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RESUMO

A doenca de Chagas, causada pelo protozodrio Trypanosoma cruzi atinge
milhdes de pessoas em todo mundo, especialmente na América Latina, onde é
endémica. Em seu ciclo de vida, o parasito passa por diversos processos de
diferenciacdo para adaptar-se a diferentes condicdes dentro do hospedeiro
mamifero e do inseto triatomineo. Componentes localizados na superficie do
parasito e da célula hospedeira desempenham papéis importantes na invasao,
entretanto os mecanismos envolvidos sdo muito discutidos. Sabe-se que a
sinalizacdo mediada por Ca®* é um aspecto importante na invaséo celular e na
diferenciacdo do parasito. A calmodulina (CaM) é uma proteina citoplasmética Ca®*-
dependente em eucariotos que regula varias proteinas. A ligacdo da CaM ao Ca**
induz uma mudanga conformacional que promove a interagcdo desta com diversas
proteinas com importantes funcdes bioldgicas. A CaM de T.cruzi (TcCaM) tem sido
associada a varias funcfes diferentes como regulacéo do crescimento, estimulagéo
enzimatica, transducéo de sinais, além de modular os efeitos do Ca**. Desta forma,
a fim de melhor entender o envolvimento das proteinas ligantes de CaM (CaM-BPs)
nos processos de invasdo e diferenciagdo de T. cruzi, foram adotadas nesse
trabalho duas abordagens de identificacdo de proteinas ligantes de Ca®* e/ou CaM.
Primeiramente pela analise bioinformética de proteinas diferencialmente expressas
durante a amastigogénese e proteinas presentes na superficie do parasito. Foram
preditas 17 proteinas ligantes de Ca®" dentre as identificadas com expressdo
regulada durante a amastigogénese e 36 proteinas na superficie de tripomastigota e
amastigota. Estas possuem funcdes enzimatica, de armazenamento, transporte
dentre outras. A segunda foi uma abordagem experimental onde identificamos 6
proteinas, as quais desempenham funcbes estruturais, motilidade, adesdo ou
enzimatica. Esta segunda vertente foi realizada experimentalmente por uma
abordagem protebmica. As CaM-BPs extraidas da forma epimastigota foram
enriquecidas por cromatografia de afinidade e separadas em géis eletroforéticos
(1D-PAGE e 2D-PAGE). A identificacdo por espectrometria de massas foi iniciada e
ja foram identificados componentes da estrutura celular como a- e B-tubulinas,
proteina paraflagellar rod putativa e uma proteina de transducdo de sinal
intracellular, a HSP70. Esses dados auxiliam no entendimento sobre como o Ca®, a
TcCaM e seus ligantes participam em processos celulares como invasdo e
diferenciacéo do T. cruzi.

Palavras-chave: Trypanosoma cruzi; calmodulina; protedmica; cromatografia

de afinidade, espectrometria de massas.



Abstract

Chagas' disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi, afflicts millions
worldwide especially in Latin America where it is endemic. During its life-cycle, the
parasite undergoes several differentiation events in order to adapt to a variety of
conditions inside both mammalian host and triatomine vector. Components from both
parasite and host-cell surfaces play major roles in invasion, however the mechanisms
involved are still much discussed. It is known that Ca** mediated signaling is an
important aspect of host-cell invasion and parasite differentiation. Calmodulin (CaM)
is a citoplasmic Ca®*-dependent protein that regulates several proteins in eukaryotes
and the binding of Ca** to CaM induces conformational changes, which promotes the
interaction to a variety of other proteins with important biological functions. T. cruzi
CaM (TcCaM) has been linked to several functions such as growth regulation,
enzyme stimulation, and signal transduction, besides modulating the effects of Ca**
concentration. Thus, in order to better understand the involvement of CaM binding
proteins (CaM-BPs) in the invasion process and T. cruzi differentiation, was adopted
here two approaches to identify Ca*- and/or CaM- binding proteins. First though
bioinformatic prediction of such proteins among those identified as differentially
expressed during amastigogenesis and those presented in the parasite cell surface.
It was predicted 18 Ca®*-binding proteins with regulated expression level during
differentiation and 36 in the surface of trypomastigotes and/or amastigotes. These
have enzymatic, storage, transportation and others functions. The second was an
experimental approach where we identified 6 proteins, which play structural, motility,
adhesion or enzymatic functions. This second part was an experimental proteomic
approach, where CaM-BPs from epimastigotes were enriched by affinity
chromatography and separated by gel electrophoresis (1D-PAGE and 2D-PAGE).
Mass spectrometric identifications were initiated and it already has been identified
cell structure components such as a-and [B-tubulins, putative paraflagellar rod
proteins and a signal transduction protein, the HSP70. This data contribute to the
understanding of the involvement of Ca®*, TcCaM and their ligands in the invasion
and differentiation processes.

Keywords: Trypanosoma cruzi; calmodulin; proteomics; affinity
chromatography; mass spectrometry.



1. INTRODUCAO

10



1.1 Doencga de Chagas

A doenca de Chagas, também conhecida como tripanossomiase americana €
uma infec¢do causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi. Estima-se que
7 a 8 milhdes de pessoas estdo infectadas no mundo, principalmente em areas
endémicas na América Latina onde a doenca esta presente em 21 paises (WHO,
2013). O principal modo de transmissdo desta doenca em areas endémicas é
através das fezes infectadas de triatomineos, conhecidos popularmente como
barbeiros, entretanto o T. cruzi também pode ser transmitido por transfuséo
sanguinea ou transplante de o0rgdos, transmissdo transplacentéria, acidentes
laboratoriais, e também a transmissdo pode ocorrer através dos alimentos
contaminados com fezes do barbeiro, a qual vem se tornando muito frequente
(WHO, 2013). Estes insetos pertencem a familia Reduviidae e geralmente vivem nas
frestas de casas mal construidas em areas rurais ou suburbanas, onde normalmente
se escondem durante o dia e tornam-se ativos a noite, quando se alimentam de
sangue humano, tendo preferéncia por uma area exposta da pele como a face. Ao
realizar o repasto, o inseto defeca proximo a picada e os parasitos alcancam a
corrente sanguinea quando a pessoa se cocga e assim leva as fezes sobre a abertura
da picada, ou em mucosas (WHO, 2013).

A doenca de Chagas apresenta-se em duas fases. A fase inicial aguda dura
cerca de dois meses ap0s a infeccdo, sendo caracterizada por grande numero de
parasitos circulantes no sangue. Na maioria dos casos, 0s sintomas sao inexistentes
ou leves, mas podem incluir dores de cabeca, febre, aumento dos géanglios linfaticos,
palidez, dor muscular, dificuldade em respirar, inchaco e dor abdominal ou torécica.
O primeiro sinal caracteristico visivel pode ser uma lesdo de pele ou um inchago
arroxeado da palpebra de um olho. Este achado ocorre em 50% dos casos
notificados, em média (WHO, 2013). Na fase crbnica, 0s parasitos se encontram no
interior das células, principalmente no musculo cardiaco e no sistema digestivo. Até
30% dos pacientes sofrem de disturbios cardiacos, 10% de distlrbios digestivos
(tipicamente dilatagdo do esdfago ou coélon) e uma minoria de distarbios
neurolégicos ou mistos. Com o passar dos anos, a infeccdo pode conduzir o
individuo a insuficiéncia cardiaca ou morte subita causada pela destruicdo

progressiva do musculo cardiaco (WHO, 2013).
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O diagnostico precoce e o tratamento da doenca de Chagas continuam a
serem desafios, com a fase aguda muitas vezes passando despercebida e a terapia
durante a fase cronica sendo paliativa e nao curativa (Rassi et al., 2009; Perez-
Molina et al., 2009). Apesar de um século de pesquisa cientifica, a relacdo entre a
biologia celular da interacdo parasito-hospedeiro e a fisiopatologia da doenca de

Chagas ainda permanece pouco compreendida.

1.2 Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

T. cruzi possui um ciclo de vida complexo que envolve quatro estagios
morfogenéticos principais (Fig. 1) (Tanowitz et al., 1992). Epimastigota e
tripomastigota metaciclico sdo formas tipicas do inseto, enquanto que a forma

sanguinea de tripomastigota e amastigota sao especificos do hospedeiro vertebrado.

No inseto 0
Barbeiro
(8]

A=Estég'o infeccioso
L\ =Estizgio diagnéstico

Figura 1. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi. O triatomineo alimenta-se do sangue dos
mamiferos e defeca em sua pele (1). A presenca da forma infectante tripomastigota
metaciclico nas fezes contamina o individuo pela entrada do protozoario na corrente
sanguinea por meio de fissuras na pele (2). Uma vez no sangue, este invade células e
passa a se diferenciar e multiplicar em formas arredondadas replicativas chamadas
amastigotas (3). Em seguida o protozoario se diferencia novamente na forma flagelada
tripomastigota (4) que ainda na corrente sanguinea, tem a capacidade de invadir novas
células ou a contaminagdo de outro triatomineo (5) que se alimente desse mamifero
infectado (6). Dentro do trato digestorio do inseto, o parasito passa por novas
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transformagfes tornando-se epimastigotas (7) e voltando a ser infectante na forma
tripomastigota metaciclico (8). (Adaptado de http://www.dpc.cdc.gov/dpdx).

A forma tripomastigota € alongada e levemente achatada medindo cerca de
25 um de comprimento e 2 ym de didmetro. O acidocalcissoma é uma organela
acida eletrodensa envolvida no armazenamento de fons célcio (Ca?) e sua
homeostase (Docampo et al., 2005) e se localiza na parte anterior da célula.
Apresenta cinetoplasto arredondado e localizado posteriormente ao nucleo na célula
do parasito. Essa organela rica em DNA € capaz de se autoduplicar. O flagelo
emerge de uma bolsa flagelar e se adere ao longo da extensdo do corpo celular
formando a membrana ondulante e torna-se livre na regido anterior. As formas
tripomastigotas sédo altamente infectantes, sendo encontradas no hospedeiro
mamifero na corrente sanguinea, no espaco intercelular e intracelular (tripomastigota
sanguineo) e no inseto vetor na regido posterior do tubo digestorio (tripomastigota
metaciclico) (Fig.2).

Flagelo

Estrutura
paraflagelar

Glicossomo

Reticulo
endoplasmatico

Bolsa
flagelar
\ i

Mitocondria

Corpusculo

basal b
,’ Cinetoplasto

Figura 2. Esquema tridimensional dos aspectos morfoldégicos da forma tripomastigota
mostrando as principais estruturas celulares (Teixeira, 2011).
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7

A forma amastigota é arredondada e mede cerca de 5 ym de didametro
apresentando flagelo reduzido e cinetoplasto em forma de bastonete situado entre o
ndcleo e a base da bolsa flagelar. O nucleo do parasito nessa forma de vida é
relativamente grande e redondo. Os parasitos nessa forma de vida, ainda sao
infeciosos, porém menos eficientes. Os amastigotas s&o encontrados
preferencialmente no interior de células de mamiferos infectadas, onde se
multiplicam com um tempo médio de duplicacdo da populacdo de 15 h e o ciclo
intracelular de replicagcbes e diferenciacdo completo dura cerca de quatro dias
(Engel, Doyle et al., 1985) (Fig. 3).

|
C:em (';)of;io Citofaringe

Acidocalcissomo S \

Nucleo L /

Citostoma

Flagelo

Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Inclusces
lipidicas

Reservossomo-like

Glicossomo

Figura 3. Esquema tridimensional dos aspectos morfolégicos da forma amastigota
mostrando as principais estruturas celulares (Teixeira, 2011).

A forma epimastigota € replicativa e ndo é considerada como infecciosa. Essa
forma de vida € encontrada no aparelho digestorio dos vetores triatomineos apos o
repasto com sangue contaminado com tripomastigotas, os quais se diferenciam para
essa forma provavelmente devido ao estresse nutricional. Mede entre 20 e 40 pym
de comprimento e sua morfologia celular € fusiforme e possui o0 cinetoplasto em

forma de bastdo, localizado préximo a base da bolsa flagelar de onde emerge o
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flagelo alongado que, apesar de se aderir por toda a extensdo da célula do parasito,
possui a maior parte do flagelo desprendido do corpo (Fig. 4).

Axonema / Flagelo

Estrutura paraflagelar

Bolsa flagelar Inclusoes lipidicas

Glicossomo
Corplsculo

basal Espongioma > Complexo do

,f ‘___L__ Vactolo central vacuolo contratil
0 “\é Citostoma
g

Reticulo
endoplasmatico

Niicleo Citofaringe

Complexo de Golgi

Cinetoplasto

Mitocondria
Acidocalcissomo

Reservossomo

Rede de tubulos
e vesiculas

Figura 4. Esquema tridimensional da forma epimastigota do Trypanosoma cruzi mostrando
as principais estruturas celulares (Teixeira, 2011).

