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RESUMO

A Doenca de Chagas é provocada pelo protozoario Trypanosoma cruzi (T. cruzi),
¢ considerada endémica em 21 paises da América Latina e, de acordo com a OMS,
acomete entre 6 e 7 milhGes de pessoas ao redor do mundo. Estudos demonstram a
capacidade do parasita em evadir o sistema imune de seu hospedeiro, se replicando e
mantendo a infec¢do por anos. Em alguns destes estudos, foi demonstrado que o parasita
interfere em nivel pos-transcricional na expressdo de proteinas componentes da via de
apresentacdlo MHC classe |, especificamente as subunidades induziveis do
imunoproteassoma (B 11, 2i e B51), a subunidade PA28a, a proteina TAP e o MHC . Um
estudo especificamente, apresentou a hipotese de esta interferéncia ocorrer nas regides 5’
e 3’ UTR dos mRNAs destas proteinas. Com base nisto, o presente trabalho se propds a
validar esta teoria utilizando como modelo a subunidade f1i do imunoproteassoma. Para
este fim, essas duas regides foram amplificadas e clonadas flanqueando o gene repérter
EGFP em um vetor de expressao para células eucaridticas. Com este vetor (denominado
pUTRs/B1i/EGPF) e um vetor de controle (bEGFP) foram realizados testes onde células
HeL a passaram por um processo de transfeccdo transiente com estes vetores antes ou ap6s
exposicao destas células ao parasita T. cruzi cepa Y. Os resultados obtidos demonstraram
que h& uma supressdo na expressdo do gene repérter do vetor pUTRs/B1i/EGPF apenas
quando as células foram transfectadas 20 horas antes da exposi¢do ao parasita, indicando
que as regides ndo traduzidas do mRNA sdo alvo de acdo do parasita, mas apenas nas

primeiras horas de interacdo do parasita com a célula hospedeira.

Palavras chave: Trypanosoma cruzi, imunoproteassoma, modificacdo pds-transcricional,

imuno evasao.



ABSTRACT

Chagas disease, caused by the protozoan Trypanosoma cruzi (T. cruzi), is
considered endemic in 21 Latin American countries and, according to the WHO, affects
6 to 7 million people around the world. Studies demonstrate the parasite's ability to evade
the host's immune system, replicating and maintaining the infection for years. In some of
these studies, it was demonstrated that the parasite interferes at a post-transcriptional level
in the expression of component proteins of the MHC class | presentation pathway,
specifically the inducible subunits of the immunoproteasome (B1i, f2i and p5i), the
PA28a subunit, the TAP protein and the MHC 1. In previous work, it was hypothesized
that this interference may occur in the 5' and 3' UTR regions of the mRNAs of these
proteins. Based on this, the present work proposed to validate this theory by using the 1i
subunit of the immunoproteasome as a model. For this, these two regions were amplified
and cloned flanking the EGFP reporter gene in an expression vector for eukaryotic cells.
With this vector (pUTRs/BLiI/EGPF) and a control vector (pEGFP) tests were performed
where HeLa cells underwent a transient transfection process before or after exposure of
these cells to the parasite T. cruzi strain Y. The results obtained showed that there is a
suppression in the expression of the reporter gene of the pUTRs/B1i/EGPF vector only
when the cells were transfected 20 hours before exposure to the parasite, indicating that
the untranslated regions of the mRNA are targets of the parasite's action, but only in the
first hours of interaction of the parasite with the host cell.

Key words: Trypanosoma cruzi, immunoproteasome, post-transcriptional regulation,

immune evasion.
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Abstract

The protozoan Trypanosoma cruzi is the etiologic agent of Chagas disease (CD),
ilness that affects approximately 7 million individuals worldwide, mainly in Latin
America. The parasite presents a highly complex and adapted life cycle that transits
between invertebrate and vertebrate hosts. At about 30% -40% of infected individuals
develop some pathology related to CD, as cardiopathies and digestive disorders such as
megacolon and megaesophagus. To contain the parasite proliferation, the host organism
triggers immunological responses. In this way, the immunoproteasome confers a crucial
role. As a multi-catalytic structure, immunoproteasome generates parasites protein
fragments with MHC | molecule affinity prioritizing the presentation of antigens by the
affected cell. However, T. cruzi employs mechanisms to overcome the
Immuneproteasome to promote the host colonization. In this review we presented the
interaction T. cruzi with host immuneprotease and the mechanisms exhibited by them to

colonize the host.

Key words: Trypanosoma cruzi, Chagas’ disease, Immunoproteasome, Proteasome



Introduction

Chagas disease (CD) or American trypanosomiasis is a protozoonosis caused by
Trypanosoma cruzi (T. cruzi). According to the WHO, about six to seven million people
worldwide are infected by the parasite (WHO, 2021), and around 7000 have died due to
complication or secondary pathologies. Most of cases are reported in 21 countries in Latin
America, where the disease is considered endemic with occurrence of vectorial
transmission by Triatomines insects (MARTINS-MELO et al. 2012; CUCUNUBA et al.
2016).

CD is prevalent at central and south America, where natural vector transmission
occurs. The first epidemiological profile change happened due to the human migration
from rural to urbanized regions, in the 1970s and 1980s. Since the 1990’s, cycles of
immigration from the endemic regions to non-endemic countries, as Portugal, Spain,
Italy, Australia, New Zealand, and Japan escalated and part of those asymptomatic
immigrants carrying the parasite to Europe and Japan (SCHMUNIS and YADON, 2010;
KLEIN et al. 2012; NUNES et al. 2013; JACKSON et al. 2014; CARDOSO et al. 2016).
In those non-endemic countries, the transmission occurs by organs transplantation and
blood transfusion from chronical and asymptomatic individuals; and by vertical
transmission in cases of congenital Chagas disease (KLEIN et al. 2012). In the 1970s and
1980s, the populational migration to urbanized regions resulted in a change of disease’s
epidemiological profile. Nowadays CD is found throughout the American continent,
Europe, Australia, New Zealand, and Japan (NUNES et al. 2013; JACKSON et al. 2014;
CARDOSO et al. 2016).

At the infection site, the disease is discharged due to the metacyclic
trypomastigotes internalization by leukocytes, epithelial cells, macrophages, and
fibroblasts (TYLER and ENGMAN, 2001; SOUZA et al. 2010; DHIMAN and GARG,
2011; BERN, 2015). Inside the cells, T. cruzi multiplies and can spread to different
organs, causing symptoms as cardiomegaly and colonmegaly (RASSI et al. 2012;
PEREZ-MOLINA and MOLINA, 2018; WHO, 2021). As an intracell parasite, the
mechanisms to escape from innate immune response are essential to its survival and

spreading into the host.

Likewise, the hosts have several mechanisms to control and to eliminate the

pathogen. Among these mechanisms, the immuneproteasome presents a crucial role:



antigen processing and presentation, especially by MHC 1. The action of the
Immunoproteasome in this process is evidenced by the participation in the differentiation
of T helper cells to types 1 and 17 (cells with a pro-inflammatory profile); by to help in
the maintenance and proliferation of T cells during the immune response; and by
induction of activated T cells producing IL-2, TNF and INF-y (ZAISS et al. 2008;
MUCHAMUEL et al. 2009; MOEBIUS et al. 2010; KINCAID et al. 2012; KALIM et
al. 2012; MURATA et al. 2018). As an opposite way, the pathogen overcomes the
immune response to survive and colonize the host. The aim of this review was to describe
the role of immunoproteasome in the T. cruzi multiplication inside the cells, and the
mechanisms exhibited by the parasite to overwhelm the immune response produced by

the immunoproteasome.

The life cycle of T. cruzi and Chagas Disease

Triatoma insect ingests infected blood by T. cruzi, a mandatory intracellular parasite that,
in this stage of its biological cycle, is found in tissues and the peripheral blood of infected
vertebrates predominantly in trypomastigote or amastigote morphologies (up to 10%)
(ANDREWS et al. 1987; LEY et al. 1988; COURA and BORGES-PEREIRA, 2012;
BARRIAS et al. 2013; WATANABE COSTA et al. 2016). Once in the insect's
gastrointestinal tract, the parasite differentiates to epimastigote and multiplies. Thus, the
epimastigotes migrate to the final portion of the insect's intestinal tract and bind
hydrophobically to the waxy cuticle. This event provokes a nutritional stress that triggers
the parasite to differentiate to metacyclic trypomastigote, a process called
metacyclogenesis (CONTRERAS et al. 1985; BONALDO et al. 1988; GARCIA and
AZAMBUJA 1991; KLEFFMANN et al. 1998; FIGUEIREDO et al. 2000;
FERNANDES and ANDREWS, 2012; BARTHOLOMEU et al. 2014; GONCALVES et
al. 2018). The metacyclics come off the cuticle and are excreted by the insect (TYLER
and ENGMAN, 2001; GOLDENBERG and AVILA, 2011; TEIXEIRA et al. 2012;
CRUZ-SAAVEDRA et al. 2020) (Figure 1).

The most common T. cruzi transmission pathway to mammalian host occurs
during the blood meal by Triatoma insects. At this time, the parasite in the insect's
excretion can reach the host's mucosa or sub cutaneal skin layer through the injuries

generated by the epidermis bite. In addition, the parasite can be transmitted by congenital



pathway, blood transfusion, organ transplantation, and by contaminated food and drinks
ingestion. Beside the vector transmission, the other pathways are very relevant to the
increase cases of CD in non-endemic countries (DIAS et al. 2011; HOWARD et al. 2014;
LUQUETTI et al. 2015; PEREZ-MOLINA and MOLINA, 2018).

After host infection, the disease developed can be divided into acute and chronic
phases. The first phase (acute phase) is, in most cases, asymptomatic, with a mortality
rate of 2 to 8%. When symptomatic and caused by vector bite, the acute phase is
characterized by “chagoma”, erythema and edema at the infection site (observed at around
50% of the cases). If the infection occurs in the ocular mucous membrane, it is possible
to visualize the classic sign of the acute phase, known as the Romaria sign (RASSI et al.
2012; CHATELAIN, 2017; PEREZ-MOLINA and MOLINA, 2018; WHO, 2021). Other
signs observed in acute phase, regardless of the infection site, are: enlarged lymph glands,
breathing difficulty, fever, headache, pallor, muscle pain, swelling, and abdominal or
chest pain. All the symptoms of the acute phase, if present, disappear regardless of the
treatment with trypanocidal drugs has been carried out, on average up to 2 months after
initial contact (WHO, 2021).

