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Resumo

Analises prote6micas foram realizadas a fim de se verificar a ocorréncia de
modificacbes na expressdo protéica em coracbes de Gallus gallus (galo
doméstico) submetidos a integracdo em seu genoma de DNA cinetoplastico
(KDNA) de Trypanosoma cruzi.

Foram utilizados galos, que sdo aves naturalmente refratarias a infeccéo
por células de T. cruzi, contendo o KDNA integrado em seu genoma através da
inoculacdo do parasito nos estagios iniciais do desenvolvimento. O controle
negativo foram aves sem nenhum contato com o protozoario.

Extratos de tecidos de coragbes nessas duas condi¢cdes (kDNA positivo e
kDNA negativo) foram comparados por eletroforese bidimensional em busca de
proteinas condicdo-especificas ou diferencialmente expressas. Foram
selecionadas quatro manchas para identificacdo, sendo duas exclusivas da
amostra de galo com integracéo positiva e duas presentes em ambas condicdes,
como controle positivo da técnica.

Através da impressao digital do mapa peptidico (PMF), foram identificadas
trés manchas: proteina C-reativa, cadeia leve 3 de miosina e actina
cardiaca. A primeira desempenha um importante papel no sistema imune
hospedeiro, sendo, inclusive, relacionada com inflamacdo e cardiomiopatias. A
guarta mancha protéica nao rendeu identificacdo conclusiva.

N&o foi possivel ainda relacionar diretamente a diferenca de expressao
protéica com a integracdo do KDNA no genoma hospedeiro. A continuidade deste
estudo com ampliacdo do grupo amostral e utilizagcdo de seqienciamento por
espectrometria de massa, permitira identificar as demais proteinas
diferencialmente expressas, assim como mapear quaisquer modificacdes em suas

sequéncias relacionadas a proteinas quiméricas.
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Abstract

Proteomic analyses were carried out in order to verify the occurrence of
modifications in the protein expression in hearts of Gallus gallus (domestic
rooster), submitted to genomic integration of kinetoplast DNA (kDNA) of
Trypanosoma cruzi.

The present work utilized roosters, which are refractory to the infection by
T. cruzi cells, containing the kDNA integrated in their genome through the
inoculation of the parasite early in the embryonic developmental process. Negative
control birds were utilized without any contact with the protozoan.

Heart tissue extracts in those two conditions (KDNA positive and KDNA
negative) were compared by two-dimensional electrophoresis for investigation of
the existence of condition-specific or differentially expressed proteins. Two
exclusive spots in the kDNA positive rooster sample were selected for
identification, as well as two spots present in both conditions, which were taken as
positive control for the validation of the technique.

Through the use of peptide mass fingerprinting (PMF), three spots were
identified: c-reactive protein, slow skeletal ventricular myosin alkali light chain 3
and cardiac actin. The first one performs an important role in the host immune
system, being related with inflammation and cardiomyopathies. The fourth protein
spot did not yield conclusive identification.

It was not possible yet to directly relate the difference of protein expression
with the integration of the KDNA into the host genome. The continuity of this work
by expanding the sample group and utilization of mass spectrometry sequencing
techniques will permit us to identify the further differentially expressed proteins, as

well as to map any modifications in its sequences related to chimeric proteins.



1 INTRODUCAO

1.1 A doenca de chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € a doenca
parasitaria endémica mais letal do ocidente. Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, ocorre apenas nas Américas e € endémica em 18 paises, afetando 18
milhdes de pessoas. Cerca de 25% da populacdo da América Latina se encontra
em areas de risco (WHO, 2002). As complicacBes mais severas em decorréncia
da doenca afetam aproximadamente 30% dos pacientes e causam cerca de 50 a
100 mil mortes por ano (Kirchhoff, 2004; Teixeira, A.R.L. et al. 2006). Até o
momento, a tripanossomiase americana ndo apresenta tratamento quimioterapico
efetivo e nem vacina imunoprofilatica.

Tripanossomas s&o organismos eucariotos, membros da classe
Kinetoplastidea e da familia Trypanosomatidae. O Trypanosoma cruzi € um
parasita de mamiferos causador da doenca de Chagas e transmitido por insetos
triatomineos hematofagos (ordem Hemiptera, familia Reduviidae) como o
popularmente conhecido “barbeiro” (Triatoma infestans), o vetor mais importante
do parasito, e o Rhodnius prolixus, segundo vetor mais disseminado na América
do Sul e Central (figura 1). Foram identificadas 40 espécies de triatomineos com o
T. cruzi no trato digestivo, e, portanto, sSao potenciais transmissores do parasita
(Carcavallo, R.U. 1999). A transmissao também pode ocorrer pela via congénita,
por transfusdo de sangue, transplante de érgdos, comida contaminada ou por
acidentes em laboratorios (WHO, 2007).

O T. cruzi foi identificado em estudos histologicos de coracdes
apresentando lesdes tipicas da doenca de chagas em amerindios mumificados,
gue habitavam a América cerca de 11 mil anos atras (Rothhammer, F. et al. 1985,
Fornaciari et al. 1992). Estudos de produtos de PCR que hibridizaram com
marcadores especificos de DNA do cinetoplasto (kDNA) de T. cruzi mostram que
a presenca da doenca de chagas na populagdo amerindia de Atacama chegava a
41%, desde 9 mil anos atras até a chegada dos espanhdis a 500 anos

(Aufderheide et al. 2004). Portanto, a doenca de chagas esta presente no meio



ambiente, em proximidade com a populacdo humana da Ameérica, desde muito

antes da chegada dos Espanhdis e Portugueses (Teixeira, A.R.L. et al. 2006).
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Figura 1. Exemplos de insetos triatomineos. A e B: Rhodnius

prolixus. C: Triatoma infestans. Fonte: www.sciencephoto.com

A Doenca de Chagas é inicialmente diagnosticada de acordo com o
histérico do paciente e pelas manifestacdes clinicas da doenca. O diagndstico é
confirmado pela deteccéo do parasita no sangue na fase aguda da doenca e pela
deteccdo de anticorpos na fase cronica da doenca. Os tratamentos disponiveis
para as infec¢cdes agudas sdo de alta toxicidade e de variavel eficacia sendo que,
nas formas crbnicas da doenca, poucas opcbes terapéuticas podem ser

oferecidas aos pacientes.
1.1.1 Tratamentos disponiveis

O tratamento da doenca de Chagas pressupde duas acdes distintas. Uma
terapéutica, contra o parasita, visando elimina-lo na fase aguda e uma
sintomatica, para atenuacdo dos sintomas, através do uso de cardiotbnicos e
antiarritmicos para o coracao ou através de cirurgias corretivas do es6fago e do
colon.

Com foco na eliminagdo do parasita, existem trés medicamentos
comerciais: o nifurtimox, o benznidazol e o alopurinol. Eles devem ser prescritos
para tratar pacientes que se encontram na fase aguda da doenca, qualquer que
tenha sido a forma de transmissdo, por um periodo maximo de 60 dias de

tratamento continuo. Curas, até mesmo parasitoldgicas, podem ocorrer.



O nifurtimox € um 5-nitrofurano (N-(3-methyl-1,1-dioxo-1,4-thiazinan-4-yl)-
1-(5-nitro-2-furyl)methanimine), ndo comercializado no Brasil, que devido aos
efeitos colaterais neurolégicos e gastrointestinais tem sido substituido pelo
tratamento com benznidazol. (Coura, J. R., et al. 2002).

O benznidazol (N-benzyl-2-(2-nitroimidazol-1-yl)acetamide) é um
nitrocomposto, derivado do nitroimidazol, empregado no tratamento
quimioterapico da doenca de Chagas no Brasil, onde atualmente é o Unico
medicamento comercializado para tal fim. Embora o mecanismo de acdo ainda
ndo tenha sido completamente elucidado, sabe-se que a acao biolégica dos
nitrocompostos é dependente do processo de reducdo do grupo nitro com
consequente formacdo de radical nitro anion e de intermediérios toxicos ao T.
cruzi. A falta da enzima catalase no parasita compromete a capacidade de
eliminacgdo desses radicais ao metabolizar o benznidazol (Docampo, R., 1984).

A presenca de um repertério completo de enzimas antioxidantes nos
mamiferos permite-lhes lidar com o medicamento mais efetivamente, embora
existam efeitos colaterais incluindo dores abdominais, diarréia, nauseas e
vomitos.

O benznidazol exerce varios efeitos na resposta imune do hospedeiro ao T.
cruzi, como o aumento da fagocitose associada a macrofagos e producdo de
citocinas pro-inflamatoérias (Murta, S. M., 1999), a expansdo seletiva da acao
efetora e de memoaria por linfécitos T CD8+ (Olivieri, B. P., et al. 2002) e o
decréscimo do nivel de selectina P e molécula de adesdo vascular 1 (VCAM1)
(Laucella, S. A., et al. 1999). Em adicdo, fatores da resposta imune, incluindo a
interleucina 12 (Michailowsky, V., et al. 1998) e o interferon y (Romanha, A. J., et
al. 2002), sdo importantes para a maxima eficacia da terapia com benznidazol
durante a infeccéao.

A eliminagcdo do T. cruzi durante a fase aguda através da agdo de
medicamentos nado elimina a autoimunidade induzida pelo parasita, que pode ser
restaurada com uma re-infec¢do ou pode persistir em alguns casos durante a fase

cronica da doenca (Hyland, K. V., et al. 2007).



1.1.2 Transmissao e ciclo de vida

O mecanismo de transmisséo do T. cruzi para os humanos ocorre através
do contato da forma flagelada tripomastigota metaciclico do parasita (figura 2-A)
com ceélulas fagocitarias no local de entrada no corpo. Ocorre a fagocitose do
flagelado e, apesar da destruicdo de alguns, varios dos parasitas internalizados
conseguem sobreviver aos mecanismos de defesa do hospedeiro. Portanto, o
sucesso da infeccédo depende da habilidade dos tripomastigotas em escapar dos
fagolisossomos e permanecerem no citoplasma celular (Teixeira, A.R.L et al.
2006).

Figura 2. Estagios da forma de vida de T. cruzi. A: forma tripomastigota flagelada proxima a células

sangliineas. B: ninho do parasito na forma amastigota no tecido muscular. Fonte:

www.sciencephoto.com

Em principio o T. cruzi precisa sobreviver ao mecanismo de defesa dos
fagocitos, baseado em oxidases e compostos nitrogenados intermediarios. Um
fator de viruléncia baseado em um fosfolipoglicano especifico esta relacionado
com a resisténcia dos tripomastigotas ao sistema imune inato (Teixeira, A.R.L et
al. 2006). Em seguida, no ambiente acido do fagolisossomo ocorre producéo de
proteina semelhante a porina, que promove a saida do parasito para o citoplasma
da célula fagocitica (Andrews 2002).

No citoplasma, a forma tripomastigota diferencia-se em amastigotas (figura
2-B), com forma esférica. Esses tém a capacidade de replicar, podendo dobrar
sua populacdo em apenas 15 horas, com intervalo replicativo de 18 horas. O ciclo
intracelular completo dura quatro dias (Engel, et al. 1985).



Em seguida, os amastigotas intracelulares se diferenciam novamente na
forma flagelada tripomastigota, que s&o liberados para o sangue apds o
rompimento da membrana celular e assim podem atingir outros tipos de células
do hospedeiro, reiniciando o ciclo de infeccéo do parasita (Garcia e De Azambuja,
2000). A forma intracelular amastigota pode permanecer no corpo do hospedeiro
por décadas, escondida em células musculares sem causar dano significativo ao
tecido (Teixeira, A.R.L. 2007).

A forma flagelada tripomastigota presente no sangue do hospedeiro pode
dar inicio a um novo ciclo biolégico quando ocorrer a ingestdo do sangue pelo
inseto vetor. Neste caso, 0 parasita ingerido vai para o estbmago do inseto
triatomineo onde as formas tripomastigotas transformam-se em epimastigotas
poucas horas apés sua ingestdo. Ocorre uma segunda diferenciacdo do parasita
guando os epimastigotas transformam-se em tripomastigotas metaciclicos no trato
digestivo do inseto. Esses séo liberados através das fezes e urina do vetor e
podem atingir o hospedeiro vertebrado por uma ferida na pele ou através da

mucosa (Garcia e De Azambuja, 2000).
1.1.3 Fases da doenca

A presenca do parasita no sangue e no interior das células esta associada
a varias reacdes imunologicas e imunopatoldgicas no hospedeiro. Essas reacfes
da doenca de Chagas se apresentam em duas fases sintométicas (aguda e
cronica) e uma fase assintomatica (indeterminada).

a) Fase Aguda

Na fase aguda a infeccdo ocorre pela invasdo de células fagociticas no
local de entrada dos parasitas, que se multiplicam e disseminam para os tecidos e
orgaos. Essa fase geralmente tem duracdo de 8 semanas e pode apresentar
caracteristicas clinicas, como o sinal de Romafa ou chagoma de inoculagéo
(lesé@o cutanea endurecida, tipica de hipersensibilidade tardia), miocardite e sinais
gerais de processo inflamatério como febre pouco elevada, cefaléia, mal-estar
geral, hipertrofia de linfonodos e outros. A fase aguda € responsavel pela morte
de menos de 10% dos casos sintomaticos, seja por insuficiéncia cardiaca
decorrente de miocardite aguda ou por meningoencefalite aguda, esta ultima se

manifestando raramente (WHO 2002).



b) Fase indeterminada

A fase indeterminada ocorre por varios anos ou décadas, podendo
apresentar pequenos sinais inflamatérios no coracdo (Mady et al. 1982) e lise
celular e degeneracdo esporadica em tecidos musculares esqueléticos (Sicca et
al. 1995). Portanto, os sinais inflamatdrios sdo semelhantes aos da fase crénica,
porém em menor grau de intensidade. Contudo, essa fase é assintomatica para a
maioria dos individuos infectados, que permanecem soropositivos com a
presenca de parasitas na forma amastigota em estado latente no interior das
células (Souza, 2000).

c) Fase cronica

A fase cronica afeta 6rgéos internos, principalmente o coracéo, o es6fago,
0 colon e o sistema nervoso periférico, através de lesdo e destruicao celular e
com a presenca caracteristica de infiltracdo de células mononucleares do sistema
imune. E caracteristica da fase cronica a patologia conhecida como
Cardiomiopatia Chagasica Crbnica (CCC). Geralmente, se manifesta décadas
apos a infeccéo inicial, tendo sido estimada em 28 + 7 anos (Prata 2001).