Cada estagio de desenvolvimento distingue-se pela morfologia e expressao
de antigenos de superficie e de componentes intracelulares estagio-especificos
(Andrews et al.,, 1998; Contreras et al., 1985). As formas tripomastigotas
metaciclicas sdo, a principio, capazes de infectar qualquer célula nucleada do
hospedeiro vertebrado, porém existe um tropismo dependente da cepa infectante
(Brener, 1985). De modo geral as primeiras células a serem invadidas sao

macrofagos, fibroblastos e células musculares. Os tripomastigotas infectam as
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células ndo fagociticas do hospedeiro vertebrado através do reconhecimento de
componentes localizados na superficie do parasito e da célula hospedeira. Foi
sugerido que essa adesado seja mediada por glicoproteinas e lectinas (proteinas
capazes de se ligar a carboidratos) tanto do parasito quanto das células
hospedeiras. Desta maneira, componentes localizados na superficie do parasito e da
célula hospedeira desempenham papéis importantes para a invasao (Burleigh e
Woolsey, 2002). O parasito entdo € interiorizado através de uma depressdo na
membrana (Burleigh e Andrews, 1998), que desencadeia uma cascata de
sinalizacdo disparando um pico de concentracdo de calcio tanto no parasito quanto
na ceélula hospedeira (Dorta et al.,1995) e promovendo a ativacdo de proteinas
cinases e fosfatases no sitio de contato célula-célula (Vieira et al., 2002).

Outras moléculas que funcionam como segundo mensageiro para efetuar a
transducd@o de sinais intracelular sédo AMP ciclico (c-AMP), GMP ciclico (c-GMP),
oxido nitrico e segundos mensageiros lipofilicos como diacilglicerol, ceramida e
eicosandides (Campbell e Reece, 2004). Apdés a invasdo, o0s tripomastigotas
encontram-se transitoriamente no vacuolo parasitéforo. Neste momento, o0s
lisossomos se fundem com o vacuolo e liberam seu conteudo, tornando-o &cido
(Andrews, 1993). Assim, a membrana parasitofora é gradualmente degradada
(Carvalho et al., 1989) devido a liberacdo de enzimas pelo parasito e acdo da
proteina do tipo porina denominada Tc-tox (Andrews et al., 1990). Por meio desses
processos as formas tripomastigotas escapam para o citoplasma celular, onde dao
continuidade a diferenciacéo para formas amastigotas. Os amastigotas iniciam um
processo de divisbes sucessivas e posteriormente se diferenciam novamente em
tripomastigotas, ocorrendo em seguida o rompimento das células hospedeiras. Os
tripomastigotas sao liberados no meio extracelular podendo alcancar a corrente
sanguinea através da qual alcancam outras regides do corpo do hospedeiro
vertebrado infectando novas células ou, enquanto na circulagdo, serem capturados

pelo inseto vetor, reiniciando o ciclo (Brener, 1999).

16



1.3 Ainvasao celular

Ao longo da evolucéo, o T. cruzi tem desenvolvido mecanismos complexos e
redundantes para garantir 0 sucesso na invasao celular, variando desde a cepa do
parasito, a fase do ciclo, e ainda aos tipos celulares do hospedeiro. Aspectos da
invasdo que variam de acordo com tipos de células podem ser: interagcbes nas
superficies, eventos enzimaticos, sinalizagdo mediada por calcio, o trafego de
moléculas nas membranas do parasito e do hospedeiro, as contribuicbes do
citoesqueleto para captacdo do parasito e, finalmente a entrada no citoplasma

através da fuga do vacuolo parasitoforo (Conrad L. et al., 2009).

Os mecanismos celulares envolvidos na fagocitose tém sido muito estudados.
Ja na infeccdo de células ndo fagociticas, pelo menos duas vias principais foram
caracterizadas. O primeiro baseia-se em uma sinalizacdo mediada por calcio na
superficie lisossomal, que ird proporcionar membranas que formardo o vacuolo de
uma forma dependente da polimerizacdo de actina e de microtibulos (Tardieux et
al., 1994; Tyler e Engman, 2001; Schenkman et al., 1991), enquanto o segundo &
uma invaginacdo da membrana plasmatica envolvendo a sinalizacdo por cinase
dependente de inositol trifosfato (IP3) e essa € independente de polimerizacdo de
actina (Woolsey et al., 2003; Burleigh, 2005; De Souza, 2002; Andrade e Andrews,
2005).

A interacdo do protozoario com moléculas da célula hospedeira faz com que
glicoproteinas ancoradas a glicosilfosfatidilinositol (GPI) na superficie celular sofram
uma intensa modificacdo de seu agucar e de suas cadeias laterais atuando como
enzimas de superficie aderindo a membrana plasméatica da célula hospedeira para
realizar a fusdo. (Brown e Waneck, 1992). As proteinas GPIl-ancoradas em T. cruzi
servem como moléculas de adeséao (Field et al., 1991), mas também formam uma
importante camada de evasao imune (Ferguson et al.,1994). Além disso, as
proteinas GPIl-ancoradas podem associar e definir o compartimento de microdominio
lipidico (Karakhanova et al, 2010). Essas moléculas da superficie iniciam eventos de
sinalizacdo no parasito e na célula hospedeira. O ambiente da membrana plasmatica
contém microdominios lipidicos, os quais regulam eventos de sinalizacéo atraves da
organizagcdo espaco-temporal das proteinas (Kenworthy et al., 2004). Essas bolsas

lipidicas na membrana do parasito parecem interferir na fluidez da membrana, e um
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comprometimento das vias de sinalizagcédo parasito-hospedeiro favorece a invasao do

agente patogénico no hospedeiro (Barrias et al., 2007).

Cerca de 50% do genoma do T. cruzi codifica uma diversidade de proteinas
de superficie como proteases GP63, a superfamilia GP85/trans-sialidade, as
mucinas e as proteinas associadas as mucinas (El-Sayed et al., 2005; Alves e Colli,
2008). A adaptacao do parasito aos hospedeiros vertebrados tem sido creditada ao
polimorfismo estrutural e funcional das isoformas de cisteina-proteases, como por
exemplo dos genes codificantes da cruzipaina, mostrando diferentes preferéncias de

substrato e suscetibilidade a inibidores (dos Reis et al., 2008).

Tripomastigotas apresentam um receptor mediado pelo transporte de ATP,
sistema regulado por tirosina e serina/treonina fosfocinase (Sadigursky e Santos-
Buch, 1997). A adesdo do protozoario a célula hospedeira é feita através de
receptores colinérgicos muscarinicos e beta-adrenérgicos, e a ligacao a receptores
na membrana de mondcitos modula as vias de transducdo de sinal intracelular
(Borda et al., 1991). A invasdo ocorre apds o recrutamento do vacuolo abaixo da
membrana plasméatica, que se invagina para aumentar a taxa de fusdo com o0s
lisossomos (Andrade e Andrews, 2004). Na internalizagdo do parasito ocorre
aumento dos niveis de Ca?" intracelular antes da fusdo do lisossomo (Andrade e
Andrews, 2005).

1.4 O complexo calmodulina/Ca®* e seu contexto biolégico

O calcio em sua forma bivalente € um elemento essencial para diversas
funcBes biologicas. Em muitos organismos, a maioria do Ca’* se encontra
complexado com fosfatos para formar exo ou endoesqueletos que né&o apenas
servem como suporte estrutural, mas também tem importante funcdo de tamponar
os niveis de Ca®" dentro dos fluidos extracelulares (~1.10 M) (Chin e Mean, 2000).
Por outro lado, a concentracao intracelular basal de Ca®" livre (~1.10"M) é milhares
de vezes menor que fora das células, proporcionando potencial para o influxo
imediato para seu interior onde ira atuar como segundo mensageiro. Diversos
estimulos promovem o movimento de Ca®" de fora para dentro da célula, via canais
de Ca®" na membrana plasmatica, ou de compartimentos intracelulares. O T. cruzi
possui uma grande organela acida e eletrodensa responsavel pelo armazenamento
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de Ca?*, o acidocalcissoma. Esse Ca?* assim que é liberado se encontra brevemente
disponivel para atuar na sinalizacéo celular, e em seguida proteinas especializadas
e as bombas de Ca** se combinam imediatamente para sequestrar e transporta-lo
para o ambiente extracelular ou locais de armazenamento dentro da propria célula.
Nos instantes em que se encontra livre no citoplasma, o Ca*" produz sinais que
alteram o metabolismo e assim, funcdes celulares e o fazem de duas formas
diferentes. Ou a ligacdo do Ca®" as suas proteinas ligantes desencadeia a
transducdo de sinais, mas nado produz nenhuma alteracdo significativa na
conformacao desse ligante, sdo as proteinas de transporte e tamponamento de
Ca?*. Ou a outra forma é quando a ligacdo provoca alteracdo da conformacao
tridimensional e funcional, sdo os sensores de Ca®". Neste Gltimo grupo se enquadra
a proteina multifuncional calmodulina (Chin e Mean, 2000).

A calmodulina (CaM) é uma das proteinas mais onipresentes no reino animal
(Garcia-Marchan et al., 2009). Em mamiferos ela é encontrada principalmente no
encéfalo e no coracdo, este ultimo é justamente o 6rgdo tipicamente afetado pela
doenca de Chagas. E uma proteina citoplasmatica calcio-dependente, fosforilada por
proteinas serinal/treonina cinases, e tirosina cinases (Benaim e Villalobo, 2002) e
possui quatro sitios de ligacdo ao Ca®*. A CaM é uma molécula de 16 kDae 65 A, e
sua estrutura terciaria, quando ligada ao Ca** se apresenta sob a forma de halter, ou
seja dois agrupamentos globulares nos seus C- e N- terminais que sdo separados
por uma a-hélice central flexivel (fig. 5). Cada agrupamento possui duas regides de
ligacdo com ions célcio (EF hand), com 12 importantes residuos, principalmente
glutamato e aspartato, os quais coordenam a associacdo ao célcio (Babu et al.,
1985). A ligacdo ao Ca®" induz uma mudanca conformacional na CaM, expondo
residuos hidrofébicos que promovem a interagdo do complexo Ca’*/CaM com
diversas proteinas, incluindo a familia de Ser/Thr-cinases com importante funcéo
bioldgica como por exemplo na diferenciacdo celular e ciclo celular (Soderling,
1999).
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Dominio - C

Dominio - N

Figura 5. Representacdo em fita da estrutura terciaria de CaM demonstrando a-
hélices em vermelho, 4&tomos de Ca”* em amarelo, folhas B em verde e loops em azul (Finn
e Forsén , 1995).

A concentracdo e a localizacdo da CaM na célula tem um importante papel na
regulacdo da atividade bioldgica e constitui, no minimo 0,1% do total de proteinas
presentes em uma célula, e € expressa em niveis ainda mais elevados em células
de rapido crescimento, especialmente aquelas submetidas a divisdo e diferenciacéo
(Chin e Mean , 2000).

N&do foram encontradas substituicbes entre as sequéncias da CaM em
vertebrados, o que indica que essa proteina foi muito bem conservada ao longo da
evolucdo. No entanto, diferencas na sequéncia de aminoacidos entre a proteina de
mamiferos e de T. cruzi tém sido descritas. A andalise da sequéncia da proteina
mostrou substituicdo de 15 aminoacidos na proteina do T. cruzi comparado ao seu
homélogo em mamiferos, o que constitui uma caracteristica importante. (Garcia-
Marchan et al., 2009).

E interessante ressaltar que muitas das reacdes reguladas pela CaM tém
efeitos opostos. Por exemplo, ela ativa tanto enzimas que sintetizam quanto
degradam AMP ciclico. Uma possivel resposta a esse paradoxo € que as ceélulas
podem controlar compartimentos subcelulares de CaM e deste modo regular a
disponibilidade tanto de proteinas alvo como de CaM. Uma forma de alcancar essa
tarefa é através do trafego e posicionamento dos mRNAs que codificam CaM para
locais especializados, seguido de traducéo local se necessario (Toutenhoofd e
Strehler, 2000). Além disso a CaM pode por si s6 ser objeto de regulacdo por varios
mecanismos como fosforilagdo. Recentemente foi sugerido que uma caracteristica
fundamental na especificidade dos alvos da CaM é o carater negativo através de
repulséo eletrostatica de alvos néo especificos (Andre et al., 2004).

