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Resumo

O Trypanosoma cruzi é o protozoario causador da doengca de Chagas, uma
enfermidade que afeta milhdes de pessoas especialmente na América latina onde é
endémica. O parasito passa por diversos processos de diferenciacdo para adaptar-se a
diferentes condicGes dentro dos seus hospedeiros mamiferos e triatomineos. A respeito
especialmente do hospedeiro mamifero, os tripomastigotas, a forma sanguinea infectiva
do T. cruzi, diferencia-se intracelularmente em amastigotas replicativos apds um
periodo de incubacdo dentro de fagolisossomos acidos, em um processo denominado
amastigogénese. Aqui buscamos encontrar novas informagfes concernentes a esse
processo através da andlise do subproteoma de superficie celular dos estagios de vida
presentes no homem e do repertorio protéico secretado/excretado por tripomastigotas
em pH fisioldgico e também nas primeiras 3 horas de amastigogénese axénica. Também
realizamos uma andlise quantitativa do proteoma total e do fosfoproteoma durante a
amastigogénese. Todos os subproteomas foram aqui analisados por LC-MS/MS com um
espectrdbmetro de massas Orbitrap Velos. Primeiro utilizamos epimastigotas, o estagio
do parasito encontrado no inseto vetor, para padronizar e avaliar o enriquecimento de
proteinas da superficie celular por duas técnicas distintas: uma baseada na tripsinizacao
da superficie de células intactas e a outra baseada na biotinilacdo de proteinas expostas
na superficie e seu enriquecimento por cromatografia de afinidade a estreptoavidina. Os
resultados mostraram que essas abordagens ofereceram informacbes abrangentes e
complementares sobre o subproteoma da membrana plasmatica do parasito e, entdo,
foram aplicadas na analise desse subproteoma nas formas amastigota e tripomastigota.
A analise quantitativa do proteoma e fosfoproteoma usou parasitos diferenciados de
forma axénica em quatro pontos do processo (0 min, 30 min, 2 h e 9 h) e os
fosfopeptideos foram enriquecidos com resina de TiO,. Finalmente, o secretoma de
tripomastigotas foi obtido de uma maneira similar ao protocolo de aquisicdo de
antigenos secretados/excretados, mas com cuidados adicionais para evitarmos lise
mecanica das células. As andlises renderam milhares de proteinas identificadas que
eram comprovadamente ou preditas como associadas a membrana plasmatica ou
secretadas e sdo envolvidas na interagdo parasito-hospedeiro. Da mesma forma, varias
proteinas e fosfopeptideos relevantes possuiram expressdo regulada durante a

amastigogénese.



Abstract

Trypanosoma cruzi is a protozoan that causes Chagas' disease, a neglected
infectious illness that affects millions of people, mostly in the Latin America. The
parasite undergoes several differentiation processes in order to adapt to different
conditions inside both mammalian and triatomine hosts. Specially regarding
mammalian hosts, the trypomastigote, an infective bloodstream life-form of the T. cruzi,
differentiates intracellularly to the replicative amastigote stage after a period of
incubation inside acidic phagolisossomes, in a process called amastigogenesis. Here we
aim to bring further light to this process by analysing the cell surface subproteome of
the mammalian hosted life-forms of the parasite and the secreted/excreted protein
repertoire from trypomastigotes in physiological pH and also at the first 3 hours of the
acidic pH induced amastigogenesis. Finally, we performed the quantitative proteome
and phosphoproteome analysis of the amastigogenesis by iTRAQ labeling. All T. cruzi
subproteomes were analysed by LC-MS/MS with Orbitrap Velos mass spectrometer.
First we used T. cruzi epimastigotes, the insect hosted life-form, in order to prepare
samples enriched in cell surface proteins by two distinct methodologies, which were
optimized and evaluated. The first methodology was based on cell surface trypsinization
(Shave) of intact living cells while the second approach used biotinylation of cell
surface proteins followed by streptavidin affinity chromatography isolation of the
labeled proteins. The results showed that the methodologies offered comprehensive and
complementary information about the parasite's plasma membrane subproteome, which
were applied afterwards in the trypomastigote and amastigote cells. The quantitative
proteome and phosphoproteome analysis used the axenicaly differentiated parasites in
four time points (0 min, 30 min, 2 h and 9 h) and the phosphopeptides were enriched
using TiO; beads. Finally, the trypomastigote secretome were obtained in a similar way
to the protocols of acquisition of secreted/excreted antigens, but with further care to
avoid mechanical lysis. The results yielded thousands of protein identifications which
were either proved or expected to be associated to the plasma membrane or secreted and
are involved in host-parasite interection and, in the same way, we found several proteins

and phosphopeptides that have regulated expression during amastigogenesis.
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Prélogo