Um estudo com populacbes de pacientes com doenca de chagas
encontrou uma taxa de mortalidade de aproximadamente 57%, sendo que 58%
desses falecem por insuficiéncia cardiaca, 37% por morte subita e o restante
associado a complicagfes digestivas da doenca (Prata, A. 1999). A CCC provoca
a morte dos pacientes geralmente em 5 anos apdés 0s primeiros sintomas de
problemas no coracéao (Teixeira, A.R.L. et al. 2006).

A CCC normalmente afeta individuos entre 30 e 45 anos de idade. O
coracdo aumenta de tamanho, ocupando a base da caixa toracica, sintoma
conhecido como hipertrofia cardiaca. As cavidades internas do coragdo ficam
dilatadas e as paredes podem ficar mais finas.

Estudos histolégicos revelam que os casos de morte de pacientes por
cardiomiopatia relacionam-se com inflamag¢des provocadas por infiltrados de
células mononucleares do sistema imune (figura 3). No local da inflamacao, séo
encontrados linfocitos e macrofagos entre as fibras musculares e podem estar
presentes também células plasméticas, neutrofilos e eosindfilos (Teixeira, A.R.L.
et al. 2006).



Figura 3. Cardiopatia em galinhas de seis meses de idade,
proveniente da presenca de integracdo de kDNA no
genoma. A: coracdo com cardiomegalia. B: controle
negativo de galinha sem integracdo de kDNA. C: miocardite
e extensiva lise celular provocada por células imunes
mononucleares infiltradas. H-E 200x. D: controle do tecido
de galinhas saudaveis. Fonte: Teixeira, A.R.L. et al. 2006.

Durante o curso da doenca de Chagas, os linfocitos T CD4" e CD8" que
reconhecem os antigenos de T. cruzi se expandem e diferenciam-se em células T
efetoras ativadas de memoéria. Apés a diferenciacdo, as células T efetoras
penetram no tecido cardiaco e passam a mediar a inflamacdo e as lesdes ao
tecido (DosReis G. A., et al. 2005). Ha predominancia de células T CD8" em
relacdo a CD4" na propor¢do de 2:1 no infiltrado cardiaco (Tostes J. S., et al.
1994). Nos locais de leséo, os linfécitos T CD8" se acumulam ao redor de células,

inclusive as livre de parasitas, e induzem a lise celular, criando regibes com



intensa destruicdo celular e consequente substituicdo dessas células por tecido
fibroso (Teixeira, A.R.L. et al. 2006).

As lesdes provocadas pelo infiltrado de células mononucleares tendem a
provocar episédios de insuficiéncia cardiaca e, nesse sentido, estudos
identificaram a presenca de granzyme A no tecido muscular de pacientes com
CCC, que sdao proteinas relacionadas a via da apoptose mediada por linfécitos T
CD8+. Identificaram também a presenca de caspase 8, proteina associada a
morte celular induzida por fator de necrose tumoral (TNF) (P.C., Teixeira et al
2006).

Além do episédio da infiltracdo, o sistema imune passa por mudanc¢as no
padrdao de expressao de citocinas, com a producdo intensificada, por células
sanguineas mononucleares periféricas (PBMC), de Thl e a supressédo de Th2
(Cunha-Neto, E., et al. 1998). H4 também producdo aumentada de interferon
gama (INF-y) em pacientes com CCC, fato atribuido a diminui¢cdo da expressao de
interleucina 10 (IL-10) (Gomes J. A., et al. 2003). Todos os pacientes infectados
por T. cruzi, inclusive os assintomaticos, apresentam niveis plasmaticos de TNF-a
elevados (Ferreira R., et al. 2003). O perfil pro-inflamatério descrito e a
superproducdo de Thl foram relacionados ao fato dos glico-conjugados de
mucina persistentes na fase cronica induzirem a produgédo de IL-12 (Camargo M.
M., 1997).

Em adicdo as proteinas associadas ao sistema imune, outras proteinas
normalmente ndo encontradas em coracfes sadios podem ser identificas em
pacientes com CCC. A isoforma MYL4 de miosina, encontrada normalmente no
musculo atrial, foi encontrada no tecido ventricular de pacientes com hipertrofia
cardiaca (Teixeira, P. C. et al. 2006). Esse fato pode ser atribuido a reversao dos
midcitos a um estado embriogénico de transcricdo génica (Schwartz, K. et al.
1992). A vimentina, expressa em grande quantidade em fibroblastos, também foi
identificada, corroborando o intenso processo fibrético visualizado em pacientes
com CCC (Rossi, M. A. 2001). E possivel identificar também a metaloproteinase
13 (MMP13), também chamada colagenase 3, que é expressa por fibroblastos e
outros tipos celulares. A MMP13 degrada o colageno I, Il e lll, a fibronectina,
laminina e tenascina (Creemers, E. E., et al. 2001). Outra MMP, a MMP9

(Ducharme A. et al. 2000), foi descrita como responsavel por uma remodelagem



cardiaca. Portanto, foi sugerido que a MMP13 pode também estar envolvida na
intensa remodelagem que ocorre no miocardio de pacientes com CCC.

Em contrapartida, um namero significativo de heat shock proteins (HSP)
foram encontradas no miocardio de pacientes com CCC. Identificou-se pelo
menos 13 tipos de HSP, principalmente HSP60 e HSP70, esta Ultima presente
com 12 isoformas (Teixeira, P. C. et al. 2006). A sintese de HSPs protege a
homeostase celular depois da exposicao a fatores estressantes e potencialmente
deletérios (Delogu G., et al. 2002). O mesmo estudo identificou proteinas
relacionadas ao estresse oxidativo, como a peroxiredoxina e superoxido
dismutases, com funcdes antioxidantes. Pesquisas utilizando modelo animal
revelaram que o comprometimento das vias antioxidantes contribui para a
ocorréncia de remodelacédo do miocardio e insuficiéncia cardiaca.

Apesar de todos os sintomas mostrados, varios trabalhos relatam que a
presenca de células parasitadas por T. cruzi no coracao é detectavel em apenas
10 a 20% dos pacientes que sofrem de CCC, através de estudos histoldgicos e de
deteccdo da presenca de nDNA de T. cruzi nos tecidos lesionados (Braga et al.
2000; Lauria Pires et al. 2000).

Portanto, a fase cronica nem sempre pode ser explicada exclusivamente
pela acdo direta dos parasitas nos tecidos e 6rgaos afetados. Ha uma falta de
correlacdo entre a presenca dos parasitas e as leses inflamatodrias observadas.
(Teixeira, A.R.L. et al. 2006).

1.1.4 Patogenia da fase cronica

Diante do exposto, Vvarios mecanismos Sa0 propostos para a
patogenicidade da fase cronica da doenca, sendo matéria de constante debate no
meio cientifico (Levin 1996, Kierszenbaum 1999). A origem das lesfes da doenca
de chagas ainda néo foi solucionada e existem, pelo menos, seis mecanismos
propostos para explicar a cardiopatia da fase crbnica: (i) resposta imunologica
contra parasitas ou antigenos persistentes; (i) autoimunidade induzida por T.
cruzi; (iii) espasmo microvascular; (iv) isquemia; (v) eosinofilia crbénica; (vi)
toxicidade direta do parasita (Tanowitz, H. B. et al 1992; Kierszenbaum, F. 1999;
Kierszenbaum, F. 1996). As duas primeiras hipdteses sdo mais aceitas e

discutidas no meio cientifico.



a) Resposta imunolégica contra parasitas ou antigenos persistentes

A primeira hipotese que surgiu para explicar a patogenia da doenca de
Chagas deriva da presenca de T. cruzi nos tecidos, que foi precisamente descrito
na fase aguda da doenca. Esse fato gerou a idéia de uma infec¢cdo microbial, em
gue a ruptura dos parasitas e a degeneracéo celular provocariam a inflamacéo da
fase crbnica. Contudo, a maior dificuldade em estabelecer uma relacdo direta
entre a presenca de T. cruzi e a inflamacdo cronica € a auséncia de parasitas
Vivos nos tecidos afetados em aproximadamente 80% dos casos.

Estudos imunohistoquimicos para identificacdo indireta de parasitas
através de antigenos especificos e também o uso da técnica de PCR in situ, com
uso de marcadores genéticos para detec¢cdo de nDNA de T. cruzi, confirmaram a
persisténcia deles na maior parte dos casos onde havia inflamacéo (Lane J. E., et
al. 1997; Zhang L., et al. 1999; Braga et al. 2000). No entanto, é preciso ressaltar
gue essas técnicas ndo permitem distinguir entre parasitas vivos e antigenos ou
DNA residuais de parasitas. Um trabalho envolvendo uma linhagem de T. cruzi
transgénico para producéo de beta-galactosidase demonstrou que parasitas vivos
podem ser detectados em ratos até dez meses apoés a infeccao inicial (Buckner,
F. S. 1999). Interessante notar que 0 numero de parasitas encontrados foi muito
menor do que o estimado por outras técnicas, sugerindo que os antigenos dos
parasitas destruidos podem permanecer no tecido por um longo periodo e
provocando respostas inflamatérias.

Outra linha de evidéncias para explicar essa hipétese € que os parasitas
podem ser localizados proximos da inflamagdo em alguns casos. No entanto,
ainda ndo ha evidéncias que correlacionem a proximidade fisica de antigenos de
T. cruzi com as lesdes inflamatérias (Leon, J. S., et al. 2003). Alguns trabalhos
mostraram que inflamacfes sdo comumente encontradas em tecidos cardiacos
contendo T. cruzi detectado por técnicas de imunohistoquimica ou PCR in situ.
(Ben Younes-Chennoufi, A., et al. 1988; Zhang, L., et al. 1999). Por outro lado,
existem relatos de que a severidade da inflamacdo néo esta associada com a
presenca do parasita (Palomino, S. A., et al. 2000). No trabalho de Castro et al.,
2005, foi verificado que a cardiopatia progressiva pode ser verificada em 30% dos

pacientes com alta parasitemia e em 28,8% dos pacientes com parasitemia
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negativa. Portanto, de acordo com o estudo, as lesGes do coracdo ndo podem ser
associadas com a severidade da parasitemia.

Essas observacfes podem ratificar tanto a hipotese da persisténcia do
parasita como a de autoimunidade. O processo inflamatorio pode ser explicado
por: (i) a presenca de antigenos de parasitas degradados ao redor do local; (ii)
autoimunidade contra células vizinhas; (iii) isquemia do tecido com subsequente
inflamacdo; (iv) uma acao agressiva do sistema imune em resposta a persisténcia
cronica do parasita, entre outras hipoteses (Buckner, F. S. 1999). Em resumo, 0s
antigenos de T. cruzi estdo associados com a severidade da inflamacédo do
tecido, mas ndo ha uma forte associacdo entre os antigenos e a presenca da
inflamacé&o, provavelmente devido as limitacbes técnicas ou entdo por razdes
bioldgicas (Leon, J. S., et al. 2003).

Em adicdo, estudos com tratamentos quimioterapicos contra T. cruzi
indicam para uma reducdo da progressdo da doenca de Chagas em certas
circunstancias. A sua administracdo durante a fase aguda da doenca pode reduzir
a incidéncia da parasitose e da mortalidade em ratos (Urbina, J. A., 2001). H&
relatos de que o tratamento durante a fase crbnica pode reverter o
desenvolvimento das lesdes em animais experimentais (Segura, M. A., et al.
1994). Todavia, ndo h&a consenso da eficacia de tratamentos com quimioterapicos
em humanos e, desse modo, € indefinida a questao de que a possivel eliminacao
de T. cruzi acabaria com doenca (Lauria-Pires, L., 2000; Bahia-Oliveira, L. M.,
2000; Fabbro De Suasnabar, D., 2000).

