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RESUMO
O Trypanosoma cruzi € o parasita causador da doenca de Chagas, a qual

atinge 16-18 milhdes de pessoas. Recentemente, o sequenciamento do genoma
do T. cruzi foi concluido, o que deu novo impulso aos projetos pos-gendmicos
visando a elucidacdo da expressao diferencial de proteinas ao longo do ciclo de
vida do parasita. A protebmica € bastante apropriada para este fim, j& que a
regulacdo da expressdo de proteinas em T. cruzi ocorre em nivel
péstranscricional. Objetivando-se o0 estudo das proteinas basicas do proteoma
de T. cruzi, condi¢cdes para eletroforese bidimensional (2-DE) em pH alcalino das
formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas foram estabelecidas.
Tornou-se necessario otimizar as condicbes experimentais para tais geéis, ja que
nessa faixa de pH é normal o aparecimento de longas listras horizontais
(streaking), baixa resolucéo de spots e baixa reprodutibilidade. O protocolo final,
desenvolvido para formas epimastigotas, consistiu na adicdo de 10% de
isopropanol ao tampéo de reidratacédo do gel de gradiente imobilizado de pH,
aplicagdo da amostra em uma fita de papel de filtro conectada ao an6do, uso de
fita embebida com solucdo de DTT junto ao catédo e focalizacdo isoelétrica
utilizando-se o equipamento Multiphor Il (GE Healthcare). Um total de 10 spots
do gel de epimastigotas foram identificados por impressao digital do mapa
peptidico (peptide mass fingerprint). As proteinas identificadas foram:
fosfoglicerato quinase, prostaglandina F2a sintase, peptideo metionina sulfoxido
redutase, metiltioadenosina fosforilase, proteina dissulfeto isomerase, AKB
ligase e quatro proteinas hipotéticas (hipotéticas). As condi¢cdes padronizadas
para a 2-DE foram aplicadas na construgdo de mapas bidimensionais das
formas tripomastigotas e amastigotas. Os mapas resultantes permitiram verificar
diferencas de expressdo entre os proteomas. Por dltimo, foi testada a
metodologia do gel “dois em um” para 2-DE em faixa ampla de pH, que mostrou
resultados promissores para futuras analises da expressao comparativa de

proteinas em T.cruzi.
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ABSTRACT
Trypanosoma cruzi is the parasite that causes Chagas disease, a chronic

illness that affects 16-18 million people. Recently, the sequencing of T. cruzi
genome was concluded. This accomplishment stimulated post-genomic projects
aiming at elucidating the differential protein expression through the parasite life
cycle. Proteomics is the most suitable methodology for this since T. cruzi protein
expression regulation occurs at post-transcriptional level. In order to study the
basic proteins from T. cruzi proteome, conditions for two-dimensional gel
electrophoresis (2-DE) of epimastigote, trypomastigote and amastigote life forms
were developed. It was necessary to optimize the 2-DE experimental conditions
since in the alkaline pH range the gels usually presents spot streaking, low
resolution and poor reproducibility. The final protocol, developed for
epimastigotas, consisted of the addition of 10% isopropanol to the IPG gel strip
rehydration buffer, sample loading using the “paper bridge” method, use of paper
strip embedded in DTT solution near the cathode and isoelectric focusing using
the Multiphor Il apparatus (GE Healthcare). A total of 10 spots from the
epimastigote gel were identified by peptide mass fingerprinting. The identified
proteins were phosphoglycerate kinase, prostaglandin F2a synthase, methionine
peptide sulfoxide reductase, methylthioadenosin phosphorylase, protein disulfide
isomerase, AKB ligase and four hypothetical proteins. The optimized 2-DE
conditions were applied to the construction of trypomastigotes and amastigotas
two dimensional maps. The resulting maps permitted the visualization of
differences in protein expression among the proteomes. Finally, the “two-in-one”
2-DE methodology for wide range pHs was tested and gave promising results

that may be used in future studies on T. cruzi comparative protein expression.
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1. INTRODUCAO

1.1. Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, ou tripanossomiase americana, € causada pelo
parasita hemoflagelado Trypanosoma cruzi. Segundo a Organiza¢cdo Mundial de
Saude, a doenca de Chagas ocorre apenas nas Américas e é endémica em 18
paises, afetando 16-18 milhdes de pessoas. Aproximadamente 120 milhdes de
pessoas encontram-se em areas de risco (Figura 1). As complicacdes mais
severas em decorréncia da doenga causam cerca de 21.000 mortes por ano
(WHO, 2002). Até o0 momento, a tripanossomiase americana nao apresenta
tratamento quimioterapico efetivo e nem vacina imunoprofilatica.

O T. cruzi é transmitido para o hospedeiro humano pelas fezes ou urina
de insetos triatomineos hematéfagos, conhecidos popularmente como
“barbeiros”. A transmissdo da doenca também pode ocorrer por transmissao
congeénita, por transfusdo de sangue, transplante de érgéos a partir de doadores
chagéasicos, comida contaminada ou por acidentes em laboratérios (WHO,
2005).

Figura 1. Epidemiologia da doenca de Chagas. O mapa mostra em vermelho a area endémica
da Doenca de Chagas. Distribuicao: Centro e Sul América. Prevaléncia: 16-18 milhdes de casos

(3 milhdes assintomaticos). Incidéncia anual: 300.000 casos.

(Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Imagem:Carte_maladie_Chagas.png).



A doenca de Chagas esta associada a varias reacdes imunoldgicas e
imunopatologicas. Durante a fase aguda e cronica da doenca, varios fenbmenos
auto-imunes sdo observados e podem resultar em uma ativacdo policlonal ou
efeito supressivo que ocorre durante a infeccdo do parasita (Ouaissi et al.,
2001).

A doenca humana apresenta duas fases sintomaticas (aguda e crbnica) e
uma fase assintomatica (indeterminada). Na fase aguda os parasitos
multiplicam-se no local da infeccao, disseminam-se para os tecidos e comegam
a se localizar nos érgaos. Essa fase geralmente ocorre de 6-8 semanas apés a
infeccdo, tem como uma das caracteristicas clinicas o sinal de Romafa (edema
bipalpebral unilateral) como porta de entrada do parasita, nessa fase aparecem
também os sinais gerais de infec¢do. A fase aguda € responséavel pela morte de
aproximadamente 10% dos casos por insuficiéncia cardiaca decorrente de
miocardite aguda ou meningoencefalite aguda. A fase cronica afeta orgaos
internos principalmente o coracdo, o es6fago, o colon e o sistema nervoso
periférico. Dois mecanismos sdo propostos para a patogenicidade da fase
cronica da doenca: a inflamacao cronica e auto-imunidade. As manifestacoes
clinicas da fase cronica ocorrem anos apoés a infec¢cdo podendo ser fatal se nao
tiver tratamento, % das pessoas desenvolvem sintomas cardiacos, pequena
porcentagem desenvolve problemas no trato digestério e raramente ha
sintomatologia no sistema nervoso periférico. Na fase indeterminada ocorre o
aumento da resposta imune e destruicdo da parasitemia. A fase indeterminada
ocorre por varios anos ou décadas sendo que o0s sinais clinicos e sintomas
desaparecem e as pessoas se tornam soropositivas (Souza, 2000).

O T. cruzi possui diferentes formas morfologicas e funcionais relacionadas
com o hospedeiro vertebrado, tripomastigotas e amastigotas, e invertebrado,
epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos. Os epimastigotas possui 0
cinetoplasto (DNA mitocondrial) posterior ao nucleo, os tripomastigotas possuem
0 cinetosplasto anterior ao nucleo e por ultimo a forma amastigota adquire a
forma esférica dentro da célula do hospedeiro vertebrado (Figura 2). O ciclo de

vida do T. cruzi estd mostrado na Figura 3. Os parasitas diferenciam-se pela



primeira vez no estbmago do inseto vetor onde as formas tripomastigotas
transformam-se em epimastigotas poucas horas ap0s sua ingestdo. A segunda
diferenciacdo do parasita ocorre quando os epimastigotas transformam-se em
tripomastigotas metaciclicos no tubo digestivo do vetor. Os tripomastigotas
metaciclicos séo liberados através das fezes e urina do hospedeiro invertebrado
atingindo o hospedeiro vertebrado por uma ferida na pele ou através da mucosa.
Os parasitas invadem diferentes tipos de células no hospedeiro, rapidamente se
diferenciam em amastigotas, sofrendo varias divisdes no interior das células
infectadas. Em seguida, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que
séo liberados para o sangue apés o rompimento da membrana celular, iniciando
o préximo ciclo de infeccdo de outras células ou ciclo biolégico do parasita

guando ingerido pelo inseto vetor (Garcia and De Azambuja, 2000).