Devido a variedade de assuntos distintos tratados nesse trabalho, o corpo da tese
estd dividido em capitulos, sendo que o primeiro apresenta uma introducdo geral sobre
doenca de Chagas e seu agente etiol6gico, o Trypanosoma cruzi, e sobre as metodologias e
equipamentos usados na abordagem protedmica de shotgun proteomics, utilizados aqui nas
andlises dos subproteomas. Em seguida sdo apresentados objetivos da tese e
posteriormente os materiais e as metodologias utilizados em cada vertente do trabalho. Os
resultados e discussdes foram separados em capitulos, em relacdo & cada subproteoma
estudado, precedidos de breve introdugdo do contexto justificando a importancia da analise
daquelas amostras e uma descrigdo do desenho experimental. Por Gltimo, os apéndices com
manuscritos publicados durante o doutorado sem relagdo com o tema da tese e 0 primeiro

manuscrito, relacionado a um dos temas, submetido para publicacao.



1. Introducao



1.1  Doenca de Chagas

A doenca de Chagas, causada pelo protozoario flagelado Trypanosoma cruzi, é
endémica na América Latina onde atinge 21 paises. Cem anos ap0s sua descoberta e
descricdo pelo médico Carlos Chagas, a doenga de Chagas € ainda considerada uma doenca
negligenciada pela Organizacdo Mundial da Saude sendo estimado que oito milhGes de
pessoas estejam infectadas com o protozoario e 11.000 mortes em 2008, principalmente na
Ameérica Central e na América do Sul (Who, 2008). Até o0 momento ndo existe vacina
imunoprofilatica para a tripanossomiase americana, tampouco tratamento quimioterapico
efetivo tendo em vista que as drogas normalmente usadas para tratar a infeccdo humana,
benznidazol e nifurtimox, possuem alta toxicidade e ndo previnem a progressdo de sua
forma crénica (Urbina e Docampo, 2003).

O T. cruzi, seus vetores e reservatorios ja existem na natureza desde ha milhdes de
anos. Acredita-se que 0s tripanossomas primitivos eram parasitos monogenéticos de
insetos, 0s quais ndo se alimentavam de sangue, e quando esses insetos adquiriram o habito
hematofago, os parasitos sofreram mudancgas morfoldgicas e funcionais de forma que eles
desenvolveram membranas ondulantes e flagelo para que pudessem circular no sangue de
vertebrados (Hoare, 1972). Existem mais de 130 potenciais espécies de vetores do T. cruzi,
sendo 52 espécies de triatomineos ja descritas no Brasil, das quais 5 sdo de especial
importancia epidemioldgica por serem encontradas em ambiente doméstico: T. infestans,
P. megistus, T. brasiliensis, T. pseudomaculata e T. sordida. As demais 47 espécies sao
selvagens e mantém o ciclo natural do parasito somente com mamiferos selvagens. O T.
infestans, que é a Unica espécie estritamente doméstica, foi praticamente eliminado no
Brasil, Chile e Uruguai e sua erradicacdo ou controle em outros paises do cone sul esta em
progresso (Wigodzinsky, 1979; Forattini, 1980; J.C.P. Dias, 1997; Jpc Dias, 2005; Coura,
2008; Who, 2008). A respeito dos reservatorios selvagens do parasito, mais de 100
especies foram descritas entre marsupiais, xenartros, morcegos, carnivoros, lagomorfos,
roedores e primatas ndo-humanos. Entre os reservatérios domésticos, é importante ressaltar
0S caes, gatos, ratos domésticos, camundongos e cobaias, nos paises em que eles sdo
criados em casa. Outros animais, como porcos e caprinos também podem ser infectados
pelo T. cruzi, 0 que ndo ocorre com aves, repteis e peixes (Barretto, 1964; Deane, 1964,
Jpc Dias, 2005; Coura, 2008).



Embora tenham sido encontradas mumias de 9000 anos com sinais da doenga de
Chagas (Aufderheide, Salo et al., 2004), a doenca endémica se estabeleceu pelo
desmatamento, devido a acdo humana ao longo dos ultimos dois ou trés séculos (Aragao,
1983).

Os determinantes da doenca de Chagas resultam da quantidade de parasitos na
infeccdo inicial, das formas infectivas no indculo inicial (nimero de tripomastigotas, a
forma infectiva presente nos hospedeiros mamiferos), da linhagem do T. cruzi, reinfeccéo,
da qualidade das linhagens e clones (biodema), dos receptores histotropicos especificos do
hospedeiro e da resposta imune inicial e tardia do paciente (Coura, 1988; Macedo e Pena,
1998; Andrade, 2005; Teixeira, Nascimento et al., 2006; Coura, 2007). Os parasitos
depositados nos ferimentos da pele ou em mucosas estimulam uma reacdo inflamatoria
local, o chamado chagoma de inoculacdo ou sinal de Romarfia (fig 1) com uma resposta
linforeticular. Os tripomastigotas circulantes fagocitados por macréfagos séo trazidos para
o figado, baco, génglios linfaticos e musculos cardiacos e esqueléticos para formar
pseudocistos de amastigotas (forma replicativa presente no hospedeiro vertebrado). Com a
ruptura dos pseudocistos no miocardio ou plexos mioentéricos, ocorre a miocardite aguda

mediada por células TCD4" e TCD8" e interleucinas (principalmente IL-2 e IL4).