Concluindo, hé fortes evidéncias que apdiam a hipotese de que a doenca
de Chagas pode ser explicada pela persisténcia do parasita e, em consequéncia,
por uma acgdo inflamatdria contra ele. Ao mesmo tempo, isso ndo exclui a
existéncia da autoimunidade ou de outros mecanismos da doenca (Tarleton, R. L.,
Zhang, L., 1999).

b) Autoimunidade induzida por T. cruzi

Nas ultimas trés décadas, a autoimunidade tem sido considerada um
importante mecanismo patogénico. Com esse foco, foi questionado se a infecgao
por T. cruzi poderia induzir uma autoimunidade, uma vez que ndo ha uma relagéao
direta entre a presenca de parasitas e as lesdes encontradas em cardiopatias

provocadas pela doenca de Chagas.
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Essa questdo tem fundamentos e € bem documentada. A infeccdo por T.
cruzi em humanos e em animais experimentais induz a autoimunidade humoral e
celular contra antigenos do hospedeiro (Kierszenbaum, F. 1999). Na resposta
imune humoral, h4 producdo de auto-anticorpos para miosina (Leon, J. S., et al.
2001), receptores beta-adrenérgicos (Sterin-Borda, L., Borda, E. 2000), proteinas
associadas ao citoesqueleto e microtubulos (Kerner, N., et al. 1991), proteinas do
sistema nervoso (Van Voorhis, W. C., et al. 1991) e para a proteina Cha de
mamiferos (Girones, N., et al. 2001). Na resposta imune celular, a infeccéo por T.
cruzi induz linfécitos T especificos para homogeneizados cardiacos (Ribeiro dos
Santos, R., et al. 1992), para antigenos neuronais (Hontebeyrie-Joskowicz, M., et
al. 1987), cardiacos (Leon, J. S., et al. 2001) e para o antigeno Cha (Girones, N.,
et al. 2001).

Em adicédo, estudos revelaram que células de coracéo alogénicas sofreram
rejeicdo acelerada pelo sistema imune de coelhos sofrendo de doenca de Chagas
cronica, quando comparados a coelhos controle (Santos-Buch & Teixeira 1974).
Outros mostraram que o T. cruzi compartilha alguns epitopos com as células do
coracao e do sistema nervoso do hospedeiro (Rizzo et al. 1989, Van Voorkis et
al.1991, Cunha-Neto et al. 1995). Algumas proteinas de T. cruzi mimetizam
antigenos do hospedeiro, como a B13, cruzipain e Cha (Girones, N. et al 2005).
Ha ainda estudos de eletroforese bidimensional comparativa entre pacientes com
cardiopatia progressiva e pacientes controle, aqueles primeiros apresentando
receptores de linfocitos T, evidenciando o infiltrado celular no tecido muscular, e
também algumas proteinas relacionadas a via da apoptose mediada por linfocitos
T CD8+, como a granzyme A (Teixeira, P.C. et al 2006).

Outra questao que pode ser levantada é se a autoimunidade induzida por
T. cruzi é patogénica. Quanto a este fato, ndo ha consenso na literatura, pois
ainda ndo ha indicios concretos que mostrem que 0s auto-anticorpos induzidos
por T. cruzi causem a doenca (Leon, J. S., et al. 2003). Muitos dos alvos desses
auto-anticorpos tém expressao ubiqua, desvinculando a especificidade das lesdes
do coracdo na doenca de chagas cronica. E também, varios alvos séo
intracelulares, dificultando a inferéncia de algum mecanismo que permita o
acesso dos anticorpos a esses antigenos inacessiveis. Em adicdo, evidéncias de
gue os auto-anticorpos sdo mais prevalecentes em pacientes com CCC do que
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pacientes assintomaticos sao escassos (Kierszenbaum, F. 1999). Em
contrapartida, anticorpos de pacientes infectados afetaram a sinalizacéo celular e
a contracao de midcitos cardiacos (Sterin-Borda, L., et al. 2000) e também lisaram
midcitos através da sua citotoxicidade em experimentos in vitro (Laguens, R. P.,
et al. 1988). Outros estudos mostraram que a imunizagdo com a proteina
cruzipaina de T. cruzi induz auto-anticorpos contra miosina, a deposicao de IgG e
outras alteracbes cardiacas (Giordanengo, L., et al. 2000-1). Os autores
consideraram os auto-anticorpos patogénicos devido as alteragdes cardiacas.

Existem algumas evidéncias diretas da contribuicdo da autoimunidade na
CCC, como estudos onde esplendcitos de ratos na fase crbnica da doenca
lisaram mioblastos isogénicos in vitro (Laguens, R. P., et al. 1989; Acosta, A. M.,
et al. 1985), ou induziram inflamac6es no nervo ciatico (Hontebeyrie-Joskowicz,
M., et al. 1987). A imunizacdo de ratos com proteinas ribossomais de T. cruzi
(Motran, C. C., 2000) ou cruzipaina provocam anormalidades em
eletrocardiogramas (Giordanengo, L., et al. 2000-1; Giordanengo, L., et al. 2000-
2). A imunizacdo com cruzipaina também provoca a inflamacdo de midécitos da
musculatura esquelética, acompanhada pela producdo de auto-anticorpos contra
miosina e de linfocitos T reativos. Como nenhum parasita vivo foi utilizado nos
experimentos de imunizacdo, a ocorréncia de danos cardiacos e producdo de
células auto-reativas foi atribuida a autoimunidade por mecanismo de mimetismo
molecular.

A hipotese da patogenia provocada pela autoimunidade da doenca de
Chagas sdo atribuidas duas criticas. A primeira tem relacdo com o uso de
imunossupressores, que geralmente aliviam os sintomas de doencas autoimunes,
porém neste caso aumentam a taxa de mortalidade e os sintomas da fase crénica
da doenca de Chagas. Como exemplos, ha os casos de pacientes chagasicos
submetidos a transplantes cardiacos, tratados com imunossupressores, e,
também, os portadores de HIV (Leon, J. S., et al. 2003). Contudo, transplantes
cardiacos em pacientes chagasicos geralmente ocorrem em casos graves,
funcionando como ultimo recurso. Estudo realizado pela Sociedade Brasileira de
Cardiologia com pacientes chagasicos transplantados concluiu que ndo héa
diferenca de mortalidade quando comparados com outros pacientes
transplantados acometidos por cardiomiopatia idiopatica ou isquémica (Bocchi, E.
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A., et al. 2001). Além disso, a presencga dos parasitas confunde a elucidacéo da
guestdo sobre a contribuicdo da autoimunidade para a doenca, uma vez que a
supresséao do sistema imune do hospedeiro aumenta a proliferacdo dos parasitas
e, consequentemente, intensifica a doenca.

A segunda critica afirma que a autoimunidade ndo contribui para a CCC
pois o tratamento quimioterapico contra T. cruzi €, sozinho, capaz de reduzir os
efeitos da doenca em humanos e em animais experimentais (Leon, J. S., et al.
2003). No entanto, ndo h& consenso em relacdo a eficdcia do tratamento
guimioterapico em humanos com CCC (Lauria-Pires, L., et al. 2000; Bahia-
Oliveira, L. M., et al. 2000; Inglessis, I., et al. 1998; Parada, H., et al. 1997; Viotti,
R., et al. 1994). A menos que a quimioterapia elimine completamente a
enfermidade, qualquer doenca residual pode ser explicada por outros
mecanismos. E, os trabalhos com modelos experimentais de infeccdo onde os
guimioterapicos sdo administrados imediatamente apds o contato inicial, apesar
de eliminarem a CCC em alguns casos (Urbina, J. A. 2001), ndo s&o relevantes
para excluir a autoimunidade, uma vez que o T. cruzi € quem promove este
mecanismo e sua eliminagdo precoce durante a fase aguda potencialmente
impede a promoc¢ao da autoimunidade (Leon, J. S., et al. 2003).

Portanto, apesar da infec¢cdo por T. cruzi induzir auto-anticorpos e células T
auto-reativas contra uma variedade de antigenos préprios do hospedeiro e
existam trabalhos que apontem para o potencial patogénico da autoimunidade,
ndo foi comprovado que a CCC € uma doenga exclusivamente autoimune e nem
a origem especifica dessa autoimunidade.

Concluindo, ndo ha nenhum resultado que possa descartar a existéncia da
autoimunidade como um importante fator para o desenvolvimento da doenca. Ela
estd presente e contribui para os sintomas observados, porém, ainda nado é
possivel comprovar ser ela a causa primaria da doenca de chagas ou mesmo de
outras doencas infecciosas.

Ensejando outra linha de raciocinio para explicar a origem da
autoimunidade, estudos evidenciaram a ocorréncia de transferéncia genética
entre o0 genoma de T. cruzi e do hospedeiro (Teixeira, A. R. L., et. al. 1994-a,b;
Teixeira, A. R. L., et al. 1991; Nitz, et al. 2004).
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1.1.5 Integracao de kDNA

O DNA cinetoplastico (KDNA) de T. cruzi contém milhares de mini-circulos,
gue sao polinucleotideos dupla fita com aproximadamente 1.4 kb, e algumas
dezenas de maxi-circulos de 23 kb, que juntos constituem cerca de 15% do DNA
celular do T. cruzi, representando a maior quantidade de material genético extra-
nuclear existente entre os organismos (Lukes et al. 2002, Liu et al. 2005,
Junqueira et al. 2005). Os mini-circulos contém quatro regides conservadas,
contendo as origens de replicacdo, separadas por outras quatro regides variaveis,
que tém o potencial de codificar RNA guias (Avliyakulov, N.K. et al. 2003; Avila,
H.A. et al. 1995).

Em células humanas, ocorre a integracdo de fragmentos de mini-circulos
de KDNA no DNA celular, preferencialmente nos elementos LINE-1 (GenBank
AF002199 to AF002203) e com maior frequéncia nos cromossomos 3, 6 e 11
(Teixeira, A.R.L. et al. 1994-a,b; Nitz et al. 2004). A integragdo ocorre
naturalmente em uma infeccdo, como demonstrado em experimentos de
hibridizacdo com sondas de kDNA em macrofagos parasitados (Simdes-Barbosa,
A. et al. 1999). O mecanismo proposto pelo qual ocorre essa integracdo € o da
recombinacdo homologa, favorecido pelas pequenas sequéncias repetidas no
kKDNA e no DNA hospedeiro. Segundo os autores, o impacto dessa alteracéo
gendmica pelo kDNA poderia modificar a expressdo de genes enddgenos e
também gerar produtos quiméricos dos genes combinados, ambos podendo
contribuir para a Doenca de Chagas cronica.

Como exemplo, foi descrita uma ORF iniciada no DNA enddgeno de coelho
e que se estendia atravées do KDNA exdgeno (figura 4), podendo produzir um
transcrito que codificaria uma proteina quimérica similar a r45 (GenBank
AAR24603.1) (Teixeira, A. R. L., et al. 2006).

SRl SRI GACCAACC CACCAACC
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Figura 4. Regidao de insercdo do kDNA de T.cruzi no
genoma de coelho, demonstrando uma possivel ORF
inciada na por¢cdo enddgena e terminada na regido
exégena do DNA. Fonte: Nitz et al. 2004.
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O genoma dos vertebrados contém trechos longos e curtos de seqléncias
repetitivas, denominadas elementos LINE e SINE, que tém a capacidade de
transposicao vertical dentro do préprio genoma (Smit et al. 1995, Furano et al.
2004). Os elementos LINE estdo estimados em cerca de um milhdo de copias e
sdo considerados como o principal fator evolutivo dos vertebrados nos ultimos
150 milhdes de anos (Smit et al. 1995, Ostertag & Kazazian 2001).

O genoma humano contém 535 coépias de LINE da familia Ta e 415 da
subfamilia Tn. Trinta e nove elementos da familia Ta e vinte e dois da subfamilia
Tn tém sequéncia de 6,4 kb, contendo um promotor 5, duas fases abertas de
leitura (ORF) e uma cauda poli-A em 3’, que sdo caracteristicas de LINE ativos
(Feng et al. 1996). Esses 61 elementos ativos sdo conhecidos geradores de
insercbes mutagénicas por possuirem uma maquinaria que inclui transposases,
DNA polimerase | e transcriptase reversa. Essa maquinaria mobiliza sequéncias
de DNA dentro do genoma, gerando rearranjo dos exons (Gilbert et al. 2002;
Symer et al. 2002). Porém, a maioria dos LINE encontrados séo incompletos, em
copias menores que 0,5 kb, e proximos a regifes ricas em nucleotideos A+T
(Pavlicek et al. 2002).

Como a transferéncia horizontal de genes do kDNA tem preferéncia por
elementos LINE, foi demonstrado que essa integracdo pode ser mobilizada para
outras regides do genoma hospedeiro, utilizando a maquinaria dos elementos
transponiveis para isto (Simdes-Barbosa et al.2006). A transposicdo do kDNA de
uma regido para outra do genoma utilizando a maquinaria de LINE-1 evidencia
um mecanismo intra-especifico de mutacédo, no préprio genoma do hospedeiro,
gue pode afetar profundamente a expressao de genes endogenos.