The chronic phase is observed between two and three months after the initial
infection. Among the infected individuals, 30 to 40% develop a specific pathology related
to the infection, usually 10 to 30 years after the parasite body entering. Up to 30% of
patients develop disease-related cardiomyopathies, and approximately 10% develop
neurological, digestive disorders (megacolon and megaesophagus) or other diffuse
pathologies as a late result from the infection (RASSI et al. 2010; PEREZ-MOLINA and
MOLINA, 2018; WHO, 2021). The manifestations of these clinical conditions are
directly linked to the occurrence of inflammatory responses in the injured tissues and to
the infection progresses in those tissues (DUTRA et al. 2009; GOLDENBERG and
AVILA, 2011; CUCUNUBA et al. 2016; WHO, 2021).

Immune system response associated to T. cruzi infection

In the acute phase, the parasite replication control is mediated by macrophages,
neutrophils, and natural killer cells (SOUZA et al. 2010; DHIMAN and GARG, 2011).
In this way, the inflammatory cytokines play an important role (DUTRA et al. 2009). The

host can respond to infection by three distinct and complementary ways: (i) direct

9



detection and destruction of the parasite by macrophages and dendritic cells; (ii)
activation of an antigen-specific immune response triggered by professional phagocytes
(macrophages and dendritic cells); (iii) and detection of the parasite by cells of non-
hematopoietic lineage, considered the main targets of the parasite (TARLETON, 2007,
POVEDA et al. 2014). The responses generated by the individual's immune system leads
to a drastic decreased of parasites cells in the body. However, these responses are not
enough for the complete T. cruzi elimination and to containment of the disease's progress
(CHATELAIN, 2017).

After parasite entry in vertebrate host, metacyclic trypomastigotes can infect many
nucleated cells (TYLER and ENGMAN, 2001). The first ones are those present in the
parasite inoculation site, as fibroblasts, dendritic cells, macrophages, and epithelial cells.
T. cruzi internalization depends on the interactions between several molecules from host
cells surface and the parasite. These interactions lead to the parasite's adhesion to the host
cell and then its internalization, initiating the intracellular phase of T. cruzi biological
cycle (SOUZA et al. 2010; FERNANDES and ANDREWS, 2012).

The parasitophorous vacuole (PV) is formed when the parasite is internalized by
the cell. Within the PV, the trypomastigote releases enzymes, such as transialidase and
neuramidase, that remove sialic acid residues from the PV membrane. Thus, PV become
it sensitive to the action of Tc-Tox, a peptide that keeps homology as a factor 9 of the
complement system in humans. Due to the PV acidification, this peptide starts to destroy
the its membrane probably by pores formation caused by Tc-Tox action (ANDREWS and
WHITLOW 1989; ANDREWS et al. 1990; LEY et al. 1990; SOUZA et al. 2010). The
trypomastigotes transforms into amastigote and secretes enzymes that participate in the
degradation of the PV releasing the amastigote into cytoplasmic environment, where it
starts to divide itself by binary fission (ANDREWS et al. 1990; SOUZA; BARRIAS,
2017) (Figure 1). Thus, the amastigotes convert into trypomastigotes, break the host cell
membrane, and infect other cells, especially which ones for the parasite have greater
tropism. In that phase of their biological cycle, the blood trypomastigotes circulating can
be also ingested by the invertebrate vectors, restarting the parasite cycle (TYLER and
ENGMAN, 2001; SOUZA et al. 2010; CRUZ-SAAVEDRA et al. 2020) (Figure 1D-E).

For tissues host spreading and colonization, T. cruzi harbor multiple immune
evasion mechanisms. Among them, the parasite makes use of a set of molecules that
provides ways of deceiving the complement system. This is observed in many steps in

10



complement activation pathway that results in the inhibition of C3 convertase formation,
as calreticulin, GP160, a complement regulatory protein, Trypomastigote decay-
accelerating factor (T-DAF) and Complement C2 receptor inhibition trispanning (CRIT)
(CARDOSO et al. 2016).

Proteasome/Immunoproteasome response to T. cruzi and the parasite overcome

The ubiquitin/proteasome system (UPS) is an important component in generating an
immunological response against pathogenic agents. This system is present in eukaryotic
cells and assists in the maintenance of cellular homeostasis. UPS is responsible for the
degradation of cytosolic and nuclear proteins to small peptides that are, then, degraded
into amino acids for the de novo protein synthesis. The system acts in the deconstruction
of altered proteins or uncorrected folding and is an essential regulator in irreversible
cellular processes, such as the presentation of antigens, differentiation and cell growth
and metabolic adaptation. It also exercises homeostasis and cellular processes regulation
such as cell differentiation; apoptosis; protein degradation; and mediates processes such
as: cell signaling, and cleavage of exogenous proteins to antigen presentation (GROLL
and POTTS, 2011; STADTMUELLER and HILL, 2011; TOMKO and
HOCHSTRASSER, 2013).

The proteasome is a barrel shaped protein complex composed of two external o
rings and two internal B rings, where the catalytic subunits are located (Figure 2). The
20S nucleus of the complex has a mass of 700 kDa and is composed by 28 protein subunits
organized into four heptameric rings. This organization generates a cylindrical shape
composed of four rings with dimensions of 160 A in length and 120 A in diameter. Two
outer rings are identical and composed by seven different o (a1- a7) subunits that help
the structural integrity. These subunits act as a binding site for regulatory complexes
responsible for controlling the access of cytosolic proteins to the inner rings of the
proteasome (19S complex), and stimulate the peptide activity of the catalytic subunits
(GOLDBERG, 2007; SMITH et al. 2007; OGOREVIC et al. 2018). The two inner rings
are identical and composed by seven different 3 subunits (1 - f7) surrounding the central
chamber, the site where three of these B subunits (1, 2 and 5) perform proteolysis
(MOREL et al. 2000; GROLL and POTTS, 2011, WINTER et al. 2017). Out of to the

catalytic nucleus there’s a 19S regulatory complex that can recognize ubiquitinated

11



proteins and allow it to access the nucleus, where they are degraded (KIMURA et al.
2015).

Differences in protein cleavage are determined by the composition of each
proteolytic subunit. The Bl subunit performs the peptidyl-glutamyl hydrolase-like
cleavage (caspase-like), cleaving peptides after acidic amino acid residues; the f2 subunit
performs trypsin-like cleavages, which cleaves preferentially after basic amino acid
residues; the B5 subunit realizes chymotrypsin-like cleavage, that cleaves the peptide after
hydrophobic residues (BOCHTLER, 1999; ORLOWSKI and WILK, 2000; GLICKMAN
and CIECHANOVER, 2002; KISSELEYV et al. 2012).

When a stimulus occurs through pro-inflammatory cytokines such as INF-y
(released during the invasion of the host cell by T. cruzi) (Figure 2B), the regulatory
complex is replaced by the 11S. This complex presents the proteasome activators a and
B (PA28a and PA28pB). Thus, Bli, B2i and B5i catalytic subunits, the POMP protein
(proteasome maturation protein), and the UmP1 (proteasome maturation factor) are
expressed for the immunoproteasome formation. The auxiliary protein (POMP) has
greater affinity with the B5i subunit than with B5 and as a result the cell starts to
preferentially produce the immunoproteasome rather than the proteasome (LEE and KIM,
2011).

These new subunits turn the proteasome into a more efficient antigenic peptides
processor, since there is a decreasing in peptide cleavage right after acidic amino acids.
In this way, this cleavage increases hydrophobic and basic peptides production, the ones
that binds smore efficiently to class | MHC molecules (ROCK and GOLDBERG, 1999;
MOREL et al. 2000). Another characteristic of the immunoproteasome is the ability to
assemble quickly, about 21 minutes, four times faster than those time required for the
constitutive proteasome (HEINK et al. 2005). The B1i subunit starts to selectively repress
the cleavage after acidic residues and increases that of hydrophobic residues; the B2i
subunit cleaves specifically after basic residues; the B51 subunit cleaves after hydrophobic
residues, for this reason, this proteasome’s isoform is called immunoproteasome. The
differences observed between the proteasome and the immunoproteasome and the latter
having its formation apparently linked to the response commonly generated by the
presence of antigens. In addition, studies that demonstrate that a malfunction of this
complex, due to deficient or excessive function, leads to pathological processes raise the
hypothesis that the cleavages promoted by the immunoproteasome have a relevant role in
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modulating the body's immune response (GACZYNSKA et al. 1993; GACZYNSKA et
al.., 1994, ORLOWSKI and WILK, 2000; GROETTRUP et al. 2001; BOSE et al. 2001,
ESKANDARI, 2017; WINTER et al. 2017).

The antigenic peptides generated by the immunoproteasome are transported to the
lumen of the endoplasmic reticulum by a carrier associated with antigen processing (TAP)
where it undergoes further processing and is linked to a newly synthesized MHC |
molecule. The complex “peptide-MHC I molecule” is sent to the cell membrane, where
stimulates the activation of cytotoxic T lymphocytes (T CD8 +), cells that participate in
the control of infection and is found in large numbers at parasite’s site infection. The
abundant presence of T CD8 + lymphocytes is important in the replication controlling of
the parasite, but it is also pointed out as one of the responsible for the destruction of tissues
of the host by inducing the death of the cells present in the site (PADILLA et al. 2009;
CHEMALI et al. 2011; HUTCHINSON et al. 2011; TARLETON, 2015).

