% gelatin (Sigma). The cells were
cultivated in Dulbeccos’ modified Eagle medium (DMEM; Sigma) supplemented with
5% fetal bovine serum (FBS; Sigma), 2.5 mM CaCl2, 1 mM L-glutamine (Sigma), 2%
chicken embryo extract plus antibiotics and maintained at 37 °C in a 5% CO2
atmosphere. The animal procedures were approved by animal care and use

committee (license 0230-04).
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Amastigogenesis in vitro

Culture-derived trypomastigotes, clone Dm28c, were obtained from Vero cultures at
day 4 post-infection. The amastigogenesis in vitro procedure was modified from
Tomlinson and co-workers (1995). Trypomastigotes (1 x 106 parasites/ml) were
incubated for 4 h at 37 °C in RPMI 1640 medium, pH 5.0, supplemented with 1%
FBS. Afterwards, acid-induced parasites were, then, centrifuged at 2100x g for 10
min and the sediment was resuspended in RPMI 1640 medium, pH 7.2,
supplemented with 1% FBS. The parasites were transferred to 75 cm2 flask culture
(1 x107/10ml) and maintained at 37 °C in a 5% CO2 atmosphere. Parasite
morphology was observed daily with an inverted phase contrast microscope (Axiovert
Zeiss). The parasite growth was monitored at 24, 48 and 72h after acid-induction by
counting them in a Neubauer chamber. Samples were processed for indirect

immunofluorescence and transmission electron microscopy.

Parasite-host cell interaction

Forty-eight hours cardiomyocyte cultures were infected with 48h-acid-induced
amastigote forms of T. cruzi, clone Dm28c, at a ratio of 30:1, 50:1 and 65:1
parasites/host cell. After interaction, the cultures were fixed for 5 min at room
temperature with Bouin fixative (75 ml 1.2% aqueous picric acid solution, 25 ml
formalin (40% formaldehyde) and 5 ml glacial acetic acid) and stained with Giemsa.
The infection level was determined after 2, 4, 24 and 48h of infection by quantifying a
minimum of 200 cells in random selected microscopic fields. The invasion assay was
performed in duplicate in three independent experiments. Amastigotes differentiation
index lower than 95% was not employed in the parasite-host cell interaction assays.

Glycosaminoglycans competition assay
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Glycosaminoglycans competition assay

To investigate the participation of GAGs on parasite invasion, 48h-acid-induced
amastigote forms of T. cruzi, Dm28c, were pretreated for 1h on ice with 20 mg/ml of
heparin, heparan sulfate (HS), chondroitin sulfate (CS), dermatan sulfate (DS) or
keratan sulfate (KS). After treatment, the amastigotes were incubated, at a ratio of
65:1 parasites/host cell, for 2 h at 37°C with the target cells. After interaction, cells
were fixed with Bouin fixative and stained with Giemsa. The percentage of infection

was determined as described above.

Chinese Hamster Ovary cells (CHO cells)

CHO (CHO-k1, wild type) and glycosaminoglycans-deficient (CHO-745) cells were
plated at 5 x 104 cells/ml in Ham’s F-12 medium (GIBCO, Grand Island, NY, USA)
supplemented with 7% FBS on 24-wells culture dishes containing glass coverslips
and grown for 24 h at 37 °C in a humidified atmosphere containing 5% CO2. The
cells were infected with 48h-acid-induced amastigotes at a ratio of 65:1
parasites/host cell. After 2 h and 4h of interaction, the cells were fixed with Bouin
fixative and stained with Giemsa. The percentage of infection was determined as

described above.

Indirect immunofluorescence

Acid-induced parasites were adhered to poly-L-lysine-coated glass coverslip and
fixed for 20 min at 4 °C with 4% paraformaldehyde in phosphate buffered saline
(PBS), pH 7.2. Following blockage with PBS containing 2% BSA, the parasites were
incubated overnight at 4°C with anti-Ssp3 (1:100) or anti-Ssp4 (1:100) monoclonal

antibodies. After rinsing, the cells were incubated for 1h at 37 °C with FITC-
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conjugated anti-mouse IgG (1:200; Sigma). The DNA was detected with 10 mg/ml
4,6-diamidino-2-phenylindole dye (DAPI; Sigma) and the coverslips were mounted
with 2.5% 1,4-diazabicyclo-(2,2,2)-octane (DABCO; Sigma) in PBS containing 50%
glycerol, pH 7.2. Controls were performed by incubation with homolog serum or by
omission of the primary antibody. Images were acquired using a Zeiss Axioplan
epifluorescence microscope (Zeiss) equipped with a cooled CCD camera

(Photometrics, Tucson, AZ).