Estudos com macr6fagos demonstraram a ocorréncia de transposicao do
elemento LINE-1 com origem no cromossomo 4 para o cromossomo 5, na ORF
do gene pl5, apos trés anos da infeccao. Este elemento continha seqiéncias de
mini-circulo de kDNA, além de uma sequéncia do gene de [-globin do
cromossomo 11, mostrando sua possivel passagem por essa regido. Essa
transposicdo causou alteracdo do gene pl5, provocando uma instabilidade no
MRNA transcrito e sua consequente eliminacao (Simbes-Barbosa et al.2006).

Mudancas fenotipicas similares, resultantes da mutacéo por KDNA/LINE-1,

poderiam iniciar uma rejeicdo autoimune de células de pacientes com a Doenca
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de Chagas. Considerando que o genoma humano contém 61 elementos LINE-1
ativos, a insercdo de kDNA nesses elementos poderia ocasionar multiplas
transposicoes para diferentes regides do genoma, acumulando uma série de
mutacdes ao longo de anos, que corresponderiam a fase indeterminada da
doenca. Essa acumulacdo de mutacfes pode ser 0 elemento necessério para que
se inicie o processo da fase cronica da doenca, através de uma resposta
autoimune.

Analisando essa situacdo, o0s elementos transponiveis migram
normalmente sem a seqiéncia do minicirculo para outras regiées do genoma,
portanto, teoricamente eles préprios poderiam provocar as muta¢des necessarias
para uma resposta autoimune. De fato, a transposicdo de elementos LINE em
células sométicas estd associada a algumas doencas genéticas (Kazazian &
Moran 1998, Ostertag & Kazazian 2001). Porém, ha um aumento na possibilidade
de alteracdo do fendtipo celular com a insercdo de uma seqiéncia exdgena,
presente em multiplos locais do genoma e contendo ORFs préprias, como no
caso do KDNA.

1.1.6 Integracao de kDNA em galinhas

Para dissociar o evento da integracdo do KDNA da presenca de infeccdes
ativas de T. cruzi, Nitz et al. (2004) realizaram experimentos com galinhas.

Foi demonstrado, pelo mesmo grupo, que esses vertebrados s6 séo
susceptiveis ao T. cruzi durante os estagios iniciais de sua embriogénese, depois
do qual eles se tornam refratarios a infeccdo. Portanto, a integracdo do KDNA
durante os estagios iniciais da embriogénese poderia resultar na geracdo de
galinhas maduras com kDNA integrado ao tecido gonadal.

Com efeito, 0 grupo conseguiu obter animais que continham hibridizacéo
positiva, de esperma e 6vulos néo fertilizados, contra sondas de kDNA, através da
técnica de Southern blot. Esses animais, a partir do décimo dia de
desenvolvimento embriogénico, ja ndo continham mais infeccéo ativa de T. cruzi,
pois ndo era possivel obter a amplificacdo do DNA nuclear (hnDNA) do parasito
(Nitz et al. 2004). Os pintinhos nascidos de ovos infectados com o T. cruzi tinham
apenas as mutacfes de KDNA no genoma. Quando as aves kDNA+ faleciam,

geralmente durante a vida adulta tardia, elas apresentavam lesbes
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histopatolégicas musculares e no sistema nervoso periférico. Miocardite e
ganglionite foram observadas com a destruicdo das células alvo pelo infiltrado de
células mononucleares do sistema imune, produzindo lise de células do coracéo e
de neurdnios parassimpaticos na auséncia do parasito.

Dando prosseguimento aos estudos, esses animais foram acasalados para
dar origem a uma progénie livre do contato com T. cruzi no estagio inicial da
embriogénese. Deste experimento, foram obtidos doze animais da progénie
contendo a presenca de KDNA em células sanguineas, mesmo sem nunca terem
tido contato com o parasito (Nitz et al. 2004).

Esses resultados demonstram que galinhas podem ter KDNA integrado em
seu genoma sem a presenca de uma infeccdo ativa, atestando o efeito da
integracdo e a sua persisténcia (figura 5). Também mostraram que as mutacdes
de KDNA estavam associadas com lesdes semelhantes aquelas da doenca de
Chagas humana, no coracdo e no sistema nervoso periférico dessas aves

refratarias ao T. cruzi.

Sequéncia C43 New: 573 bp;

1 ATCATGCATC TCCCCCGTAC ATTATTTACC TGAAAATGGG GTACGTTTGC GGGAGGTGGG
61 GTTCGATTGG GGTTGGTGTA ATATAGG

121

181

241

301 TCCTGAAGG TTTGGTTTTG GGAGGGGGCT TCTAACAGAG AGGACATCTC
361 ATAGCTGATC CTAAAGGCAG AGCTGAAAAA AAGTTGGATA CACTTACTAA GGTTGCTATT
421 ATGTGATCTC AATTGAAATC TTGATTGTGG AAATTGCACC ATTGAGGAAA GGCTGAAAGC
481 TTCCGAGCCT CTGCTTTGAA AGGAAGCTCC AAACTCTGAA AGAAAGTAAA TGAGACTCAG
541 TTCCTGATAC TGACAGTTTA GGACCGCGGA GGGCCCCCCC ccceccecceccecceeect GTACTAGTCG
621 ACGCGTGG CC

Figura 5. Exemplo de integracdo de kDNA de Trypanosoma cruzi no genoma de ave nascida de

ovo infectado com o protozoério. As cores revelam homologias do clone C43 com kDNA do

Trypanosoma cruzi
clone c43 foi cedida pelo Dr. Clever Cardoso Gomes, LMPDC/UnB).

(em azul) e com elemento CR-1 de galinhas (em verde). (A sequéncia do
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1.2 Genbmica

O sequenciamento de genoma de parasitas tem progredido nos ultimos
anos. Alguns genomas apresentam dificuldades de serem sequenciados, ou por
serem grandes ou por terem varias sequéncias de DNA repetidas tornando assim
um obstaculo para seqienciar de forma compreensiva com 0s recursos atuais.
Nesta situacdo, geralmente sdo utilizados sequence tags (EST) no processo de
sequenciamento, que sao sequéncias transcritas e expressas nas ceélulas.

Em adicdo, a andlise genética de T. cruzi € uma tarefa laboriosa, pois ndo
h& condensagdo cromossdmica durante a diviséo celular. O T. cruzi apresenta um
genoma diploide, de aproximadamente 89 Mb, e se reproduz assexuadamente. A
auséncia de reproducao sexuada também dificulta a analise genética por meio de
métodos convencionais.

O projeto genoma de T. cruzi comecgou oficialmente em 1994 em dois
foruns cientificos independentes: CYTED — Programa Ibero-Americano para
Desenvolvimento da Ciéncia e Tecnologia financiado pelo governo espanhol, e
OMS-Organiza¢do Mundial de Saude (Levine et al., 1994, Zingales et al, 1997). O
objetivo do projeto genoma é a obtencdo da sequéncia completa de nucleotideos
do genoma nuclear. Os resultados finais do genoma de T. cruzi foram publicados
no volume 309 da revista Science de 2005 (El-Sayed, N. M. et al., 2005).

Com base nesses estudos, definiu-se que o taxon T. cruzi contém dois
grupos distintos, baseados em marcadores polimorficos, o T. cruzi | e T. cruzi Il.
T. cruzi | est4d associado com o ciclo de transmissdo silvestre e infeccdo de
marsupiais (Clark, C.G. et al 2003). O grupo T. cruzi Il é formado por cinco
subgrupos, denominados lla, Ilb, lic, 1ld e lle (Brisse, S. et al. 2000), que estao
associados ao ciclo de transmissao doméstico e infeccdo de mamiferos (Briones,
M.R.S., et al. 1999). E também, definiu-se que o genoma nuclear de T. cruzi pode
ser agrupado em trés classes: a) sequéncias que codificam proteinas, b)
sequéncias que codificam RNAs e c) sequéncias repetitivas, as quais ndo sao
codificadoras (Silveira, J.F. 2000).

O T. cruzi apresenta um genoma dipléide com cerca de 22.570 genes
codificantes de proteinas. Mais de 50% do genoma do parasita consiste de

sequéncias repetidas, tais como 0s elementos retrotransponiveis e genes da
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familia das moléculas de superficies, os quais incluem trans-sialidases, mucinas,
gp63s e as proteinas de superficie associadas a mucinas (MASP) (El-sayed, N.
M., et al. 2005).

A recombinacdo homoéloga tem sido bem documentada em
tripanosomatideos pelo fato de serem usadas em manipulagdes experimentais do
genoma e é a chave do mecanismo de variagcdo antigénica que T. brucei usa para
a evasao do sistema imune (Clayton, C.E. 2002). Varias classes de moléculas
importantes da via de sinalizagdo celular ndo se encontram em
tripanosomatideos, incluindo receptores transmembranicos, a maior parte dos
receptores cataliticos, dominios SH2 e SH3 e fatores que regulam a transcri¢ao.
Alguns receptores cataliticos foram encontrados e todos sdo adenilato ciclases
(El-Sayed, N. M., et al. 2005).

A elucidacdo da sequéncia completa do genoma de T. cruzi ndo é
suficiente para definir os processos dinamicos relacionados a expressao de
proteinas. Assim, estudos pos-genémicos visando a elucidacdo da expressao
diferencial de proteinas em diferentes condi¢cfes, incluindo as metodologias
protedmicas e as de DNA microarray, tornaram-se uma consequéncia natural do
sequenciamento do genoma. Contudo, a regulacdo génica em T. cruzi ndo se da
em nivel transcricional, pois 0s genes de T. cruzi sdo transcritos constitutivamente
na forma de mMRNAs policistrénicos, que sao processados a mMRNAs
monocistronicos através de um mecanismo de trans-splicing. A regulacdo da
expressao ocorre, portanto, através do controle da estabilidade e/ou da traducéo
especifica dos mMRNAs (Vanham, L. & Pays, E. 1995). Esse fato limita o uso de

DNA microarrays e torna a abordagem protedémica bastante atrativa.
1.3 Transcricdo em tripanosomatideos

Diversas mudangcas morfolégicas ocorrem durante o processo de
diferenciacdo entre os estagios de desenvolvimento do T. cruzi. Como exemplo,
na diferenciacdo de tripomastigota para amastigota, ocorre a perda do flagelo
externo, a remodelacdo do citoesqueleto e a reducdo do tamanho e volume

celular (Tomlinson, S., et al. 1995).
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Aliado as alteracdes morfoldgicas, ocorrem varias mudancas na expressao
de proteinas. Por exemplo, h4 um continuo decréscimo da proteina de filamento
paraflagelar (PAR) durante o processo de diferenciacdo de tripomastigotas para
amastigotas, provavelmente devido a perda do flagelo externo (Paba, J., et al.
2004-a,b).

Em epimastigotas sdo encontradas as proteinas gp 72 e cruzipaina (Harth,
G. etal., 1992, Cazzulo, J.J. et al. 1992); em tripomastigotas metaciclicos a gp 82,
gp 90 e gp 35/50 (Teixeira, M.M. & Yoshida, N. 1986; Hart, G. et al., 1992,
Ramirez, M.I. et al., 1993), em tripomastigotas sdo encontradas a trans-sialidase
(Frevert, U. et al., 1992), gp 83 (Villalta, F. et al., 1992), os antigenos Ssp 1, Ssp 2
e Ssp 3 (Andrews, N.W. et al., 1987) e uma proteina homologa a Ran/TC4, com
expressdo aumentada em relacdo a amastigotas (Paba, J., et al. 2004). Em
amastigotas encontram-se a amastina (Teixeira, A.R.L. et al., 1994), o epitopo
Ssp 4 (Burleigh, B. A. & Andrews, N. W., 1995), a gp 83 ou ASP (amastigote
surface protein) (Pan, A. A. & McMahon-Pratt, D. 1989, Low, H. P. & Tarleton, R.
L. 1997), e duas proteinas mais expressas em relacdo a tripomastigotas, a
proteina poly zinc finger e a cruzipaina (Paba, J., et al. 2004).

Essas variagbes sugerem que, de alguma forma, haja regulacdo da
expressao protéica de maneira pos-transcricional, possivelmente por mecanismos
que alterem a estabilidade do mRNA ou a eficiéncia da tradugdo dos mRNAs
(Clayton, C.E. 2002)

Neste sentido, os RNAs mensageiros dos tripanossomatideos apresentam,
na extremidade 5’, uma seqiiéncia extremamente conservada de 39 nucleotideos
denominada sequéncia lider (SL) ou mini-exon. A SL € adicionada ao mMRNA
através do mecanismo de trans-splicing. Trata-se de uma reacao intermolecular
da qual participam uma molécula doadora (RNA da sequéncia lider) e um
receptor, que € o mMRNA que estd sendo sintetizado. E catalisada por um
complexo multi-enzimatico constituido por enzimas especificas e ribonucleases,
onde o RNA que d& origem a SL é clivado e os 39 nucleotideos resultantes sédo
transferidos para a regidao 5 do mRNA nascente. (Landfear, S.M. 2003, Silveira,
J.F. 2000).