>
A

Tripomastigota

Amastigota

]

C

Epimastigota

Figura 2. Trés diferentes estagios de vida do T. cruzi (De Souza, 2002).



Doenga de Chagas: Ciclo de Vida do
Trypanossoma cruzi
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tripomastigota passa 4 ferida nas fezes.
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saimdo para o sangue

Figura 3. Ciclo de vida do T. cruzi.
(Fonte: http://pt.wikipedia.org/wiki/Doen%C3%A7a_de_Chagas)

A Doenca de Chagas € inicialmente diagnosticada de acordo com o
histérico do paciente e pelas manifestacdes clinicas da doenga. O diagnostico é
confirmado pela deteccédo do parasita no sangue na fase aguda da doenca e
pela deteccdo de anticorpos na fase cronica da doenca. Os tratamentos
disponiveis para as infeccfes agudas sdo de alta toxicidade e de variavel
efichcia sendo que nas formas crénicas da doenca poucas opcdes terapéuticas

podem ser oferecidas aos pacientes.

1.2. Diferenciacdo em T. cruzi

A diferenciacdo das formas epimastigotas em tripomastigotas

metaciclicos (metaciclogénese) ocorre naturalmente no intestino do inseto vetor
provavelmente como uma resposta deste parasita as mudancas ambientais, tais

como a reducdo de nutrientes disponiveis. Os mecanismos envolvidos no



disparo deste processo, que € orientado por notaveis mudangas na expressao
génica, permanecem desconhecidos. A metaciclogénese em T. cruzi pode ser
mimetizada in vitro, em condi¢cdes quimicas definidas, permitindo a selecao de
parasitas em varios estagios de diferenciacdo. Esse processo de diferenciagdo
envolve a transformacdo de uma forma replicativa ndo infectante do parasita em
uma forma infectante ndo replicativa. As mudancas funcionais e morfologicas
gue ocorrem durante o processo de metaciclogénese resultam em importantes
mudancgas na expressao diferencial dos genes (Yamada-Ogatta et al., 2004).
Poucos genes estagio-especificos da metaciclogénese de T. cruzi séao
conhecidos e descritos e a maioria que € conhecida codifica antigenos de
superficie (Avila et al., 2003). O estudo de genes estagio-especificos da
metaciclogénese ajuda no entendimento da patologia da doenca de Chagas e
pode conduzir a uma compreensdao melhor dos mecanismos que controlam sua
expressao.

A primeira amastigogénese ocorre quando o tripomastigota metaciclico se
transforma em amatigota dentro da célula do hospedeiro mamifero, e o segundo
processo € observado quando tripomastigotas derivados de tecido se
diferenciam em amastigotas (Contreras et al., 2002). A maioria da informacéo a
respeito do processo de amastigogénese vem do estudo da forma tripomastigota
derivada de tecido, porém pouco € conhecido sobre o processo de
desenvolvimento que direciona a forma metaciclica na forma amastigota.
(Navarro et al., 2003).

1.3. Expresséo de proteinas em T. cruzi

O estudo de genes estagio-especifico dos tripanossomatideos fornece
informacdes sobre as diferentes formas de vida e da interacdo do parasita com o
hospedeiro. Além disso, esses estudos podem proporcionar importantes
ferramentas para desvendar os mecanismos envolvidos na regulagdo da
expressdo génica. O T. cruzi regula a expressao de proteinas de maneira pés
transcricional através de variacdes na estabilidade do mRNA ou da eficiéncia da

traducdo dos mRNAs (Clayton, 2002). A expressdo de proteinas varia nos



diferentes estagios de desenvolvimento do T. cruzi. Por exemplo, em
epimastigotas sao encontradas as proteinas gp 72 e cruzipaina (Harth et al.,
1992, Cazzulo and Frasch, 1992); em tripomastigotas metaciclicos a gp 82, gp
90 e gp 35/50 (Teixeira and Yoshida, 1986; Hart et al., 1993; Ramirez et al.,
1993), em tripomastigotas sdo encontradas a trans-sialidase (Frevert et al.,
1992), gp 83 (Villalta et al., 1992) e os antigenos Ssp 1, Ssp 2 e Ssp 3 (Andrews
et al., 1987). Em amastigotas encontram-se a amastina (Teixeira et al., 1994), o
epitopo Ssp 4 (Burleigh and Andrews, 1998), e a gp 83 ou ASP (“amastigote
surface protein”) (Pan and McmahonPratt, 1989, Low and Tarleton, 1997).

O Trypanosoma brucei apresenta um mecanismo que burla o sistema
imune do hospedeiro através de variacfes antigénicas. O parasita é coberto por
uma unica proteina que tem a fungéo de ativar o sistema imune do hospedeiro,
em seguida, por um processo de recombinacao génica, algumas células formam
uma nova capa protéica que ndo € reconhecida pelo sistema imune, dessa
forma o parasita pode atacar o hospedeiro sem ser reconhecido. Esse processo
de mudar a cobertura pode ocorrer milhares de vezes, resultando em um ciclo
cronico de infeccdo da doenca. O T. cruzi ndo se submete a variacdes
antigénicas como ocorre no T. brucei, porém expressa varias moléculas de
superficie, dentre elas as mais importantes e mais estudadas foram as mucinas

e a familia das trans-sialidases (Clayton, 2002).

Os tripanossomatideos apresentam mecanismos genéticos peculiares,
tais como, a organizacdo dos genes de proteinas em unidades transcricionais
policistronicas, o processamento dos transcritos através de trans-splicing e da
editoracdo do RNA. Os RNAs mensageiros dos tripanossomatideos apresentam,
na extremidade 5, uma seqUéncia extremamente conservada de 39
nucleotideos denominada seqiiéncia lider (SL) ou mini-exon. A SL é adicionada
ao mMRNA através de um mecanismo de trans-splicing. Trata-se de uma reacao
intermolecular da qual participam uma molécula doadora (RNA da seqiéncia
lider) e um aceptor, que é 0 mMRNA gue esta sendo sintetizado. A reagdo envolve
a clivagem das duas espécies de RNAs e transferéncia da SL para 0 mRNA. A

reacdo de trans-splicing é catalisada por um complexo multienzimatico



constituido por enzimas especificas e ribonucleases. A SL é derivada de um
RNA de 110 nucleotideos codificado por genes localizados em um ou dois
cromossomos, dependendo da cepa de T. cruzi. O RNA da SL é clivado e uma
porcdo de 39 nucleotideos resultante da clivagem é transferida para a regido 5’
do mRNA nascente. A regido 5’ do pré-mRNA é clivada em um sitio especifico
(consenso AG) e substituida pela SL. Como os RNAs mensageiro e da SL séo
codificados por genes situados em diferentes sitios do genoma, o processo foi

denominado de trans-splicing (Figura 4) (Landfear, 2003, Silveira, 2000).
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Figura 4. Esquema mostrando o mecanismo de trans-splicing. A caixa amarela representa a
seqliéncia lider (SL) e a vermelha o mRNA. Nessa reacdo ocorre a transferéncia dos 39
nucleotideos (SL) do SL RNA para o pré-mRNA. Parte da por¢éo 5’ do pré-mRNA é substituida
pela SL (Modificado de Ullu et al., 1996).