A alteracdo na concentracéo intracelular de Ca®* regula a CaM de trés formas

distintas: (i) em nivel celular, direcionando sua distribuicdo subcelular; (i) em nivel
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molecular, promovendo diferentes modos de associacdo com proteinas alvo; (iii)
orientando diversos estados conformacionais na CaM que resulta na ativagdo de
alvos especificos.

Em ambito subcelular, a coordenacédo espacial e temporal entre Ca®*, CaM e
seus efetores sdo importantes para canalizar todos os trés componentes em uma via
de sinalizacdo produtiva. A capacidade da CaM em integrar sinais de Ca®" para
diferentes contextos celulares de migracéo entre varios compartimentos reforca este
ponto. Em ambito intermolecular, CaM utiliza diferentes modos de interacdes Ca®*-
dependentes, que séo responsaveis pela geracdo de afinidade e de especificidade
para os alvos. Em ambito submolecular, a exposicdo ao Ca®* de grupos doadores de
energia integrantes da CaM é acoplada aos grupos receptores de energia nos seu
alvos, levando a alteracdes na ligacédo do Ca®* pela CaM assim como na funcéo de
seus efetores (Chin e Mean, 2000).

Estes niveis de regulacédo se relacionam através da mobilidade dos grupos
separados que derivam das diferentes interacfes entre CaM e seus alvos. Por isso,
algumas classes de proteinas podem ancorar CaM em localizacdes celulares
especificas dependendo da estabilidade de determinado complexo efetor da CaM na
auséncia e na presenca de sinais de Ca®". E provavel que a afinidade desses
complexos seja devida a interagdes complementares entre os locais das proteinas
alvo e os sitios da CaM que modificam sua conformac&o em resposta ao Ca®". As
interacdes Ca**-dependentes n&o sé afetam a afinidade do complexo, mas também

regulam a atividade dos efetores (Chin e Mean, 2000).
1.5 O complexo calmodulina/Ca2+ em Trypanosoma cruzi (TcCaM)

A calmodulina tem sido associada a varias funcbes diferentes em
tripanossomatideos, como regulacdo do crescimento (Eid e Sollner-Webb, 1991),
estimulacdo de fosfodiesterases cAMP-dependentes (Tellez-Ifion et al., 1985), da
proteina cinase CaM-dependente (Ogueta et al., 1994), transducao de sinal na via
de cGMP-06xido nitrico (Paveto et al., 1995), e ainda estimulacdo de Ca®*-ATPase de
membrana plasmatica (Benaim et al., 1995). O aumento de Ca®" citosdlico regula
uma série de respostas de transdugcdo de sinais transmembrana. A maioria dos
efeitos do Ca®" intracelular s&o modulados pela CaM. Por sua vez, o complexo

Ca?*/CaM ativa proteinas cinases Ca?'/CaM-dependentes (CaMK), ao que parece
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ser uma familia de enzimas multifuncionais jA& que transmite informacdes para
multiplos substratos-alvos em resposta & elevacdes transitérias de Ca?* intracelular.
Entre as estruturas conhecidas da maioria das cinases, o segmento de ligacdo a
CaM pode se apresentar como uma sequéncia linear que se liga a regides
hidrofébicas do tunel a-hélice formado entre os dois dominios globulares da CaM
(Meador et al., 1992). A autofosforilacdo modulada por Ca?*/CaM é a caracteristica
mais notavel das CaMKs (Schulman,1993).

Estudos recentes mostraram que a ligacdo do complexo Ca*/CaM a
isoformas de CaMK é absolutamente necesséaria para o funcionamento da cascata
da CaM-cinase (Tokumitsu e Soderling, 1996). Essas cinases ja foram bem
caracterizadas em um estudo com CaMkinase Il, CaMKK, e cinase da cadeia leve
da miosina, essa Gltima de forma independente de Ca* (Chin e Means, 2000; Crivici
e lkura, 1995). Foi demonstrado que a CaM pode assumir no minimo trés diferentes
conformacdes em virtude do ligante flexivel que conecta os dois dominios globulares
responsaveis pela ligacdo ao Ca®" e proteinas-alvo. Essas interagdes envolvem
hélices curtas (aproximadamente 20 residuos) formados pelo dominio de ligacédo a
CaM das cinases e assim sugere um critério preditivo de identificacdo dos sitios da
CaM (Rhoads e Friedberg, 1997). Nesses complexos, os dominios de ligacdo a CaM
geralmente se enquadram em 3 categorias (Sequéncia de residuos de aminoacidos:
1-10, 1-14, 1-16) que se distinguem pelo seu espacamento hidrofébico volumoso e
pelos aminoacidos basicos e sdo suportadas por residuos aromaticos proximos das
extremidades.

Andlises do perfil de expressdo de proteinas ligantes de TcCaM, em suas
fases de diferenciacdo indicam que essas proteinas podem ser diferencialmente
expressas nos estagios especificos de desenvolvimento (Orr et al, 1992). A maioria
dessas proteinas estagio-especificas foram encontradas em vesiculas nas formas
replicativas (epimastigota e amastigota), e em menores concentracdes no citosol e
na membrana. Essas proteinas ligantes variam em subunidades de peso molecular
maior que 200 kDa a 20 kDa ou menos. Foram encontradas no citoplasma das trés
formas de vida do parasito, 0 mesmo espectro de proteinas ligantes de CaM (CaM-
BPs, CaM-binding proteins), embora em quantidades diferentes, sugerindo que
essas proteinas estariam realizando fungdes gerais de manutencéo (housekeeping).
Na membrana dos trés estagios de vida e na fracdo particulada de tripomastigota
tudo indica haver escassez de CaM-BPs. (Orr et al., 1992).
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Baseado na necessidade de ligacdo ao Ca?*, as proteinas que se ligam &
CaM podem ser classificadas em trés categorias: Ca®'-dependente, Ca®'-
independente e Ca?*-inibida (James et al., 1995). Existe um grande nimero de
proteinas ligadas de um modo dependente de Ca?*, com alta afinidade (constante de
dissociacdo na faixa de nM), sem qualquer homologia de sequéncia forte das
regides de ligacdo (Berggard et al., 2006). A regido que se liga a CaM é uma a-
hélice anfipatica com carga liquida positiva, e muitos motivos foram identificados
(Yap et al., 2000) embora estes ndo estejam em conformidade a todos os alvos.
Algumas das proteinas ligantes de CaM, seus compartimentos celulares e funcdes
gerais sdo demonstradas na figura 6.

Uma caracteristica incomum das CaM-BPs é a falta de uma sequéncia
conservada de aminoacidos para ligacdo a CaM. Uma comparacdo quantitativa de
estruturas de raio X de alta resolugdo com outras estruturas cristalinas de complexos
peptideos de CaM de nematddeos revelaram diferencas significativas na orientacao
relativa de dois dominios da CaM (Kurokawa et al, 2001). Apesar da orientacao da
ligacdo dos alvos peptideos do dominio C-terminal ser bem conservada, ocorrem
grandes mudancas na orientacado entre o alvo e o dominio N- terminal da CaM, que
envolve um movimento da hélice N-terminal da CaM, respeitando os outros trés
sitios EF-hand no dominio N-terminal. A estrutura atual também revela uma série de
contatos especificos entre CaM e CaMKK, incluindo interacdes eletrostaticas e
ligacbes de hidrogénio. Estas interacdes identificadas na estrutura devem
desempenhar um papel fundamental na determinacdo da direcdo da ligacdo da

CaMKK em relacéo aos dois dominios da CaM (Kurokawa et al, 2001).
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Figura 6. Algumas proteinas ligantes de CaM com sua localizag&o e fungbes gerais.
Inimeros elementos de sinalizacdo citosolica sdo CaM-BPs, incluindo a subunidade A da
calcineurina, proteina fosfatase Ca?/CaM dependente, proteina cinase Ca?'/CaM
dependente, oxido nitrico sintetase e fosfodiesterases (Adaptado de Danton, 2003).

Com a finalidade de se aprofundar no estudo das CaM-BPs, as pesquisas
normalmente giram em torno da elucidacdo da estrutura da CaM e a dinamica da
interacdo do Ca®" com outras proteinas; determinagéo do padrdo de expresséo e
regulacao dos niveis de mRNA de CaM, ou ainda abordagens capazes de identificar
possiveis alvos da CaM. Estudos de processo da dindmica celular baseados em
protedmica tém demonstrado que esta estratégia experimental é apropriada para
identificacdo de novas CaM-BPs, utilizando cromatografia de afinidade associada a
espectrometria de massa (Berggard et al., 2006). Nesse modelo, a CaM quando
ligada ao Ca®" muda sua conformacdo permitindo a ligacdo de proteinas-alvo via

sitio hidrofébico.

1.6 Protedmica e histérico da proteémica de T. cruzi

Protedmica é um campo de estudo e tecnologia que se propde a analisar de
forma global o conjunto de proteinas expressas codificadas por um determinado

genoma, numa célula ou tecido, isto é, o proteoma (Wasinger et al., 1995). Devido a
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natureza dindmica do proteoma (ele se altera frente a diferentes condi¢bes e
estimulos), seu estudo representa uma forma de procurar possiveis funcbes das
proteinas e uma forma de investigar processos metabdlicos em sistemas vivos para
melhor entender o funcionamento de uma célula ou tecido em nivel molecular.

O proteoma de um determinado organismo permite saber quando um produto
génico estd sendo expresso, a concentracdo relativa deste produto e por fim, as
modificacdes que podem ocorrer nessas proteinas apos sua traducdo. A analise
protedmica pode mostrar como esses processos metabdlicos, regulatorios e de
sinalizacdo se tornam disfuncionais nos estados patoldégicos e como podem ser
manipulados mediante por exemplo, a administragcdo de medicamentos ou a terapia
génica (Anderson et al., 2000).

Durante a infeccdo por T. cruzi, o parasito precisa se adaptar as rapidas
mudancas fisiologicas devido aos diferentes ambientes encontrados em seus
hospedeiros. Esse fato sugere expressao diferencial de diversos genes envolvidos
na interacdo parasito-hospedeiro (Cuervo et al., 2010). Além disso, sabe-se que em
tripanossomatideos ocorre a regulacdo pos-traducional de expressdo de proteinas
por meio de variacbes na estabilidade ou eficiéncia de traducdo dos mRNAs. Por
esse motivo varias abordagens protedmicas tém se mostrado Uteis na andlise
dessas mudancas de expressao proteica do parasito durante seu ciclo de vida.

O primeiro estudo de prote6mica comparativa entre as formas evolutivas do T.
cruzi utilizou uma estratégia baseada na combinacéo de eletroforese bidimensional e
espectrometria de massa (2-DE MS) (Paba, et al., 2004). Os resultados mostraram
que grande parte das proteinas identificadas apresentava expressao conservativa
entre as formas epimastigota, tripomastigota e amastigota (Paba et al., 2004).

Uma das maiores dificuldades em representar completamente o proteoma
através de um gel 2D reside na diversidade de proteinas presentes nos diferentes
tipos celulares, aliada a grande diferenca de niveis de expressao entre as mesmas.
Uma forma de contornar esse problema é trabalhar com o subproteoma. A
importancia da proteina ndo depende exclusivamente da quantidade de expressao,
mas muitas vezes do local onde € expressa e da sua regulacdo. Em um estudo
utilizando gel 1DE e 2DE seguido por nano LC-MS/MS para analisar a fragéo
subcelular enriquecida por acidocalcissomas e glicossomas juntamente com outras
organelas de T. cruzi, foram identificadas 396 proteinas, sendo que desse total 138

foram classificadas como proteinas hipotéticas (Farella et al., 2008).
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Com o propésito de se obter informacgdes sobre as redes de sinalizacdo de T.
cruzi, Nakayasu e sua equipe (2009) conduziram a analise protebmica do
fosfoproteoma da forma epimastigota de T. cruzi. Apos a digestao triptica, as
amostras foram fracionadas por cromatografia SCX e os fosfopeptideos
enriquecidos por cromatografia do tipo IMAC. A andlise dos peptideos foi executada
por LC-MS/MS, identificando 237 fosfopeptideos de 119 proteinas distintas e
mapeados 220 sitios de fosforilacdo, incluindo 148 serinas, 57 treoninas e 8
tirosinas. As tirosinas fosforiladas foram validadas por imunoprecipitacdo e western
blot usando um anticorpo anti-tirosina (Nakayasu, Gaynor et al., 2009). Esse grupo
publicou também na mesma época a primeira andlise protedmica em larga escala de
ancoras de GPI da forma epimastigota de T. cruzi, o qual foi batizado de GPlomics
(Nakayasu et al., 2009).