Transmission electron microscopy

Acid-induced T. cruzi were collected at 24 and 48h and fixed for 1h at 4°C with 2.5%
glutaraldehyde in 0.1 M sodium cacodylate buffer, pH7.2, containing 3.5% sucrose.
After washing, the parasites were post-fixed for 1 h at 4 °C with 1% osmium tetroxide
(OsO4) in 0.1M sodium cacodylate buffer, pH7.2, containing 3.5% sucrose. The
samples were dehydrated in an acetone series and embedded in epoxy resin.
Ultrathin sections were stained with 5% uranyl acetate and 2% lead citrate and then

observed in a Zeiss EM10c transmission electron microscope.

Statistical analysis

Student’s t-test was used to determine the significance of differences between means

in the invasion assays; a p value < 0.05 was considered significant.
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RESULTS

We used amastigote forms of T. cruzi, obtained by medium acidification
(Tomlinson et al., 1995), to analyze the participation of sulfated proteoglycans of
cardiomyocytes in the invasion process of amastigotes. First, we evaluated the
process of amastigogenesis in vitro of T. cruzi, clone Dm28c. The light microscopy
revealed morphological transformation of T. cruz tripomastigotes, showing rounded
or oval-shaped parasites, similar to intracellular amastigotes, after 24 h of
amastigogenesis induction (Fig. 1A). The analysis of parasite growth demonstrated a
peak of proliferation at 48 h of amastigogenesis in vitro, with a 65% increase in the
number of parasites (Fig. 1B). The stage-specific antigen of amastigotes, Ssp4, was
also detected at the surface of the acid-induced parasites (1C-D) and few parasites,
mainly epimastigotes-like, were Ssp3 positive (Fig. 1E-F). In the other hand, the
ultrastructural analysis demonstrated that 24h-induced parasites cultures still
displayed many intermediate forms with round-shaped kinetoplast, characteristic of
trypomastigotes (2A), while the transformation process was completed after 48h of
amastigogenesis with a homogeneous population displaying disk-shaped kinetoplast
positioned between the nucleus and flagellum and signs of cellular division process
(Fig. 2C). Therefore, all experimental assays were performed with 48h-induced
parasites.

To investigate the ability of amastigotes, Dm28c clone, to invade
cardiomyocytes, primary cultures of cardiomyocytes were infected at a ratio of 30:1,
50:1 and 65:1 parasites/host cell for 2, 4, 24 and 48 hours of infection. The kinetic
study revealed high levels of infection at different time course, achieving a minimal of
10% after 2 h of interaction and a maximal of 51% after 48 h of infection at a ratio of

30:1 and 65:1, respectively (Fig. 3). Therefore, in order to avoid shedding of binding
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molecules from the parasite surface in the invasion assay, we performed the
competition with soluble glycosaminoglycans (GAGSs) at short time of interaction (2 h)
using a ratio of 65:1 parasite/host cell, which reaches approximately 25% of infection.

Next, we analyzed the involvement of sulfated GAGs in the recognition and
invasion process of amastigotes in cardiomyocytes. The 48 h-acid-induced parasites
were pre-treated with 20 pg/ml of soluble sulfated GAGs, including heparan sulfate
(HS), heparin, dermatan sulfate (DS), chondroitin sulfate (CS) and keratan sulfate
(KS). Our results revealed that treatment of amastigotes with both HS and heparin,
GAGs consisting of repeated alfa-linked-disaccharides, inhibit amastigotes invasion
in cardiomyoytes. A drastic reduction in the level of infection was noticed when the
amastigotes were treated with heparin, decreasing from 25% in control to 45% of
infection (p< 0.0001), which represents 82% inhibition of the parasite invasion. A
significant reduction was also observed after pre-treatment of the parasites with HS,
achieving 8.7% (p< 0.0004) of infection that corresponds to 65% of invasion
inhibition. The role of heparin and HS in T. cruzi invasion was clearly visualized by
light microscopy, showing few cells with interiorized parasites (Fig. 5B and 5C). In
contrast, the other sulfated GAGs examined here, CS, DS and KS, which are GAGs
consisting of beta-linked disaccharides, did not inhibit the amastigotes invasion
process, reaching an infection level similar to control (Fig. 4 and 5D).

The involvement of GAGs in amastigotes invasion was also evaluated using
proteoglycan-deficient mutant of Chinese hamster ovary (CHO) cells. Wild-type CHO
cells (CHO-K1) and GAG-deficient cells (CHO-745), cell mutant defective in GAG
biosynthesis due to the xylosyl transferase depletion, were infected for 2 h and 4 h
with 48h-acid-induced parasites at a ratio of 65:1 parasite-host cell. Our results

demonstrated that amastigote invasion was impaired in CHO-745 mutant when
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compared to the wild-type CHO-K1. The percentage of infection reduced significantly
from 20.3% and 28% in CHO-K1 to 5.3% (p< 0.0009) and 9% (p< 0.013) in CHO-745

after 2h and 4h of infection, respectively (Fig. 6 and 7).