A auséncia de seqUiéncias promotoras consenso nos tripanossomatideos
sugere que o controle da expressdo génica nos tripanossomas ocorre
principalmente a nivel pés-transcricional e envolve o processamento e traducao
dos transcritos. A SL esta teoricamente presente em todos os mRNAs do
tripanossoma. A funcdo exata da SL ainda ndo é conhecida. No entanto, ha



evidéncias de que a SL confere a estabilidade ao mRNA, impedindo a sua
degradacdo, e auxilia também na interacdo do mRNA com os ribossomos.
Transcritos que ndo apresentam SL perdem a sua estabilidade e ndo séo
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, os mMRNAs dos tripanossomatideos ndo apresentam
uma sequéncia consenso para a adi¢do de residuos de adenina. Sabe-se que a
adicdo de SL e da cauda poli A ocorre durante a transcricdo do mRNA mas
ainda existe uma certa controvérsia com relacdo a hierarquia desses eventos
(Silveira, 2000).

1.4. GenGmica e Transcriptomica

A andlise genética de T. cruzi € uma tarefa laboriosa, pois ndo ha
condensacao cromossOmica durante a divisdo celular. O T. cruzi apresenta um
genoma dipléide, e se reproduz assexuadamente. A auséncia de reproducao
sexuada também dificulta a analise genética desses parasitas por meio de
métodos convencionais. O emprego de técnicas modernas de transformacéo do
parasita com diferentes construcbes genéticas tem produzido resultados
promissores (Silveira, 2000).

O genoma nuclear de T. cruzi pode ser agrupado em trés classes: a)
sequéncias que codificam proteinas, b) sequéncias que codificam RNAs e ¢)
sequéncias repetitivas, as quais nao sao codificadoras (Silveira, 2000).

O sequenciamento de genoma de parasitas vem progredindo. Alguns
genomas apresentam dificuldades de serem sequenciados, ou por serem
grandes ou por terem varias sequéncias de DNA repetidas tornando assim um
obstaculo para sequenciar de forma compreensiva com 0S recursos atuais.
Sendo assim, sequence tags (EST), que sao sequéncias transcritas e expressas
nas células, séo utilizados.

O projeto genoma de T. cruzi comecou oficialmente em 1994 em dois

féruns cientificos independentes: CYTED — Programa lbero-Americano para



Desenvolvimento da Ciéncia e Tecnologia financiado pelo governo espanhol, e
OMS-Organizacdo Mundial de Saude (Levine et al., 1994, Zingales et al, 1997).
O objetivo do projeto genoma € 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 et al.,
2005).

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, retrotransposons de genes da grande familia
das moléculas de superficies, os quais incluem trans-sialidases, mucinas, gp 63s
e as proteinas de superficie associadas a mucinas (MASP). A recombinacéo
homologa tem sido bem documentada em tripanosomatideos pelo fato de serem
usadas em manipulacfes experimentais do genoma e é a chave do mecanismo
de variacdo antigénica que T. brucei usa para a evasao imune. Varias classes
de moléculas importantes da via de sinalizacdo celular ndo se encontram em
tripanosomatideos, incluindo receptores transmembréanicos, proteina G
heterotrimérica, a maior parte dos receptores cataliticos, domineos SH2 e SH3 e
fatores que regulam a transcricdo. Alguns receptores cataliticos foram
encontrados e todos séo adenilato ciclases (El-Sayed et al., 2005).

A elucidacdo da sequéncia completa do genoma de T. cruzi ndo é
suficiente para definir os processos dinamicos relacionados a expressédo de
proteinas. Assim, estudos pos-gendmicos 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. Deve-se relembrar que a regulacdo génica em T.
cruzi ndo se da em nivel transcricional. Como ja mencionado anteriormente, 0s
genes de T. cruzi sédo 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 traducdo especifica dos mMRNAs

(Vanham and Pays, 1995). Esse fato limita o uso de DNA microarrays e torna a



abordagem proteGmica bastante atrativa para descrever as mudancas globais na

expressao proteéica global durante o ciclo de vida do T. cruzi.

1.5. Protebmica

O termo proteoma foi criado em 1995 e refere-se ao conjunto de
proteinas expressas pelo genoma de um organismo, ou no caso de organismos
multicelulares, como o complemento protéico expresso por um tecido ou células
diferenciadas (Wilkins et al, 1996). Enquanto o genoma de um organismo
permanece relativamente estavel ao longo da sua vida, o proteoma €
extremamente dindmico e variavel. A analise prote6mica permite saber se e
quando um produto genético esta sendo expresso, a concentracdo relativa
desse produto e, por fim, as modificacbes que podem ocorrer nessas proteinas
apos a sua traducado. A analise prote6mica 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 et al., 2000).

A protedmica possui a potencialidade de contribuir decisivamente para
desvendar os complexos caminhos metabdlicos nas diversas etapas celulares,
gerando descobertas sem precedentes na biologia celular. A pesquisa
protebmica j4 estd tornando possivel a identificacdo e caracterizacdo de
marcadores bioldgicos, ou seja, moléculas enddégenas ou exdgenas especificas
de um determinado estado patologico. A capacidade de identificar essas
moléculas é extremamente Util no diagndstico precoce de doencas e no
acompanhamento da evolucao do tratamento (Cash, 2002).

O estudo do proteoma também pode viabilizar a identificacdo de novas
moléculas bioativas em extratos biolégicos naturais, levando ao
desenvolvimento de novos medicamentos.

A andlise protebmica dos estagios de desenvolvimento de T. cruzi vem
sendo desenvolvida ha mais de 5 anos por pesquisadores da Universidade de
Brasilia. O grupo, coordenado pelo Prof. Dr° Carlos André Ornelas Ricart,

publicou dois dos primeiros artigos sobre proteémica de T. cruzi. O primeiro
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deles relatou a construcdo de mapas protedmicos de trés formas de vida do
parasita: tripomastigotas, amastigotas e epimastigotas em faixa de pH 4-7 (Paba
et al., 2004a) enquanto o segundo trabalho utilizando uma abordagem sem uso
de eletroforese e sim reagentes de marcagdo isotopica (ICAT) mostrou a
expressdo diferencial de proteinas nas formas tripomastigotas e amastigotas
(Paba et al., 2004b).

Mais recentemente foi publicado, também no volume 309 da Science
(Atwood 1l et al., 2005), um artigo apresentando a analise protedbmica de T. cruzi
usando cromatografia multidimensional acoplada a espectrometria de massa
(LC-MS/MS). A estratégia € extremamente poderosa e permitiu a identificacdo
de um grande numero de proteinas, porém ndo foi capaz de fornecer
informacdes caracteristicas dos polipeptidios, tais como, ponto isoelétrico e
massa molecular o que inviabiliza a determinacao de isoformas protéicas assim

como modificagdes pds-traducionais.

1.5.1. Eletroforese Bidimensional

Na eletroforese bidimensional as proteinas sao separadas com base em
duas das suas propriedades: numa primeira dimensédo, de acordo com o seu
ponto isoeléctrico (pl) e, numa segunda dimensdo, em gel desnaturante de
poliacrilamida (SDS-PAGE), de acordo com a sua massa molecular (MM)
(O’Farrell, 1975). Em géis bidimensionais os polipeptideos aparecem formando
manchas (spots) apos serem corados. Diferentes spots podem conter isoformas
da mesma proteina com coordenadas especificas de pl e MM. Em 1988,
Angelika Gorg introduziu o uso de gradientes imobilizados de pH (IPG), nos
guais tampdes especiais sdo co-polimerizados com acrilamida e bisacrilamida,
acarretando uma melhor reprodutibilidade dos perfis bidimensionais. 2D-PAGE é
uma técnica que pode ser usada para a obtencdo de perfis bidimensionais
completos de uma amostra como também para estudos comparativos entre
amostras. O aparecimento ou desaparecimento de spots podem fornecer

informacbOes acerca de proteinas estagio-especificas, enquanto a intensidade
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dos spots fornece informacdes quantitativas a respeito da expressao diferencial
dos polipeptideos (Graves and Haystead, 2002).