2. JUSTIFICATIVA

Devida a importancia dos fendmenos moleculares envolvendo cations
bivalentes, em especial o célcio, e diversas proteinas a ele relacionada e o papel
nos processos intrinsecos do protozoario Trypanosoma cruzi, dentre 0s quais se
destacam a invaséo e diferenciacdo e que o faz ser tdo bem adaptado, justifica o
estudo aprofundado das proteinas ligantes de Ca** e de CaM a fim de elucidar estes

mecanismos e contribuir para identificacdo de possiveis alvos terapéuticos.

3. OBJETIVOS

Essa dissertacdo visa melhor compreender o contexto biolégico do Ca’" e da
CaM na invasdo e diferenciacdo do T. cruzi, primeiramente pela analise
bioinforméatica das listas de centenas de proteinas identificadas como
diferencialmente expressas e/ou fosforiladas durante o processo de diferenciacao e
também nos extratos enriquecidos com proteinas da superficie celular das formas
tripomastigota e amastigota. Tal analise bioinformatica teve como objetivo a predicao
de proteinas ligantes de Ca®** e CaM. Paralelamente buscamos também padronizar

um protocolo de enriquecimento/purificacdo de proteinas ligantes da CaM por
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cromatografia de afinidade e, assim, poder entender melhor o contexto de interacdes
da CaM no parasito e concomitantemente validar as predigdes computacionais.
Portanto para atingir os objetivos de nossa analise, as seguintes etapas foram
desenvolvidas:

12, Andlise bioinformatica das proteinas ligantes de Ca** e CaM no T. cruzi por
meio da predicdo dessas proteinas dentre aquelas que foram identificadas por nosso
grupo expressas na superficie celular de tripomastigotas e amastigotas e como
diferencialmente expressas na amastigogénese.

22, Padronizacdo com a forma epimastigota do enriquecimento de CaM-BPs
visando validar a predicdo computacional. Para atingir tal fim utilizamos a seguinte
abordagem: enriquecimento por cromatografia de afinidade a CaM, separacdo em

géis de eletroforese 1D e 2D e identificacdo por espectrometria de massas.
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4. MATERIAL E METODOS
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4.1 Bioinformética

Para identificacdo das proteinas ligantes de Ca*" da superficie de T. cruzi e
durante a diferenciacdo foi realizada a predicdo das proteinas a partir dos dados
obtidos por Queiroz (2013), em sua tese de doutorado por uma abordagem de alto
rendimento de identificacdo e quantificacdo relativa de proteinas (artigos em
submisséo). Para interpretacéo dos dados foram utilizados o software ProteinCenter
(Thermo Scientific) e maiores informacdes foram obtidas também pelo software
Blast2GO (http://www.blast2go.com/b2ghome) (Conesa et al., 2005). As proteinas
com conhecido dominio de ligacdo ao Ca*" elou a CaM foram selecionadas e
submetidas a filtragem no arquivo geral do subproteoma de T. cruzi durante a
amastigogénese. Os dominios conhecidos de ligacdo ao Ca®" elou & CaM estdo
relacionados na tabela 1.

Além disso, as proteinas ligantes de CaM enriquecidas experimentalmente,
foram analisadas in silico no banco de dados Calmodulin Target Database. O site
realiza andlises na sequéncia da proteina, e com base no posicionamento de
residuos hidrofébicos busca possiveis dominios de ligagdo a CaM
(http://calcium.uhnres.utoronto.ca/ctdb). Os critérios para determinacdo de um sitio
de ligacdo a CaM putativo sao: hidropatia; capacidade de formacdo a-helicoidal;
peso do residuo; carga do residuo; teor do residuo hidrofébico, classe helicoidal e
ocorréncia de residuos especificos. As proteinas analisadas por esse programa sao
classificadas em quatro tipos: “dominio de ligacdo a CaM nao classificado”,

“potencial dominio de ligagcdo a CaM”, “potencial motivo 1Q” e “auséncia de dominio

de ligacdo a CaM”.

4.2 Analise experimental e identificacdo das CaM-BPs

4.2.1 Cultura de parasito
A forma epimastigota da linhagem Berenice foi obtida por cultura em meio LIT
suplementado com 5% de soro fetal bovino (SBF), incubados a 25 °C com agitacao
constante (Magalhaes et al., 2008).
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4.2.2 Enriguecimento das CaM-BPs por cromatografia de afinidade

Para o preparo da amostra foi utilizada 1,5 x 10° células da forma
epimastigota submetidas a triplo choque térmico, seguidas de uma homogeneizacao
em 3 mL de tampédo gelado (tamp&o homogeneizacdo) [50 mM Tris-HCI, pH 7.5,
coquetel de inibidores de proteases sem EDTA]. O homogenato foi centrifugado a
15.000 x g por 30 min a 4 °C. As amostras proteicas (~3 mg) foram preparadas para
cromatografia de afinidade a resina CaM-Sepharose-4B (GE Healthcare),
adicionando 2 mM de CaCl,, e seguida de incubacdo com 1 mL de resina
Sepharose-4B no gelo por cinco minutos. A resina foi previamente equilibrada com
10 mL de tampdo de equilibrio [50 mM Tris-HCI pH 7,5, 2 mM de CaCl,, 1 mM DTT],
contendo 100 mM NaCl. As etapas de lavagem foram realizadas com 30 mL de
tampéo de lavagem L1, contendo 200 mM NacCl, seguido de nova lavagem com 30
mL de tampéao L2 com 500 mM NaCl. As CaM-BPs foram recolhidas utilizando dois
tampdes de eluicdo. Primeiramente com 5 mL de tamp&o de eluicdo 1 [50 mM Tris-
HCIl pH 7,5, 2 mM EGTA, 1 mM DTT, 100 mM de NaCl e coquetel de inibidores de
proteases sem EDTA] e, entdo, com 2 mL de tampé&o de eluicdo 2 [50 mM Tris-HCI
pH 7,5, 6 M uréia/1,7 M tiouréial.

4.2.3 Eletroforese unidimensional
Apos a purificacdo foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida
12% em condicdo desnaturante e redutora (SDS-PAGE) para visualizacdo do perfil
proteico das fragbes: FNL (fracdo nado-ligada); L1 (lavagem 1); L2 (lavagem 2); E1
(eluicdo 1) e E2 (eluicdo 2). A corrida foi realizada utilizando o sistema Hoefer® a

voltagem constante de 30 mA e 22 °C. O gel foi corado com nitrato de prata.

4.2.4 Preparacao das amostras por precipitagao

Para proceder a avaliacdo do perfil das proteinas eluidas, utilizamos a fracao
E1l para o preparo da amostra a ser submetida a eletroforese bidimensional. A fim de
retirar o excesso de sal foi realizada precipitagdo acrescentando TCA
correspondente a 15% do volume da eluicdo 1. Em seguida a amostra foi agitada
vigorosamente (por vortex), incubada a —20 °C por 1 hora, seguidas de centrifugacéo
a 15.000 x g por 15 min. O sobrenadante foi descartado e 600 mL de acetona
gelada foram adicionados, seguido de centrifugacdo a 15.000 x g por 6 min. O

procedimento de lavagem foi repetido mais uma vez. A acetona foi completamente
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removida e o precipitado foi ressuspendido em tampao 2D [7,77 M ureia, 2,33 M

tiouréia).

4.2.5 Eletroforese bidimensional

Na amostra solubilizada em tampéao 2D foram acrescentados 85 mM DTT,
2,5% Triton X-100, 0,5% anfdlito 3-10, 10% isopropanol e incubadas durante 1 h a
temperatura ambiente num volume final de 350 uL e centrifugada por 5 min a 14000
x g. O sobrenadante foi preparado para ser submetido a eletroisofocalizacdo em
tiras de gel de gradiente de pH imobilizado - IPGstrips (GEHealthcare) com o maior
gradiente de pH (3 a 10). Antes da segunda dimensao, as tiras foram submetidas as
etapas de reducdo e alquilacdo: com incubacdo de 40 min cada. A solucdo de
equilibrio [6 M uréia, 30% glicerol, 10% SDS] foi adicionado 125 mM DTT para a
reducdo e, num segundo momento, 300 mM acrilamida também na solucdo de
equilibrio para a alquilacdo. As proteinas foram separadas por SDS-PAGE 12%
utilizando sistema Hoefer® a voltagem constante de 30 mA e 22 °C e coradas com

nitrato de prata (Charneau et al., 2007).

4.2.6 Identificacdo das CaM-BPs por espectrometria de massa do tipo

MALDI/TOF
Os spots proteicos revelados no gel 2DE correspondentes as proteinas
ligantes de Calmodulina/Ca®" presumidas foram excisados e digeridos com tripsina.
Esses spots foram descorados por 10 min em uma solugdo descorante [K3[Fe
(CN)6] 15 mM, 50 mM de tiossulfato de sodio]. Em seguida foram lavados com trés
ciclos de 200 pL de H,O Milli-Q, seguido por mais trés ciclos de lavagem com 50%
acetonitrila (ACN) e trés ciclos de 50 mM NH4HCO3 por 5 min, intercalados. Durante
a lavagem final com a ACN, fragmentos de gel foram macerados com um pistilo e
secados a vacuo em SpeedVac, durante 20 minutos. Os géis secos foram
reidratados acrescentando 5 - 10 pyL de solugédo de 25 mM NH4HCOs3, 2,5 mM CacCl,
contendo 12,5 ng/uL de tripsina (Promega) e incubadas em gelo por 45 minutos.
Imediatamente ap0s a incubacéo, a solugdo remanescente foi removida e adicionou-
se 5-10 yL da mesma solugdo tampao de digestdo sem enzima e incubou-se
overnight a 37 °C, sendo o tamanho do fragmento do gel o fator determinante da

quantidade de solugao a ser acrescentada. No dia seguinte foi adicionado 1 pL de
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1% &cido trifluoroacético (TFA) a solugédo contendo o produto da digestdo e 1 L da
amostra acidificada foi aplicada na placa AnchorChip™ (600 nm, Bruker),
esperando-se secar completamente. Posteriormente, foi aplicado 0,5 uL de 5 ug/uL
DHB (acido 2,5-dihidroxibenzdico) em 30% ACN e 0,1% TFA. Apés secagem, foi
submetido a analise PMF. Para PFF, foi adicionado 1 pL de 1 pg/uL HCCA (acido a-
ciano-4-hidroxicinamicos) em 90% ACN e 0,1% TFA. Para ambas as andlises foram
utilizadas um espectrébmetro de desorcéo/ionizacdo a laser assistida por matriz,
MALDI/TOF-TOF (Autoflex 1ll, Bruker Daltonics, Karlsruhe, Alemanha). Espectros de
massas foram processadas utilizando o programa FlexAnalysis 2.2 e Biotools
(Bruker). A identificacdo das proteinas foi realizada por software MASCOT contra
banco de dados de proteinas de T. cruzi em nosso servidor. Espectros contendo
peptideos de tripsina auto digeridos foram calibrados internamente. Os seguintes
parametros foram utilizados para buscas de banco de dados: precisdo massa
monoisotdpica até 100 ppm para espectros calibrados internamente e até 300 ppm
para espectros calibrados externamente, até um sitio de clivagem triptica perdido,
propionamidacédo de cisteina como a modificacdo fixa e oxidacdo da metionina e N-

acetilacdo da proteina como modificacdes variaveis.

4.2.7 Identificacdo das CaM-BPs por LC-MS/MS

As bandas referentes as fracbes E1 e E2 do gel SDS-PAGE foram
selecionadas para identificacdo por uma abordagem de maior rendimento por
espectrometria do tipo quadrupolo-tempo de vb6o (Q-TOF). Foram excisadas as
bandas mais intensas para serem digeridas. O protocolo de digestdo segue idéntico
ao utilizado para digestdo dos spots do gel bidimensional e identificacdo por
MALDI/TOF. Acrescenta-se uma etapa seguinte de dessalinizacdo em microcoluna
Zip-Tip C18 (Millipore), utilizando 0,1% TFA para as lavagens e ACN para a eluicéo.
Em seguida as amostras foram secas em SpeedVac para serem enviadas ao
laborat6rio Dalton de espectrometria de massas, ha Unicamp por intermédio da

colaboragéo com o professor Dr. Fabio Gozzo.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAQO
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O envolvimento dos niveis de Ca?* e seu papel nos mecanismos de
diferenciacdo de T. cruzi tém sido muito explorados em pesquisas (Chin e Mean,
2000; Orr et al., 1992; Lammel et al.,1996). Isso porque as proteinas ligantes de
Ca®* também exercem grande influéncia na regulacdo da concentracéo deste fon e
no movimento deste através do ambiente extracelular e entre compartimentos
intracelulares. A fim de elucidar a forma que essas proteinas atuam na
amastigogénese, principiamos por elencar essas proteinas dentre aquelas cujos
niveis de abundéancia relativa durante estagios especificos do processo de

diferenciacao do parasito apresentaram regulacao.