A auséncia de sequéncias promotoras consenso nos tripanossomatideos

sugere que o0 controle da expressdao g@génica nos tripanossomas ocorre
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principalmente a nivel pds-transcricional e envolve o processamento e traducéo
dos transcritos. A SL esta teoricamente presente em todos os mRNAs do
tripanossoma, porém a sua funcdo ainda ndo € conhecida. No entanto, ha
evidéncias de que a SL confere a estabilidade ao mRNA, impedindo a sua
degradacdo, e auxilia também na interagcdo do mRNA com os ribossomos.
Transcritos que ndo apresentam SL perdem a sua estabilidade e ndo sao
traduzidos. Tal como ocorre nos eucariontes superiores, os MRNAs dos
tripanossomas apresentam na sua extremidade 3’ uma cauda composta por cerca
de 30 residuos de adenina (cauda poli A). Porém, ao contrario dos eucariontes
superiores, 0s mMRNAs dos tripanossomatideos ndo apresentam uma sequéncia
consenso para a adicdo de residuos de adenina. Sabe-se que a adicédo de SL e
da cauda poli A ocorre durante a transcricdio do mRNA mas ainda existe uma

certa controvérsia com relacao a hierarquia desses eventos (Silveira, J.F., 2000).
1.4 ProteGmica

O termo proteoma foi criado em 1994 por Marc Wilkins e refere-se ao
conjunto de proteinas expressas pelo genoma de um organismo ou, no caso de
organismos multicelulares, ao complemento protéico expresso por um tecido ou
células diferenciadas (Wilkins, M.R. et al, 1996). Enquanto o genoma de um
organismo permanece relativamente estavel ao longo da sua vida, o proteoma é
extremamente dinamico e variavel. A analise protebmica permite saber se um
gene esta sendo expresso, a concentracdo relativa desse produto e, por fim, as
modificacdes que podem ocorrer nessas proteinas apos a sua traducéo. A analise
protedmica pode mostrar como esses processos metabdlicos, regulatérios e de
sinalizacdo se tornam disfuncionais nos estados patolégicos e como podem ser
manipulados, mediante, por exemplo, a administracdo de medicamentos ou a
terapia génica (Anderson, N.L. et al., 2000).

O objetivo inicial dos estudos protedbmicos foi a identificacdo em larga
escala de todas as proteinas presentes em uma célula ou tecido. Atualmente,
consistem na analise simultdnea de misturas complexas de proteinas como as
provenientes de lisados celulares e extratos de tecidos com o intuito de detectar

diferencas quantitativas e qualitativas na expressado protéica (Westermeier, R.,
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Naven, T. 2002). Seus objetivos se diversificaram para a analise de varios
aspectos funcionais das proteinas, como modificacbes poés-traducionais,
interacdes proteina-proteina, existéncia de isoformas, atividades e estruturas. O
campo de atuacdo desta ciéncia estende-se a descoberta de novas drogas,
diagndsticos, terapias, microbiologia, bioquimica. A pesquisa prote6mica torna
possivel a identificacdo e caracterizacdo de marcadores biologicos, ou seja,
moléculas enddgenas ou exdégenas especificas de um determinado estado
patolégico. A capacidade de identificar essas moléculas é extremamente Util no
diagnéstico precoce de doencas e no acompanhamento da evolucdo do
tratamento (Cash, P. 2002).

A analise de proteomas geralmente comeca com a eletroforese em géis de
poliacrilamida, principalmente os géis bidimensionais (2-DE), e técnicas de
espectrometria de massa. Na ultima década, tem sido grandemente facilitada pelo
desenvolvimento de novas técnicas de espectrometria de massa (MS) e a
disponibilidade de informacdo genémica (Westermeier, R., Naven, T. 2002).

No contexto da protedmica comparativa, onde o objetivo é identificar
diferencas quantitativas e qualitativas entre amostras de proteinas, a técnica de
2-DE é geralmente o método de escolha, gerando dados em um formato que
possibilita uma boa avaliacdo visual e fornece comparacbes quantitativas
(Rabilloud, T. 2002).

A protedmica também avancou com o desenvolvimento da espectrometria
de massa (MS) voltada aos aspectos bioldégicos e o aumento do numero de
sequéncias armazenadas em bancos de dados. O principio da MS é a medicao
da razdo massa/carga (m/z) dos ions na fase gasosa, resultantes da ioniza¢do da
amostra, e constitui um método analitico destrutivo, significando que a amostra é
consumida pela ionizacdo de biomoléculas termicamente labeis, no caso
peptideos, que sao transferidos para a fase gasosa sem dissociacdo (Jonsson,
A.P. 2001).

1.4.1 Eletroforese Bidimensional

Na eletroforese bidimensional as proteinas sdo separadas com base em
duas das suas propriedades: numa primeira dimensdo, de acordo com o0 seu

ponto isoelétrico (pl) e, numa segunda dimensdo, em gel desnaturante de
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poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com a sua massa molecular (MM)
(O’Farrell, P.H. 1975). Em géis bidimensionais os polipeptideos aparecem
formando manchas (spots) apdés serem corados. Diferentes manchas podem
conter isoformas da mesma proteina com coordenadas especificas de pl e MM.
Em 1982, Angelika Goérg introduziu o uso de gradientes imobilizados de pH (IPG)
(Bjellgvist, B. et al. 1982; Gorg, A. et al. 1988), nos quais tampdes especiais s&o
co-polimerizados com acrilamida e bisacrilamida, acarretando uma melhor
reprodutibilidade dos perfis bidimensionais. 2D-PAGE é uma técnica que pode ser
usada para a obtencao de perfis bidimensionais completos de uma amostra como
também para estudos comparativos entre amostras. O aparecimento ou
desaparecimento de manchas podem fornecer informacgdes acerca de proteinas
estagio-especificas, enquanto a intensidade das manchas fornece informacdes
quantitativas a respeito da expressao diferencial dos polipeptideos (Graves, P. et
al. 2002).

A técnica de 2-DE ainda é a principal plataforma para a separacdo de
proteinas e possui limitacdes técnicas inerentes, como a habilidade limitada para
fracionar classes especificas de proteinas (Rabilloud, T. 2002) e a dificuldade de
automatizacdo (Rose, J.K.C. 2004), o que resulta em grande variabilidade
experimental pela manipulacdo necessaria. A 2-DE é um processo caro,
trabalhoso e demorado, limitando analises em larga escala da expressao protéica
(Park, 2004). Existem limitacbes também com relacdo a baixa resolucédo de
proteinas hidrofébicas e a dificuldade de visualizar proteinas com poucas coOpias
por célula (Gygi, S.P. et al. 2000). Existe também dificuldade de se obter padrdes
eletroforéticos reprodutiveis para proteinas com ponto isoelétrico muito alcalino
(Hoving et al., 2000).

1.4.2 Espectrometria de massa

A espectrometria de massas (MS) determina as massas moleculares de
compostos quimicos através da separacdo dos ions moleculares de acordo com
sua relacdo massa-carga (m/z). Um espectrometro de massa é composto
basicamente de duas partes: o sistema de ionizacdo das moléculas, responsavel

por vaporiza-las e carrega-las eletricamente, e o0 analisador de massa
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propriamente dito, que separa 0s ions resultantes de acordo com a massa
(Siuzdak, 1996).

Duas técnicas de ionizacdo sdo amplamente utilizadas: a desorcao a laser
auxiliada por matriz (MALDI), onde a amostra é irradiada com um feixe de laser
gue causa a ionizacdo e a desorcdo da molécula, e a eletropulverizagdo (ESI -
electro spray ionization), na qual a amostra em uma solucdo acidificada é
pulverizada na forma de goticulas altamente carregadas na presenca de um
campo elétrico forte. Uma corrente de gas é aplicada as goticulas que, com a
evaporacao do solvente, decrescem de volume ocasionando a repulsdo mutua
entre as cargas e a liberacdo dos ions na dire¢do do analisador de massa.

Dois tipos de analisadores de massa comumente acompanham esses
sistemas de ionizacdo: o de tempo de vbo (time of flight ou TOF) que é
usualmente associado a ionizacdo tipo MALDI, mas pode também ser utilizado
com eletropulverizacdo, e o quadrupolo, que é geralmente usado com
eletropulverizacdo, mas pode estar associado também a desorcéo a laser (Cunha,
2003). Existem outros tipos de analisadores de massa, porém, a funcdo comum a
todos eles é a de separar os ions gerados e, em seguida, detectar-los
digitalmente.

As proteinas podem ser identificadas por comparacdo entre mapas
peptidicos (PMF) que consiste na digestdo das proteinas de interesse com
tripsina ou outro agente proteolitico e posterior determinagcdo das massas
moleculares dos peptideos resultantes por espectrometria de massa,
normalmente do tipo MALDI-TOF. Os valores de massas moleculares obtidos s&o
usados em buscas computacionais em que sdo comparados com resultados de
digestdo in silico das proteinas existentes em bancos de dados utilizando
softwares especificos. Na ionizacdo por desorcdo a laser auxiliada por matriz
(MALDI), a amostra € solubilizada em uma matriz ionizante, que serve de suporte
e transfere a energia do laser para a ionizacdo da molécula. A identificacdo é
realizada combinando as massas observadas dos peptideos com as massas
resultantes da digestéao tedrica (Siuzdak, 1996).

Outra técnica de espectrometria de massa muito importante para a andlise
proteomica € o seqlenciamento, através do uso da Espectrometria de Massa

Sequencial, ou in tandem (MS/MS). Nela, sdo acoplados dois analisadores de
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massa em série e, entre eles, ocorre a fragmentacédo dos ions de peptideos ou
proteinas. Isto € obtido com a introdugdo de uma camara de colisdo, contendo
um gas neutro como Argdnio, Xendnio ou Hélio, que proporcionara a geracao de
fragmentos filhos (ions filhos) via choque cinético. Esses ions filhos serdo
detectados pelo segundo analisador, seja por quadrupolo ou TOF, determinando

assim a sua razdo massa/carga (Siuzdak, 1996).
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2 OBJETIVO E METAS

2.1 Objetivo

Pretende-se verificar se a introducado espontanea de KDNA de T. cruzi no
genoma de Gallus gallus induz alteragBes na expressdo protéica das células do

miocardio deste.
2.2 Metas

e Definir uma metodologia padrdo de extragdo protéica a partir de coracdo de
Gallus gallus;

e Padronizar as condicfes para separacdo por eletroforese bidimensional de
proteinas de amostras de coracao das aves;

e Obter perfis protéicos bidimensionais de coracfes das aves com e sem
integracéo de kDNA de T. cruzi;

e Realizar andlise digital comparativa dos diferentes perfis eletroforéticos
bidimensionais obtidos;

e Comparar os perfis protedbmicos em busca de proteinas especificas de cada
condicao ou diferencialmente expressas;

e I|dentificar as proteinas selecionadas por espectrometria de massa;
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Fluxograma

A figura 6 representa o fluxograma de trabalho utilizado e consiste na
extracdo das proteinas do organismo de interesse, seguido pela separacdo das
proteinas com o uso de eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida (2-
DE), sua digitalizacdo e andlise. Posteriormente, manchas protéicas selecionadas
dos géis serdo digeridas e analisadas por espectrometria de massa e 0s mapas
peptidicos resultantes usados para buscas em bancos de dados disponiveis.

Extrato de proteinas Extracdo e dosagem

v

Eletroforese Bidimensional

v

Digitalizacdo e analise dos géis

¢ Separacdo das proteinas
Excisdo das manchas de interesse e
digestdo enzimatica

v

Espectrometria de massa

v

Pesquisa em banco de dados Identificacéo das proteinas

Figura 6. Fluxograma de trabalho utilizado.
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3.2 Extracao e quantificacéo de proteinas do tecido

O material utilizado como fonte de proteinas foi tecido muscular de coragéo
de Gallus gallus. Foram realizados varios procedimentos de extracdo até
obtermos a otimizacao, visando a maior quantidade de proteinas e 0 menor nivel
de degradacéo.

No procedimento comum a todos os métodos de extracdo, o tecido era
cortado com bisturi em fragmentos de aproximadamente 1 mm de comprimento e
lavado com solucdo PBS, contendo coquetel de inibidores de proteases (EDTA 5
mM, PMSF 100 puM, TLCK 100 puM, TPCK 100 uM, pepstatina A 1 uM, leupeptina
100 uM), a 4 <, para remocao do sangue e de restos celulares. Posteriormente
era realizada centrifugacdo a 10.000 rpm (centrifuga de mesa Eppendorf) com
descarte do sobrenadante. Esse procedimento foi repetido por trés vezes ou até o
material ficar livre da pigmentacg&o decorrente da hemoglobina do sangue.