Apesar de ser uma técnica poderosa a 2D-PAGE apresenta limitaces,
sendo que as principais estdo relacionadas a pouca representacdo de proteinas
de alta massa molecular, a baixa resolucdo de proteinas hidrofobicas e a
dificuldade de visualizar proteinas existentes em numero reduzido de copias por
células (Gygi and Aebersold, 2000). Existe também dificuldade de se obter
padrdes eletroforéticos reprodutiveis para proteinas com ponto isoelétrico muito
alcalino (Hoving et al., 2000). O pré-fracionamento da amostra (Gorg et al.,
2002, Locke et al., 2002), a diminuicdo da concentracdo da malha dos IPGs
(Brush et al., 2003, Candiano et al., 2002) assim como a diminuicdo do efeito
eletroendosmético em géis alcalinos (Hoving et al, 2002) tém aliviado

significativamente essas restrigdes.

1.5.2. Espectrometria de massa

A espectrometria de massas (MS) determina as massas moleculares de
compostos quimicos através da separacao dos ions moleculares de acordo com
sua relacdo massa-carga (m/z). Um espectrobmetro de massa € composto
basicamente de duas partes: o sistema de ionizacdo das moléculas, responsavel
por vaporizi-las e carrega-las eletricamente, e o analisador de massa
propriamente dito, que separa o0s ions resultantes de acordo com a massa
(Siuzdak, 1996).

Atualmente existem duas técnicas de ionizacdo: a desorcdo a laser
auxiliada por matriz (MALDI), onde a amostra € irradiada com um feixe de laser
gue causa a ionizacao e a desorcdo da molécula, e a eletropulverizagéo, na qual
a amostra em uma solucdo acidificada € 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 evaporacdo do solvente, decrescem de
volume ocasionando a repulsdo mutua entre as cargas e a liberacdo dos ions na

direcéo do analisador de massa.
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Dois tipos de analisadores de massa acompanham esses sistemas de
ionizacdo: o de tempo de voo (time of- flight- TOF) que é usualmente associado
a ionizacao tipo MALDI, mas pode também ser utilizado com eletropulverizagéo
e 0 quadrupolo, que é geralmente usado com eletropulverizagdo, mas pode
estar associado também a desorcao a laser (Cunha, 2003).

As proteinas podem ser identificadas por impressao digital do mapa
peptidico (PMF) que consiste na digestdo das proteinas de interesse com
tripsina ou outro agente proteolitico e posterior determinacdo das massas
moleculares dos peptidios resultantes por espectrometria de massa,
normalmente do tipo MALDI-TOF. Os valores de massas moleculares obtidos
sdo usados em buscas computacionais em que sao comparados com resultados
de digestéo 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. A identificacdo € realizada
combinando as massas observadas dos peptideos com as massas resultantes
da digestéo tedrica (Siuzdak, 1996).

1.6. Dificuldades e abordagens técnicas para o estudo de proteinas basicas

A otimizagdo de condi¢des para a construcdo de geéis bidimensionais em
regides de pH alcalino constitui um grande desafio técnico (Bae et al., 2003,
Olsson et al., 2002). Em tais faixas de pH € notavel o aparecimento de longas
listras horizontais (streaking), baixa resolucdo de spots e baixa reprodutibilidade.
Os problemas de streaking s@o conseqUéncias do desaparecimento do agente
redutor (normalmente o DTT) da parte basica do gel de gradiente imobilizado de
pH (IPG strip) usado na etapa de focalizacdo isoelétrica. Esse desaparecimento
acarreta oxidacao dos grupos tidis das proteinas resultando em pontes dissulfeto
intra e intercadeias. Outros efeitos deletéricos na resolucdo e reprodutibilidade
incluem transporte ativo de &gua na direcdo do anddo (eletroendoosmose
reversa) causada pelas fortes cargas positivas dos tampdes basicos de
acrilamida e a hidrdlise da acrilamida em acido acrilico em pHs alcalinos (Hoving
et al., 2002).
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Reidratacdo do gel na solucdo da amostra, reidratacdo em tampéao 2D
seguido de aplicagcdo da amostra com auxilio de um recipiente especial-cup
loading, e a aplicacdo da amostra em uma fita de papel de filtro sdo maneiras de
aplicar a amostra no IPG strip.

Na reidratacdo do gel o strip fica submerso na solucdo de reidratacao
contendo a proteina a ser estudada (Figura 5). Devido ao tamanho dos poros do
strip, moléculas pequenas, tais como agua, uréia e detergente, entram no gel
mais rapido do que as proteinas. Por essa razdo é preciso no minimo doze
horas para que as proteinas entrem completamente no gel. As vantagens mais
importantes desse método sédo: diminuicdo de erros por manipulacdo, pois a
aplicacdo da amostra e a IEF sdo combinadas em apenas uma etapa; nao
ocorre precipitacdo no ponto de aplicacdo da amostra devido as proteinas serem
distribuidas uniformemente sobre o gradiente; durante a reidratacdo do gel
pode-se aplicar uma voltagem para melhorar a entrada de proteinas de alta
massa molecular. A técnica de reidratacdo do gel apresenta algumas
desvantagens, dentre elas: em gradientes basicos a reidratacdo leva a perda de
proteinas, pois algumas proteinas ndo tém afinidade por ambiente basico;
aumento da atividade de proteases quando a reidratacao é feita em temperatura
ambiente; durante o processo do reidratacdo a concentracdo da proteina fora do
strip aumenta o que pode levar a formacdo de agregados de proteinas;
proteinas com baixa solubilidade tendem a precipitar formando um borrdo no gel
(Westermeier and Naven, 2002).

Um outro método utilizado é a reidratacdo em tampdo 2D seguido de
aplicacao da amostra com auxilio de um recipiente especial - cup loading (Figura
5). Nessa técnica o strip € pré-hidratado apenas com a solucao de reidratagdo. A
amostra é aplicada em um pequeno recipiente para amostra que pode ser
colocado na parte basica ou acida do gel e as proteinas sao transportadas para
dentro do strip eletroforeticamente. O tempo minimo para a reidratacdo do strip
por esse método é de 6 horas. As vantagens mais comuns descritas nesse
método sdo: o melhoramento da focalizacao isoelétrica em faixa estreita de pH,

em pH muito &acidos e em gradientes basicos; a amostra € transportada

14



imediatamente no gel diminuindo a possibilidade de interacdes entre as
proteinas; reducdo do efeito das proteases; e as proteinas podem ser
carregadas em ambas as extremidades do strip. Esse método apresenta
algumas desvantagens que devem ser levadas em consideragcdo, como por
exemplo: proteinas com ponto isoelétrico perto do ponto da aplicacdo
apresentam a solubilidade e mobilidade baixa, devido a isso tendem a precipitar
na superficie e a construir um rastro vertical na segunda dimenséao do gel; o
volume da amostra a ser aplicada € limitado (Westermeier and Naven, 2002).

A amostra também pode ser aplicada em uma fita de papel de filtro e esta
fita € colocada como ponte entre a extremidade da tira de IPG e do eletrodo
(Figura 6) (Sabounchi-Schutt et al., 2000). Esse método apresenta 0s mesmos
principios do cup loading com a diferenca que o volume da amostra a ser
aplicado € muito maior. Uma vantagem desse método é que apenas as
proteinas de interesse entram no strip e resultando numa melhor focalizacéo das
proteinas.