The host cells harboring parasites trigger the recruitment of innate immune cells
and the release of pro-inflammatory cytokines, such as TNF and INF-y, especially in the
acute phase of the disease. INF-y also acts as a signal for cells to produce the
immunoproteasome. The parasite in the cytosol, alive or in fragments, have the potential
to generate antigens that can be presented via MHC I, leading to a TCD8 cell response
that helps to control parasites multiplication. In later stage of the disease, the adaptive
immune response involving T helper 1 cells, TCD8 anti-T. cruzi continue to control the
parasitemia and B cells produce antibodies. However, all these responses are ineffective
to parasite cleaning, an event related to the development of later pathologies of the chronic
phase. Studies speculate that the delay on response, may relay on the need of host’s cells
to achieve enough antigens generated by amastigotes to produce an immune response.
However, the competition of antigens for available MHC | molecules and the high
number of polymorphic parasites antigens generates a slow and unfocused immune
response. Altogether, these events may allow the parasite to reach a number difficult to
eradicate from the host (MARTIN et al. 2006; CARDILLO et al. 2007; TARLETON,
2007; ALVAREZ et al. 2008; RODRIGUES et al. 2008; JUNQUEIRA et al. 2010;
TARLETON, 2015; CARDOSO et al. 2016; LOVO-MARTINS et al. 2018).

In that way, this delayed response may constitute an immune evasion mechanism
employed by T. cruzi to survive into the host. To evaluate the hypothesis of parasite’s
capacity to impair an effective response through immunoproteasome, Camargo et al.
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(2014) analyzed the expression of the proteasome, immunoproteasome and the MHC | by
HelLa cells infected with T. cruzi, pre-stimulated or not with IFN-y. The researchers
demonstrated T. cruzi acted as an inhibitory factor on the translation of mRNAs for the
B1i, B2i, B5i and PA28P subunits, the TAP1 protein and the MHC | receptor.

Previous studies developed by the same group suggested a post-transcriptional interfering
mechanism for the expression these immunoproteasome catalytic subunits, as well as
TAP1 and MHC | (MACANEIRO, 2009; CAMARGO et al. 2014). By using HelLa
infected cells, immunoproteasome proteolytic activity and MHC expression were
observed in five situations: one without infection and/or treatment (as control); the second
by IFN-y cells stimulation for 24 hours; the third by trypomastigotens cells infection for
24 hours; the fourth trypomastigotes cells infection to for 24 hours and then IFN-y
stimulation for 24 hours; and the fifth by IFN-y stimulation for 24 hours and then
trypomastigotes exposition for 24 hours. By using RT-PCR, Western Blotting and flow
cytometry, it was demonstrated the T. cruzi has an inhibitory effect in the mRNA
translation for 11, B2i, f51 and PA28p subunits, TAP1 protein and the MHC I receptor,

since their MRNA was observed but a low concentration of their correspondent proteins.

Based on these findings, T. cruzi may employ mechanisms to survive into the cell
host by immuoproteasome overcome through the translation control of its proteQOolytic
subunits. Further studies are needed to elucidate how this process act to expression
interference; whether it happens in a direct way (a parasite’s molecule acts on these RNAs
molecules) or by an indirect way (the parasite induces the cell to arrest its own RNAS)
that are the targets for inhibition used by T. cruzi; and what are the parasite’s molecules

used for this.
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Figure 1. Demonstrative figure of the T. cruzi life cycle: A) the insect feeds on the blood of an
infected vertebrated host ingesting the parasite; B) in the digestive system the parasite differs from the
trypomastigote form to the epimastigote form and starts its multiplication by binary fission and assumes a
trypomastigote form in the final portion of the parasite's intestine; C) the infected insect feeds on the blood
of an individual and deposits its feces containing the parasite close to the injured area; D) after entering the
organism, the parasite infects cells present near the region of entry of the organism and there’s the formation
of the parasitophore vacuole; the parasite evades the parasitophore vacuole and, in amastigote form, begins
its replication in the cytoplasm of the host cell; E) after the replication phase, the parasite changes to the
trypomastigote form and breaks the host cell, falling into the bloodstream and migrating to other infection
sites where the parasite has a greater tropism (like heart, esophagus and large intestine) or in the

bloodstream where it is ingested by a vector insect during its feeding restarting the cycle.
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Figure 2. After an inflammatory stimulus, the cells start the synthesis of the immunoproteasome
that is more focused on the generation of protein fragments to be presented to immune system’s cells.
However, during T. cruzi infection the affected cells appears to be unable to respond through MHC I path,

impairing the immune response.
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2. Justificativa

Macaneiro (2009) (Figura 3) e Camargo et al. (2014) (Figuras 5 e 6) avaliaram a
expressao e a atividade proteolitica do proteassoma e do imunoproteassoma e a expressao
MHC | em células HelLa infectadas com T. cruzi. Para isso, as células HelLa foram
cultivadas em cinco grupos onde o primeiro foi sem tratamento (controle); o segundo foi
estimulado por 24 horas com IFN-y; o terceiro as células foram expostas aos
tripomastigotas por 24 horas; o quarto células foram expostas aos tripomastigotas por 24
horas e em seguida tratadas com IFN-y por 24 horas e o quinto grupo foi estimulado por
24 horas com IFN-y e em seguida exposto aos tripomastigotas por 24 horas. Por meio de
analises desses grupos através de técnicas como transcricao reversa seguida de reacdo de
polimerizacdo em cadeia (RT-PCR) (Figura 3) e transcricdo reversa seguida de PCR em
tempo real (RT-gPCR) (Figura 4), western blotting (Figura 5) e citometria de fluxo, foi
demonstrado que a presenca do parasita T. cruzi atuava como um fator inibitorio na
traducdo dos mRNAs para as subunidades B1i, f2i, B5i e PA28p, a proteina TAP1 ¢ o
receptor MHC I, uma vez que foi observada a presenca do mRNA dos mesmos, porém

uma baixa concentracéo de suas proteinas.
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Figura 3. Quantificacdo do mMRNA de subunidades do proteassoma/imunoproteassoma em células HeLa

expostas a diversos tratamentos por meio de PCR semi quantitativo (MACANEIRO, 2009).
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Figura 4. Quantificacdo do mRNA de subunidades do proteassoma/imunoproteassoma em células HelLa

expostas a diversos tratamentos por meio de PCR em tempo real (CAMARGO et al., 2014).
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Figura 5. Western blot para avaliar a expressdo das subunidades induzidas do imunoproteassoma, a
molécula MHC | e a proteina TAP1 (CAMARGO et al., 2014).

Os trabalhos de Macaneiro (2009) e Camargo et al. (2014) sugerem a existéncia
de um fator interferente pds-transcricional dessas subunidades cataliticas do
imunoproteassoma, bem como de TAP1 e MHC I, sendo necessarios outros estudos para
desvendar como se da esse processo de interferéncia na expressao dessas moléculas, quais
os alvos para inibicdo utilizados pelo T. cruzi e quais sdo as moléculas utilizadas pelo
parasita para isso.

O controle pos-transcricional € um componente indispensavel na manutencao da
homeostase celular. Por meio deste, é possivel fazer a manutencdo da eficiéncia do
MRNA e assim modular a expressdo de diversos genes que respondem a estimulos
endogenos ou exdgenos, como hormonios, nutrientes e estresse (HERSHEY et al, 2012).

Os mecanismos de regulacdo apresentam espectro de acdo diferentes, onde um

mecanismo pode afetar a traducdo de um dnico mRNA, um grupo ou a maioria dos
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MRNAS presentes. Regulag¢des que envolvem um maior nimero de moléculas de mRNA
geralmente ocorrem por meio de ativagdo ou inibicdo de um ou mais componentes do
maquinario de traducdo. Regula¢Bes mais especificas geralmente ocorrem por meio da
acao de proteinas trans, que afetam a taxa de iniciacdo da traducdo ao reconhecer e se
ligar a sitios presentes na regido 3’ ndo traduzida de alguns mRNAs especificos,
interferindo no processo. Outras formas de regulacdo s&o realizadas por meio de
microRNAs que se ligam a elementos cis no mRNA. Esses elementos sdo grampos e
pseudo-nds, estruturas intramoleculares do mMRNA que apresentam a capacidade de
interferir na traducdo sem a necessidade de fatores de ligacdo. Estas estruturas cis sao
conhecidas por afetar a iniciacdo da tradugdo nas seguintes situagdes e regides do mRNA:
naregido 5’ UTR; em sequéncias internas de acesso para ribossomo (IRES) - que ocorrem
na maioria das vezes na sequéncia 5° UTR e coexiste com o CAP 5’°, conferindo o
potencial de traducdo para a molécula de mRNA em situagdes onde ha
comprometimentos da traducdo dependente de CAPcomo em casosde estresse celular e
apoptose; UORFS (upstream open reading frames) que estdo presentes em 5° UTR de
varios mRNAs e geralmente sdo responsaveis pela inibicdo da traducdo (GEBAUER et
al. 2012; HERSHEY et al, 2012; ROUX; TOPISIROVIC, 2012).

As regides ndo traduzidas do mRNA (UTR) sdo sequéncias que estdo diretamente
vinculadas ao controle da expressdo génica, tendo forte impacto no controle pos
transcricional do mesmo. Juntamente com outros fatores de interferéncia no RNA, essas
regibes UTR regulam a estabilidade, a exportacdo para o citoplasma, a localizacdo
subcelular e a eficiéncia de traducdo desta molécula, influenciando na quantidade de
proteina sintetizada. Essas fun¢des vinculadas as regiGes ndo traduzidas do RNA as
tornam alvos importantes na intervencdo da sintese proteica (MATOULKOVA et al,
2012).

A regulagdo da expressdo génica por meio de UTR é feita por diversos
mecanismos como o uso de proteinas de ligacdo especifica ao RNA, que interagem com
sequéncias de nucleotideos localizados nas regides 5’ e 3 UTR. Essas proteinas sdo
capazes de estabilizar/desestabilizar a molécula e/ou inibir/estimular sua traducéo.
Interacdes entre RNAs complementares especificos ndo codantes e sequéncias especificas
localizadas nestas regibes também tem papel relevante no controle pos-transcricional.
Sequéncias repetitivas presentes no RNA também sdo utilizadas na regulacdo poés-
transcricional. Um exemplo sdo as proteinas ligantes a CUG, que se ligam a repeticoes

de CUG presentes na regidao 5’ de alguns mRNAs, afetando a eficiéncia da transcricdo.
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Outro mecanismo de regulacéo é o uso de moléculas de RNA de interferéncia (IRNA),
que séo agentes tipicamente repressores da traducéo e indutores da degradagdo do mRNA
(MIGNONE et al, 2002; IVANOV; ANDERSON, 2013).