Figura 1. Edema palpebral, porta de entrada do Trypanosoma cruzi também denominado
de chagoma de inoculagéo ou sinal de Romana
(http://www.relampa.org.br/detalhe_artigo.asp?id=666)

E importante ressaltar que o inéculo inicial é um fator de grande importancia no
desenvolvimento da doenca de Chagas. Todos os indicios de estudos experimentais
mostram que esse indculo € geralmente pequeno, por exemplo, uma faixa média de 51 a
276 parasitos por defecacdo foi encontrada em um estudo com oito espécies de
triatomineos, embora algumas vezes uma Unica defecacdo continha mais de 1500 parasitos

(J. Borges-Pereira, 1988). A vasta maioria dos casos de forma aguda ou inicial da doenga
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de Chagas no Brasil apresenta pouco ou nenhum sintoma, possivelmente devido ao
pequeno indculo e as caracteristicas bioldgicas das linhagens e clones do T. cruzi, e
particularmente o tropismo de tecido certamente tem uma importante funcdo como
determinante da progressao da doenca e da sua forma clinica. Diferentes linhagens do T.
cruzi foram agrupadas de acordo com suas caracteristicas bioldgicas e tropismos celular
em ratos, formando trés grupos (Andrade, 1976)

Dois mecanismos patogénicos sdo conhecidos para infeccdo por T. cruzi: o
primeiro, descrito por Gaspar Vianna em 1911, consiste de uma reacdo inflamatoria local
com necrose, destruicdo de tecidos e formacdo de cicatriz com fibrose; e o segundo, o qual
é mais complexo de compreender e provar, é 0 mecanismo imunolégico (Teixeira, Teixeira
etal., 1975; Andrade, 1999).

As lesbes da fase aguda da doenca sdo caracterizadas pela presenca de reagdes
inflamatorias localizadas, com predominéncia de células mononucleadas nos focos de
ruptura de pseudocistos, ocasionalmente com a formacdo de granulomas localizados
principalmente em musculos e tecido cardiaco.

A doenca de Chagas apresenta uma fase inicial ou aguda com parasitemia evidente
vista diretamente no exame do sangue. Na maior parte dos casos ndo existem sintomas,
mas nos casos sintomaticos ha os sinais no foco de entrada (como o sinal de Romafia), com
febre, adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegalia, miocardite e
meningoencefalite em casos severos. Essa fase € seguida pela fase crbnica, a qual, na
maioria dos casos, apresenta-se como uma forma indeterminada (assintomética, com
resultados normais de eletrocardiograma e raios-X do coragdo, esd6fago e colon) que pode
eventualmente evoluir para forma cardiaca, digestiva ou ambas.

A sensibilizacdo de linfécitos TCD4" e TCD8' pelo T. cruzi, com o
desenvolvimento de células anti-miocardio, associado com a migracdo e ativacdo de
macrofagos e liberagdo de fatores de agregacdo plaquetérias, desse modo respectivamente
induzindo miocardite chagasica e lesGes isquémicas do miocardio, podem explicar o0s
resultados encontrados em casos de cardiopatia chagasica crénica (De Lourdes Higuchi,
1999).

Na fase cronica, a infec¢do pode apresentar-se como forma indeterminada, na qual
aproximadamente 40% dos individuos permanecem totalmente assintomaticos, embora
estes apresentem reacdes sorologicas positivas. A forma cronica cardiaca é o tipo de

manifestacdo mais comum da doenca de Chagas devido a sua frequéncia e severidade. Esta
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geralmente aparece entre a segunda e quarta década de vida, cinco a quinze anos apés a

infeccéo inicial.

1.2 O Trypanosoma cruzi
1.2.1 Ciclo devida

O ciclo de vida do T. cruzi ocorre dentro do inseto vetor hematdfago e do
hospedeiro mamifero. Durante seu ciclo de vida (fig 2), o parasito se diferencia em quatro
estadgios principais: epimastigota e tripomastigota metaciclico no inseto vetor, e
tripomastigota sanguineo e amastigota dentro do hospedeiro mamifero.