Hoving e colaboradores (2002) observaram uma melhora em géis
alcalinos e em géis de faixa estreita de pH ao modificar o tamp&o 2D original.
Essas modificacdes consistiram em adicionar glicerol e isopropanol ao tampéao
2D e ao aumentar a quantidade de agente redutor no meio de focalizacdo. Uma
boa focalizacdo resulta em uma melhor andlise diferencial do proteoma usando

a 2-D PAGE, pois define e aumenta o nimero dos spots.
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Figura 5. Esquema mostrando a reidratacdo do gel e a aplicacdo da amostra com o cup loading

(Westermeier and Naven, 2002).
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2000).
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2. JUSTIFICATIVA

O Trypanosoma cruzi possui ciclo de vida complexo, caracterizado por
mudancas morfolégicas e metabdlicas sensiveis a estimulos originados no
ambiente em que o parasita se encontra. Isto o faz um modelo interessante para
o estudo do controle da diferenciacao celular em eucariotos. Além disso, apesar
da Doenca de Chagas ter sido descrita ha 90 anos, ela ainda continua a ser um
desafio em termos de saude publica na América Latina, muito embora 0s
programas de controle da transmissdo tenham reduzido consideravelmente o
risco de infeccdo (www.who.int/tdr/). Atualmente, os tratamentos disponiveis
para as infeccbes agudas é de alta toxicidade e de variavel eficdcia sendo que
nas formas crbnicas da doenca poucas opcdes terapéuticas podem ser
oferecidas aos pacientes. O estudo do proteoma do Trypanosoma cruzi, permite
a criacdo de mapas ou perfis da expressao proteica das diferentes formas do
parasita 0s quais estardao disponiveis para consulta por outros investigadores.
Espera-se que as informagfes fornecidas pelos mapas protedmicos possam
contribuir para o conhecimento da biologia do parasita, incluindo os mecanismos
de controle do seu ciclo celular, a caracterizacdo de proteinas responsaveis pela
sua viruléncia, assim como da descoberta de possiveis alvos de terapia que

oferegcam a populagéo infectada novas alternativas de tratamento.
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. OBJETIVOS

Padronizacdo dos géis bidimensionais para proteinas de T. cruzi em faixa de
pH alcalino.

Construcédo de mapas bidimensionais alcalinos para as formas epimastigota,
tripomastigota e amastigota de T. cruzi

Identificac&o inicial de spots protéicos dos géis bidimensionais.
Disponibilizacdo dos resultados em uma pégina na internet.
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4. METODOLOGIA

4.1. Cultura e obtencéo de parasitas

As formas epimastigotas foram obtidas por cultura em meio LIT (liver
infusion tryptose) suplementado com 5 % de soro fetal bovino (SBF), incubados
a 25°C com agitacdo constante. As formas tripomastigotas foram coletadas a
partir de cultura celular em fibroblastos (Andrews and Colli, 1982), mantidos em
meio DEM suplementado com SBF 5 %, 100 pg/pL de gentamicina, 100 pg/uL
de penicilina, a 37 °C em atmosfera contendo 5 % CO, e propagados a cada dez
dias apos digestdo com tripsina 0,1 %. Amastigotas axénicos foram obtidos a
partir de tripomastigotas incubados em meio DEM pH 5.0, durante 12h a 37 °C,
5 % CO; (Tomlinson et al., 1995). A contagem dos parasitas foi realizada usando

diluicdes crescentes em camara de Neubauer.

4.2. Eletroforese bidimensional de proteinas basicas

Os parasitas foram lavados trés vezes por centrifugacdo a 3.000 rpm com
solucédo salina 0,85 %. Foi adicionado um volume 10 vezes menor de SDS 0,2 %
aos pellets que foram fervidos por 5 minutos e, em seguida, resfriados por 1
minuto e solubilizados durante 30 minutos em tampéao 2D (uréia 7 M, tiouréia 2
M, DTT 1 %, Triton X-100 2 %, Pharmalyte 6-11 0,5 %) contendo inibidores de
proteases (EDTA 5 mM, PMSF 100 uM, TLCK 100 uM, TPCK 100 uM,
pepstatina A 1 uM, leupeptina 100 uM) centrifugados a 10.000 rpm por 10
minutos para eliminar restos celulares e estocados a -80 °C até o uso.

Com o objetivo de se obter melhores resultados para os géis basicos
oriundos da isoeletrofocalizacdo (IEF), varios testes foram realizados. Esses
testes estdo resumidos na Tabela 1. Quando necessario para reduzir o volume,
precipitacfes das amostras foram feitas por adicdo de acetona gelada ao extrato
protéico dos parasitas (trés vezes o volume da amostra) durante 2 h,
centrifugadas a 12.000 rpm durante 10 min e solubilizadas no tampé&o 2D (uréia
7 M, tiouréia 2 M, DTT 1 %, Triton X-100 2 %, isopropanol 10 %, Pharmalyte 6-
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11 0,5 %) antes da reidratacdo. Todos os experimentos foram realizados
utilizando géis de 18 cm com gradiente 6-11. Apos a focalizagdo os géis foram
submetidos a reducédo/alquilacdo por incubacédo consecutiva em 3 mL de DTT
125 mM e acrilamida 125mM em tampao equilibrio (Tris-HCL 50 mM pH 6,8,
uréia 6 M, glicerol 30 % v/v, SDS 1 %) durante 20 minutos. A separa¢do na
segunda dimenséao foi realizada por eletroforese desnaturante em gel de
poliacrilamida 12 % (SDS-PAGE). Para visualizacdo das proteinas presentes
nos géis, estes foram corados com nitrato de prata segundo o protocolo de Blum
et al (1987).

4.3. Digestao de spots protéicos

Os spots retirados do gel da forma epimastigota foram descorados por
incubacdo numa solucéo de ferrocianeto de potassio 15 mM, tiosulfato de sodio
50 mM por 15 minutos (Gharahdadhi et al., 1999). Em seguida, o spot foi lavado
com trés ciclos de agua, bicarbonato de aménio 100 mM por 10 minutos e
acetonitrila 100 % por 10 minutos . Na ultima lavagem com acetonitrila os spots
foram macerados com pistilo e secos em Speed Vac. Os géis secos foram
reidratados por adicdo de uma solucdo de 5-10 uL de uma solugéo bicarbonato
de amdnio 100 mM, cloreto de célcio 5 mM contendo tripsina suina modificada
(Promega) 12,5 ng/uL e incubados no gelo por 30 minutos. Em seguida
adicionou-se 10 uL do mesmo tampéo de digestdo sem enzima e incubou-se a
37 °C overnight. Os digestos resultantes foram extraidos com duas lavagens
com 40 uL de &gua:acetinitrila: &cido trifluoroacético (66:33:0.1 v/v/v) em
sonicador durante 10 minutos. Apos secagem em Speed Vac, cada digesto foi
solubilizado em 10 puL de TFA 0.1 %. Logo em seguida, os digestos foram
desalinizados em microcolunas de fase reversa Zip Tip (Millipore, Billerica, MA,
USA) de acordo com as instru¢cdes do fabricante. Apés a desalinizacdo, o0s
peptideos foram eluidos da microcoluna diretamente na solucdo de matriz 4cido
alfa-ciano-4-hidroxicinamico (10 mg/mL em 50 % acetonitrila, 0.1 % TFA) e

aplicado diretamente na placa de aco do espectrémetro de massa.
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4.4. Espectrometria de massa tipo MALDI-TOF

Para a obtencdo de mapas peptidicos de cada amostra, analises foram
realizadas em um espectrometro tipo MALDI-TOF modelo Reflex IV (Bruker
Daltonics, Bremen, Germany). Os espectros foram obtidos em modo positivo,
refletor e extracdo retardada. Cada espectro foi calibrado internamente com
picos de queratina e editados manualmente selecionando apenas 0S picos
monocarregados, a edi¢ao foi realizada usando os programas Xmass e Biotools.
As buscas foram realizadas atraves 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 ou 0,1 Da,
restricio de massa molecular de acordo a observada na separacéo
eletroforética, organismos eucariotos, maximo de um sitio triptico de corte nao
clivado, propionamidacdo como modificacdo constante de cisteinas e oxidacao

de metionina como modificag&o variavel.