De forma geral, o tamanho da regido 3° UTR esta inversamente correlacionada
com a estabilidade do mRNA, a proliferacao celular e a taxa de expressdo génica. Deste
modo, mRNAs que apresentam uma regido 3’ UTR curta apresentam maior estabilidade,
uma maior capacidade de transcricdo e um maior potencial para traducdo. 1sso porque a
regido 3” UTR curta evade mecanismos que degradam 3’UTRs longos. Essas regides mais
curtas também apresentam poucos sitios para ligacdo de mRNAs, sofrendo menos
interferéncias no processo de traducdo (SANDBERG et al., 2008; MATOULKOVA et
al., 2012).

Com base nos achados anteriores do grupo e com base no conhecimento da
importancia das regides UTRs no processo de regulacao pés-transcricional, levantamos a
hipotese de o parasita poder interferir nessas regides na subunidade Bli do
imunoproteassoma. Os testes realizados consistiram em flanquear um gene reporter
(EGFP) com as regides 5’ e 3’ UTR da subunidade B1i do imunoproteassoma e inserir
essa estrutura (5’UTR-EGFP-3’UTR) no vetor de expressdo em eucariotos pEGFP-N3
(Clonetech). Apds a montagem dessa estrutura, células HeLa foram submetidas a um
processo de transfecgdo estavel onde um grupo de células recebeu esse vetor modificado
e um outro grupo foi transfectado com o vetor vazio. Apdés ambos 0s grupos
estabelecerem uma populacdo acima de 50% de células transfectadas, os grupos foram
colocados em placas e submetidos um teste de infec¢do onde: tanto as células com vetor
vazio quanto as com vetor modificado foram separadas em mais dois grupos, 0 grupo
infectado com T. cruzi cepa Y e um grupo controle ndo infectado. No terceiro dia de
infeccdo as células foram fixadas para leitura no microscopio de fluorescéncia ou
descoladas dos pogos para avaliacdo da emisséo de fluorescéncia por citometria de fluxo.

Foi observado maioria das células transfectadas com o vetor modificado (5’UTR-
EGFP-3’UTR) que apresentavam amastigotas em seu interior tinham fluorescéncia
menor ou inexistente quando comparadas com células do mesmo grupo sem o parasita
internalizado. Na mesma circunstancia foi observado que as células com o vetor vazio
continuaram a emitir fluorescéncia independentemente da presenca ou quantidade de
parasitas presentes em seu citoplasma (VIEIRA, 2017) (FIGURA 6 A e B

respectivamente).
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Figura 6. Expressdo da EGFP em HeLa de transfeccdo estavel do gene EGFP e infeccdo. (A) Células que

apresentam a montagem 5’-EGFP-3’ expostas ao parasita, da esquerda para direita: células expressando
fluorescéncia da EGPF; marcagdo das células com DAPI; sobreposigdo das duas imagens; (B) Células
contendo apenas 0 gene EGFP expostas ao parasita, da esquerda para a direita: células expressando

fluorescéncia da EGPF; marcacédo das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens.

Os dados observados nos estudos descritos acima apontam para uma interferéncia

na expressdo de componentes especificos na via de apresentacdo de antigenos MHC | em
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um nivel pos-transcricional. Porém ndo se sabe em que momento exatamente esta
interferéncia ocorre, qual UTR sofreria esta interferéncia ou que molécula (s) do parasita
ou da propria célula hospedeira seriam os responsaveis por esta inibicdo. Por isso, novos

estudos sa0 necessarios para que essas questdes possam comecar a ser elucidadas.
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OBJETIVOS

O objetivo do estudo foi avaliar o papel do parasita Trypanosoma cruzi na inibicéo
da expressdo em nivel pos-transcricional da subunidade Bli do imunoproteassoma
humano em células HelLa.

Para tal, os seguintes objetivos especificos sdo propostos:

e Construcdo de um plasmideo portador das sequéncias 5’ ¢ 3° UTR da
subunidade B1i do imunoproteassoma humano flanqueando a sequéncia do
gene reporter EGFP;

e Auvaliagdo se as regides 5’ e 3’ ndo traduzidas do mRNA da subunidade
Bli do imunoproteassoma humano estdo envolvidas na inibigdo da
expressao do gene durante a infeccdo pelo T. cruzi em sistema utilizando
0 gene para proteina verde (EGFP) como repdrter em experimentos de
transfeccdo e infeccao;

e Estabelecimento de uma populacdo de células HeLa de transfeccao estavel
com o vetor pUTRs/B1i/EGPF e uma com o0 vetor pEGFP para posterior
infeccdo por T. cruzi para avaliacdo de uma possivel interferéncia com as
UTRs;

e Auvaliagdo da capacidade de interferéncia do parasita com as sequencias
UTR da subunidade Bli do imunoproteassoma humano durante um
experimento de transfec¢do transiente das células seguida de exposicéo ao
parasita;

e Avaliacdo da capacidade de interferéncia do parasita T. cruzi com as
sequencias UTR da subunidade B1i do imunoproteassoma humano durante
um experimento de exposicdo das células ao T. cruzi e posterior

transfeccdo transiente.

32



MATERIAL E METODO

1. Cultivo de células HelLa

Para esse trabalho, foram utilizadas células humanas advindas de tumor cervical
denominadas HeLa (LUCEY et al., 2009). Para a obtencdo de células viaveis para a
execucio do estudo proposto foi realizada a semeadura de 3,0 x 10° células em garrafas
de 80 cm? com meio DMEM (Gibco, LifeTechnologies) e incubadas a 37°C em uma
atmosfera de 5% de CO..

Apos o crescimento por um periodo de 24 a 48 h, as células foram desaderidas da
garrafa com Verseno-Tripsina (0,1%), a acdo da enzima foi interrompida ao acrescentar
0 meio DMEM. Apos a ressuspensao, as células foram contadas camara de Neubauer e
em seguida transferidas para os pocos das placas de cultura de células (24 ou 96 pocos)
na quantidade desejada por poco para a realizacéo dos testes.

2. Cultivo do parasita Trypanosoma cruzi cepa Y

Para as infec¢Bes, foram utilizadas células de Trypanosoma cruzi (cepa Y) na
forma tripomastigota (SILVA; NUSSENZWEIG, 1953). Os tripomastigotas utilizados no
estudo foram obtidos a partir da infeccdo de culturas de células HeLa na concentragéo de
3,0 x 10° células por garrafa de cultura de 80 cm? com tripomastigotas na proporcao de
40 parasitas para cada célula, seguida da incubacdo das células a 37°C a uma atmosfera
de 5% de CO:a.

A eclosdo dos primeiros tripomastigotas a partir de 72 horas apés a infec¢éo inicial

e 0s parasitas obtidos foram utilizados nos testes.

3. Clonagem dos fragmentos 5° e 3° UTR da subunidade p1li do
imunoproteassoma humano no vetor pEGFP-N3 (Clontech)

Os fragmentos génicos das sequencias 5° e 3° UTR da subunidade Bli do
imunoproteassoma humano foram clonados a partir do genoma de células HelLa e L6
provenientes do acervo do laboratorio por meio de PCR utilizando os primers 570, 571,
574 e 575 (Tabela 1), os primers foram desenvolvidos tendo como base a sequéncia
disponivel no genbank sob a identificagdo NM_002800.5; o gene EGFP foi clonado a
partir do vetor pEGFP-N3 (Clontech) com os primers 572 e 573 (Tabela 1 — material
suplementar) tendo como base as sequéncia disponibilizada pelo fabricante. Os

fragmentos foram clonados nos vetores pGEM-T e pGEM-T easy (Promega) e depois
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transferidos para o vetor pEGFP -N3 (Clontech) de acordo com o esquema apresentado

na Figura 7.

Tabela 1. Oligonucleotideos utilizados neste trabalho.

Nome Descri¢io Sequéncia 5' - 3' ™

PR570 HsB1i primer 5' do 5'UTR +  GTAGCTAGCGCGCGTTGTGCGCTGTC 58°C
Nhel

PR571 HsB1i primer 3' do 5'UTR + CTTGGATCCCCCTGCAAGGCACCGCT 58°C
BamHiI

PR572 EGFP primer 5' + BamHI TTGGGATCCATGGTGAGCAAGGGCGAG 58°C

PR573 EGFP primer 3' + Hindlll GTCTAAGCTTTTACTTGTACAGCTCGTCCA 58°C

PR574 HsPli primer 5' do 3'UTR +  TATTAAGCTTACCTTCCCCAGACTTCTCT 58°C
Hindlll

PR575  HsPliprimer3’do3’UTR+ GCTGCGGCCGCTTGCGGCCTCATCATCATG 58°C
Notl

PR627 M13R 22mer TCACACAGGAAACAGCTATGAC 64°C

PR628  M13 F 24mer CGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGAC 78°C

PR634 BGH poli A Primer3'+Dral GCTGCGGCCGCTTGCGGCCTCATCATCATG 58°C

4. Transfeccdo em células HelLa

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e simultaneamente com o
vetor pUTRs/B1i/EGPF e com o vetor pEGFP-N3 (p-EGFP). Também foram
estabelecidos grupos de controle (GC) da transfecgéo (transfectados mas ndo infectados)
em todos os testes realizados.

Células HeLa foram transfectadas com o kit Lipofectamine 3000 (Thermofisher)
e transfecgdes estaveis foram estabelecidas de acordo com o protocolo do fabricante (
selecdo com G418 []400ug/uL). Dois grupos foram estabelecido: um grupo transfectado
com o vetor pUTRs/B1i/EGPF, que contém o gene EGFP flanqueado pelas UTRs 5” ¢ 3’
da subunidade B1i do imunoproteassoma humano e um segundo grupo transfectado com
0 vetor vazio (PEGFP-N3).

As células transfectadas com o vetor pUTRs/B1i/EGPF e células controle
transfectadas com o vetor p-EGFP foram transferidas para placas de 24 pogos em uma

concentracdo de 0,3 x 10° células/poco contendo laminulas de 13 mm para posterior
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microscopia. Apés um periodo de 1 h para a fixacdo das células HelLa foram
acrescentados tripomastigotas nos po¢os, sendo mantida a proporcao de 50 parasitas por
celula.