Os parasitos diferenciam-se pela primeira vez no estdbmago do inseto vetor onde as
formas tripomastigotas transformam-se em epimastigotas poucas horas ap6s sua ingestao.
A segunda diferenciacdo do parasito ocorre quando 0s epimastigotas transformam-se em
tripomastigotas metaciclicos no tubo digestivo do vetor. Estes tripomastigotas metaciclicos
sdo liberados durante o repasto sanguineo através das fezes do hospedeiro invertebrado
atingindo o hospedeiro vertebrado por uma ferida na pele ou através da mucosa. Os
parasitos invadem diferentes tipos de células nucleadas no hospedeiro e rapidamente se
diferenciam intracelularmente em amastigotas, sofrendo vérias divisées no interior das
células infectadas. Em seguida, os amastigotas se diferenciam em tripomastigotas, que sdo
liberados para corrente sanguinea ap6s o rompimento da membrana celular, iniciando o
préximo ciclo de infeccdo de outras células ou ciclo biolégico do parasito quando ingerido

pelo inseto vetor (Coura e Dias, 2009).
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Triatomine bug takes a blood meal )
(pagses maliyeht rppornastigoted in feces, e. Metacyclic trypomastigotes

trypomashigates enter bite wound or penetrate varicus cells at bite
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Metacyclic trypormastigotes A @

in hindg?

Multiply in midgut

Amastigotes multiply
Trypomastigotes by binary fission in cells
can infect other cells of infected tissues,

and transform inlo
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Epimastigotes krypomastigotes ingested)
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/ 1 A »"é} Intracellular amastigotes
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then burst out of the cell
and enter the blocdstream

,ﬂ= Infective Stage

htlp:.f.w dpd.c,;:ic.gﬂvfdpda ﬂ= Diagnostic Stage
Figura 2. Ciclo de vida do Trypanosoma cruzi

(http://dpd.cdc.gov/dpdx/HTML/TrypanosomiasisAmerican.htm)

1.2.2 Formas de vida
Tripomastigotas

O parasito na forma tripomastigota € uma célula alongada e levemente achatada
medindo cerca de 25 pm de comprimento € 2 um de didmetro. Apresenta cinetoplasto
arredondado e localizado posteriormente ao nucleo na célula do parasito. O flagelo emerge
de uma bolsa flagelar e se adere ao longo da extensdo do corpo celular, tornando-se livre
na regido anterior. As formas tripomastigotas séo altamente infectantes, sendo encontradas
no hospedeiro mamifero na corrente sanguinea e espago intercelular (tripomastigota
sanguineo) e no inseto vetor na regido posterior do tubo digestério (tripomastigota

metaciclico).
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Estrutura
paraflagelar

Glicossomo

Inclusodes lipidicas

Reticulo Acidocalcissomo

endoplasmatico

Nucleo
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/ Mitocondria
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Figura 3. Esguema tridimensional da forma tripomastigota do Trypanosoma cruzi

mostrando as principais estruturas celulares (Adaptado de (Dirceu Esdras Teixeira, 2011)).
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Amastigotas

A forma amastigota € arredondada medindo cerca de 5 um de didmetro com flagelo
reduzido, cinetoplasto em forma de bastonete situado entre o nucleo e a base da bolsa
flagelar. O nucleo do parasito nessa forma de vida é relativamente grande e redondo. Os
parasitos nessa forma de vida, embora ainda infectivos, sdo menos eficientes na infecgéo.
Os amastigotas sdo encontrados preferencialmente no interior de células de mamiferos
infectados, onde se multiplicam com um tempo médio de duplicacdo da populacdo de 15 h
e o ciclo intracelular de replicacdes e diferenciacdo completo dura quatro dias (Engel,
Doyle et al., 1985).

C:em g:;? Citofaringe

Dl

Citostoma

Acidocalcissomo \
Flagelo

Nucleo i

Cinetoplasto

Mitocondria

Reticulo
endoplasmatico

Inclusées
lipidicas

Glicossomo Reservossomo-like

Figura 4. Esquema tridimensional da forma amastigota do Trypanosoma cruzi mostrando

as principais estruturas celulares (Adaptado de (Dirceu Esdras Teixeira, 2011)).
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Epimastigotas

A forma epimastigota é replicativa e ndo é considerada como infectiva. Essa forma
de vida € encontrada no aparelho digestério dos vetores triatomineos apds o repasto com
sangue contaminado com tripomastigotas, os quais se diferenciam para essa forma
provavelmente devido a estresse nutricional. Mede entre 20 e 40 um ¢ sua morfologia
celular é fusiforme e possui o cinetoplasto em forma de bastdo, localizado préximo a base
da bolsa flagelar de onde emerge o flagelo alongado que, apesar de se aderir por toda a

extensdo da célula do parasito, possui a maior parte do flagelo desprendido do corpo.