No método 1, era adicionado tampéao de lise na proporgéao de 1g para 6mL
ao tecido lavado, contendo: uréia 7 M, tiouréia 2 M, Triton X-100 2%, DTT 1% e
coquetel de inibidores de proteases (EDTA 5 mM, PMSF 100 uM, TLCK 100 pM,
TPCK 100 pM, pepstatina A 1 pM, leupeptina 100 puM). Esse material era
misturado em um vortex por 2 min e submetido a sonicagédo em banho de ultra-
som (resfriado) por mais 2 min, repetindo-se o procedimento por trés vezes. Esse
material era entdo posto em repouso a 4T por 20 min e ao final centrifugado em
14.000 rpm por 15 min. O sobrenadante, chamado de extrato final, era estocado
em freezer a -20 C.

No método 2, ao tecido lavado era adicionado SDS 0,2% na propor¢ao 1:1
e em seguida fervia-se por 5 min. Posteriormente seguia-se 0S mesmos passos
do método 1.

No método 3, seguia-se 0s mesmos passos do método 1, porém o tampao
de lise continha 10% de metanol.

No método 4, ao tecido lavado foi adicionado tampao Hepes 0,1 M, pH 7.9,
DTT 1 mM, NP-40 1% e coquetel de inibidores de proteases (EDTA 5 mM, PMSF
100 uM, TLCK 100 pM, TPCK 100 uM, pepstatina A 1 uM, leupeptina 100 pM).
Esse material era misturado em um vortex por 2 min e submetido a sonicagao por

mais 2 min, repetindo-se o procedimento por trés vezes. Esse material era entdo
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posto em repouso a 4T por 20 min e ao final centrifugado em 14.000 rpm por 15

min.

Para a estimativa do contetddo de proteina utilizou-se o método Plus One

2D Quant-Kit (Amersham Pharmacia) usando-se albumina de soro bovino como

padréo.

O extrato final era agitado em vortex e centrifugado a 14.000 rpm por 10

min antes da sua utilizacdo. O esquema dos métodos de extracdo é mostrado na

figura 7.
1g de tecido lavado e cortado
Método 1 Método 2 Método 3 Método 4

iy

iy

iy

Ferver por 5 min
em 1 mL de
SDS 0,2%

.y

6 mL de tampé&o de lise com
inibidores de proteases

6 mL de tampéo
de lise com 10%
de metanol e
inibidores de
proteases

6 mL de Hepes
0,1 McomDTT 1
mM e NP-40 1%

2 D

Repouso por 20 min e

Centrifugacdo a 14.000 rpm por 15 min.

Sobrenadante = Extrato final

Figura 7. Fluxograma dos métodos de extracdo utilizados. Tampéao de lise:
uréia 7 M, tiouréia 2 M, Triton X-100 2%, DTT 1%. Coquetel de inibidores de
proteases: EDTA 5 mM, PMSF 100 pM, TLCK 100 puM, TPCK 100 uM,

pepstatina A 1 uM, leupeptina 100 puM.
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3.3 Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE)

Foram realizadas eletroforeses desnaturantes (SDS-PAGE) para a analise
inicial dos perfis protéicos. Aplicava-se 40 uL do extrato final, correspondendo a
40 ug de proteinas, nos géis de 0,75 mm de espessura e com concentracao de
12% de poliacrilamida. Utilizou-se o sistema Hoeffer SE-600 (Pharmacia Biotech)

para separacao eletroforética, realizada a 20°C e corrente constante de 50 mA.
3.4 Eletroforese bidimensional (2D-PAGE)

Para a focalizacdo isoelétrica (IEF), tiras de géis de 18 cm com gradiente
imobilizado (IPG) de pH 3-10 (Immobiline Drystrip, Amersham Biosciences) foram
reidratadas em tampao de lise contendo as amostras a serem analisadas (uréia 7
M, tiouréia 2 M, DTT 1%, Triton X-100 2%, Pharmalyte Pl 3-10 1%), totalizando
370 pL, durante 6 horas (Sanchez et al., 1997, modificado). O volume de amostra
adicionada a reidratacdo depende de sua concentracdo em solucdo, para que
resulte em um valor otimizado de 100 pg de proteinas por tira. Essa quantidade
foi otimizada a partir de testes de 30 até 250 ug.

Apés a reidratacdo, as tiras eram submetidas a IEF em equipamento
IPGPhor Ill (Amersham Biosciences) a 20 °C, maximo de 70 pA por IPG e em
quatro escalas de tensdo: 30 v, 500 v, 1000 v e 8000 v. A essas tensdes referiam-
se 0s passos de focalizagédo, onde variam-se o tempo de aplicacdo e o0 modo de
gradiente das tensdes, esta Ultima com duas possibilidades: Step and Hold e
Gradient. Na primeira, a voltagem maxima € atingida rapidamente, logo que se
inicia o procedimento e, na segunda, a voltagem é elevada gradualmente. A IEF
foi otimizada para cinco passos, totalizando 18 h e 24 min de procedimento, de
acordo com a tabela 1.

Finalizada a IEF, os géis foram submetidos a reducédo e alquilagdo por
incubacdo consecutiva em 3 mL de DTT 125 mMol.L? e iodoacetamida 125
mMol.L™ em tamp&o de equilibrio (Tris-HCI 50 mMol.L™ pH 6.8, 6 M de uréia,
glicerol a 30% (v/v), SDS a 4% (p/v)) durante 45 min cada etapa.
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Para a separacdo na segunda dimensdo foi realizada eletroforese
desnaturante em gel de poliacrilamida a 12% T usando o sistema PROTEAN Il
(Bio-Rad®) conectado a um sistema de resfriamento Multitempll (Amersham).

Cada gel IPG foi fixado horizontalmente na extremidade superior do gel de
poliacrilamida com a ajuda de aproximadamente 1 mL de gel de agarose (0,02%
de agarose e 8 ug de azul de bromofenol). Utilizou-se como padrdao de massa
molecular proteinas puras entre 14 e 94 kDa (Bio-Rad®). A separacéo
eletroforética foi conduzida com corrente constante de 30 mA por gel e a

temperatura de 15°C.

Tabela 1. Procedimento de focalizagdo isoelétrica (IEF) otimizado para amostras de células de coracéo

de galos.

Passo Gradiente Tenséo (v) Tempo (h) Voltagem Total (vh)

1 Step and hold 30 6:00 180

2 Gradient 500 1:00 500

3 Gradient 1000 1:04 800

4 Gradient 8000 3:20 15000

5 Step and hold 8000 2:00 16000

Total - - 19:24 32480

3.4.1 Coloracao dos géis com nitrato de prata

Apoés a eletroforese, as proteinas dos géis foram coradas com nitrato de
prata (Blum et al., 1987). Eles foram tratados de acordo com o seguinte
procedimento: 1) fixagdo com metanol a 50% (v/v), &cido acético a 12% (v/v),
formaldeido a 0,05% (v/v) durante a noite; 2) nova fixagdo com alcool etilico a
50% (v/v) por 20 min; 3) sensibilizacdo por tiossulfato de sddio a 0,02% (p/v) por 1
minuto; 4) trés lavagens de 30 segundos com agua deionizada; 5) impregnacao
por 20 min em nitrato de prata (AgNO3) a 0,2% (v/v) e formaldeido a 0,075% (v/v);
6) lavagem por 1 minuto com agua deionizada; 7) revelacdo das proteinas com
carbonato de sodio a 6% (p/v) e formaldeido a 0,05% (v/v). A reacado de revelacao
foi interrompida com a mesma solucédo utilizada para a primeira fixacdo e os géis
foram armazenados em solucdo de acido acético a 1% até a digitalizacdo da

imagem.
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3.4.2 Analise de Imagens

Os géis corados com prata foram digitalizados usando-se um scanner
(ImageScanner — Amershan Biosciences) em modo transparéncia com resolugéo
de 300 dpi (dotch per inch). As imagens geradas em formato tif foram analisadas
pelo programa ImageMaster Platinum v.5 (Amershan Biosciences). A deteccdo de
cada mancha de proteina foi validada por inspecdo manual e editada quando
necessario. Geéis consenso foram criados usando no minimo 2 géis replicas por
condicdo. O volume das manchas foi normalizado contra a intensidade total das
manchas presentes em cada gel. Somente as manchas apresentando uma
diferenca de volume normalizado de pelo menos trés vezes foram consideradas

como diferencialmente expressas.
3.4.3 Secagem de géis

ApoOs a digitalizacdo dos géis e a excisdao de manchas de interesse, 0s geéis
foram submetidos a um processo de desidratacdo para conservacdo do mesmo,
através da incubacdo em metanol 30%, 7.5% glicerol durante 2h e posteriormente
eram colocados entre duas folhas de celofane e deixados a temperatura ambiente

por 1 a 2 dias.
3.5 Digestao de proteinas em gel

Manchas de interesse foram cortadas do gel e descoradas por incubacgéo
em uma solugdo 15 mM de ferrocianeto de potassio e 50 mM de tiossulfato de
sodio durante 10 min (Gharahdaghi et al 1999). Os fragmentos de gel foram
lavados com 100 mM de NH4HCOg3 por 10 min, e também com agua e acetonitrila
por 2 vezes de 10 min cada uma. Na ultima lavagem, os fragmentos de gel foram
macerados com pistilo e secados a vacuo em aparelho Speed Vac durante 20
min. Os géis secos foram reidratados por adicdo de 5 uL de solucdo 100 mM de
NH4HCO3, 5 mM de CaCl, contendo tripsina modificada (Promega) a 12,5 ng.uL™
e incubados no gelo durante 50 min. Foram adicionados 10 uL da mesma
solugéo, porém sem tripsina, seguido de incubacgéo a 37 °C durante a noite. Os

digestos resultantes foram extraidos por duas lavagens em sonicador com 40 uL
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de solucéo acetonitrila:agua:acido trifluoroacético, na proporcao 66:33:0,1 (v/v/v),

durante 20 min e entao secos a vacuo.
3.6 Espectrometria de massa por MALDI-TOF

ApoGs a secagem a vacuo, cada digesto extraido foi solubilizado em 10 uL
de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% e em seguida foram dessalinizados
utilizando-se microcolunas de fase reversa Zip Tip (Millipore), de acordo com as
instrucdes do fabricante.

Foi misturado 1 pL do digesto dessanilizado em 1 uL de matriz de acido
alfa-ciano-4-hidroxicinamico saturada (10 mg.mL™ em 50% de acetonitrila e 0,1%
de TFA) na placa de aco do espectrometro de massa.

A fim de se obterem os mapas peptidicos de cada amostra, andlises de
MALDI-TOF MS foram realizadas em um espectrometro de massa Autoflex Il
(Bruker Daltonics).

Os espectros foram obtidos em modo refletor com ionizagéo positiva. Para
gue os espectros obtidos tivessem a maior precisdo e confiabilidade possiveis,
foram realizadas calibracbes externas, com peptideos padrdes em diferentes
pocos da placa, e também calibracdes internas, com peptideos do mesmo poco
de analise das amostras. Os calibrantes externos utilizados foram a a
angiotensina |, acetil-colina (ACTH 1-17), substancia P e Bombesina e o0s
calibrantes internos foram os peptideos da autdlise de tripsina e, quando possivel,
de queratina.

Os espectros foram editados manualmente usando o0s programas
FlexAnalysis e Biotools, com sele¢cdo dos picos monocarregados apenas. As
buscas em bancos de dados foram realizadas através do programa MASCOT
(http//:www.matrixscience.com), usando o banco de dados ndo redundante do
National Center for Biotechnology Information (NCBI). Os parametros de busca
foram: tolerancia de desvio de massa molecular entre 50-100 ppm; restricdo ou
nao de massa molecular de acordo com a observada na separacéo eletroforética;
maximo de um sitio triptico de corte ndo clivado; carbamidometilacdo como
modificacdo constante de cisteinas e oxidacdo de metionina como modificacéo

variavel.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Fontes de material

No inicio do trabalho foram utilizados tecidos de dois galos ndo singénicos,
com genotipos diferentes, como fonte de material. O primeiro galo foi denominado
4938 e continha integracdo de kDNA em seu genoma, determinado por
hibridizacdo no Laboratério Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas
(Nitz et al. 2004). O segundo animal, controle, foi denominado 4976 e n&do possuia
DNA ex6geno em seu genoma de acordo com as sondas utilizadas. O galo 4938
morreu em virtude do desenvolvimento dos sintomas de cardiopatia e, portanto,

seu coragéao continha infiltragéo celular acentuada (Figura 8).

['s

Figura 8. Histopatologia do coracéo de galo com integracéo
de kDNA no seu genoma. Veja miocardite difusa, destruicdo
de fibras cardiacas por mudltiplas, confluentes unidades
minimas de rejei¢do. Fonte: Laboratério Multidisciplinar de

Pesquisa em Doenc¢a de Chagas.

Supomos que a resposta inflamatoéria destrutiva poderia alterar a expressao
protéica das células do tecido, de forma que ndo poderiamos afirmar que as
diferencas encontradas em relacdo ao controle fossem relacionadas a integracao

do kDNA exclusivamente (Gomes, CC, Tese Universidade de Brasilia, 2006).
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Além disso, as diferencas na expressao de proteinas também poderiam ser
associadas a diferenca genética entre os galos analisados. Com efeito, nossos
resultados mostraram uma grande discrepancia na expressao de ambos os galos,
resultando em uma dificil analise comparativa (figura 14).