A infeccédo foi acompanhada por meio de microscopia ética, apds 72h as mesmas
foram retiradas dos pocos e levadas para citometria. Os po¢os para microscopia foram
lavados com PBS 1x e em seguida fixados com paraformaldeido 4% por 30 min. Apés a
fixacdo, as laminulas foram retiradas dos pocos e colocadas em laminas limpas e
marcadas com ProLong Gold antifade reagent com DAPI (Invitrogen).

Outros testes de transfeccdo e infeccdo foram realizados com células de
trasnfeccgéo transiente onde: 2x10% HeLas foram transferidas para placas de 96 pogos e
apos estarem fixadas foram expostas ao parasita sob uma concentracdo de
aproximadamente 4,0 x 10* parasitas por poco. 20h depois, os parasitas foram retirados e
as células foram transfectadas. Os testes foram interrompidos 68h ap6s a infec¢do, quando
0s amastigotas estavam bem evidentes no citoplasma das células. Os pocos foram fixados,
marcadas com DAPI e levadas para microscopia de fluorescéncia.

Um terceiro teste foi realizado onde 2x10? HeLas foram transferidas para placas
de 96 pocos e transfectadas, ap6s 20h as células foram expostas ao parasita sob uma
concetragéo de 4,0 x 10* parasitas por poco para assegurar uma maior taxa de infeccdo
das células. Apds 68h de infeccdo, as células foram fixadas, marcadas com DAPI e
levadas para microscopia de fluorescéncia

Todos os experimentos foram realizados em triplicata e simultaneamente com o
vetor pUTRs/B11/EGPF e com o pEGFP. Também foram estabelecidos grupos de controle
da transfec¢do (GC) (transfectados mas nédo infectados) em todos os testes realizados.

5. Citometria de fluxo

As células foram desaderidas do fundo dos pogos com a solugdo verseno-tripsina
e transferidas para tubos de 1,5 mL e ressuspensas em 1 mL PBS 1x.

A analise por citometria de fluxo foi realizada no equipamento FACS Verse (BD
Biosciences) e os dados gerados foram analisados no programa FACS Suite (BD
Biosciences). Os graficos foram gerados por meio do programa GraphPad Prism
(Scientific Software). A expressdo de EGFP foi avaliada pela intensidade de fluorescéncia

(MFI) emitida pelas células.
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6. Microscopia de fluorescéncia

As células utilizadas nos experimentos de transfeccdo foram observadas no
microscopio de fluorescéncia Nikon Eclipse Ti expostas aos lasers para observacdo das
fluorescéncias DAPI (excitagdo maxima = 358 nm; emissdo maxima = 461) e EGFP
(excitacdo maxima = 488 nm; emissdo maxima = 507). A andlise e as fotografias foram
realizadas com lentes objetivas 10x e 20x sob exposi¢éo de 200 ms.

7. Determinacdo da taxa de emissdo de fluorescéncia

Para obtermos um valor mensuravel a quantidade de fluorescéncia emitida por
cada uma das células utilizamos o programa Imagel. Cada célula foi marcada
individualmente e os dados obtidos foram entdo lancados na férmula onde:

Fluorescéncia correta total da célula (FCTC)= densidade integrada — (Area
selecionada da célula x média de fluorescéncia das leituras de background).
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Figura 7. Desenho experimental para avaliacdo da possivel interacdo do parasita Trypanosoma cruzi com
as UTRs da subunidade B1i do imunoproteassoma humano.
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RESULTADOS

A interferéncia poés-transcricional de Trypanosoma cruzi na expressdao da
subunidade Pli do imunoproteassoma humano foi avaliada por meio dos seguintes
experimentos:

- Quantificagdo de fluorescéncia emitida por células HelLa estavelmente
transfectadas com pEGFP ou com pUTRs/BIi/EGPF e posteriormente expostas ao
parasita;

- Quantificacdo de fluorescéncia emitida por células HeLa expostas ao parasita e
posteriormente transfectadas (transiente) com pEGFP ou com pUTRs/B1i/EGPF;

- Quantificacdo de fluorescéncia emitida por células HelLa transfectadas

(transiente) com pEGFP ou pUTRs/B1i/EGPF e posteriormente expostas ao parasita.

Para fim de descricdo dos resultados observados, as populagdes celulares foram
identificadas como descrito a seguir:

- GC-pEGFP: Células ndo expostas ao parasita portadoras do plasmideo pEGFP
(Figura 7);

- GT- pEGFP: Células expostas ao parasita portadoras do plasmideo pEGFP;

- GC-pUTRs/B1i/EGPF: Células ndo expostas ao parasita portadoras do
plasmideo pUTRs/B1i/EGPF (Figura 7);

- GT-pUTRs/B1i/EGPF: Células expostas ao parasita portadoras do plasmideo
pUTRs/B11/EGPF
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1. A infeccdo por Trypanosoma cruzi diminui a expressao de fluorescéncia em
células HeLa estavelmente transfretadas por pUTRs/Bli/EGPF e nao
interfere na intensidade de fluorescéncia emitidas por células HeLA
estavelmente transfectadas por pEGFP

A contagem de populacdes de células HeLa por meio de microscopia de
fluorescéncia, demonstrou que as células transfectadas com o vetor pEGFP (expostas ou
ndo ao parasita) ndo apresentaram alteracdo significativa na emissdo de fluorescéncia
quando expostas a T. cruzi (Figura 8). A populacdo celular transfectada com o vetor
pUTR/B1/EGPF também ndo sofreu perda de fluorescéncia na populacio celular total
(infectadas e ndo infectadas) (Figura 8B). Porém, ao correlacionarmos a emissdo ou ndo
de fluorescéncia com a presenca do parasita no interior da célula, foi possivel observar
que aproximadamente 16,79% das células infectadas do grupo testado com o vetor
pPEGFP apresentaram alteracdo na expressao da EGFP (Figura 8A). Entre o grupo de
células HeLa GT-pUTRs/B1i/EGPF a populagdo de células infectadas que apresentou
alguma alteracdo negativa na expressdo do EGFP foi de 95,02% (Figura 8B). Assim, a
populagdo celular pUTRs/B11/EGPF infectada (GT) apresentou reducao de fluorescéncia
significativa (Figura 8B), diferentemente do observado no grupo celular pEGFP infectado
(GT) (Figura 8A). Os dados obtidos por meio da microscopia de fluorescéncia foram

corroborados pela citometria de fluxo (Figuras 12 e 13).
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Figura 8. Andlise das populagdes de células HeLa de transfeccao estavel: (A) comparacdo do grupo GC-
PEGFP e GT-pEGFP em relagdo a populacéo emitindo fluorescéncia quando expostos ou ndo a T. cruzi;
(B) comparagdo do grupo GC-pUTRs/B1i/EGPF e GT-pUTRs/B11//EGPF em relagdo a populagdo
emitindo fluorescéncia quando expostos ou ndo ao T. cruzi. Graficos obtidos a partir de analise estatistica
(ANOVA) comparando os grupos celulares de HeLa portadores de pEGFP ou pUTRs/B11/EGPF
(expresso em porcentagem de células)
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A emissdo de fluorescéncia dos 4 grupos celulares (GC-pEGFP, GT-pEGFP; GC-
pUTRs/B1I/EGPF e GT-pUTRs/B1i/EGPF) também foi quantificada por citometria de
fluxo (Figuras 12 e 13). Ao compararmos a emissdo de fluorescéncia dos grupos GC-
PEGFP, GT-pEGFP (Figuras 12A e 13A), observamos que a presenca do parasita no
interior das células ndo inibiu a expressdao do gene EGFP, uma vez que foi possivel
visualizar que em ambos os grupos a intensidade de fluorescéncia estava elevada. Por
outro lado, a andlise comparativa de emissdo de fluorescéncia entre os grupos GC-
pUTRs/B1i/EGPF e GT-pUTRS/B1i/EGPF indica que GT-pUTRs/B1i/EGPF apresentou
reducdo de intensidade de fluorescéncia quando comparado a CG-pUTRs/p1i/EGPF
(Figura 9B e 10B).
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Figura 9. Andlise da emissdo de fluorescéncia por células tranfectadas com os vetores pEGFP ou pUTRS
/B1/EGPF por citometria de fluxo FACS Verse (BD Biosciences). (A) Células transfectadas com o vetor
PEGFP. O grafico na parte superior representa as células ndo expostas aos parasitas (GC-pEGFP),
enquanto os graficos da parte inferior representam as células expostas ao T. cruzi (GT-pEGFP). (B)
Células transfectadas com o vetor pUTRs /B1i/EGPF. O grafico na parte superior representa as células ndo
expostas aos parasitas (CG-pUTRs/B1i/EGPF), enquanto os graficos da parte inferior representam as células
expostas ao T. cruzi (CT-pUTRs/B1i/EGPF).
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Figura 10. Avaliacdo quantitativa da expressdo da EGFP por citometria de fluxo. (A) Porcentagem de
emissao de fluorescéncia de cada uma das populagdes de estudo; (B) Intensidade de fluorescéncia emitida
por cada populacdo testada. CN pEGFP= grupo controle do EGFP; pEGFP= grupo teste EGFP;
pUTRs/B1i/EGPF CN= grupo controle do pUTRs/B1i//EGPF; pUTRs/B1i/EGPF = grupo teste
5’-EGFP-3’ (células infectadas com T. cruzi). (VIEIRA, 2017)

42



2. A emissdo de fluorescéncia por células HelLa previamente expostas ao
Trypanosoma cruzi ndo é alterada apos a transfeccdo com pEGFP ou por
PUTRs/B1i/EGPF (gene EGFP flanqueado com as regioes 5’ e 3’ das UTRs
da subunidade p1i do imunoproteassoma humano)

No grupo de células pUTRs/B1i/EGPF a emissdo de fluorescéncia foi observada
em 39,62% das células de GC, enquanto em GT 36% das células apresentaram emissdo
fluorescéncia (Figura 13), diferenca sem relevancia estatistica (Figura 16A). Em GT, foi
observado que 51,95% das células infectadas ndo apresentaram emisséo de fluorescéncia
(Tabela 1 Anexo). Além disto, GT apresentou uma taxa de emissao de fluorescéncia de -
1,34x108, diferentemente a observada em GC que foi de 1,9x107. Desta forma, é possivel
observar que GC apresentou um perfil de emissao de fluorescéncia superior ao GT (Figura
1 Anexo). Porém, ao observar os grupos em microscopia de fluorescéncia observamos
que aparentemente a presenca do parasita no interior da célula ndo foi fator relevante para
expressdo ou ndao do EGFP, uma vez que praticamente metade das células infectadas
(média 48,5%) foram facilmente visualizadas (Figura 11B).