Uma vez que este trabalho esta inserido em um projeto mais amplo de
pesquisa sobre prote6bmica de T. cruzi, realizamos uma analise de predicdo das
proteinas que possuem dominio de ligacdo ao Ca®" e de ligacdo a calmodulina ‘a
partir dos dados abrangentes obtidos por Queiroz e colaboradores (Queiroz, tese
2013). Em sua tese de doutorado, foram investigadas a variacdo do proteoma em
estagios intermediarios da diferenciacdo celular durante a amastigogénese, e
também foram investigados o subproteoma de superficie celular das formas
tripomastigota e amastigota, com uma abordagem de alto rendimento de
identificacdo e quantificacdo relativa de proteinas. Desta forma foram realizados
estudos in silico das proteinas ligantes de Ca?* com diferencas na expressado

durante a amastigogénese e na superficie do parasito.

5.1 Protefnas ligantes de Ca?* na amastigogénese

A fim de elucidar a forma que as proteinas ligadoras do Ca* e/ou da
calmodulina atuam na amastigogénese, principiamos por elencar essas proteinas
dentre aquelas cujos niveis de expressao relativos durante estagios especificos do

processo de diferenciagdo do parasito apresentaram regulacéo.

Foi utilizado um modelo de inducdo in vitro da amastigogénese pela
incubacédo de tripomastigotas em meio DMEM, pH 5,0 (Tomlinson et al., 1995).
Amostras foram coletadas em fases intermediarias pontuais da diferenciacdo da
seguinte forma: (i) antes da inducéao (tripomastigota); (ii) 30 minutos ap0ds o estimulo,

onde se espera ocorrer as primeiras mudancas bioquimicas decorrentes da
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diferenciacédo; (iii) 2 horas apds estimulo, tempo no qual in vivo o parasito
permanece em pH &cido dentro do fagolisossoma; e (iv) 9 horas apds o estimulo

(amastigotas axénicos).

A listagem das proteinas diferencialmente expressas durante a
amastigogénese preditas com o dominio de ligacdo de interesse obtida dos
programas proteinCenter e BLAST2GO (Queiroz, tese 2013), revelou 12 dominios
com regies de ligacdo ao Ca**, destacando EF hand (dominio estrutural do tipo
hélice-alca-hélice), sitios de ligacédo a calreticulina/calnexina e de transportadores de
Ca?*, e um IQ motif, que por definicdo é um dominio de ligacédo & CaM (tabela 1).

Tabela 1. Dominios de ligacdo ao Ca®" em proteinas reguladas durante a
amastigogénese.

Dominios de ligagdo ao Ca** N2 InterProScan
EF-Hand 1, calcium-binding site IPR018247
Calcium-transporting P-type ATPase, subfamily IIA, SERCA-type IPRO05782
Flagellar calcium-binding protein calflagin IPR003299
Calreticulin/calnexin, conserved site IPRO18124
Peptidase C2, calpain, catalytic domain IPR0O01300
1Q motif, EF-hand binding site IPRO00048
Calreticulin/calnexin IPRO01580
EF-hand domain IPR002048
EF-hand domain pair IPR011992
EF hand_6 PF13405 (PFAM)
EF hand_7 PF13499 (PFAM)
EF hand_8 PF13833 (PFAM)

Das 1339 proteinas identificadas no proteoma total durante a
amastigogénese, 560 apresentaram regulacdo da expressao proteica, as quais
foram agrupadas em quatro clusters (Fig.7). Foi entdo realizada a classificacédo
dessas proteinas para segregar somente as com dominio de ligacdo ao Ca**. Nesta
filtragem foram identificadas 17 proteinas de nosso interesse. Essas proteinas
possuem diversificadas funcdes, dentre elas atividade enzimatica, transportadoras

de Ca*" ou com dominio EF hand (tabela 2).
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Tabela 2. Proteinas de expressédo regulada durante a amastigogénese que
possuem dominio predito de ligagéo ao Ca**.

Gl UNIPROT cluster DESCRICAO
322827561 E7L1W4 1 calcium-translocating P-type ATPase, putative
115531 P18061 3 calmodulin
407851861 E7L9I8 3 calmodulin, putative
322819024 E7LHB9 3 calmodulin, putative
322819504 E7LGEO 3 calpain cysteine peptidase, putative
407843824 E7LMU7 3 calpain-like cysteine peptidase, putative,cysteine
peptidase, Clan CA, family C2, putative
322823951 E7L813 3 calreticulin, putative
322829685 E7KY53 3 centrin, putative
119859 P07749 3 flagellar calcium-binding protein
407850136 E7LCV7 3 hypothetical protein TCSYLVIO_004287
407847937 E7LGH5 4 hypothetical protein TCSYLVIO_005468
70868503 E7KZ30 3 hypothetical protein, conserved
407846282 E7LJY3 2 hypothetical protein,calcium binding protein EF hand,
putative
407859521 E7KY58 3 I/6 autoantigen, putative
322815177 E7LP53 4 putative uncharacterized protein
322825810 E7LATS 4 putative uncharacterized protein
4165126 096608 1 SERCA-type calcium-ATPase

Os perfis de expressdo das proteinas reguladas (figura 7) apresentaram
linhas de tendéncia de expressao que se correlacionam com 0s eventos pelos quais
0 parasito passa na célula hospedeira in vivo (Queiroz, tese 2013). Como podemos
observar, os clusters 1 e 3 apresentam menor e maior abundancia de proteinas
respectivamente nos tempos intermediarios, sem muita diferenca entre os pontos
extremos, onde se encontram as formas completamente diferenciadas do parasito.
Ja nos clusters 2 e 4, o tempo 2 horas que apresenta maior e menor abundancia de
proteinas respectivamente, tendo em vista que no hospedeiro as formas
tripomastigotas permanecem dentro do fagolisossoma por cerca de 2 horas, o que

corrobora com essa alteragdo na expressdo das proteinas no modelo utilizado.
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Estes dados sugerem que a regulagcdo da expresséao relativa dessas proteinas pode
estar relacionada a eventos moleculares chave da diferenciagdo entre os estagios

de vida do parasito.

De acordo com os dados da tabela 2, podemos observar que a maioria das
proteinas (11 de 17) se enquadram no cluster 3, ou seja S80 super-expressas nos
tempos intermediarios, o que nos leva a crer que as proteinas que ligam Ca*
cumprem alguma funcdo regulatéria no processo de diferenciagcdo. Em
contrapartida, nos clusters 2 e 4, que representam respectivamente as proteinas
super ou sub-expressas apds 2 h de incubacdo, encontramos apenas proteinas
putativas ou ndo caracterizadas. Ou seja, ap0s a diferenciacdo do parasito em
amastigota existem proteinas desconhecidas diferencialmente expressas que sao
interessantes pelo fato de ainda ndo terem similaridade de sequéncia com proteinas
de vertebrados, o que as tornam possiveis alvos terapéuticos. Nos estagios
intermediarios da diferenciacdo, ou seja, até o0 momento de saida do parasito do
fagolisossoma temos conhecimento que o conjunto de proteinas ligantes de Ca*
sdo indispensaveis, entretanto apds este momento do ciclo pouco se sabe sobre a

funcdo das proteinas que alteram sua expressao.
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Cluster 1 Cluster 2

Variagdo na expressao
Variagéo na expressao
0.0

Cluster 3

Variagdo na expressao
Variagdo na expressao

f T T 1 T T T 1

t(h) 0 112 2 9 th)o 112 2 9

Figura 7. Tendéncia de expressao de proteinas durante a amastigogénese nos tempos 0, 30
min, 2 h e 9 h de inducéo da diferenciagédo. (Adaptado de Queiroz, 2013)

Dentre as principais proteinas identificadas, certamente destaca-se a
calmodulina por ter papel fundamental no ciclo de vida do T. cruzi com envolvimento
nos mecanismos de sinalizagcdo celular que regula importantes processos como
controle do ciclo celular, secrecdo de proteinas, organizacdo do citoesqueleto e
motilidade celular (Means, 1988). Foi demonstrado que inibidores de CaM bloqueiam
a diferenciacdo em T. cruzi (Lammel et al.,, 1996) e o envolvimento da CaM no
processo de amastigogénese ainda é pouco conhecido, entretanto o fato da CaM
estar envolvida no controle de diversas enzimas como cinases e fosfatases, que
certamente tem participagdo nos mecanismos intrinsecos, nos indica que sua

concentracdo intracelular no momento chave da amastigogénese deva apresentar-
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se elevada. Esta hipodtese foi corroborada em nossos resultados ja que esta proteina
e outras semelhantes putativas foram classificadas no cluster 3 cuja abundancia é
maior em estagios intermediarios da diferenciacdo, indicando que o nivel de
expressdo desta proteina esteja intimamente relacionado a diferenciacdo do

parasito.

O AMP ciclico esta relacionado a regulagdo e controle do crescimento e
diferenciacdo em T. cruzi (Voorheis e Martin, 1981) e sabe-se ainda que a CaM tem
a capacidade de estimular a atividade de cAMP fosfodiesterase (Tellez-Ifion et al,
1985).

Além da CaM, também foi encontrada a calreticulina (CRT), uma importante
proteina relacionada & estocagem de Ca®" no limen do reticulo endoplasmatico e
regulacdo da concentracdo desse ion no citoplasma (Wang et al., 2012).
Considerada uma chaperona, tem reconhecida fungcdo na proliferagdo celular,
facilitando o dobramento e evitando agregacdo de proteinas recentemente
sintetizadas que ainda ndo adquiriam a sua conformacao tridimensional funcional
(Nelson et al., 1997). E também um componente das vias de controle de qualidade
além de atuar como segundo mensageiro na regulacao génica. Em neutréfilos sabe-
se que a calreticulina e bombas Ca?*-ATPases sdo redistribuidas durante o processo
de fagocitose, aumentando a concentracdo da calreticulina em torno das particulas
ingeridas. Essa concentracdo ocorre antes que a fagocitose se complete e também
antes do aumento na concentracdo de Ca?' intracelular, indicando que esta
redistribuicdo dos compartimentos precede a liberacdo de Ca?* (Nelson et al., 1997).
A CRT foi inicialmente isolada em T. cruzi em 1991, € um antigeno de 45kDa, e seu
gene possui localizagdo variavel no cromossomo (Aguillon et al., 1995). Este gene ja
foi clonado, sequenciado e expresso (Aguillon et al., 2000). Sabe-se que em T. cruzi,
a CRT se liga a glicanas monoglicosiladas (Labriola et al., 1999) e participa da
maturacdo da cruzipaina, uma protease lisossomal (Conte et al., 2003).

Outra proteina presente nos estagios intermediarios da diferenciacdo foi a
calpaina, uma cisteina peptidase Ca**-dependente, cujo papel pode estar envolvido
em funcbes celulares essenciais, tais como o0 rearranjo de proteinas do
citoesqueleto, e clivagem de proteinas a fim de ativar receptores e pro-enzimas

(Ennes-Vidal et al., 2010). A calpaina também foi descrita por estar envolvida em
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outros processos celulares como apoptose, transducéo de sinais, diferenciacéo e
remodelamento do citoesqueleto (Ono et al., 1998). Algumas destas funcdes estao
relacionadas aos fenbmenos bioquimicos que ocorrem na amastigogénese, portanto
€ razoavel identificarmos a elevacao no nivel de expressao desta proteina durante o

processo de diferenciagao.

A centrina, que também foi classificada no cluster 3, é uma fosfoproteina
encontrada no centriolo e ambiente pericentriolar. Essas sd0 necessérias para
duplicacdo dos centriolos, e podem ainda desempenhar um papel importante na
divisdo dos fusos mitéticos, causando contracdo mediada por Ca®* (Salisbury et al.,
2002). Isso reforca a hipotese de que a inducdo por pH &cido capacita o parasito
para a replicacdo uma vez que tripomastigotas sdo considerados infectantes e néo

replicativos enquanto que os amastigotas sao formas replicativas do T. cruzi.