Axonema Flagelo

Estrutura paraflagelar
Bolsa flagelar Inclusoes lipidicas

Glicossomo
Corplsculo

basal Espongioma Complexo do

| 3 ] > Z S
,.» —__Vacuolo central ~~ vacuolo contratil
“\LL Citostoma

Reticulo
endoplasmatico

)
\

Nicleo Citofaringe

Complexo de Golgi

Cinetoplasto

Mitocondria
Acidocalcissomo

Reservossomo

Rede de tabulos
e vesiculas

Figura 5. Esquema tridimensional da forma amastigota do Trypanosoma cruzi mostrando

as principais estruturas celulares (Adaptado de (Dirceu Esdras Teixeira, 2011)).
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1.3 Proteinas da membrana plasmatica de T. cruzi

Antes do processo de invaséo celular, os parasitos devem sobreviver, ganhar acesso
a superficie de células hospedeiras e formar adesdes estaveis a essas células. Uma gama de
glicoproteinas de superficie protease-resistentes aderem-se a componentes de matriz,
ligam-se a receptores de superficie celular ou possuem atividade proteolitica contra
componentes da matriz extracelular. Proteinas de membrana também s&o essenciais para
manutencdo da integridade celular, assim como para processos de transducdo de sinais em
resposta a estimulos extracelulares, sendo que dominios citoplasmaticos de proteinas
transmembranares podem ser reversivelmente fosforilados, e funcionando assim como
transdutores de sinais.

Aproximadamente 50% do genoma funcional de T. cruzi € dedicado a codificar
proteinas da superficie, divididas em varias familias: as proteinas de superficie gp63, a
superfamilia gp85/trans-sialidase, as mucinas e as proteinas de superficie associadas a
mucinas (El-Sayed, Myler et al., 2005; Alves e Colli, 2008; Kulkarni, Olson et al., 2009).

O resultado final das interacBes entre as proteinas de superficie do parasito e da
célula hospedeira é o desencadeamento bidirecional (hospedeiro e parasito) de cascatas de
sinalizacdo que iniciam a invasdo. Tanto na infeccdo de células hospedeiras quanto nas
diferenciacbes do parasito, a liberacdo intracelular de célcio é tida por fendmeno
indispensavel na coordenacdo dos eventos moleculares envolvidos nos processos, porém os
mecanismos moleculares precisos responsaveis pelo controle deste fenémeno ainda nao
estdo totalmente elucidados. Duas vias relacionadas a esse evento ja foram identificadas: o
engajamento da gp82 com um ligante desconhecido desencadeando uma cascata de
sinalizacdo em tripomastigotas metaciclicos envolvendo a fosforilacdo da proteina p175
(Favoreto, Dorta et al., 1998), da proteina cinase C e a liberacdo dos reservatdrios de calcio
do reticulo endoplasmatico mediado por IP3 (Yoshida, Favoreto et al., 2000).

Alguns micro-organismos, como leveduras e Dictyostelium discoideum, possuem
seus processos de diferenciacdo celular coordenados por vias de sinalizacdo mediadas por
AMP ciclico e proteinas cinases e é provavel que vias semelhantes também ocorram em T.
cruzi e estejam envolvidas em varias transformac@es durante seu ciclo de vida (Thevelein e
De Winde, 1999; Bao, Weiss et al., 2008) e que a atividade de fosfatases também deva ser
requerida para a diferenciacdo (Grellier, Blum et al., 1999). Existem também evidéncias de

que proteinas cinases A de T. cruzi interajam e fosforilem membros da superfamilia das
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trans-sialidases, o que de fato demonstra a presenca dessas cinases relacionada a
membrana plasmatica de tripomastigotos (Bao, Weiss, Ma, Kahn et al., 2010).

Desta forma, reconhecemos a relevancia de estudos voltados a caracterizacdo do
proteoma da membrana plasmatica do T. cruzi, ndo s6 devido a ja referida importancia
bioldgica desse conjunto de proteinas, mas também em vista do fato de atualmente cerca
de 70% dos agentes farmacéuticos aprovados agirem em proteinas da membrana
plasmatica (Wu e Yates, 2003) e que ainda ndo ha um tratamento quimioterapico efetivo
para a doenca de Chagas.

Neste trabalho, foram otimizadas duas técnicas para acessar o subproteoma
membranar do parasito: (1) biotinilacdo de proteinas expostas da membrana plasmatica
seguido por cromatografia de afinidade a estreptoavidina e (2) tripsinizacdo de proteinas da
superficie de parasitos intactos. Os métodos foram testados, modificados e validados com
parasitos da forma epimastigota e os protocolos mais eficientes foram usados em
amastigotas axénicos e tripomastigotas.