Para as células transfectadas com pEGFP, o grupo ndo exposto ao parasita (GC)
apresentou comportamento semelhante ao grupo exposto a T. cruzi (GT). Em GT-pEGFP,
40,56% da populacdo apresentou emissao de fluorescéncia e em GC este valor foi de
49,56% (Figura 16), diferenca que ndo apresentou relevancia estatistica (Figura 16B). GT
apresentou uma taxa de emissdo um pouco abaixo da observada em seu GC (3x10’ para
4,6x107 GC). Além disso, GT-pEGFP manteve um perfil de dispersdo semelhante em
relacdo a taxa de emissao de GC-pEGFP (Figura 2 Anexo A e B) (Tabela 3). Esse perfil
pode ser observado nas imagens de microscopia de fluorescéncia, onde a presenca do
parasita aparentemente ndo interfere de forma negativa na expressdo do EGFP (Figura
12) Portanto, assim como o observado para pUTRs/B1i/EGPF, os grupos pEGFP néao

apresentaram diferencas estatisticas entre si (Figura 16B)
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Figura 11. Microscopia de fluorescéncia das células HelLa infectadas com Trypanosoma cruzi e posteriormente
transfectadas com o vetor pUTRs/B1i/EGPF. (A) grupo controle (GC) ndo exposto ao parasita, da esquerda para direita:
células expressando fluorescéncia da EGPF; marcacdo das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens; (B)
grupo teste (GT) exposto ao parasita, da esquerda para direita: células expressando fluorescéncia da EGPF; marcagao
das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens.
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Figura 12. Microscopia de fluorescéncia das células HelLa infectadas com Trypanosoma cruzi e posteriormente
transfectadas com o vetor pEGFP. (A) grupo controle ndo exposto ao parasita (GC-pEGFP), da esquerda para direita:
células expressando fluorescéncia da EGPF; marcacdo das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens; (B)
grupo teste exposto ao parasita (GT-EGFP), da esquerda para direita: células expressando fluorescéncia da EGPF;
marcagao das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens.
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3. A infeccdo por Trypanosoma cruzi interfere negativamente na emissdo de
fluorescéncia de células HelLa portadoras de EGFP flanqueado com as
regioes 5’ e 3° das UTRs da subunidade p1i do imunoproteassoma humano
(transfectadas com pUTRs/B1i/EGPF)

Apesar dos grupos GC e GT portadores de pUTRs/B1i/EGPF terem apresentado
uma baixa quantidade de células emitindo fluorescéncia (Figura 19), foi possivel observar
que em GT apenas 25% da populagdo infectada emitiu fluorescéncia (Tabela 4)
semelhantemente ao verificado nos experimentos de infec¢cdo de células com transfeccao
estavel (Figura 8). Diferente do experimento anterior (infeccéo seguida de transfeccéo —
item 2), as diferencas observadas entre as células infectadas ndo emitindo fluorescéncia
com o GT geral (infectadas e ndo infectadas) e GC s&o significativas estatisticamente
(Figura 16A direita). Células GT-pUTRs/B1i/EGPF apresentaram a taxa de fluorescéncia
mais elevada que GC-pUTRs/B1i/EGPF (3,9x10" GT para 2,4x107 em GC) (Figura 3
Anexo). Contudo, isto foi observado predominantemente em células de GT-
pUTRs/B1i/EGPF nao infectadas (Figura 13B).

O grupo GT-pEGFP apresentou uma pequena diferenca percentual da populagéo
emitindo fluorescéncia em relacdo ao GC-pEGFP, mas sem relevancia estatistica (Figuras
23 e 27B). Este perfil de emissdo de fluorescéncia para estes grupos também foi
observado nos testes de transfeccdo estavel (Figura 8A). A taxa de emissdo de
fluorescéncia de GT-pEGFP foi maior do que o observado em GC-pEGFP (4,19x10 e -
6x10° respectivamente) (Figura 4 Anexo). Nos grupos pEGFP as células ndo infectadas
e as infectadas dentro do GT apresentaram emissdo elevada de fluorescéncia (Figura 14).
67,32% da populacdo GT-pEGFP apresentaram emissdo fluorescéncia e apenas 25% no
GT-pUTRs/B1i/EGPF 5’3’ (Tabela 4 ¢ 5). Assim como no experiment0o de infecgdo
seguido de transfeccdo (item 2), as diferencas observadas dentro dos grupos pEGFP néo
foram relevantes estatisticamente (Figura 16B direita).

Com base nos dados apresentados, podemos inferir que a presenca do parasita
exerce uma repressao na expressao de EGFP por meio de interagcbes com as UTRs
inseridas no vetor, uma vez que foi observado que a presenga do parasita em células
contendo o vetor pEGFP (sem as UTRSs) néo interferiu de forma negativa na expressao

da proteina.
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Figura 13. Microscopia de fluorescéncia das células HelLa transfectadas com o vetor pUTRs/B1i/EGPF e
posteriormente infectadas com Trypanosoma cruzi. (A) grupo controle (GC) ndo exposto ao parasita, da esquerda para
direita: células expressando fluorescéncia da EGPF; marcacdo das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens;
(B) grupo teste (GT) exposto ao parasita, da esquerda para direita: células expressando fluorescéncia da EGPF;
marcagao das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens.
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Figura 14. Microscopia de fluorescéncia das células HelLa transfectadas com o vetor pEGPF e
posteriomente infectadas com Trypanosoma cruzi. (A) grupo controle (GC) ndo exposto ao parasita, da
esquerda para direita: células expressando fluorescéncia da EGPF; marcacdo das células com DAPI;
sobreposicao das duas imagens; (B) grupo teste (GT) exposto ao parasita, da esquerda para direita: células
expressando fluorescéncia da EGPF; marcacédo das células com DAPI; sobreposicdo das duas imagens.

Finalmente, a estatistica comparativa por ANOVA entre os 4 grupos celulares
(GC-pUTRs/B1i/EGPF; GC-pUTRs/B1i/EGPF; CG-pEGFP e CT GC-pEGFP) expostos
ao parasita antes ou apos a transfeccdo, confirmou as observacoes realizadas por meio de
microscopia de fluorescéncia:

- Ha interferéncia do parasita na expressao da proteina EGPF;

- As UTRs de gene B1i sdo alvos de interagdo com T. cruzi;

- A interferéncia na expressao de EGFP ocorre nas primeiras horas de interacao
do parasita com a célula (provavelmente nas primeiras 12h), quando o parasita estd mais
susceptivel a acdo do imunoproteassoma, caso ele seja formado.

Ademais, a analise demonstra que ndo ha uma diferenca relevante nas populagdes
fluorescentes em todos os casos: quando a populacdo exposta é comparada com seu
controle, exceto a populagdo ja transfectada com pUTRs/B1i/EGPF e posteriormente
exposta ao parasita (Figura 13 e Figura 16A).

O grupo de células pUTRs/B11/EGPF exposto ao parasita antes do processo de
transfeccdo apresentou uma porcentagem maior de celulas infectadas emitindo
fluorescéncia (48,05%) quando comparada com o grupo que foi exposto ao parasita apos

as células serem transfectadas (25%) (Figura 15).
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Figura 15. Porcentagem da média de células HeLa com emissdo de fluorescéncia das populagdes infectadas
transfectadas com pEGFP ou pUTRs/B1i/EGPF nas duas situagdes avaliadas: vetor transfectado apods a
infec¢cdo e vetor transfectado antes da infec¢do. Mediana: 50%, 21,62%, 50%, 100% respectivamente;
Desvio Padrdo: 1.8, 1.9, 2.1 e 4.5 respectivamente
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Figura 16. Gréaficos comparativos dos grupos de transfeccéo transiente. (A) o teste mostra que ha uma
diferenga significativa na populacdo infectada ndo fluorescente quando comparada com seu controle e a
populagdo geral exposta ao parasita no teste transfectado com pUTRs/B1i/EGPF e posteriormente exposto
ao parasita, o que ndo foi observado quando as células foram transfectadas com o vetor pEGFP em mesma
situacdo; (B) ndo foi observada diferenca relevante em qualquer dos testes realizados nos grupos expostos
ao parasita e posteriormente tranfectados com pUTRs/B1i/EGPF ou pEGFP. Grafico obtido por meio de
analise ANOVA nao pareado.
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DISCUSSAO

A doenca de Chagas, provocada pelo protozoario Trypanosoma cruzi, esta entre
as principais doencas tropicais negligenciadas no mundo. Atualmente, de acordo com a
OMS entre 6 e 7 milhdes de pessoas ao redor do planeta estdo infectadas com o parasita.
Dentro do grupo de infectados, de 30 a 40% dos individuos desenvolvem alguma
complicacgdo de saude anos apos a infeccdo devido as lesbes dos tecidos afetados. Durante
seu ciclo no hospedeiro vertebrado, o parasita invade a célula e na forma amastigota, se
replica para posteriormente assumir a forma tripomastigota e romper a célula hospedeira,
acao que contribui para destruicdo do tecido hospedeiro (TYLER; ENGMAN, 2001;
SOUZA et al., 2010; CRUZ-SAAVEDRA et al, 2020). Estudos indicam que o parasita
possui meios de evasdo imunitéria que o possibilitam colonizar o hospedeiro por muitos
anos. Diversos mecanismos de imunoevasdo ja foram descritos, contudo o ainda ha muito
sobre esta interacdo complexa entre parasita e hospedeiro a ser pesquisado e elucidado
(FERREIRA et al., 2004; DOYLE et al., 2011; CESTARI et al., 2012; NARDY et al.,
2015; CARDQOSO et al., 2016).