DISCUSSION

Intracellular pathogen-host cell interactions are dynamic and complex
processes, where the parasite attachment is a primary requisite to establish the
infection. Glycosaminoglycans interact with cell surface molecules of a variety of
intracellular pathogens, which enable the attachment and triggers parasite invasion
(Moelleken and Hegemann 2008; Schuksz et al., 2008; Tossavainen et al., 2006;
Yokoyama et al.,, 2006). Therefore, efforts have been made to identify heparin-
binding proteins involved in the parasite host-cell recognition and their application as
a prospective target for diagnostic or therapy.

In T. cruzi infection, both trypomastigotes and amastigotes are able to invade
mammalian cells and sustain the intracellular cycle (Ley et al.,, 1988). Although
distinct mechanisms and signaling pathways involved in invasion process have been
reported between these infective forms (reviewed by Mortara et al., 2008), the
molecules required to amastigotes invasion have been poorly investigated. The
detection of glycosaminoglycans-binding proteins in amastigote forms of T. cruzi
(Oliveira-Jr et al., 2008) opened the question whether sulfated proteoglycans also
mediate amastigotes invasion. Therefore, we performed the acid-induction
amastigogenesis to analyze the amastigote-cardiomyocyte interplay. The analysis of
the amastigotes differentiation process in vitro revealed that differentiated parasites
were prevalent after 48h of amastigogenesis. The kinetic study of amastigote-

cardiomyocyte interaction demonstrated that acid-induced amastigotes, clone
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Dm28c, displayed low level of infection at early stage of interaction (2h), achieving a
maximal of 25% at a multiplicity of 65:1 parasite-host cell, when compared to the
culture-derived trypomastigotes infection (35%) at a ratio of 10:1 parasite-host cell
(Calvet et al., 2003). The discrepancy between amastigotes and trypomastigotes
invasion may be related to the lower motility of amastigotes, preventing the prompt
association between parasites and target cells in vitro, and/or divergences of
molecules implicated in the recognition process. In fact, in the scenario of in vivo
infection, amastigotes released by cardiomyocytes rupture are mostly retained in the
interstitial space of cardiac tissue, favoring the recognition of neighboring cells and
also the recruitment of inflammatory cells involved in the pathology of Chagas
disease (Scharfstein and Morrot 1999). Our findings contrast with those of previous
studies of extracellular amastigotes invasion, applying the centrifugation protocol to
provide immediate parasite-host cell association, that have demonstrated high
infectivity of amastigotes, G strain, when compared to metacyclic trypomastigotes
(Procopio et al., 1998; Mortara et al., 2005). However, this phenomenon seems to be
cell type- and parasite genotype-dependent since it did not occur with MDCK cells
and also with T. cruzi strains as Y and CL (Mortara et al., 2005), suggesting possible
differences in the receptors/ligands recognition.

Since it has also been demonstrated that RhoA GTPases plays a key role in
the invasion of lineage cells by extracellular amastigotes (Fernandes and Mortara
2004; Mortara et al., 2005) and that HSPG-microbes interaction activate several
signaling pathways, including PI13-kinase, focal adhesion kinase (FAK) and RhoA
GTPases, triggering their internalization by endocytosis (reviewed by Chen et al.,
2008; Veettil et al., 2006), we investigated the participation of sulfated proteoglycans

in amastigote-cardiomyocyte invasion. Our result showed that treatment of acid-
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induced amastigotes with heparin and heparan sulfate prevent cardiomyocyte
invasion, achieving 82% and 65% of inhibition, respectively. Similar to
trypomastigotes, acid-induced amastigotes recognition is mediated by GAGs
containing alfa-linked disaccharides, while the other negatively charged GAGs, as
chondroitin sulfate, dermatan sulfate and keratan sulfate, did not elicit amastigotes
invasion. Although T. cruzi heparin-binding ligand has the ability to bind most sulfated
glycosaminoglycan (Oliveira-Jr et al., 2008), only heparan sulfate recognition triggers
trypomastigotes and amastigotes invasion.

Few molecules have been demonstrated to mediate amastigote-host cell
recognition. Mammalian lectins, such as mannose-binding proteins (MBP) and
mannose receptor, are involved in the T. cruzi uptake by phagocytic cells (Kahn et
al., 1995, 1996). The SA85-1 expressed by amastigotes interacts strongly with MBP,
but does not mediate MBP binding to trypomastigotes, suggesting a stage-specific
recognition involved in amastigote attachment and invasion (Kahn et al., 1996). In
addition, it has been recently shown that membrane rafts, enriched in sphingolipids,
cholesterol, ganglioside GM1, are implicated in the internalization of both amastigote
and trypomastigote infective forms (Barrias et al., 2007; Fernandes et al., 2007).
Interesting, evidences have demonstrated that heparan sulfate proteoglycan are
localized in cholesterol-rich lipid rafts domains (Fuki et al., 2000) and modulate signal
transduction events activated by fibroblast grow factor-2 at specialized membrane
microdomains, favoring an effective sensitivity to diluted ligands (Chu et al., 2004).