No nosso conhecimento, so existem dois trabalhos publicados relatando abordagens
protedmicas direcionadas ao subproteoma membranar do T. cruzi, um usando
fracionamento de fase hidrofilica/hidrofébica (Cordero, Nakayasu et al., 2009) e outro
direcionado a proteinas GPl-ancoradas (Nakayasu, Yashunsky et al., 2009), no entanto
nenhuma dessas técnicas oferecem especificidade a proteinas da membrana plasmatica e ao
mesmo tempo uma visdo abrangente dessa fracdo subcelular. Os métodos empregados por
nos sdo direcionados para acessar o subproteoma de membrana plasmaética do parasito de
maneira eficiente. A técnica de tripsinizacdo tem a vantagem de ser relativamente simples,
uma vez que a maior preocupacdo é simplesmente manter a integridade celular durante a
digestdo enzimatica para evitar a contaminacdo com proteinas citosélicas devida a lise e a
biotinilacdo de proteinas da superficie celular tem o uso potencial no estudo de
fosforilagdes de proteinas da membrana plasmatica, ja que as proteinas obtidas por esse

processo tém sua estrutura primaria e modificacGes pos-traducionais preservadas.

1.4  Diferenciacdo entre as formas de vida do T. cruzi

Sendo um organismo digenético, T. cruzi segue uma diferenciagéo continua dentro
do inseto vetor para dentro do hospedeiro mamifero e vice e versa. Existem quatro
momentos no ciclo de vida do parasito em que este sofre diferenciagdo morfologica e
metabolica drasticas, sendo que duas delas tém sido mais frequentemente objetos de
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pesquisa cientifica: a diferenciagdo das formas epimastigotas em tripomastigotas
metaciclicos (metaciclogénese), a qual capacita o parasito para infectar células humanas, e
a diferenciacdo das formas tripomastigotas metaciclicos ou sanguineos em amastigotas
(amastigogénese), forma replicativa presente no hospedeiro mamifero (De Souza, De
Carvalho et al., 2010).

A metaciclogénese ocorre naturalmente no intestino do inseto vetor, provavelmente
como uma resposta do parasito as mudangas ambientais, tal como a reducédo de nutrientes
disponiveis e 0s mecanismos envolvidos no disparo deste processo ainda permanecem
desconhecidos. A metaciclogénese em T. cruzi pode ser mimetizada in vitro, permitindo a
selecdo de parasitos em varios estagios de diferenciacdo. Foi desenvolvido, de forma
pioneira, um meio quimicamente definido capaz de estimular a metaciclogénese pela
simulacdo das condic@es fisico-quimicas encontradas na porcéo final do intestino do inseto
triatomineo (Contreras, Salles et al., 1985), onde epimastigotas cultivados até a fase
estacionaria eram submetidos a um estresse nutricional e em seguida incubados em meio
TAU3AAA (triatomine Artificial Urine enriquecido com prolina, glutamina, aspartato e
glicose) a 28 °C. Esse processo de diferenciacdo envolve a transformacdo de uma forma
replicativa ndo infectante do parasita em uma forma infectante ndo replicativa. As
mudancas funcionais e morfoldgicas que ocorrem durante o processo de metaciclogénese
resultam de importantes mudancas na expressdao diferencial dos genes (Parodi-Talice,
Monteiro-Goes et al., 2007)

A amastigogénese é também um processo cujos mecanismos moleculares ainda ndo
estdo perfeitamente estabelecidos. A primeira amastigogénese ocorre quando o
tripomastigota metaciclico se transforma em amastigota dentro das células do hospedeiro
mamifero, e a segunda € observada quando tripomastigotas sanguineos provenientes de
tecido se diferenciam em amastigotas também em células nucleadas (Vanhamme e Pays,
1995). A amastigogénese ocorre in vivo, preferencialmente no interior das células
hospedeiras, embora na fase aguda da infeccdo possam ocorrer formas amastigotas
extracelulares (Brack, 1968).

Existe um sistema, desenvolvido por Contreras e colaboradores (Contreras,
Navarro et al., 2002), capaz de induzir a diferenciacdo de tripomastigotas metaciclicos em
amastigotas sem a necessidade de células hospedeiras, com o uso de um meio MEMTAU,
uma combinagdo de meio MEM (Minimum Essencial Medium) e o meio TAU3AAG,

enriquecido com SFB e cultivado a 37 °C.
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Através de outro processo, a producdo in vitro de amastigotas axénicos pela
incubacdo de tripomastigotas, derivados de culturas de tecidos, em meio &cido tem sido
amplamente utilizada desde os primeiros relatos de Kanbara e colaboradores (Kanbara,
1990). Foi comprovado em outros trabalhos que os amastigotas axénicos nao sdo apenas
morfologicamente semelhantes aos amastigotas intracelulares, mas, compartilham com
esses, Varias caracteristicas bioquimicas, expressdo de antigenos de superficie estagio-
especificos e a capacidade replicativa caracteristica deste estagio e imprescindivel para o
ciclo de vida do parasito (Tomlinson, Vandekerckhove et al., 1995). Os autores também
comprovaram que a incubacgdo em pH acido ndo so acelera enormemente a diferenciagdo
morfoldgica, mas também parece ser um fator chave para disparar a replicacdo do DNA.