Apds um ano trabalhando com essas amostras, passamos a utilizar galos
singénicos, com genétipo similar, que foram importados pelo Laboratério
Multidisciplinar de Pesquisa em Doenca de Chagas. Com aproximadamente seis
meses de criagdo e tratamento, obtivemos o tecido de duas aves: numero 035,
contendo integragcdo de KDNA em seu genoma, determinada por hibridizagéao
contra sondas de KDNA (Southern blot). E nimero 044, controle negativo, sem
integracdo. A ave com integracdo positiva foi sacrificada antes que desenvolvesse
uma resposta inflamatéria acentuada no coragéo, que provocaria uma mudanca
na expressao protéica das células cardiacas.

A utilizacdo das aves singénicas facilitou a comparacdo dos perfis
protedmicos que, supostamente, deveriam ser semelhantes em funcéo de terem
sido gerados a partir de genétipos muito proximos, o que ndo era esperado para
as aves ndo singénicas. Essa homogeneidade de perfis protebmicos também
pode ser atribuida as aves terem sido sacrificadas antes da evolucdo da resposta
inflamatéria e, consequentemente, antes de modificacbes protebmicas
significativas.

Nos experimentos com as aves 4938 e 4976, utilizou-se tecido muscular do
coracdo e também do baco. Posteriormente este Ultimo foi excluido dos
experimentos, inclusive nos casos 035 e 044, no intuito de reduzir o numero de
géis necessarios, de diminuir os problemas com a otimizacdo da extracdo e para

facilitar a comparacdo das amostras.
4.2 Otimizacao da extragcao

Foram realizados varios procedimentos de extracdo até se chegar a um
método adequado, visando obter a maior quantidade de proteinas, com o0 menor
nivel de degradacédo do extrato.

Inicialmente foi utilizado um procedimento de extracdo fracionada, com o

objetivo de obtencédo de extratos separados de nucleo, citoplasma e membrana
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plasmatica das células. Porém, esse método se mostrou tecnicamente dificil e sua
utilizacdo implicaria na comparacdo de trés vezes mais géis em relacdo a
utilizacdo de um extrato total. Isto tornaria a andlise prote6mica muito mais
complexa e susceptivel a erros experimentais.

Por essas razfes, era necessario um método com menos manipulacdes da
amostra e com condi¢cdes que ndo permitissem a acdo de proteases, a fim de
evitar a degradacdo das proteinas extraidas. E também, o meio de extracao
precisaria solubilizar o maior nUmero possivel de proteinas, evitando-se perdas de
material.

Para tanto, foram testados quatro métodos diferentes, mostrados na figura
9. No primeiro poco, foi aplicado material do método de extracdo 2 (0,89 mg.mL-
1); no segundo, do método 3 (0,77 mg.mL-1); no terceiro, do método 1 (1,04
mg.mL-1); no quarto, do método 1 com diluicdo de 1:12 ao invés de 1:6; e no

quinto, do método 4 (0,73 mg.mL-1).

66kDa ' - -
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Figura 9. Eletroforese unidimensional (SDS-PAGE) de materiais extraidos
por diferentes métodos, com aplicagdo de 50 pL. Poco 1 — método 2 (44,5
Hg); poco 2 — método 3 (38,5 pug); poco 3 — método 1 (52 pg); poco 4 —
método 1 com diluicdo 1:12 (26 ug); poco 5 — método 4 (36,5 Q).

Colorag&o com nitrato de prata e malha a 12% T.

Com esses resultados, foi escolhido o método de extragéo 1, cujo perfil do

extrato esté representado no po¢o 3 no gel unidimensional (figura 9), tendo em
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vista 0 maior rendimento de extracdo (concentracdo de proteinas=1,04 mg.mL-1)

e 0 baixo grau de degradacgéao protéica evidenciado.

4.3 Eletroforese Bidimensional

4.3.1 Dificuldades da técnica

A técnica de eletroforese bidimensional (2DE) é trabalhosa, demandando
muitas intervenc¢des manuais do pesquisador, e possui algumas limitacdes.

Primeiramente, uma célula animal contém milhares de copias de proteinas,
mas nem todas sdo evidenciadas por esta técnica. Apenas uma fracdo é
separada. Proteinas com reduzido niumero de cépias ou que nao se solubilizam
nas condicdes utilizadas ndo sdo detectadas. Em adicdo, os varios passos de
manipulacdo da amostra podem promover a alteracdo das proteinas, modificando
suas caracteristicas originais. Além disso, as condi¢gdes utilizadas limitam
determinadas proteinas com caracteristicas particulares, como ocorre com as
proteinas hidrofébicas, que possuem baixa resolucdo nas condi¢Bes padrbes da
técnica. Também ha dificuldade de se obter padrbes eletroforéticos reprodutiveis
para proteinas com ponto isoelétrico muito alcalino (Hoving et al., 2000), que se
apresentam com baixa resolucdo e com migracdo alterada em géis com
condi¢bes padrao.

Portanto, foi necessario aperfeicoar as condicbes para cada amostra,
evitando ao maximo a degradacdo das proteinas em virtude da manipulacao.
Para tanto, foi utilizado tampéao de lise para solubilizar as proteinas extraidas do
tecido, que possui ampla acdo e € compativel com a corrida eletroforética,
evitando-se a manipulacéo excessiva com a troca de solucoes.

A utilizacao de tiras de IPG com faixa de pH 3 a 10 permite a separacéo
mais abrangente das proteinas, todavia, o excesso de proteinas na faixa acida
tende a acumular-se na tira e com isso diminui a resolucdo de separacdo das
manchas. Assim sendo, foi preciso obter uma quantidade apropriada de amostra
a ser aplicada nas tiras para que ndo sobrecarregasse a sua capacidade de
carga, mas que também ndo comprometesse a visualizacdo de proteinas com
baixa concentracdo. Outra caracteristica da utilizacdo desta faixa de pH é a

dificuldade de separacao de proteinas com ponto isoelétrico basico.
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Em adicdo, outra dificuldade encontrada foi a presenca de algumas
proteinas com concentragdo em excesso, que dificultaram a separacdo e a
visualizacdo das demais. Posteriormente, elas foram identificadas como sendo
actina cardiaca e cadeia leve 3 de miosina, representando 10,7 e 11,8 % do
volume das manchas, respectivamente, dos géis. Os experimentos com reducao
da quantidade de amostra aplicada ndo melhoraram o perfil dos géis, pois,
proporcionalmente, a concentracdo dessas duas proteinas é muito maior que as
demais.

Ao longo do projeto, foram desenvolvidos trés protocolos gerais diferentes
para 0s experimentos de eletroforese. O primeiro protocolo seguiu as
especificacoes do fabricante, porém mostrou uma baixa resolucéo e a formacgao
de linhas horizontais, evidenciando problemas na primeira dimensao, ou seja, a
focalizacéo isoelétrica - IEF (figura 10).

Para contornar o problema, foi criado um segundo protocolo para a
primeira dimenséo, no qual foi reduzida a quantidade de proteinas aplicadas de
180 pg para 100 pg, aproximadamente, com objetivo de diminuir a precipitacédo e
formacdo de agregados protéicos na tira de IPG; a voltagem total ao qual foi
submetida foi elevada de 18.400 para 24.480 vh, com a tentativa de aumentar a
separacdo de proteinas com ponto isoelétrico proximos; e foi adicionado
isopropanol a 10% ao tampdo de lise com intencdo de abrandar o efeito
eletrosmotico, que ocorre normalmente na focalizagdo isoelétrica devido a
diferenca de concentracdo ibnica nos pélos da tira de IPG, acarretando a

migracdo da dgua com consequente deslocamento das proteinas neste processo.
3 10

Figura 10. Regido de gel de eletroforese bidimensional
do proteoma cardiaco do galo 035, com integracdo
positiva de KDNA. Vide linhas horizontais em decorréncia
da IEF ndo otimizada. Aplicacdo de 100 pg de amostra e
utilizacdo do protocolo 1 de IEF. Coloragéo por nitrato de
prata e malha a 12% T.

Apesar de melhorar a resolucédo dos géis, o segundo protocolo se mostrou

insatisfatorio. Havia, ainda, a presenca de linhas horizontais. Provavelmente, a
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guantidade de proteinas ainda era um fator critico, pois, apesar da reducdo em
45%, algumas proteinas da amostra possuem uma concentracao relativa muito
alta, a exemplo da actina e miosina, que sdo proteinas abundantes no tecido
muscular. A alta concentracdo provoca a precipitacdo na malha do gel das tiras
de IPG, blogueando a migragédo. Em adi¢do, ocorre o espalhamento para os lados
guando a malha do gel ndo suporta a carga de proteinas. Entretanto, reduzir a
guantidade de proteinas significa a perda de manchas de proteinas menos
abundantes na amostra. Teste realizado com a aplicacdo de 70 g de proteinas
mostrou uma perda de um grande niumero de manchas, principalmente na regido
de 30 a 45 kDa com pl aproximado entre 3 e 7, em relacdo aos demais géis
realizados com a mesma amostra (figura 11).

No terceiro e Ultimo protocolo utilizado, manteve-se a quantidade de
proteinas aplicadas em 100 ug, elevou-se a voltagem total para 32.480vh e criou-
se um passo a mais na focalizac&o isoelétrica, com a finalidade de permitir uma
melhor absorcdo das proteinas com alta concentracdo e alta massa pela malha
do gel, conforme mostrada anteriormente na tabela 1. Este protocolo final foi

adotado para todos os experimentos realizados com os galos singénicos.
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Figura 11. Eletroforese bidimensional do proteoma
cardiaco do galo 035 com integracdo positiva de kDNA.
Teste com aplicacao de 70 pg de amostra. Deteccao de
290 manchas. Coloracdo por nitrato de prata e malha a
12%T.
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4.3.2 Resultados dos géis

Os experimentos realizados com amostras dos galos ndo singénicos, com
integracao positiva e controle, sdo mostrados na figura 14. Foi utilizado o segundo
protocolo de eletroforese bidimensional, com as mesmas condi¢cdes para ambas
as amostras. Foram detectadas 366 manchas nas amostras do galo 4938 com
integracdo positiva e 348 manchas nas amostras do galo controle 4976.
Visualmente ha expressao diferenciada de uma grande quantidade de proteinas
nos galos analisados, que pode ser explicada pela resposta imunologica do galo
com integracao positiva e consequente presenca de células do sistema imune no
tecido, podendo alterar a expressao de células adjacentes, e, também, devido as
diferencas inerentes de cada galo, que tem genomas diferentes, assim como pela
resposta inflamatéria intensa. Essas possiveis causas dificultam a analise para se
verificar diferencas provocadas por integracdo do kDNA.

Com intuito de diminuir as variaveis que estariam influenciando na
expressdo das proteinas, foram utilizados aves singénicas. Os coracfes foram
coletados dos animais ainda jovens, supondo-se que apresentariam resposta
imunoldgica pouco intensa. Um resultado representativo dos géis realizados é
mostrado na figura 15, sendo que foram detectadas 390 manchas no galo 044,
controle negativo, e 350 manchas no galo 035, com integracdo positiva. Os
demais géis desses galos, realizados em triplicata, contém um perfil similar,

apresentando maior ou menor resolucao em algumas regioes.
4.3.3 Resultados da analise de imagens

Apesar da melhora nos resultados dos géis, a analise das imagens se
mostrou uma tarefa dificil. Manchas bem resolvidas s@o simples de serem
analisadas, porém, quando ha rastros, como as linhas horizontais observadas nas
manchas de maior concentracdo, a separacdo delas se torna complicada. O
programa de computador ImageMaster 2D Platinum oferece ferramentas para
auxiliar a identificacdo de cada mancha individual do gel, se baseando na
intensidade da escala de cinza de cada pixel da imagem. Para isso, ele define
uma escala de 256 tons de cinza, que corresponde ao limite da maioria dos

monitores existentes. Essa escala € muito mais sensivel do que o olho humano
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consegue perceber, contudo ndo é suficiente para separar 0s rastros das
proteinas mais concentradas. Esses rastros tendem a manter uma intensidade
muito alta em sua faixa e com isso ocultam outras proteinas com mesmo pl.

Os géis em triplicada foram utilizados para fabricar um gel sintético no
programa ImageMaster 2D Platinum (figura 12), contendo todas as manchas,
minimizando os erros experimentais. Utilizando esse gel como referéncia, foram
encontradas 377 manchas coincidentes com o gel do galo 044 da figura 15 e 321
manchas com o gel do galo 035 da mesma figura. Esses resultados representam
uma melhora em termos de homogeneidade entre amostras com integracdo e
controle, diminuindo a complexidade da comparacdo. Porém, a andlise das
coincidéncias ficou comprometida devido a baixa resolucdo dos géis,
principalmente na regido de proteinas basicas. Este fato dificulta a separacéo
precisa das manchas e com isso a comparacdo fica comprometida. Portanto,
apesar da analise computacional auxiliar bastante, andlises estatisticas mais

elaboradas n&o puderam ser realizadas.