Em relacdo as proteinas enquadradas no cluster 1, as quais sdo sub
expressas nos estagios intermediarios da diferenciacdo, encontramos apenas duas
proteinas, que alids sdo enzimas. A calcium-translocating P-type ATPase putativa
(Gl 322827561), e a SERCA Ca**- ATPase (Gl 4165126). Esta ultima é uma bomba
de célcio encontrada no reticulo sarcoplasmatico que transfere Ca®* do citoplasma
da célula para o lumen do reticulo endoplasmatico a custa de hidrélise de ATP. Por
ter uma funcao de transporte acredita-se que sua expressao ocorra antes dos 30
minutos, que seria 0 momento que ha maior necessidade de concentracdo de Ca?*
no citoplasma celular propiciando processos intrinsecos da amastigogénese. Ocorre
aumento de Ca®" no citoplasma de tripomastigotas apds a invasdo (Docampo et al.,
1996) e foi ainda demonstrado que o tratamento de tripomastigotas com agentes
quelantes de Ca** resultou em inibicdo da invas&o celular (Moreno, 1994). Nossos
dados reforcam o fato das bombas terem aumento de expressdo no inicio da
amastigogénese, 0 que é observado pela incluséo destas enzimas no cluster 1. Nos
estagios intermediarios ndo se verificaria atividade de ATPase no interior do
parasito. Entretanto Hong Gang e colaboradores (1998) demonstraram que a forma
amastigota apresenta maior contedo de Ca®* comparado as formas de vida
extracelular, e esse aumento se correlaciona com aumento da expressédo de bombas
de Ca®" e também devido a abundancia de acidocalcisomas (Lu et al., 1998). Essas

bombas foram localizadas em vacuolos intracelulares e na membrana plasméatica
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como foi demonstrado por imunofluorescéncia, microscopia eletrbnica e

experimentos com biotinilacéo (Lu et al., 1998).

Foi reportado também que as ATPases envolvidas no transporte de Ca®* na
membrana plasmatica sdo estimuladas pela CaM e inibidas pelas drogas inibidoras
desta (Benaim et al., 1991), e assim podemos propor que a funcédo destas duas
proteinas estdo intimamente ligadas, o que pode ser observado em nossos
resultados que demonstram aumento de expressdo de bombas com conseguinte
aumento de CaM no parasito, ou seja o transporte de Ca?* é requerido para CaM

exercer sua funcédo, demonstrando estreita correlacdo entre essas proteinas.

Como sabemos o Ca?* intracelular exerce importante controle nos eventos de
crescimento celular. Os niveis de Ca*' no interior do RE controlam sua funcéo,
portanto a falta deste ion pode comprometer a sintese, processamento e trafego de
proteinas, assim como a deplecdo do Ca?* do RE elimina a fonte de sinalizacdo
necessaria para estimular o crescimento em um ou mais pontos criticos do ciclo
celular. Aparentemente a sinalizacdo intracelular por Ca®* é capaz de mediar a
desagregacao do envelope nuclear e da progressao mitética nas células em diviséo
(Alison et al., 1993).

A concentracdo de Ca®" maior em amastigotas pode indicar uma adaptacao
ao ambiente intracelular. Amastigotas de Leismania mexicana amazonensis
possuem grande quantidade deste ion disponivel e ainda apresentam maior
expressdo da enzima SERCA Ca*-ATPase do que o0s estagios extracelulares do
ciclo. Tém sido demonstrado que o conteddo dos compartimentos intracelulares de
Ca’?" exerce profundo controle sobre o crescimento celular, e essas mudancas
podem resultar na incapacidade do Ca®** ser bombeado para os compartimentos
intracelulares (Hong et al., 1998), o que confirma nossos resultados, ja que durante
os estagios intermediarios da amastigogénese as bombas de Ca?' sdo menos

abundantes.

5.2 Protefnas ligantes de Ca®" na superficie

Além das andlises realizadas com proteinas envolvidas na amastigogénese,

também foi realizada predicdo das proteinas com dominios de ligacdo ao Ca*" e
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CaM do subproteoma de superficie celular de tripomastigota e amastigota com
abordagem de alto rendimento de identificag&do de proteinas.

As proteinas membranares de T. cruzi exercem importante papel na
homeostase celular e regulacdo de processos metabdlicos, além de propiciar
adesao a tecidos hospedeiros e degradacdo de componentes extracelulares para
garantir acesso as células e aumentar a eficiéncia na infec¢do. Portanto a
identificacdo das proteinas de superficie ligantes de Ca®* é uma abordagem
interessante, pois sabemos que o influxo de Ca?" para o interior da célula

desencadeia importantes processos relacionados a invasao e diferenciacao.

Um desenho experimental foi criado de tal forma que fosse propicio a
identificacdo do subproteoma de superficie celular com seguranca, com reduzida
contaminac@o de proteinas citosdlicas ou secretadas. Para tanto foram realizadas
duas aborgagens experimentais: (i) Enriquecimento das proteinas de membrana
através da biotinilacdo das proteinas expostas seguidas por cromatografia de
afinidade a estreptoavidina e (ii) tripsinizacdo da superficie de células intactas
(shave), juntamente com um teste controle, com incubacdo sem tripsina. Com essas
duas abordagens é possivel acessar o subproteoma membranar e elencar possiveis
proteinas contaminantes pela identificacdo daquelas presentes na amostra controle
(Queiroz et al., 2013).

Para selecdo dos dominios de ligacdo ao Ca** e/ou & CaM foi utilizada a
listagem dos cédigos InterProScan de todos os dominios identificados por Queiroz
em sua tese. Foram filtrados os de interesse e os resultados estéo relacionados na
tabela 3.
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Tabela 3. Dominios de ligacdo ao Ca®" em proteinas de superficie de

tripomastigotas e amastigotas.

Dominios de ligacdo ao Ca2+ N2 InterProScan
C2 domain IPRO0O0008
Calcium/calmodulin-dependent/calcium-dependent protein kinase IPRO20636
Calcium-transporting P-type ATPase, subfamily IIA, SERCA-type IPRO05782
Calcium-transporting P-type ATPase, subfamily 11B IPRO06408
Calreticulin IPR0O09169
Calreticulin/calnexin IPRO01580
Calreticulin/calnexin, conserved site IPRO18124
EF-Hand 1, calcium-binding site IPRO18247
EF-HAND 2 IPR018249
EF-hand domain IPRO02048
EF-hand domain pair IPR011992
EF hand_6 PF13405 (PFAM)
EF hand_7 PF13499 (PFAM)
EF hand_8 PF13833 (PFAM)
1Q motif, EF-hand binding site IPRO00048

Utilizando dados abrangentes das identificacdes por uma abordagem de alto
rendimento das proteinas de superficie de tripomastigotas e amastigotas
encontradas pela analise no software Blast2GO foram identificadas 36 proteinas
preditas ligantes de Ca*" (tabela 4). Interessante notar que 12 proteinas foram
encontradas na amostra biotinilada, sendo que dessas, 10 também foram
identificadas no shave (~83%), o que fortalece a seguranca da localizagcdo dessas
proteinas na superficie celular. As duas abordagens fornecem informacdes
complementares (Queiroz et al., 2013) e necessarias para obtencdo do subproteoma

de superficie celular de ligantes de Ca?".
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Tabela 4. Proteinas da superficie de tripomastigotas e amastigotas preditas
como ligantes de Ca*".

Estagio® Amostra® D (Uniprot)° ID (NCBI) Descri¢io da sequéncia
ankyrin repeat and sterile alpha motif domain-
A B KAE8R7 407859438 containing protein 1b
T/A S/C K4E552 407852086 calcium-binding protein
T/A B/S 096608 4165126  calcium-translocating p-type atpase
T/A B/S E7L1W4 322827561 calcium-translocating p-type atpase
T/A S/C K4ADY94 407846995 calcyphosin-like protein
T/A B/S/C P18061 115531 calmodulin
T/A B/S/C Q4CWP2 70870327 calmodulin-like protein
T/A B/S/C K4DSA4 407846282 calmodulin-like protein containing ef hand domain
T/A S/C K4E5Z3 407851861 calmodulin-related protein
T/A S/C Q4CST9 70868503 calmodulin-related protein
A S/C QIXYF8 4539689  calreticulin
T S Q9U9N9 5566311 calreticulin
T/A B/S/C E7L813 322823951 calreticulin
T/A B/S Q4E591 70887187 centrin
T/A B E7KY52 322829699 centrin
T/A B/S/C E7KY53 322829685 centrin
T/A S KADKQ3 407833365 coiled-coil domain containing 96-like™®
T/A S K4DVH4 407844409 ef hand family protein
T/A S/C E7L4T5 322825810 ef hand family protein
T/A s/C E7L4T6 322825811 ef hand family protein
T/A S/C K4ADYMS 407847937 ef-hand domain-containing family member c2-like
T/A B/S K4DWP7 407846674 ef-hand domain-containing protein 1
T S E7L234 322827446 ef-hand domain-containing protein 1-like
A B/S/C P07749 119859 flagellar calcium-binding
T B/S QilL1l2 77167273 flagellar calcium-binding
T/A B/S/C KAELY9 407850136 hypothetical protein TCSYLVIO 004287
T/A S K4DS91 407841566 hypothetical protein TCSYLVIO 008215*
T S KADNP8 407837812 hypothetical protein TCSYLVIO_009202
T/A B/S/C E7KX99 322830189 hypothetical protein TCSYLVIO_010631
T/A B/S/C K4E8Y0 407859521 i 6 autoantigen
T/A B/S/C KAE9QY1 407860705 |Q and ubiquitin-like domain-containing™®
T/A B K4DWF7 407846650 |0c495147 protein
A S K4E1MA4 407849968 lysophosphatidylcholine acyltransferase 2-like
T/A B/S K4DXK9 407846969 protein kinase
T/A B/S K4DXX9 407847526 radial spoke protein 7

a

triposmastigota (T) e/ou amastigota (A).

Proteinas presentes experimentalmente na superficie das formas de vida

® Proteinas obtidas pelas amostras: biotinilagdo (B), shave (S) ou controle (C).

* Proteinas preditas como ligantes de CaM.
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Assim como na amastigogénese, a CaM se mostrou potencialmente presente
ou associada & membrana, pois foi identificada nos trés testes, biotinilagédo, shave e
controle. Frisamos novamente que a presenca na amostra controle sugere que essa
proteina possa ser um contaminante por lise ou ser secretada/excretada pelo
parasito. Além da propria CaM outras quatro proteinas relacionadas ou semelhantes
também foram identificadas (Q4CWP2, KADSA4, K4E5Z3 e Q4CST9) e estavam
presentes nas 3 amostras, confirmando a onipresenca da CaM, e seu intenso
envolvimento nos diversos processos. Esses dados séo interessantes, pois além do
fato da CaM ser encontrada na membrana do parasito, ela ainda é diferencialmente

expressa nos estagios de desenvolvimento conforme discutido no tépico anterior.

Diversas proteinas envolvidas na transducdo de sinais dependentes de Ca®*
alteram suas atividades em resposta as variagdes nos niveis de Ca*" livre, mas nao
sdo por si s6 capazes de ligar aos ions Ca®". Algumas dessas proteinas utilizam a
CaM como sensor e mediador da sinalizacéo inicial do Ca**. A CaM transmite o sinal
pela ligacdo dos fons Ca®" livres em seus dois dominios EF hand C- e N-terminal,
causando uma alteracdo conformacional que permite que o complexo Ca?/CaM se
ligue a dominios de ligacdo especificos a CaM, portanto essa ligagdo com as
proteinas alvo altera sua atividade de uma forma célcio dependente (Vetter e
Leclerc, 2003). A CaM em sua forma saturada de Ca®* tem sua conformagcéo distinta
da forma livre de Ca®*, o que aumenta a complexidade do modo de reconhecimento
do alvo, pois a formacdo do complexo ternario entre a CaM e suas ligantes requer
ajustes na estrutura da CaM, bem como alteracdo conformacional no alvo que ela
provoca ativacao (Crivici e Ikura, 1995). Além de se ligar a inUmeras proteinas-alvo,
existem diversos peptideos naturais que se ligam com grande afinidade a CaM,
incluindo varios hormdnios, neurotransmissores e venenos (Malencik e Anderson,
1982).