Como vantagens do uso de sistemas axénicos de diferenciacdo, pode-se ressaltar a
obtencdo de maiores quantidades de amastigotas, os quais sdo livres de contaminantes

oriundos de células hospedeiras.

1.5  Fosforilacdo de proteinas e a amastigogénese de T. cruzi

A fosforilacdo esta entre as modificacdes poOs-traducionais mais generalizadas na
natureza e estima-se que mais de 30% das proteinas de uma célula de mamifero estejam
fosforiladas em algum ponto durante sua expressao (Hubbard e Cohen, 1993). Esta
modificacdo também regula um grande numero de processos biologicos envolvendo
transducdo de sinais (Graves e Krebs, 1999), reconhecimento e interacbes moleculares e
outros eventos celulares. Com o atual interesse em proteinas cinases como alvos
moleculares para o tratamento de uma variedade de doengas (Force, Kuida et al., 2004;
Arslan, Kutuk et al., 2006), a possibilidade que inibidores de cinases representem novos
agentes antiparasitarios vem sendo explorada (Doerig, 2004).

Estudos prévios com formas tripomastigotas expostas a drogas antifosfatases, como
caliculina A, demonstraram que o T. cruzi inicia a diferenciacdo para formas arredondadas
extracelulares amastigota-like (Grellier, Blum et al., 1999) mesmo em pH fisioldgico e
inibidores de fosfatases, como o &cido ocadaico, reprime a diferenciacdo dos
tripomastigotas em amastigotas (Gonzalez, Cornejo et al., 2003) no pH de indug&o. Isso
reforca a hipdtese de que proteinas-alvo de fosforilacdo e desfosforilagdo estdo implicadas
na diferenciacdo do parasito.

Tendo em vista que cerca de 2% do genoma do T. cruzi codifica proteinas cinases,
sugerindo um papel regulatério principal para essas proteinas no controle do
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desenvolvimento e funcdo do parasito (Parsons, Worthey et al., 2005) e que o estudo
comparativo dos cinomas (conjunto de proteinas cinases) de tripanossomatideos mostrou
que T. brucei, T. cruzi e Leishmania major possuem 176, 190 e 199 cinases,
respectivamente, com aproximadamente 12% delas sendo Unicas de tripanossomatideos
(Naula, Parsons et al., 2005; Parsons, Worthey et al., 2005), torna-se relevante o estudo do
fosfoproteoma dos estagios de vida do T. cruzi.

No presente trabalho, foi realizado o estudo comparativo quantitativo do
fosfoproteoma de T. cruzi durante a amastigogénese axénica induzida por incubacdo de
formas tripomastigotas em meio &cido (pH 5,0). Para isso, foram recolhidas amostras em
quatro tempos do processo: os estadgios completamente diferenciados (tripomastigotas =
0 min de inducdo e amastigotas = 9 h de induc¢éo) e os tempos de 30 min de inducdo, onde
é esperado reconhecer os primeiros processos biolégicos alterados na diferenciacao e 2 h,
visto que in vivo o parasito permanece esse periodo dentro do fagolisossomo em pH 5,0.
No nosso conhecimento, esse € o primeiro trabalho a respeito da anélise em larga escala do
proteoma de Trypanosoma cruzi durante a amastigogénese, assim como das alteracdes do
fosfoproteoma do parasito durante esse processo.

A tarefa de abordar quaisquer modificacfes pds-traducionais de proteinas, inclusive
a fosforilacdo de residuos de Ser, Thr e Tyr, em analises protedmicas em larga escala
representa em si um grande desafio, dado a existéncia de diferentes tipos de modificacbes
como diferentes tamanhos e propriedades quimicas (revisado em (Jensen, 2006)). Aliado a
isso, ha o fato de que proteinas modificadas se apresentam nas células em quantidades sub-
estequiométricas, portanto sdo necessarias estratégias para enriquecimento dos
peptideos/proteinas modificados e identificacdo confiavel dos mesmos.