In summary, we provide evidence supporting the participation of the GAGs
containing alfa-linked disaccharides, HS and heparin, in the invasion of T. cruzi

amastigotes. Investigations of signaling pathways that are triggered by binding of
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amastigotes to heparan sulfate may provide insights into the mechanisms underlying

T. cruzi amastigotes infection.
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LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. Amastigogenesis of T. cruzi in vitro. (A) Parasite morphology observed
through phase contrast microscopy after 24h of trypomastigotes acid induction,
showing rounded or oval-shaped parasites with short free flagellum similar to
intracellular amastigotes. (B) Proliferation curve of amastigotes in vitro, showing a
peak at 48h with an increase of 65% in the number of parasites. The amastigotes
growth was arrested after 72h with a 13% decrease in amastigote number. (C-D) In
the peak of amastigote proliferation (48h), an intense staining of Ssp4 (green), the
stage specific antigen of amastigotes, was detected in parasite surface. (E-F) Note
that only few parasites were Ssp3 positive (green) after 48 h of amastigogenesis in
vitro. (D-F) DNA labeling with DAPI (blue) stained nucleus and kinetoplast of
parasites. Bar (A) 50 um and (C-F) 20 um.

Figure 2. Ultrastructural analysis of amastigogenesis process in vitro. After 24h of

acid induction, both intermediate forms with round-shaped kinetoplast characteristic
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of trypomastigotes (A) and amastigotes forms displaying disk-shaped kinetoplast (B)
were observed. Amastigotes with 48h of induction presented disk-shaped kinetoplast
positioned between the nucleus and flagellum (C), demonstrating a complete
transformation process at this time. White arrows show signs of cellular division

process. (K) Kinetoplast; (N)Nucleus. Bar 0.5 pum.

Figure 3. Kinetic study of amastigote-host cell interaction. Cardiomyocytes were
infected at a ratio of 30:1, 50:1 and 65:1 amastigotes/host cell for 2, 4, 24 and 48
hours of infection. Amastigotes were able to invade cardiomyocytes in a minimal
infection level of 10 % (30:1), reaching 25% (65.1) after 2 h of interaction. A high
level of infection, 51%, was achieved after 48 h of interaction at a ratio of 30:1 and

65:1 amastigotes/ host cell.

Figure 4. Sulfated glycosaminoglycans (GAGs) are involved in cardiomyocyte
invasion by T. cruzi amastigotes. Pre-treatment of amastigotes with 20 g/ml of
heparin and heparan sulfate (HS) resulted in a statistically significant inhibition of
82% and 65% in the infection ratio of cardiomyocytes (2h). In contrast, chondroitin
sulfate (CS), keratan sulfate (KS) and dermatan sulfate (DS) pre-treatment of
amastigotes did not inhibit the invasion process, reaching an infection level similar to

control. (*) Student's t-test: statistically significant p<0.05.

Figure 5. Interaction of cardiomyocytes and T. cruzi amastigotes. (A) Cardiomyocytes
infected with amastigotes (2h of interaction), displaying internalized (=) and attached
(=) parasites. The infection of cardiomyocytes with amastigotes pre-treated with 20
pug/ml of heparin (B) and heparan sulfate (C) resulted in a significant reduction of
infection, showing few cells with interiorized or attached parasites, while chondroitin
sulfate (D), keratan sulfate and dermatan sulfate (data not shown) did not alter

amastigotes invasion. Bar=20um.

Figure 6. Amastigote invasion in Chinese hamster ovary (CHO) cells. CHO-K1 (wild-

type) and CHO-745 (proteoglycan-deficient mutant) cultures were infected with
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amastigotes of T. cruzi for 2h and 4h. Amastigote invasion was impaired in CHO-745
mutant when compared to the wild-type CHO-K1, with a statistically significant
inhibition in the infection level of 74% and 67% after 2h and 4h of interaction,

respectively. (*) Student's t-test: statistically significant p<0.05.

Figure 7. Aspect of Chinese hamster ovary (CHO) cell cultures infected with T.cruzi
amastigotes. (A-C) CHO-K1 wild-type and (B-D) CHO-745, proteoglycan-deficient
cells, after 2h (A-B) and 4h (C-D) of infection. Note the low levels of infection in CHO-
745 cultures (B-D), with few interiorized (=) and attached (=) parasites, either after
2h or 4h of interaction, when compared with the wild-type, CHO-K1. Bar=20um.
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Figure 2
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Figure 3
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Figure 6
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Figure 7
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