O objetivo do presente trabalho foi validar as observacdes realizadas previamente
onde foram avaliados os efeitos da interacdo de T. cruzi com células HelLa portadoras de
um plasmideo contento o gene EGFP flanqueado com as UTRs do gene da subunidade
Bli do imunoproteassoma humano (VIERA, 2017). Células HeLa foram submetidas a
transfeccdo estavel onde foram obtidos dois grupos celulares: (i) transfectado com o
plasmideo contendo o gene EGFP e (ii) transfectado com o plasmideo contendo o gene
EGFP flanqueado as UTRs do gene B1i. Na €poca, foi observada a inibi¢ao da expressao
de EGFP (por meio da reducdo de fluorescéncia), quando células portadoras das UTRs
de B1i foram expostas a T. cruzi. Como altera¢6es na emisséo de fluorescéncia néo foram
observadas em células HelLa contendo apenas EGFP, foi proposta a hipotese de que o
parasita interage com as UTRs de 11 inibindo sua expressao e utilizando este mecanismo
como forma de escape de uma resposta efetora desencadeada pela via MHC | (Figura 6)
(VIEIRA, 2017).

Com a finalidade de confirmar estas observacgdes, utilizamos os vetores
pUTRs/B1i/EGPF e pEGFP em transfeccdo transiente de células HeLa para comparar 0s
efeitos da exposicdo destas células com T. cruzi na expressdo de EGFP das seguintes

maneiras: (i) células previamente transfectadas e posteriormente expostas ao T. cruzi e
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(if) células primeiramente expostas ao parasita e posteriormente transfectadas com
pUTRs/BLI/EGPF ou pEGFP. Apoés as etapas de transfeccdo e exposi¢do ao parasita, a
emissdo de fluorescéncia pelas células foi quantificada em microscopia onde a auséncia
ou alteracdo (especificamente reducdo) de emissdo de fluorescéncia foi utilizada como
indicador de inibicdo da expressdo de EGFP pelas células transfectadas.

Nos testes realizados no presente trabalho, observamos que dentro do grupo de
HeLa transfectado com o vetor pUTRs/B11//EGPF e, posteriormente, exposto ao T. cruzi
(GT- pUTRs/B1i/EGPF), células portadoras de amastigotas apresentaram uma queda
significativa na emissdo de fluorescéncia quando comparadas a emissdo exibida por
células de GT- pUTRs/B1i/EGPF sem amastigotas e por seu grupo controle (ndo exposto
ao parasita) (Figura 13B). Estas observacgdes estdo de acordo ao descrito em células de
transfeccdo estavel (Figura 6). Por outro lado, este comportamento ndo foi observado nas
mesmas situaces em células transfectadas com o vetor pEGFP tampouco naquelas que
foram transfectadas apos a exposi¢do ao parasita (com pUTRs/B1i/EGPF ou pEGFP)
(Figuras 18 e 24). Estes dados sugerem que o parasita interage com as UTRs do gene da
subunidade Bli do imunoproteassoma inibindo sua expressdo. Consequentemente, a
configuracao final do imunoproteassoma é comprometida assim como a capacidade das
células do hospedeiro em apresentar antigenos via MHC-I.

Microrganismos como fungos, bactérias e protozoarios produzem moléculas
bioativas que modulam a interacdo parasita-hospedeiro, possibilitando que o patégeno
sobreviva e se multiplique no interior do hospedeiro (BAYER-SANTOS et al, 2013).
Protozoérios parasitas liberam vesiculas no meio extracelular e essas vesiculas podem
carregar biomoléculas, proteinas, mMRNAs, miRNA que sdo capazes de modificar o
fenotipo e o funcionamento da célula hospedeira permitindo a sobrevivéncia do patdgeno
(EVANS-OSSES et al., 2015).

Shin et al. (2015) realizaram testes onde eles infectaram células monociticas THP
1 com Mycobacterium avium subsp. Paratuberculosis. Por meio de PCR em tempo real
quantitativo, os autores demonstraram que as infeccOes alteraram a expresséo de 21 genes
onde alguns se relacionam com a resposta do sistema imune. Além disso, foi observado
que alguns genes foram hiper-expressos como CD14, CCL4 e 5 CXCL9 e 10 (que tem
ligagdo com a resposta imune) e outros tiveram sua expressdo reduzida. Durante a
infeccdo por Toxoplama gondii foi observada o aumento da sintese dos componentes do
imunoproteassoma (MRNA e proteinas) nos cérebros de camundongos infectados, em

microglias, astrocitos e neurdnios, apos estimulo das citocinas pro-inflamatorias IFN-y,
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IL-1B, TNF-a, and IL-6 estimuladas pela presenca do protozoario no organismo (ZHANG
et al.,2021). Estes dados podem ser indicativos da importancia da modulagéo do sistema
imune e do préprio imunoproteassoma no mecanismo patogénico para estabelecer e
desenvolver a infeccdo e resposta inflamatoria no organismo hospedeiro.

Os virus sdo outros agentes infecciosos que também desenvolveram formas de
evadir o sistema imune das células hospedeiras, como demonstrado por Hu et al. (1999),
que demonstrou que o virus da hepatite B produz uma proteina denominada X que
interage com a subunidade a7 do proteassoma, inibindo suas atividades proteoliticas.
Existem outros estudos que demonstraram a reducao nos niveis de proteina TAP1, TAP2,
B1i e B5i em células infectadas com os virus HPV tipo 18 E7 e o adenovirus tipo 12E1A
(ROTEM-YEHUDAR et al., 1996; PROFFIT; BLAIR, 1997; GEORGOPOQOULOS et al.,
2000). Em contrapartida, existem virus como o human papillomavirus (HPV) que
induzem um aumento na atividade do proteassoma para sua permanéncia na célula
hospedeira (BEREZUTSKAYA; BAGCHI, 1997). O virus da sindrome reprodutiva e
respiratOria suina inibe a expressdo induzida por IFN-y das subunidades cataliticas do
imunoproteassoma (B1i, f2i e B5i) nos niveis de mRNA e proteina em macréfagos
alveolares infectados (LIU et al., 2020).

Em andlise do transcriptoma de pacientes com COVID-19, foi observado que, no
pulmdo dos pacientes infectados com SARS-CoV-2, havia uma intensidade no
processamento e apresentacdo de antigenos via MHC | proporcional ao nivel da deteccao
viral. Também foi levantada a hipdtese de componentes do imunoproteassoma serem
ativados de forma dependente da carga viral do SARS-CoV-2. Além disto, em anélise de
células bronco-alveolares foi detectada a ativacdo do imunoproteassoma em macrofagos
M1 em casos menos graves da doenca (DESTERKE et al., 2021).

A capacidade do T. cruzi em modular o comportamento da célula hospedeira ja
foi descrita em varios estudos. O estudo realizado por Torrecilhas e colaboradores (2009)
demonstrou a importancia das vesiculas liberadas pelo T. cruzi na instalacdo e
desenvolvimento da doenca. No estudo citado foi observada elevacdo consideravel da
taxa de mortalidade e lesdes no tecido cardiaco de camundongos expostos as vesiculas do
parasita antes que a infeccdo ocorresse. A presenca prévia das vesiculas também foi
associada a elevagédo de uma resposta inflamatdria do hospedeiro, onde foi observada a
elevacdo de Il-4 e 1I-10. Também foi possivel observar a interacdo de vesiculas liberadas
pelo parasita com macréfagos e outras culturas de células de mamiferos em uma janela

de 5 a 15 minutos apo6s a adicdo delas ao meio.
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A capacidade de imunomodulagéo provocada pelo parasita também é observada
em estudo realizado por Garcia-Silva e colaboradores (2014) que demonstrou
experimentalmente que vesiculas liberadas por T. cruzi contendo pequenos tRNASs e a
proteina Tc-PIWI secretadas pelo parasita atuam como veiculo para a transferéncia dessas
moléculas para outros parasitas e para células hospedeiras. Essas vesiculas também
desempenham um papel importante na mudanca da morfologia de epimastigota para
tripomastigota e atua na suscetibilidade das células hospedeiras a invaséo do parasita.

Lentini e colaboradores (2018) apresentaram trabalho onde indicam um
relacionamento de T. cruzi na forma amastigota com as mitocondrias da célula. Em estudo
mais recente, foi demonstrada a capacidade do T. cruzi de alterar a estrutura nuclear da
célula hospedeira, que o parasita pode interferir com proteinas hospedeiras com fungdes
ligadas ao processamento de RNA provocando a reducdo de proteinas hospedeiras
relacionadas ao processo de transcricdio do mRNA, processamento e maquinario de
transporte em uma janela de 11 a 12 horas apés a infeccdo (GACHET-CASTRO et al,
2021).

Em 2008, Bergeron e colaboradores avaliaram a modulacéo do imunoproteassoma
por T. cruzi em macrofagos de camundongos, sendo induzido ou ndo por IFN-y. Os
autores observaram que h& uma inibicéo na sintese do imunoproteassoma induzida por
IFN-y assim como para 0o mRNA do MHC I e sua expressdo na superficie celular. Porém
o0 mesmo efeito ndo foi observado quando as células infectadas ndo receberam estimulo
pelo IFN-y e os niveis de mRNA e proteina se mantiveram semelhantes ao grupo nao
infectado. Posteriormente, este resultado ndo foi corroborado no estudo de Camargo e
colaboradores (2014) que observaram a reducdo nos niveis de proteina das subunidades
cataliticas do imunoproteassoma, MHC I e PA28a na presenca do parasita sem estimulo
de sintese com IFN-y. Cada estudo foi desenvolvido com células diferentes (macrofagos
e HeL a respectivamente), porém ndo é possivel dizer se essas divergéncias nos resultados
podem ser especificamente devido ao tipo celular testado. Enquanto Bergeron e
colaboradores (2008) atribuiu a inibicdo a ativagdo da via SAPK/INK, Camargo e
colaboradores (2014) ndo apontou um mecanismo molecular responsavel pelo observado.