3 pl 10

Figura 12. Imagem sintética elaborada pelo programa
ImageMaster 2D Platinum a partir de seis imagens de géis
dos proteomas cardiacos dos galos 035 e 044. Essa imagem
foi utilizado como referéncia para comparacao das manchas
diferencialmente expressas.
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Destes resultados, manchas de interesse foram escolhidas para que
fossem excisadas e submetidas a digestdo com tripsina, com a finalidade de
identificacdo por impresséao digital do mapa peptidico (PMF), conforme mostrado
na figura 15. A escolha foi baseada na necessidade de se identificar um controle
positivo, garantindo a viabilidade do método aplicado, e, principalmente, na
necessidade de se identificar as proteinas diferencialmente expressas. Portanto,
foram escolhidas duas manchas presentes em todos os géis, tanto controle como
com integracao positiva, que apresentaram concentracao relativa elevada e que
serviriam de controle positivo para a técnica. Foram escolhidos também outras
duas manchas, presentes apenas nos geéis do galo 035, com integracdo positiva.
Outras manchas, contendo diferencas de expressdo da ordem de pelo menos trés
vezes em volume, foram selecionadas, porém ainda ndo analisadas neste
trabalho (figura 15).

A figura 13 demonstra a anélise comparativa pelo programa ImageMaster
2D Platinum de uma mancha exclusiva das amostras com integracao positiva de

kDNA, denominada mancha A.

. . . -

p— LT - —

Figura 13. Analise da mancha A, exclusiva das amostras com
integracdo positiva de kDNA de T. cruzi, pelo programa
ImageMaster 2D Platinum. Os trés géis superiores sdo de
amostras positivas enquanto os trés inferiores sdo amostras

negativas para integracéo.
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4.4 Espectrometria de massa

As manchas de interesse selecionadas para o procedimento de digestéao
por tripsina estdo indicadas na figura 15. Foram escolhidas de acordo com os
seguintes critérios: presengca na amostra com integracdo positiva e auséncia na
amostra controle (manchas A e B); e necessidade da presenca de controles
positivos para corroborar a eficacia desta técnica, tal que, algumas proteinas
abundantes e presentes em ambas as amostras foram selecionadas (manchas C
e D)..

Apés a digestdo com tripsina das manchas de interesse, foi realizada
analise por espectrometria de massa com objetivo de identificacdo das proteinas
através da técnica de impressado digital do mapa peptidico (PMF), ou seja, a
comparacao das massas dos peptideos do digesto com um banco de dados de
digestdo (MASCOT - http//:www.matrixscience.com).

As figuras 16, 17, 18 e 19 representam espectros de massa dos digestos
tripticos correspondentes as manchas A, B, C e D, respectivamente, da figura 15.
Com as informacdes obtidas a partir desses espectros, foi possivel pesquisar nos
bancos de dados a identidade das proteinas em questdo, cujos resultados séo
resumidos na tabela 2.

De acordo com os resultados alcancados, a mancha A foi identificada
como proteina C-reativa (Meleagris gallopavo ou Peru selvagem) - gi|157060731,
como mostrado pela figura 16. Esta pesquisa foi realizada contra o banco de
dados néo redundante do NCBI e foi obtido uma nota estatistica de 120 com uma

area de cobertura de 48%. Este resultado garante uma identificagdo positiva.
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Figura 16. Espectro de massa do digesto triptico da mancha A. Proteina identificada por pesquisa em
banco de dados como proteina C-reativa (Meleagris gallopavo) - gi|157060731, com nota 120 e area
de cobertura de 48%. Espectro obtido pelo instrumento Bruker Daltonics Autoflex Il, analisado pelo
programa FlexAnalysis e confrontado contra o banco NCBInr através da ferramenta Mascot.

A proteina C-reativa (C-reactive protein ou CRP) é encontrada no plasma e
produzida por hepatdcitos e adipécitos (Lau, D.C. et al. 2005). Pertence a familia
das pentraxinas, caracterizada por proteinas dependentes de ligacdo ao calcio e
com estrutura de folhas beta achatadas (Emsley J. et al, 1994). A CRP aumenta
drasticamente sua concentracdo plasmatica durante processos inflamatérios
agudos. Este aumento é atribuido ao aumento da presenca de IL-6, que é
produzido por macrofagos, linfocitos T (Jones, S.A. 2005) e, também, adipécitos
(Lau, D.C. et al. 2005). Supbe-se que a CRP desempenha um importante papel
na imunidade inata, como uma forma de defesa inicial contra infec¢des, atravées
do auxilio ao sistema complemento (Rattazzi, M., et al. 2004). Estudos
associaram a CRP a doencas cardiovasculares e mostraram que ela pode
aumentar a necrose isquémica. Sua inibicdo pode ser uma terapia efetiva para
infartos do miocardio (Pepys, M.B. 2006).

Outros estudos demonstram que anticorpos policlonais e monoclonais anti-
CRP humana se ligam a superficie das células de T. cruzi, indicando uma reagéo
cruzada. Possivelmente uma molécula similar a CRP € expressada na superficie
do parasita. Um anticorpo policlonal anti-CRP humana apresentou efeitos
inibitorios para a invasédo de células musculares pelo T. Cruzi. O nivel sérico de
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CRP aumenta apenas durante os estagios mais avancados da doenca de
Chagas, tendo um importante valor para avaliar a progresséo da deterioracdo das
funcBes cardiacas (Lépez, Lyankis, et al. 2006).

Este resultado, apesar de ndo corroborar a presenca de proteinas
quiméricas devido a integragdo do KDNA, é importante por demonstrar a presenca
de uma proteina relacionada ao processo inflamatério nos galos infectados por
kDNA de T. cruzi, ao contrario do galo controle. E mais importante, CRP € uma
proteina associada a doencas cardiacas, mostrando a estreita relacdo de sua
presenca com a hipotese de que a integragdo do kDNA esté relacionado com a
cardiomiopatia da doenca de chagas.

A mancha B néo obteve identificacdo positiva apesar do espectro de
massa conter diversos fragmentos Unicos e ndo similares a queratina ou a
autolise da tripsina (figura 17). Este resultado pode significar que a proteina em
guestdo ainda ndo possui correspondéncia no banco de dados e, portanto, nao foi
possivel obter uma nota estatisticamente significativa. Como o banco de dados é
constantemente atualizado e alimentado com dados novos, € possivel que
futuramente se obtenha uma identificacao positiva.

Outra possibilidade é que esta seja uma proteina nova, modificada pela
mutacdo provocada pela infeccdo por KDNA. Como ja foi mencionado, as
sequéncias de minicirculo de T. cruzi que se inserem no DNA hospedeiro
possuem pelo menos uma ORF descrita (figura 4). Portanto, estudo futuros de
sequenciamento dessa e de outras proteinas poderdo revelar se elas sao
produtos quiméricos, decorrentes da presenca do KDNA. H4 ainda a possibilidade

de existir mais de uma proteina nessa mancha, dificultando a identificacéo.
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Figura 17. Espectro de massa do digesto triptico da mancha B. Proteina néo identificada no banco de
dados, com nota maxima 65, ndo significativa, e area de cobertura de 23%. Veja o gréfico da
ferramenta Mascot, onde o resultado com maior nota fica na regido hachurada. Espectro obtido pelo

instrumento Bruker Daltonics Autoflex Il, analisado pelo programa FlexAnalysis e confrontado contra o
banco NCBInr através da ferramenta Mascot.

A mancha C foi identificada como cadeia alcalina leve 3 de miosina do
musculo esquelético ventricular (Gallus gallus) - gi|45384044, como mostrado pela
figura 18. E a mancha D foi identificada como actina cardiaca - gi|10505177,
mostrado na figura 19. Estas identificacdes serviram como controles positivos da

técnica utilizada e, também, como identificadores da escala de pl no gel.
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Figura 18. Espectro de massa do digesto triptico da mancha C. Proteina identificada como cadeia
alcalina leve 3 de miosina do musculo esquelético ventricular (Gallus gallus) - gi|45384044, com nota
87 e area de cobertura de 42%. Espectro obtido pelo instrumento Bruker Daltonics Autoflex II,
analisado pelo programa FlexAnalysis e confrontado contra o banco NCBInr através da ferramenta
Mascot.
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Figura 19. Espectro de massa do digesto triptico da mancha D. Proteina identificada como actina
cardiaca - gi|10505177, com nota 82 e area de cobertura de 26%. Espectro obtido pelo instrumento
Bruker Daltonics Autoflex Il, analisado pelo programa FlexAnalysis e confrontado contra o banco
NCBInr através da ferramenta Mascot.

Tabela 2. Caracteristicas das proteinas identificadas.

Nome/Origem Organismo Identificador Score Cobertura MM pl
Proteina C-reativa / Meleagris 0i|157060731 120 48% 15.912 7.05
Mancha A gallopavo

Mancha B N&o identificada — - - - -
Cadeia leve 3 de miosina / Gallus gallus gi|45384044 87 42% 22.096 5.22
Mancha C

Actina Cardiaca / Ambystoma gi|10505177 82 26% 42.060 5.23
Mancha D mexicanum

Um gel que representa os resultados alcancados pelo trabalho é mostrado

na figura 20. Nele é possivel observar as manchas selecionadas e suas

correspondentes identificacoes.
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Figura 20. Eletroforese bidimensional do proteoma cardiaco do galo singénicos 035, com
integracéo de KDNA. S&o indicadas as manchas selecionadas para procedimento de impresséo
digital do mapa peptidico e o respectivo resultado. Aplicacdo de 100 pg de amostra e utilizagdo
do protocolo 3 de IEF. Coloracéo por nitrato de prata e malha a 12% T.
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5 CONSIDERACOES FINAIS

Com base nos resultados alcancados, foi definida uma metodologia padréo
de extracdo protéica de coracdo de galos, com resultados satisfatorios. Foram
padronizadas as condi¢cdes para separacdo das proteinas das amostras de
coracdo de galos por eletroforese bidimensional, adequando-as as caracteristicas
da amostra. Foram obtidos perfis reprodutivos dos géis bidimensionais de galos
com e sem integracdo do kDNA de T. cruzi, contribuindo para a comparacéo das
duas situacdes. Foi realizada a andlise digital comparativa dos diferentes perfis
bidimensionais obtidos em busca de proteinas condicdo-especificas ou
diferencialmente expressas, selecionando-se duas manchas exclusivas da
amostra de galo com integracdo positiva e duas manchas presentes em ambas
condi¢Bes, para controle positivo da técnica. Foram identificadas trés manchas: a
proteina C-reativa, cadeia leve 3 de miosina e actina cardiaca. A quarta mancha
nao rendeu identificacdo conclusiva. A despeito dos avancos alcancados, ainda
ndo foi possivel relacionar diretamente a diferenca de expressdo com a
integracdo kDNA no genoma hospedeiro a partir dos resultados obtidos

As otimizacBes da extracdo e das condicbes eletroforéticas realizadas
permitiram estabelecer uma metodologia confidvel para estudos futuros,
facilitando comparacdes e agilizando o processo de identificagcdo. Com relacdo a
metodologia de trabalho utilizada, pode-se dizer que a comparagdo de amostras
distintas por eletroforese bidimensional é uma técnica viavel e aceita pela
comunidade cientifica. Porém, neste trabalho e em outros que buscam identificar
uma modificacdo especifica de determinada condicdo biologica, essa técnica é
passivel de criticas pela dificuldade de isolamento da variavel causadora das
modificagdes encontradas. Portanto, todas as diferencas de expresséao
identificadas precisam ser muito bem analisadas e confrontadas com suas
provaveis causas, a fim de ndo se cometer equivocos de interpretacdo dos
resultados.

Em adic&o, a continuidade deste estudo com ampliacdo do grupo amostral

e utilizacao de seqlienciamento por espectrometria de massa, permitird identificar
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as demais proteinas diferencialmente expressas, assim como mapear quaisquer
modificacdes em suas sequéncias.

O mapeamento dessas modificacdes de sequéncias protéicas € importante
devido as provaveis consequéncias provocadas pela integracdo do kDNA no
genoma hospedeiro. Dentre elas, h4 a hipotese de producdo de proteinas
guiméricas, com sequéncias exdgenas de T. cruzi, a exemplo da figura 4. Outra
possibilidade é a ocorréncia de supressdo da expressdo protéica, devido a
mutacdes em promotores, codons iniciadores, efetores ou mesmo na maquinaria
de transcricdo e traducdo. E possivel também a expresséo de proteinas proprias
de ORFs dos minicirculos integrados, caso a regido do genoma onde tenha
ocorrido forneca as condi¢cdes de expressao necessarias.

Essas mutagcbes podem ocorrer tanto pelo mecanismo de integracéo
exdgena no genoma como pelo mecanismo de mutacdo intra-especifica,
utilizando a maquinaria de transposicdo de elementos tipo LINE, como descrito
por Simbes-Barbosa et al. 2006.

Portanto, somente com a evolucao deste trabalho sera possivel discriminar

qual a real consequéncia da integracdo do KDNA, dentre tantas hipoteses.
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