A extrema importancia da CaM nos processos envolvidos com transducéo de
sinais na membrana e no citoplasma, e que propiciam a invasao do parasito e
diferenciacdo, se refletem também nas proteinas que ligam CaM. Em nossa
pesquisa foram identificadas trés proteinas preditas pelo algoritmo InterProScan com
dominios ligantes de CaM: coiled-coil domain containing 96-like (K4DKQ3);
hypothetical protein TCSYLVIO_008215 (K4DS91) e 1Q and ubiquitin-like domain-
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containing (K4E9Y1). Estas proteinas foram ainda analisadas pelo programa
Calmodulin Target Database para validar a presenca de dominios de ligacdo a CaM.
Na analise da sequéncia de amino&cidos foram identificados sitios de ligacdo a CaM
nao classificados no banco de dados (em K4DS91 e K4E9Y1) e um motivo 1Q (em
K4DKQ3), confirmando serem CaM-BPs.

Proteinas da familia coiled-coil foram reportadas em leveduras (Kranz et al.,
2001) e sao proteinas integrais de membrana. Seu percurso na célula inicia no
reticulo endoplasmatico de onde é transportada para a superficie celular, onde fica
apenas transitoriamente devido a endocitose. A ubiquitinacdo dessas proteinas é
importante para determinacdo do tempo de residéncia na superficie celular (Kélling e
Hollenberg, 1994).

A via de degradacéo ubiquitina-proteassoma € um dos principais mecanismos
envolvidos na manutencédo de niveis adequados de proteinas celulares. A regulacéo
da degradacdo proteassomal garante funcbes celulares apropriadas. A familia de
proteinas contendo ubiquitin-like domain tem sido implicada na degradacdo do
proteassoma (Su e Lau, 2009). A atividade proteassoma € conhecida por ser
essencial para a degradacdo das proteinas estadgio especificas durante o

remodelamento do citoesqueleto em T. cruzi (Gonzalez et al., 1996).

A caracterizacdo bioquimica das proteinas ligantes de CaM define seu papel
como integrador de diferentes meios de transducéo de sinais, assim como mediador

dos eventos celulares Ca?*- dependentes.

Em nossas identificacées cabe ainda ressaltar a presenga de uma importante
proteina cinase (EC:2.7.11.0), uma enzima multifuncional envolvida com a
transmissao de informacdes a multiplos substratos alvos em resposta a elevacdes
transitérias de Ca*" intracelular. E uma serina/treonina proteina cinase, ou seja,
catalisa a transferéncia de um grupo fosfato da molécula de ATP para o grupo

hidroxila dos sitios de fosforilagdo nos substratos (aminoacidos Ser ou Thr).

A cinase mais conhecida e estudada atualmente é a proteina cinase A,
podendo ser considerada um modelo para entendimento da estrutura e funcado das
diversas cinases (Swulius e Waxham, 2008) e tem sido sugerida ser uma importante

reguladora dos estagios de diferenciagdo de T. cruzi.i A andlise por
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imunofluorescéncia demonstra elevada expressdo desta proteina na superficie da
membrana de tripomastigotas (Bao et al., 2010). Diversos substratos desta enzima
foram caracterizados como membros da superfamilia trans-sialidades. O parasito
nao possui a maquinaria para produzir o acido sialico monossacarideo, porém o
incorpora de seu hospedeiro pela expressao de trans-sialidades em sua superficie.
Essas moléculas além de permitirem a aderéncia, sdo essenciais na invasdo das
células hospedeiras e no escape do sistema imune. A proteina cinase A fosforila
sitios dessas proteinas e pode ser importante no trafego de membros da familia
trans-sialidase. Acredita-se que essas modificacBes pds traducionais pela proteina

cinase exercem um papel na invasao e/ou na diferenciacdo. (Bao et al., 2010).

A calreticulina, outra importante proteina que também foi encontrada nos
processos da amastigogénese, esta presente em trés formas semelhantes. Uma na
superficie de tripomastigota, outra em amastigota e uma forma presente nas duas
superficies. Conforme mencionado, a CRT é uma conhecida proteina de ligacdo ao
Ca?" presente principalmente no reticulo endoplasmatico, embora ensaios com
imunohistoquimica ja a localizaram na superficie celular de T. cruzi com maiores
concentracfes nas formas de transicdo de amastigota em tripomastigota (Souto-
Padron et al 2004). Esta proteina orienta a conformag¢do de outras proteinas,
atuando como molécula chaperona e também regulando os niveis de Ca** (Ramirez
et al 2012). Apoés a infeccao, o parasita pode translocar essa molécula do RE para
superficie, onde inibe tanto a via classica como a via da lectina do sistema
complemento (Ferreira et al., 2004; Ramirez et al., 2011; Valck et al., 2010) Além
disso, em virtude da sua capacidade de ligar e inativar o componente C1, o primeiro
do sistema complemento, esta promove a infectividade do parasita. Essas duas
propriedades residem no dominio central da molécula (Ramirez et al., 2012). Alem
disso, a CRT de T. cruzi quando externalizada é um receptor de Clq e esse
componente do complemento faz a ligacdo da molécula do parasita aos receptores

da superficie celular do hospedeiro (Malhotra, 1993; Ramirez et al., 2011).

No rol das enzimas com dominios ligantes de Ca®* encontradas na superficie
de T. cruzi, alem da proteina cinase, comentada anteriormente, foram identificadas
trés enzimas do tipo Ca**-ATPase, sendo uma do tipo vacuolar e duas do tipo P-
transportadora de fons Ca?'. Estas enzimas sdo responsaveis pelo gradiente de

Ca’" através das membranas, para que exista diferenca de concentracdo no interior
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do parasito em torno de 50 nM no meio intracelular, que € 4 vezes menor que no
meio extracelular. J& foi demonstrado atividade de Ca®*/Mg* ATPase estimulada por
CaM na membrana de T. cruzi e de L. brasiliensis (Benain et al., 1993), e ainda a
afinidade dessa enzima pelo Ca?* se mostrou aumentada na presenca da CaM,
assim como a velocidade méxima da reacdo. Este fato corrobora nossos resultados,
pois foram verificadas a presencga dessas ATPases em ambas amostras biotinilada e
shave o que confirma a presenca destes transportadores na membrana do parasito
e nos proporciona seguranca para afirmar o papel do Ca?* no interior da célula
entendendo melhor como se relacionam as fun¢gbes da CaM e destas enzimas nos

processos de invaséo e diferenciacdo do parasito.

Foram ainda identificadas outras proteinas que também possuem o dominio
EF hand: centrina e uma proteina flagelar de ligacdo ao Ca®*. A centrina é uma
proteina do citoesqueleto essencial para duplicacdo do corpo basal em organismos
eucarioticos inferiores. Em Leismania donovani os niveis de mRNA e de proteina se
encontram elevados durante a fase de crescimento exponencial em cultura e
diminuem durante a fase estacionaria, demonstrando seu papel no crescimento do
parasito (Selvapandiyan et al., 2001) e assim podemos prever que essas proteinas
presentes na superficie de tripomastigotas devam atuar em alguma etapa de sua

transformacao em amastigotas.

5.3 Enriquecimento e andlise protedmica das CaM-BPs

Para enriguecimento e identificacdo das CaM-BPs de T. cruzi, foi padronizada
uma estratégia experimental com epimastigotas baseada na purificacdo por
cromatografia de afinidade seguida de analise por SDS-PAGE ou géis de

eletroforese bidimensional (2DE) e espectrometria de massas (MS).

Como sabemos a maioria das fun¢des bioldgicas das CaM-BPs se baseiam
na interagdo proteina-proteina, portanto nossa abordagem consiste em trés etapas:
(i) cromatografia de afinidade a CaM utilizando a resina de CaM imobilizada em
Sepharose-4B, (i) separacdo das proteinas por eletroforese unidimensional (1D) e
bidimensional (2D) e (iii) posterior identificacdo por LC-MS/MS e MALDI-TOF,

respectivamente. O modelo experimental esta esquematizado na figura 8.
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A técnica de cromatografia de afinidade se baseia na ligacdo especifica de
moléculas a regido hidrofébica da CaM. Como comentado, essa proteina é
extremamente conservada, o que possibilita a utilizacdo deste modelo em diversos

organismos.

A resina aqui utilizada possui particulas de matriz que sédo revestidas por
CaM, Passa-se 0 extrato proteico bruto seguido de lavagens com solugbes de
concentracéo crescente de NaCl. Optamos por duas etapas de lavagem, a primeira
(200 mM NacCl) retira a maior parte do material ndo ligado e a segunda lavagem (500
mM NacCl) com maior concentracdo para eliminar ligacdes ndo especificas. Por fim a
eluicio com EGTA (acido bis(2-aminoetil) etilenoglicol-N,N,N’,N'-tetraacético) um
agente quelante de fon bivalente, neste caso o Ca?', “sequestra’ este ion da
molécula de CaM, removendo de sua conformacao funcional e, portanto, reduzindo
a afinidade das CaM-BPs a coluna. Em seguida foi utilizada uma solugcdo com
uréia/tiouréia, agentes caotropicos que desnaturam os ligantes protéicos a CaM
possibilitando a eluicdo mesmo das eventuais proteinas que interagem com a CaM

em sua forma n&o funcional independentemente da presenca do Ca**.

Cultura
EPIMASTIGOTA

Extrato proteico

Cromatografia de afinidade

SDS-PAGE 2-DE

LC-MS/MS MALDI -TOF

Figura 8. Fluxograma das etapas experimentais de analises das CaM-BPs.
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5.3.1 Primeiro enriquecimento de CaM-BPs de T. cruzi

Este enriquecimento por cromatografia de afinidade foi demonstrado por géis
de eletroforese. As fragcOes proteicas de cada etapa da cromatografia de afinidade a
CaM/Ca®* foram separadas e visualizadas por SDS-PAGE demonstrando que a
lavagem 1 com 200 mM de NacCl foi eficiente para descartar as proteinas nao
ligantes de CaM, pois a lavagem 2 com 500 mM de NaCl ndo apresentou bandas,
desta forma podemos inferir que nas eluicdes ndo houve contaminagdo por
proteinas que interagem com a CaM de modo ndo especifico (Fig. 9). Ademais as
bandas eluidas em E1 e E2 ndo parecem ser bandas fortemente expressas em

comparacao com os perfis proteicos na pistas FNL e L1.
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Figura 9. SDS-PAGE 12% das etapas de purificacdo de CaM-BPs da forma epimastigota de
T. cruzi. 1,5 x 10° células da forma epimastigota correspondendo a 3 mg de proteinas totais
foram utilizadas. Mr: marcador; FNL: fracdo n&o-ligante de CaM; L1: fracdo lavada com
tampédo 200 mM NaCl; L2: fragédo lavada com tamp&do 500 mM NacCl; E1: fracdo eluida com
tampao de eluicdo contendo EGTA; E2: fracdo eluida com tampédo de eluicdo contendo
ureia/tiouréia.

Como podemos observar o tampao de eluicdo com EGTA foi suficiente para

eluir a maioria das proteinas da coluna conforme verificamos no perfil de bandas em
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E1 comparando com E2 que o tampdo de eluicdo contendo uréia/tiouréia retirou
algumas poucas proteinas com ligacdes muito fortes, demonstrando que ainda
existiam proteinas com alta afinidade por CaM independentemente do ions célcio e
por consequéncia, da forma funcional da CaM, que é ligada ao Ca**.

Para melhor investigar o perfil das proteinas de interesse, analisamos
também as proteinas das eluicdes 1 e 2 por eletroforese bidimensional (2-DE). Para
tal analise foi necessario retirar o excesso de sal, principalmente o NaCl, da amostra
por precipitacdo antes de proceder com a isoeletrofocalizacéo (IEF). Tiras de gel
com gradiente linear de pH 3-10 imobilizado (IPG strips) foram usadas para separar
as proteinas pelo ponto isoelétrico. As proteinas correspondentes as fracdes E1 e
E2 foram entdo separadas pela massa molecular, na segunda dimenséo, realizando
um SDS-PAGE 12% e coradas com nitrato de prata (Fig. 10 e 11 respectivamente).
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Figura 10. Perfil eletroforético 2D das CaM-BPs da forma epimastigota da eluicdo E1. As
setas demonstram os spots identificados

Os spots mais intensos foram excisados do gel para serem processados para
identificacdo. Primeiro, foram descorados para retirar o nitrato de prata para realizar
a digestdo com tripsina. A andlise por PMF dos digestos foi realizada em

espectrometro de massas do tipo MALDI/TOF-TOF. Os picos conhecidos de
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produtos de autoprotedlise da tripsina e de contaminantes digeridos de queratina
foram removidos. As proteinas foram identificadas pela busca no banco de dados
através do programa MASCOT, e apenas duas proteinas apresentaram pontuacgao

significativa (Tabela 5).

Tabela 5. Identificacdo por peptide mass fingerprinting das CaM-BPs do
primeiro enriquecimento.