Com base nos achados do presente estudo pudemos observar que de fato ha uma
interferéncia com as UTRs do gene Pli do imunoproteassoma quando as células
transfectadas com o vetor pUTRs/B1i/EGPF sdo posteriormente expostas ao parasita.
Contudo, isto ndo ¢é observado quando o vetor foi transfectado apds exposicao das células

ao T. cruzi. Estas observagdes apontam para a interferéncia na expressao de B1i por T.
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cruzi durante um periodo especifico da infecdo, quando o sistema
ubiquitina/imunoproteassoma oferece de fato um risco de alertar o sistema imune sobre
sua presenca, e assim impede uma resposta efetiva das células T CD8+.

Estudos realizados anteriormente (MACANEIRO, et al., 2009; CAMARGO, et
al., 2014) demonstraram que, durante a infeccdo por T. cruzi, algumas subunidades
cataliticas de imunoproteassoma ndo sdo expressas, porém o mRNA destas subunidades
estavam presentes na célula (Figuras 4, 5 e 6). Com base nestes trabalhos, levantamos a
hipdtese de as UTRs terem o pontencial de serem alvos neste processo de modulacéo da
expressao destas proteinas. A partir disto, vetores foram desenvolvidos no laboratério
onde gene reporter EGFP foi flanqueado pelas sequencias UTR da subunidade Bli do
imunoproteassoma humano e experimentos de transfeccdo estdvel em células HelLa e
posterior exposicdo ao T. cruzi foram realizados (Figura 8). Os resultados obtidos
sugeriam que havia de fato uma reducdo na expressdo da proteina fluorescente no grupo
exposto ao parasita quando comparado com seus controles (VIEIRA, 2017). O trabalho
atual se propds a aprofundar o que ja havia sido observado nestas pesquisas e utilizamos
o vetor pUTRs/B1i/EGPF para validar o observado nos experimentos de trasnfeccao
estavel. Para isso, 0s experimentos foram adaptados para testes com transfeccdo
transiente em dois cendrios distintos: i) as células HeLa foram transfectadas e apds 20h
expostas ao parasita; ii) as células HeLa foram expostas ao parasita e apés 20h foram
transfectadas. Ao avaliarmos estatisticamente os dados obtidos por meio de microscopia
de fluorescéncia e calcular as taxas de emissdo chegamos a conclusdo de que: 1) a
presenca do parasita pode interferir de forma negativa na expressdo da subunidade
estudada agindo sobre as UTRS; 2) esta interferéncia ndo ocorre em momento aleatério,
mas nas primeiras horas de contato do parasita com a célula hospedeira. Estes trabalhos
em conjunto apontam para uma interferéncia do parasita no controle pds-transcricional
de sequéncias de componentes da via de apresentacdo de antigenos MHC | e que esta
interferéncia pode ocorrer nas regides UTRs destes mMRNAs.

Contudo, ndo sabemos ainda qual ou quais biomoléculas do parasita estdo
envolvidas nesta supressdo, seu mecanismo de acgéo, se elas atuam de forma direta sobre
esses MRNASs ou induz a célula a fazer sua captura e se este mesmo mecanismo atua nas
demais subunidades do imunoproteassoma e da via MHC | que tem uma reducéo de
expressao durante a infeccdo, sendo necessarios mais estudos para elucidar os detalhes

deste mecanismo de evasao.
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CONCLUSAO

Tendo como base os estudos anteriores e os dados obtidos no presente trabalho,
concluimos que ha uma interacdo entre o parasita ¢ as UTRs da subunidade Bli do
imunoproteassoma humano e que esta interacdo, em uma janela especifica de tempo, faz

uma regulacdo negativa na expressao da subunidade.

PERSPECTIVAS

O presente trabalho apresentou mais uma forma de interagéo do T. cruzi com seu
hospedeiro que possibilita ao parasita evadir o sistema imune. Apesar disto,
guestionamentos a cerca do tema permanecem em aberto que foram apresentadas ao final
da discusséo deste trabalho.

Outros pontos que ficam em aberto e sdo relevantes: é importante que seja
definido se esta interferéncia observada ocorre em apenas uma das UTRs (5’ ou 3’) ou
em ambas. Durante o presente trabalho tentamos responder este questionamento com 0s
mesmos experimentos, mas com vetores que apresentavam apenas uma das UTRs
juntamente com o gene EGFP. Porém, ficamos hesitantes com relacdo a estabilidade da
molécula que apresentaria apenas uma UTR e se assumir este risco nos levaria a um
resultado condizente com a realidade.

E importante especular se componentes das vesiculas do parasita ndo transportam
componentes que podem provocar a inibicdo do imunoproteassoma antes mesmo da
internalizacdo do parasita ocorrer, uma vez que no presente trabalho ndo houve uma
separacdo destas vesiculas dos parasitas no processo de exposi¢cdo as HelLas. Uma
abordagem que iniciamos e acreditamos que € interessante dar continuidade é avaliar se
a proteina Tc-PIWI-tryp - argonauta presente na vesicula liberada pelo parasita - teria

participacdo no processo de inibicdo pds-transcricional observado.
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Figura 1. Gréafico de dispersdo de valores de fluorescéncia emitidos por populagdes de (A) células HeLA
transfectadas com vetor pUTRs/B1i/EGPF ndo expostas ao parasita (GC); (B)células expostas ao parasita
e posteriormente transfectadas com vetor pUTRs/B1i/EGPF (GT).
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Figura 2. Gréfico de dispersdo de valores de fluorescéncia emitidos por populagdes de (A) células HeLA
transfectadas com vetor pEGFP ndo expostas ao parasita (GC); (B)células expostas ao parasita e
posteriormente transfectadas com vetor pEGFP (GT).
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Figura 3. Grafico de dispersdo de emissao de fluorescéncia da populacéo de células HeLa (A) transfectadas
com pUTRs/B1i/EGPF (CG) e (B) transfectadas com pUTRs/B1i/EGPF e posteriormente expostas ao T.
cruzi (GT).
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Figura 4. Grafico de dispersao de emissdo de fluorescéncia da populacdo de células HelLa (A) transfectadas
com pEGFP (CG) e (B) transfectadas com pEGFP e posteriormente expostas ao T. cruzi (GT).
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Tabela 1. Dados obtidos por meio da avaliacdo das imagens de microscopia de fluorescéncia de todos 0s
grupos de transfecgdo transiente (teste de infeccéo-transfeccdo e transfeccdo-infecgdo) observados no
trabalho. % cels FI (GC): porcentagem de células fluorescentes grupo controle; % cels FL (GT):
porcentagem de células fluorescentes grupo teste; % Cels INF: porcentagem de células infectadas; % pop
Inf-FL: porcentagem de células infectadas emitindo fluorescéncia; %pop inf ndo fl: porcentagem da
populacéo infectada ndo fluorescente.

Infecgdo-Trasnfecgdo GC-pUTRs/BLi/EGPF GT-pUTRs/B1i/EGPF
Imagem % cels FL Imagem % cels FL %Cels INF % pop Inf-Fl % pop inf ndo fl
P1F4 31,25% P1F6 45% 55% 63,63% 36,37%
P1F5 35,29% P2F1 40,62% 56,25% 44,44% 55,56%
P2F1 39,13% P2F5 14,28% 57,14% 18,75% 81,25%
P3F1 50% P3F1 34,21% 52,63% 50% 50%
P3F5 42,42% P3F4 43,90% 50% 63,41% 36,59%
MEDIA 39,62% MEDIA 36% 54% 48,05% 51,95%
MEDIANA 39,13% MEDIANA 40,62% 55,00% 50,00% 50,00%
DP 0,07152452 DP 0,126384817 0,028978837 0,183983051 0,183983051
Infecgdo-Transfecgdo GC-pEGFP GT-pEGFP
Imagem % cels FL Imagem % cels FL %Cels INF % pop Inf-Fl % pop inf ndo fl
P1F7 49,50% P2F2 49,12% 59,65% 64,70% 35,30%
P2F7 52,50% P2F3 37,31% 46,27% 48,39% 51,61%
P2F9 40% P2F6 46% 49,42% 74,482% 25,58%
P2F8 54,72% P3F2 32,14% 46,43% 17,95% 82,05%
P3F10 51,09% P3F3 38,23% 76,47% 50% 50%
MEDIA 49,56% MEDIA 40,56% 55,65% 51,09% 48,91%
MEDIANA 51,09% MEDIANA 38,23% 49,42% 50,00% 50,00%
DP 0,056790686 DP 0,068875794 0,128576639 0,214257945 0,214257945
Transfecgdo-Infecciio GC-pUTRs/B1i/EGPF GT-pUTRs/B1i/EGPF
Imagem % cels FL Imagem % cels FL %Cels INF % pop Inf-Fl % pop inf ndo fl
P1F2 15,38% P1F1 23,25% 46,51% 45% 55%
P1F4 25,67% P1F6 5% 35% 8,16% 91,84%
P2F2 12,26% P2F5 19,56% 80,43% 21,62% 78,38%
P3F1 15,05% P3F4 33,33% 39,40% 46,15% 53,85%
P3F5 20,73% P3F6 13,16% 47,37% 5,55% 94,45%
MEDIA 17,82% MEDIA 18,86% 49,74% 25% 75%
MEDIANA 15,38% MEDIANA 19,56% 46,51% 21,62% 78,38%
DP 0,053532859 DP 0,106505 0,179032754 0,194948514 0,194948514
Transfecgdo-Infecgdo GC-pEGFP GT-pEGFP
Imagem % cels FL Imagem % cels FL %Cels INF % pop Inf-Fl % pop inf ndo fl
P2F1 25,20% P1F5 10,45% 26,86% 27,77% 72,23%
P2F3 46,57% P2F1 96,55% 20,69% 100% 0%
P2F6 32,72% P2F2 92,85% 35,71% 100% 0%
P3F2 44,09% P3F2 8,80% 37,36% 8,82% 91,18%
P3F3 19,85% P3F3 77,82% 30,64% 100% 0%
MEDIA 33,69% MEDIA 57,21% 30,25% 67,32% 32,68%
MEDIANA 32,72% MEDIANA 77,42% 30,64% 100,00% 0,00%
DP 0,11604104 DP 0,440349717 0,067712901 0,452504135 0,452504135
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