4.5. Gel “dois em um” (Two-in-one gel)

Para se obter o gel “dois em um” foram aplicadas as proteinas
correspondentes a 10® células da forma epimastigota em cada um dos dois
strips de pH 3-10 usados no experimento. Apds a IEF cada strip foi cortado ao

meio e colocado na segunda dimenséo de acordo com o esquema mostrado na

Figura 7.
IEF process
Amostra 1l Amostra 2

pH 3 J I ] pH 10 pH 3 l & l pH 10
— <

pH 3 lpH 65 pH10 pH3 PH 6.5 l pH 10
P— ) [—

! SDS-PAGE

Figura 7. Esquema ilustrando o esquema do gel “dois em um”. (modificado de Wang et al.,2003)
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Tabela 1. Protocolos de padronizacao de géis bidimensionais basicos

Método Precipitacdo Equipamento Parametros DTT no Método de aplicacédo
com acetona catédo

1 sim IPG phor 500V 1.00 h néo Reidratacéo do gel
1000 V 1:00 h
1000-8000 V 4:00 h

2 sim Multiphor 11 500 V 0:01 h néo Reidratacéo do gel
500-3500V 1:30h
3500 V 6:00 h

3 sim Multiphor 11 500 V 0:01 h néo Reidratacéo do gel

500-3500V 1:30h
3500 V 30:00 h
4 sim Multiphor 11 300 V 0:01 h sim Cup loading
300V 3:00 h
300-1400 V 6:00 h
1400 V 10:00 h
1400-3500 V 3:00 h

3500 V 2:00 h
5 sim Multiphor Il 300V 0:01h sim Cup loading (De Streak)
300V 3:00 h

300-1400V 6:00 h
1400 V 10:00 h
1400-3500 V 3:00 h

3500 V 2:00 h

6 nao Multiphor Il 150 Vv 1:00 h sim Papel de filtro no anédo
300V 2:00 h
600 V 1:00 h
3500 V 8:00 h

7 nao Multiphor Il 150 v 1:00 h sim Papel de filtro no anédo
300V 2:00 h
600 V 1:00 h

3500 V 10:00 h
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5. Resultados e Discussao

5.1. Padronizacédo dos géis basicos

As tentativas de construcdo de géis 2D para proteinas basicas de T. cruzi
utilizando métodos padronizados para faixas amplas de pH ndo mostraram
resultados satisfatorios (dados ndo mostrados). Tornou-se entdo necessario
investir na otimizagdo das condi¢cbes para tais géis. Variacdes técnicas dos
protocolos (Tabela 1) foram desenvolvidas e testadas. Das trés formas de vida
do parasita estudadas nesse trabalho, foi escolhida a forma epimastigota para a
padronizacdo, sendo que em cada gel foram utilizadas as proteinas
correspondentes a 10° células.

Dentre os parametros variados estavam o tipo de aparelho utilizado para
a focalizacao isoelétrica (Multiphor Il or IPGPhor- GE Healthcare), o método de
aplicacao de amostras (reidratacdo do gel na solucdo da amostra ou reidratacéo
em tampao 2D seguido de aplicagdo da amostra com auxilio de um recipiente
especial-cup loading), a aplicacdo de uma fita de papel de filtro embebida em
solucdo de DTT perto do catdédo com a intencdo de diminuir a deplecdo do
agente redutor, precipitacdo da amostra e redissolu¢cdo em tampao 2D contendo
isopropanol antes da focalizacao isoelétrica (IEF) e variacdo dos parametros de
voltagem ao longo da IEF.

O Método 1 refere-se ao protocolo padrdo do fabricante para a
focalizacdo de géis basicos utilizando o aparelho IPGPhor. Apesar do perfil
bidimensional apresentar alguns spots bem resolvidos na faixa de massa
molecular (MM) entre 14.4 - 20 kDa, pode-se perceber a existéncia de streaking
horizontal e auséncia de spots definidos acima de 43 kDa (Figura 8).

O IPGPhor (GE Healthcare) é atualmente o aparelho de focalizacéo
isoelétrica mais moderno existente no nosso laboratério, porém o mesmo néo
permite que sejam feitas certas modificacbes apropriadas para focalizagbes na
regido basica, tais como aplicacdo de amostra por cup loading nem uso de fitas

embebidas em DTT. Sendo assim, foi testado o Método 2 usando o aparelho
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Multiphor 11 (GE Healthcare) aplicando a amostra por reidratacdo do gel e
utilizando o protocolo padrdo sugerido pelo fabricante. O perfil bidimensional
usando o Método 2 foi inferior ao do método anterior (Figura 9) com streakings
pronunciados em todas as faixas de massa molecular, 0 que nos levou a propor

novas modificagdes metodoldgicas.
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Figura 8. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 10° células) segundo o método 1. A amostra foi precipitada com acetona
gelada, aplicada no strip por reidratacdo do gel e focalizada usando o equipamento IPGphor. O

gel foi corado com nitrato de prata.
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Figura 9. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 10° células) segundo o método 2. A amostra foi precipitada com acetona
gelada, aplicada no strip por reidratagéo do gel e focalizada usando o equipamento Multiphor II.

O gel foi corado com nitrato de prata.
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No Meétodo 3 foi alterada a quantidade total de volts-hora (Vh),
aumentando de 6 para 30 h o tempo da etapa 3 a 3500 V. Nesse método o perfil
bidimensional ficou ainda pior em termos de resolucdo (dados ndo mostrados)
devido, provavelmente, a excesso de focalizagao (overfocusing).

O Método 4 introduz a aplicacdo da amostra por cup loading préximo ao
andédo durante a IEF e utliza condicbes de tempo e voltagem de corrida
apropriadas para tal de acordo com instru¢cdes do fabricante. Segundo Gorg e
colaboradores (2000) a aplicagdo da amostra com o cup loading melhora
significativamente a focalizacdo das proteinas béasicas. Ainda ndo ha uma
explicacdo de como o cup loading melhora a definicdo dessas proteinas.
Especula-se que somente as proteinas dentro da escala de pl estudadas entram
realmente no gel, eliminando assim o0s contaminantes, tais como, &cidos
nucléicos, moléculas grandes e proteinas que ndo sao de interesse. Esses
contaminantes podem contribuir para a formacao de listras horizontais nos géis
bidimensionais, prejudicando também a definicdo dos spots (Garfin and Heerdt,
2000). A Figura 10 mostra um perfil com maior resolugdo de spots do que o0s
anteriores, indicando que o cup loading € vantajoso em relacdo a reidratacdo do
gel de IPG na solucdo de amostra.

Com o intuito de melhorar ainda mais a resolucao dos géis foi introduzido
no Método 5 um produto comercial (DeStreak — GE Healthcare) que foi
desenvolvido para melhorar perfis de géis basicos. Esse produto consiste de
solucéo de hidroxietil dissulfeto que evitaria formagcao de pontes dissulfeto nas
proteinas da amostra. Surpreendentemente o perfil bidimensional foi muito

pobre, apresentando spots apenas nos extremos de pH (Figura 11).
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Figura 10. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 108 células) segundo o método 4. A amostra foi precipitada com acetona
gelada, aplicada no strip por cup loading, focalizada usando o equipamento Multiphor Il com uma
fita de DTT no catédo. O gel foi corado com nitrato de prata.
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Figura 11. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 10° células) segundo o método 5. A amostra foi precipitada com acetona
gelada, aplicada no strip por cup loading substituindo o tampédo 2D por DeStreak, focalizada
usando o equipamento Multiphor Il com uma fita de DTT no catédo. O gel foi corado com nitrato

de prata.
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Nos métodos anteriores as amostras contendo o lisado de T. cruzi eram
precipitadas e ressuspensas em tampao bidimensional com o intuito de reduzir o
volume a ser aplicado pelo aumento da concentracdo de proteinas na solucdo. A
fim de testar se a precipitacdo das proteinas estaria atrapalhando os géis
bidimensionais foi decidido testar um método de aplicacdo onde a amostra era
aplicada em pedaco de papel de filtro posicionado entre o strip e o anédo (paper
bridge loading). Tal método permite aplicacdo de até 450 ul de amostra, o que
tornaria desnecessaria a precipitacdo prévia da amostra. O gel resultante
mostrou uma resolucao de spots muito boa (Figura 12).