Spots Nome da Cobertura N° acesso Pontuagao Massa p/
proteina (%) tedrica  tedrico
(T. cruzi) (kDa)
1 a-tubulin 45 Gl 71397525 190 50,55 4,94
2 B-tubulin 1.9 29 Gl 18568139 199 43,3 4,74

Além de serem constituintes do citoesqueleto, as tubulinas participam de uma
série de eventos celulares. Os microtubulos sdo formados pela montagem de
heterodimeros de a- e B- tubulinas. O T. cruzi apresenta trés classes de
microtubulos: flagelar, o mitético e formas sub-peliculares (Maingon et al. 1988).
Durante a replicacdo de epimastigotas, os niveis de mMRNA de a- e B- tubulinas,
assim como sua taxa de transcricdo diminuem na transicdo da fase logaritmica para
a fase estacionaria. Durante o crescimento do parasito, a expressdo de a-tubulina é
controlada parcialmente em nivel transcricional, enquanto que a expressao de [3-
tubulina é controlada em nivel pés traducional (Gonzalez-Pino, 1999). As formas a- e
B- tubulinas séo de trés a seis vezes mais abundantes em epimastigotas do que em
tripomastigotas ou amastigotas (Da Silva et al, 2006). Em outro estudo (Calabria et
al., 2008) as tubulinas também foram encontradas como pertecendo as CaM-BPs.
Pelo programa de predicdo de sequéncia de dominio de ligacdo a CaM, Calmodulin
Target Database, essas proteinas possuem um “potencial dominio de ligagdo a
CaM”.

O gel 2D da eluicao E2 (Fig. 11) revelou menos spots comparado ao de E1, o
que era de se esperar, jA que no perfil 1D verificamos poucas bandas,
demonstrando a remoc¢ao mais eficaz das CaM-BPs pelo agente quelante de Ca?"
gue interage com TcCaM. Conforme mencionado, a fragcdo E2 eluidas pelos agentes
caotropicos deve representar aquelas proteinas com alta forca de ligacdo a CaM,
porém de forma independente de Ca®. Os spots ndo foram analisados por

espectrometria de massas.
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Figura 11. Perfil eletroforético 2D das CaM-BPs de epimastigota correspondente a eluicao

E2 (primeiro enriquecimento)

5.3.2 Segundo enriquecimento de CaM-BPs de T. cruzi

Outra purificagdo a partir de uma nova amostra com maior quantidade de
proteinas foi realizada na tentativa de aumentar o volume de cada spot e assim o
namero de identificagbes por MALDI-TOF. Como haviamos otimizado a técnica de
enriguecimento e visualizado um perfil unidimensional satisfatério na primeira
purificacdo, optamos por realizar diretamente um 2-DE da fracdo E1, aplicando toda
amostra para ter menores perdas. O segundo gel 2D de E1 (Fig. 12) revelou
diversos spots principalmente na faixa acida indicando que a IEF nao foi capaz de
abrir a faixa de separacéo. Pela presenca de leves rastros horizontais e pela forma
ndo arredondada dos spots espalhados horizontalmente, conclui-se que a IEF néo

permitiu isolar bem os spots, no entanto permitiu separa-los.

53



Mr
(kDa)

pH 3-10

97.0-
66.0 - -

45.0-

30.0- =

20.1-

144 -

Figura 12. Perfil eletroforético 2D das CaM-BPs de epimastigotas correspondente a fracao
E1 (segundo enriquecimento).

hY

Para proceder a identificacdo, os spots foram excisados e digeridos para
analise por MALDI/TOF. Na figura estdo representados por setas 0s spots
identificados e com a numeragdo correspondente. O volume de proteinas na
segunda purificacdo foi realmente maior, 0 que nos proporcionou uma quantidade
maior de identificacbes (tabela 6). Esses dados corroboram os do primeiro
enriquecimento, pois além das duas proteinas identificadas anteriormente, outras
quatro importantes proteinas foram aqui demonstradas, o que eleva o contetudo de
nossos resultados.
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Tabela 6. Identificacdo por peptide mass fingerprinting de proteinas ligantes
de CaM da forma epimastigota de T. cruzi do segundo enriquecimento.

Spots® Nome da proteina N° acesso® Pontuagio® Massa p/
(T. cruzi)® tedrica  tedrico’
(kDa)®
1 paraflagellar rod protein  Tc00.1047053509617.2 65 69,2 5,81
0
2 hypothetical protein, Tc00.1047053506321.2 81 43,3 9,38
conserved 80
3 B-tubulin, putative Tc00.1047053506563.4 133 35,2 4,99
(fragment) 0
4 mucinTcMUCII Tc00.1047053510085.4 64 26,2 11,81
(pseudogene), putative
5 cystathionine beta- Tc00.1047053509149.9 78 33,7 5,62
synthase, cystein
6 a-tubulin, putative Tc00.1047053411235.9 69 50,5 4,94

a. Spot da Fig. 11.

b.Resultados obtidos pelo programa MASCOT.

c.Numero de acesso no banco de dados ndo redundantes de proteinas NCBI.

d.Do inglés ‘score’, resultado da analise com o algoritmo da ferramenta MASCOT que avalia a
possibilidade do conjunto de peptideos submetidos a busca serem os mesmos encontrados no banco
de dados originados de uma digestdo in silico de uma proteina conhecida, e estatisticamente
significativa.

e.Massa molecular tedrica calculada a partir da sequencia de residuos de aminoacidos da proteina.
f.Ponto isoelétrico calculado a partir da sequencia de residuos de amino&cidos da proteina.

Todas as proteinas identificadas por este método foram analisadas em banco
de dados Calmodulin Target Database, para verificar a presenca de sequéncias
preditas com dominios de ligacdo a CaM. As seis proteinas foram classificadas com
“potencial dominio de ligagdo a CaM” sendo que apenas a Hypothetical protein
conserved apresentou “potencial motivo IQ” no residuo 210. Esses dados reforgam o
fato das proteinas por nés identificadas serem CaM-BPs.

A proteina paraflagellar rod faz parte de um complexo de filamentos que se
encontra em paralelo com o axonema na maior parte do comprimento do flagelo em
tripanossomatideos (Cachon, 1988). Ao contrario do axonema, que € conservado
entre os eucariotos, a proteina paraflagelar € restrita a cinetoplastideos e se sabe ter
importante funcdo na motilidade celular (Bastin, 1998) e na adesédo do parasito a
tecidos especificos no inseto vetor (Vickerman, 1973).

Eventos de fosforilagdo/desfosforilacdo de componentes do citoesqueleto em
resposta a adesdo do parasito a elementos da matriz extracelular foram descritos, e
comprovado o envolvimento de tubulinas e proteinas paraflagellar rod na adeséo do
parasito a membrana da célula hospedeira (Mattos et al. 2012). Em epimastigotas foi

reportado a presenca de uma zona de adeséo flagelar (FAZ) formada pela juncao
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das membranas do flagelo e do corpo celular. Essa regido faz a ligagdo do axonema
a proteina paraflagelar rod (Sherwin e Gull, 1989). Sabemos ainda que o flagelo &
uma estrutura especializada envolvida na motilidade celular assim como em outros
processos biolégicos como reconhecimento e adesao (Rocha, 2006).

A familia da mucina TcMUCII tem como representante, dentre outras,
glicoproteinas derivadas do glicocalix do parasito, proteinas que se relacionam aos
estagios iniciais de reconhecimento a célula hospedeira. As proteinas da familia
TcMUCII contém motivos GPI os quais se ancoram a membrana do T. cruzi (El-
Sayed et al., 2005) e uma vasta variedade de epitopos que facilitam a adesédo do
tripomastigota a célula hospedeira e subsequente invasdo. Essas proteinas ainda
auxiliam na evasédo a resposta imune (Andrews, 1989). As proteinas TcMUC estéo
relacionadas as trans-sialidades, outra familia de proteinas essencial ao processo de
invasdo, propiciando a transferéncia de acido sialico da membrana do hospedeiro
para glicoproteinas do parasito fazendo a ligacdo entre as membranas (De Pablos et
al., 2011).

A proteina cystathionine B-synthase € uma enzima chave no mecanismo de
transulfuracdo em T. cruzi (Nozaki et al., 2001). Esta enzima esta envolvida em uma
das diferentes rotas de reaproveitamento de cisteina, catalizando a primeira etapa
da via de transulfuracdo reversa, ou seja, a reacdo da homocisteina com serina

produzindo cistationina (Marciano et al., 2012).

5.3.3 Andlise do SDS-PAGE por LC-MS/MS

Paralelamente optamos também pela manipulacdo do gel unidimensional e
analise por metodologia de maior rendimento. As 12 bandas mais intensas em E1 e
as 3 mais intensas em E2 foram excisadas do gel para identificagdo por LC_MS/MS
por meio da colaboragéo com prof. Fabio Gozzo da Unicamp.

Foi encontrada uma proteina chaperona heat shock 70 kDa (HSP70), e na
checagem no banco de dados Calmodulin Target Database, foi identificado um
“‘dominio de ligagdo a CaM nao classificado”, precisamente no aminoacido 260
(Tabela 7). Estudos revelam que a HSP70 possui uma regido funcional, composta
por uma sequéncia de 21 aminoacidos, que forma uma alfa-hélice anfipatica a qual
se liga com grande afinidade a CaM (Stevenson e Calderwood, 1990). Sabe-se que
membros da familia das heat shock 70 podem atuar como chaperonas, regulando o

enovelamento e a estabilidade de proteinas ou como marcador de morte celular
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(Feder e Hofmann, 1999). Essa proteina foi reportada em T. cruzi, tanto na fase de
crescimento exponencial, como na fase estaciondria de epimastigotas, e ainda
elevacdo na temperatura de 27°C para 37°C pode induzir as proteinas heat shock a

promoverem a diferenciacdo para a forma metaciclica (Alcina, 1988).

Tabela 7. Identificacdo da HSP70 de T. cruzi por fragmentacdo (Q-TOF
MS/MS).

N2 de acesso da Peptideos

HSP70 (Uniprot)

RIVEIIANDQGNRIT
RITTPSYVAFTDSERIL
RITTPSYVAFTDSERIL
P05456 RITTPSYVAFTDSERIL
RUINEPTAAAIAYGLDK, 1V
RUINEPTAAAIAYGLDKIV
RUINEPTAAAIAYGLDKIV

“1” corresponde sitio de clivagem Arg ou Lys da tripsina.

6. CONCLUSAO

Todos os dados sobre proteinas ligantes de Ca?* participando de diferentes
mecanismos envolvidos com a amastigogénese, quando somados aos dados das
proteinas encontradas na superficie do protozoario reforcam inUmeros estudos que
afirmam o importante papel da sinalizagdo mediada por Ca®" e a complexidade dos
mecanismos relacionados a importantes etapas do ciclo de vida que fazem este

parasito ser tdo bem adaptado.

As diversas proteinas ligantes de Ca?* aqui elencadas possuem funcdes de
armazenamento, de transporte, enzimatica, dentre outras. A identificacdo dessas
proteinas auxilia no entendimento da maquinaria bioquimica de T. cruzi e

proporciona informacdes para manipulacéo de possiveis alvos terapéuticos.

As proteinas identificadas experimentalmente por meio de analise prote6mica
nos proporcionaram maiores informacdes a respeito das funcdes das proteinas

ligantes de calmodulina como motilidade, proteinas estruturais, sintese metabdlica.
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As CaM-BPs aqui identificadas estéo relacionadas a eventos envolvidos na invaséo
e diferenciacdo de T. cruzi, complementando os dados obtidos pela andlise das
proteinas ligantes de Ca®*" e desta forma as duas abordagens demonstraram um
grau satisfatério de informacdes e assim espera contribuir para melhor entendimento

dos mecanismos envolvidos na génese da doenga de Chagas.

7. PERSPECTIVAS

Novas identificacbes das proteinas ligantes de calmodulina obtidas
experimentalmente serdo analisadas por meio do programa PEAKS contra um novo

banco de dados a fim de obter uma quantidade maior de identificagéo.

Além disso, um pequeno volume de amostras dos digestos foram congeladas
para serem identificadas utilizando outra metodologia de alto rendimento,
espectrobmetro do tipo Orbitrap Elite, o qual possui acuracia e sensibilidade

consideravelmente maior.

Como perspectivas a médio prazo, tém-se interesse em realizar novos
enriquecimentos das CaM-BPs da forma tripomastigota, e por uma andlise
comparativa determinar possiveis alvos de drogas que possam inibir processos

relacionados a invaséo e diferenciacdo do T. cruzi.
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