Finalmente, no Método 7 utilizou os mesmos parametros do método
anterior, apenas aumentando de 8 para 10 h o tempo de focalizagéo na etapa 4
com uma ddp de 3500 V. O perfil bidimensional ficou ainda melhor e o Método 7
foi considerado adequado e otimizado para as etapas posteriores do trabalho
(Figura 13).
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Figura 12. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 10 células) segundo o método 6. A amostra foi aplicada no strip com uma fita
de papel de filtro no anédo, focalizada usando o equipamento Multiphor Il com uma fita de DTT

no catédo. O gel foi corado com nitrato de prata
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Figura 13. Perfil bidimensional do proteoma de formas epimastigotas de T. cruzi (extrato protéico
correspondente a 10° células) segundo o método 7. A amostra foi aplicada no strip com uma fita
de papel de filtro no anddo, focalizada usando o equipamento Multiphor Il com uma fita de DTT
no catddo. O gel foi corado com nitrato de prata
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5.2. Identificacéo de proteinas

Quarenta e sete spots do mapa bidimensional de epimastigotas foram
submetidos a digestao triptica e espectrometria de massa tipo MALDI-TOF
(Figura 15). Um exemplo de uma busca de impresséo digital do mapa peptidico
(PMF) usando o programa Mascot pode ser observado na Figura 14. Dez
proteinas foram identificadas sendo sete delas diferentes (Tabela 2). Pela
analise da Tab. 2 pode-se observar diferencas significativas entre os valores de
pls e massas moleculares tedricos dos observados experimentalmente. Esse
fato pode ser explicado devido ao fato de as proteinas poderem sofrer
modificacdes pos-traducionais, tais como, fosforilagdo, metilagédo, acetilagéo e
clivagem proteolitica.

Entre as proteinas identificadas temos quatro proteinas hipotéticas,
proteinas que participam de vias metabdlicas (fosfoglicerato quinase,
prostaglandina F2a sintase, peptideo metionina sulféxido redutase e
metiltioadenosina fosforilase), uma proteina que é responséavel pela formacao e
rearranjo das pontes dissulfeto (proteina dissulfeto isomerase) e por ultimo uma
proteina que participa da via bioguimica responsavel em converter treonina em
glicina (AKB ligase). Esse mapa protedmico ja estd disponibilizado na pagina
http://mwww.Ibgp.unb.br/tcruzi.
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Figura 14. Exemplo de uma busca de impresséo digital do mapa peptidico usando o programa
Mascot. A partir de um espectro de massa (figura acima) a busca resulta numa lista de proteinas
candidatas contendo variadas informacdes incluindo um valor numérico que determina se a
identificacdo é confiavel ou ndo (Mowse score). Em seguida temos os peptideos que parearam

com a proteina do banco de dados (vermelho), a porcentagem de cobertura e sua localizacédo
dentro da sequéncia da mesma.
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Figura 15. Proteinas identificadas em epimastigotas de T. cruzi por impresséo digital do mapa

peptidico.
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Tabela 2. Spots de proteinas (obtidos da Figura 15) analisados por MALDI-TOF MS e identificados por busca

em banco de dados nao redundante NCBI.

Proteina No de MM MM pl pl Sequence MASCOT Categoria
Acesso experimental tedrica experimental tedrico coverage score funcional
(NCBI) (%)
Fosfoglicerato gi\70872287 57.800 44.867 6.50 6.19 39 97 Metabolismo
quinase, putative
Proteina de funcdo gi\71401435 52.251 68.088 6.65 6.49 12 83 —
desconhecida
Prostaglandina F2a @i\25006239 51.376 42.235 6.40 5.83 29 107 Metabolismo
sintase
Proteina de fungdo @i\71650189 46.428 44512 6.50 8.48 18 77 —
desconhecida
Proteina de funcdo gi\71650189 46.428 44512 7.00 8.48 21 80 —
desconhecida
Proteina dissulfeto  gi\71425268 52.251 42.060 7.00 6.69 23 79 Formacéo e
isomerase, putative rearranjo das
pontes
dissulfeto
AKB ligase, gi\71650629 54.965 44.071 7.25 6.72 21 75 Via
putative (2-amino- bioquimica
3-cetobutirato gue converte
coenzima A ligase) a L-treonina
em glicina
Peptideo metionina gi\71405176 22.850 22.220 6.40 6.12 27 75 Metabolismo
sulfoxido redutase
Proteina de fungdo gi\71650555 44.887 19.444 8.55 8.05 33 80 —
desconhecida
Metiltioadenosina  gi\71655964  37.280 33.600 6.75 6.34 18 74 Metabolismo
fosforilase, putative
As sequéncias obtidas das proteinas hipotéticas (gi\71401435,

gi\71650189 e @i\71650555) encontradas nas identificacdes por MALDI-TOF
foram analisadas confrontando-as com banco de dados. As buscas por BLAST
(Basic Local Alignment Seach Tool) foram feitas pelo site NCBI (The National
Center for Biotechnology Information; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) contra
bancos de dados n&o redundantes.

As proteinas hipotéticas devem ser cuidadosamente estudadas porque
sdo proteinas que ndo tem similaridade significativa com proteinas conhecidas
de outros organismos. Esse fato sugere que essas proteinas possuem funcéo

particular e sdo especificas da espécie. Além disso, algumas dessas proteinas
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hipotéticas tém dominios conservados que pode ser (til ao tentar descobrir sua
funcao.

Por exemplo, na proteina gi\71401435 foi encontrado o dominio Uridina 5’
trifosfato 14 (Utp 14). Esse dominio faz parte de um grande complexo
ribonucleoprotéico que contém o snRNA U3. A deplecdo das proteinas de Utp
impede a producdo do rRNA 18S, indicando que sédo parte do pré-rRNA ativo
gue processa o complexo (Lodish et al., 2000).

As proteinas gi\71650189 e gi\71650555 ndo contém dominio conservado
ja descrito. Apos a andlise in silico das trés proteinas hipotéticas identificadas,
conclui-se que as unicas proteinas ortélogas encontradas nos bancos de dados
sdo da familia tripanosomatidae.

A fosfoglicerato quinase (PGK) é uma enzima que participa da via
glicolitica e que é responsavel pela conversao de 1,3-bifosfoglicerato em 3-
fosfoglicerato. Essa proteina ainda nao foi estudada em T. cruzi, mas sabe-se
gue essa enzima glicolitica € armazenada em organelas parecidas com
peroxissomos denominada glicossomas (Concepcio’n, 2001). A glicélise em
tripanossomatideos é compartimentalizada. Estudos citoquimicos mostraram
gue o glicossoma apresentava uma grande quantidade de proteinas basicas, o
gue foi explicado posteriormente com a observacdo de que as enzimas da via
glicolitica localizadas na organela apresentam um ponto isoelétrico alcalino,
diferindo-as daquelas encontradas na matriz citoplasmética de células
eucarioticas (Souza, 2000).

A prostaglandina F2a sintase apresenta atividade oxidoredutase e
participa do transporte de elétrons. Kubata e colaboradores (2002) mostraram
que lisado da forma epimastigota de T. cruzi sintetiza prostaglandinas a partir do
acido aracdonico. O acido aracdbnico € um acido graxo poli-insaturado que é
integrado no fosfolipidio das membranas plasmaticas sendo responséavel por sua
fluidez. Prostaglandina € um mediador do tipo eicosandide, horménio local que
atua sobre receptores de membrana. A reducgéo na producdo de prostaglandina
pode levar a um aumento na resposta imune pelo hospedeiro vertebrado durante

a infeccdo aguda (Dost, 2004).
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A proteina dissulfeto isomerase (PDI) catalisa a quebra e o rearranjo das
pontes dissulfeto (Figura 16). Essa proteina até o0 momento nao foi estudada em
T. cruzi, sabe-se que essa proteina esta localizada no reticulo endoplasmaético, o
qual apresentam propriedades oxidantes que sdo necessarias para a formacao
de pontes dissulfeto (Moutiez, 1997). Para proteinas que contém varios residuos
de cisteina, as PDI apresentam um papel importante, pois promovem uma
rapida mudanca entre os pares dissulfeto, permitindo que a proteina alcance o
seu padrdo de pontes dissulfeto compativel com o seu modelo tridimensional
(Cooper, 2000).
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Figura 16. Mecanismo de acédo de uma PDI. Nesse esquema a enzima catalisa a converséo de

duas pontes dissulfeto incorretas (1-2 e 3-4) na forma correta (1-3 e 2-4) (Cooper, 2000).

Um spot correspondendo a AKB ligase (2-amino-3-cetobutyrate coenzyme
A ligase) foi identificado. Esta proteina € uma enzima dependente de piridoxal
fosfato (uma coenzima envolvida nas reacdes de ativagdo de aminoéacidos), e
tem a funcdo de catalisar a segunda etapa da reacdo da via metabdlica que
converte a L- treonina em glicina (Lodish et al., 2000). A funcdo da AKB ligase
nao foi ainda estudada em T. cruzi. Essa enzima ja foi estudada em humanos e
também é conhecida por glicina C-acetiltransferase ou aminoacetona sintase.

O peptideo metionina sulféxido redutase (PMSR) ainda nao foi estudado
em T. cruzi, no entanto apresenta funcdes conhecidas em T. brucei e em
Leishmania major. Varias reagdes bioldgicas produzem grande quantidade de
agentes oxidantes como subproduto do metabolismo aerdbico. Embora alguns
desses compostos, particularmente o Oxido nitrico, apresentem um papel
importante nos processos bioquimicos regulatorios, o acumulo desses oxidantes
causam seérios danos nas células (Vaughan et al., 2002). Nas proteinas um dos

aminoacidos mais facilmente oxidado é a metionina, a qual € convertida em
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sulféxido de metionina. A PMSR apresenta um papel importante na célula, pois a
protege de danos oxidativos. Essa enzima catalisa a reducdo do sulféxido de
metionina (Met-O) em metionina (Weissbach et al., 2002).

A metiladenosina fosforilase (MTA fosforilase) ainda ndo tem sua funcao
descrita em T. cruzi, porém sabe-se que em T. brucei essa proteina é
encontrada nos processos metabolicos. MTA fosforilase apresenta duas funcdes
fundamentais nesses parasitas, uma por participarem da via de salvacdo das
purinas, e a outra, por ser a melhor maneira de regenerar metionina nesses
organismos que apresentam proteina e lipideos altamente metilados (Bacch et
al., 1999).

5.3. Mapas protedmicos de tripomastigotas e amastigotas

Mapas protedbmicos das formas tripomastigotas e amastigotas sao
mostrados na Figura 17. Ainda ndo foram feitas analises computacionais dos
geéis, mas por inspe¢do visual tém-se possiveis proteinas diferencialmente
expressas. Esses spots posteriormente serdo submetidos a digestéo triptica e

identificados por espectrometria de massa tipo MALDI-TOF.

41



kDa

94

67

43 43

30 30

20

14.4 ) - _ 14.4
e ————— % e
Tripomastigota Amastigota

Figura 17. Mapas protedmicos de T. cruzi usando IPGs de faixa basica de pH (6-11). 10® células foram solubilizadas e separadas por
2DE de acordo com o método 7 (ver Tabela 1). Os géis foram corados com nitrato de prata. As setas T1 a T8 mostram proteinas

diferencialmente expressas em tripomastigotas. As setas A1 e A2 mostram as proteinas diferencialmente expressas em amastigotas.
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5.4. Gel “dois em um” (Two-in-one gel)

A eletroforese bidimensional (2-DE) ainda é a metodologia mais utilizada
para separacao de proteinas na pesquisa proteémica. A 2-DE é particularmente
atil quando existe interesse na expressao comparativa de proteinas entre dois
ou mais proteomas. Apés a 2-DE e posterior deteccéo das proteinas um grande
namero de spots deve ser comparado de modo a verificarem-se as diferencas
na intensidade dos mesmos. Apesar de hoje em dia a comparacao entre perfis
bidimensionais ser realizada com o auxilio de softwares especiais, esta etapa
normalmente exige bastante trabalho e tempo, principalmente quando o numero
total de spots € muito alto. De um modo geral, a comparacédo entre perfis
bidimensionais depende da padronizacdo das varias etapas da 2-DE desde a
preparacdo de amostra até a coloracdo. No método desenvolvido por Wang et
al. (2003) as amostras a serem comparadas sao primeiramente submetidas a
uma IEF e os géis de IPG sdo posteriormente cortados em duas partes.
Subsequentemente, as metades de gel contendo a mesma faixa de pH séo
aplicadas lado a lado na etapa de SDS-PAGE (segunda dimenséo). Assim, as
duas metades de gel de IPG a serem comparadas sdo submetidas a mesmas
condicbes SDS-PAGE e coloragdo o que facilita sobremaneira a posterior
analise da expressdo diferencial das proteinas. Além disso, o método nao
adiciona custos ao processo de 2-DE, pelo contrario, economiza amostra e
reagentes, ja que evita a necessidade de multiplas repeticdes das analises.

As Figura 18 e Figura 19 mostram os resultados obtidos com formas
epimastigotas de T. cruzi em faixa ampla de pH (3-10). Como pode ser visto, foi
confirmada a eficiéncia da metodologia, ja que as amostras iguais mostraram
perfis bidimensionais idénticos. Ainda nao foram feitas analises computacionais
dos géis, mas pode-se antever que estas serdo facilitadas pelas vantagens

fornecidas pelo método.
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Figura 18. Eletroforese bidimensional da forma epimastigota (proteinas extraidas de 10° células)
comparando a parte acida do gel usando a técnica do gel “dois em um”. A amostra foi aplicada
por reidratacéo do gel.
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Figura 19. Eletroforese bidimensional da forma epimastigota (proteinas extraidas de 108 células)
comparando a parte basica do gel usando a técnica do gel “dois em um”. A amostra foi aplicada
por reidratacéo do gel.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

O presente trabalho objetivou contribuir para a iniciativa da construgéo de
mapas protedmicos comparativos das formas de vida do Trypanosoma cruzi,
ocupando-se primariamente da construcdo de mapas bidimensionais na faixa
alcalina de pH. Como esperado a padronizacdo dos géis basicos exigiu 0 uso de
diferentes variagBes protocolos até serem alcancados resultados satisfatérios.
As condi¢cdes de 2-DE otimizadas para as formas epimastigotas mostraram-se
apropriadas para os géis de tripomastigotas e amastigotas. A comparacao entre
os perfis bidimensionais por inspecdo visual indica a existéncia de possiveis
proteinas diferencialmente expressas nas trés formas do parasita. A metodologia
do gel “dois em um” mostrou-se promissora para analises protedmicas
comparativas e deve ser aplicada em futuros experimentos. O uso de impressao
digital do mapa peptidico como método de identificacdo dos spots apresentou
um razoavel grau de sucesso devido a disponibilidade dos dados provenientes
do sequenciamento do genoma do T. cruzi. Algumas proteinas hipotéticas e
putativas tiveram sua existéncia corroborada neste trabalho. Uma proporcéo
maior de spots sera identificada quando forem obtidas sequéncias de
aminoacidos por meio de espectrometria de massa (MS/MS). Por fim, espera-se
gue os mapas protedmicos advindos deste e de outros projetos de protedmica
de T. cruzi (por exemplo, analise de subproteomas e fosfoproteomas) tornem-se
importantes ferramentas para futuros projetos sobre a doenca de Chagas,

relacionados a resisténcia a drogas, viruléncia e sinalizacéo celular, entre outros.
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/. PERSPECTIVAS

Finalizagdo do processo de construcdo de mapas protedmicos das trés
formas de vida do parasita na faixa basica de pH.

Construcédo de mapas bidimensionais do subproteoma do T. cruzi.

Andlise do fosfoproteoma de T. cruzi nos trés estagios e durante o
processo de amastigogénese.

A anadlise dos mapas protedmicos podera permitir-nos correlacionar os
niveis de expressdo protéica com as caracteristicas bioldgicas de cada estagio
de vida do parasito, tais como quiescéncia celular, infectividade, capacidade de
replicacdo e vias metabdlicas ativas.

Os mapas protedbmicos, uma vez disponiveis para a comunidade cientifica
através de publicacdes e da homepage do projeto tornar-se-4 uma importante
ferramenta para futuros projetos sobre a doenca de Chagas, relacionados a

resisténcia a drogas, viruléncia e sinalizacao celular, entre outros.
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