Para analise do fosfoproteoma do parasito durante a amastigogénese, utilizou-se
enriquecimento de fosfopeptideos pela técnica de cromatografia de afinidade a TiO,
(Larsen, Thingholm et al., 2005). Os primeiros trabalhos relatando o uso de TiO, no
enriquecimento seletivo de fosfopeptideos foram publicados em 2004 (Kuroda, Shintani et
al., 2004; Pinkse, Uitto et al., 2004). Nos anos seguintes Larsen e colaboradores
propuseram varios protocolos de maior seletividade e sensibilidade para o enriquecimento
off-line de fosfopeptideos (Larsen, Thingholm et al., 2005; Thingholm, Jorgensen et al.,
2006; Jensen e Larsen, 2007; Thingholm e Larsen, 2009), onde demonstraram que a adi¢do
de um &cido orgénico (DHB ou &cido glicolico) na solugdo onde a amostra sera diluida ou

dissolvida para o experimento de enriquecimento minimiza consideravelmente a ligagéo
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inespecifica de peptideos acidos ndo fosforilados a resina de TiO,. Também, reportaram o
incremento na sensibilidade do método alcangada pela elevacdo do pH da solugdo de
eluicdo de 9,0 para 11,3 com amonio. Esse método provou ser bastante resistente a
variados tipos de sais, tampdes e outros contaminantes comumente utilizados no preparo
de amostras bioldgicas (Jensen e Larsen, 2007).

Deve-se ressaltar também que a fosforilagdo e desfosforilacdo de proteinas
envolvidas em eventos de sinalizacdo geralmente ndo operam como um processo
"liga/desliga” com populagdes inteiras de proteinas sendo completamente fosforiladas ou
desfosforiladas. Ao contrario, as fosforilagbes sdo finamente ajustadas por pequenas
mudangas que mesmo assim levam a transducdo de sinal. Com isso um sitio de
fosforilacdo identificado pode representar um estado de fosforilagdo basal irrelevante e a
identificacdo de milhares de fosfoproteinas e sitios de fosforilacdo podem ser Uteis para
identificar motivos de proteinas cinases ativas na célula, mas ndo oferecem nenhuma
informacdo a respeito do contexto do sitio fosforilado se ndo estiverem associados a

alteracdes no nivel de fosforilagdo ou expressao dessas proteinas.

1.6 Secretoma/exoproteoma e a infeccéo

Os processos de adesdo e invasdo sd8o 0S primeiros passos na interacdo parasito-
hospedeiro. Para cumprir seu ciclo de vida, os tripomastigotos devem penetrar a matriz
extracelular de tecidos do hospedeiro mamifero e a membrana plasmatica para poderem
diferenciar-se intracelularmente na forma replicativa amastigota. O sucesso dos processos
de infeccdo e viruléncia dependem de fatores protéicos secretados/excretados por parte do
parasito, assim como da liberacdo de proteinas ligantes de membrana do hospedeiro.

Como ja mencionado, alguns mecanismos da invasdo de células pelo T. cruzi tém
sido descritos no nivel ultraestrutural e as estratégias bioquimicas envolvidas na interacdo
parasito-hospedeiro também tém sido investigadas. (Osuna, Castanys et al., 1990;
Tardieux, Nathanson et al., 1994; Di Noia, Pollevick et al., 1996; Villalta, Smith et al.,
2001; Ferreira, Cortez et al., 2006). Entre estes mecanismos, ocorre a liberacdo de
depdsitos intracelulares de célcio (Osuna, Gamarro et al., 1986; Rodriguez, Samoff et al.,
1996; Pollevick, Di Noia et al., 2000), seguido da despolimerizacdo de filamentos de
actina e recrutamento de lisossomos para a membrana plasmatica por um processo
dependente de cinesina, que resulta em um remodelamento do citoesqueleto da célula
hospedeira (Osuna, Gamarro et al., 1986; Yoshida, Mortara et al., 1989; Tardieux,
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Nathanson et al., 1994; Rodriguez, Samoff et al., 1996; Villalta, Smith et al., 2001;
Tarleton, Reithinger et al., 2007).

Nos ultimos 20 anos, varios grupos se engajaram na identificacdo de componentes
do parasito implicados na invasao celular. A imagem que emerge desses trabalhos € que a
penetracdo da célula hospedeira pelo parasito € um processo composto de varios passos,
envolvendo uma grande gama de moléculas tanto do hospedeiro quanto do préprio
parasito, que culmina na mobilizacdo de Ca** em ambos os organismos (Burleigh e
Andrews, 1998; Yoshida e Cortez, 2008).

Para invadir as células de mamiferos, os tripomastigotas metaciclicos empregam
glicoproteinas de superficie como as gp82, gp35/50, ou gp30 (uma variante da gp82
expressa em isolados deficientes em gp82), mucinas e trans-sialidases (Buscaglia, Campo
et al., 2006; Yoshida e Cortez, 2008; De Pablos, Gonzalez et al., 2011). O T. cruzi também
tira vantagem de componentes como proteinas secretadas da familia SAP (proteinas ricas
em serina, alanina e prolina) (Baida, Santos et al., 2006). Tripomastigotas também usam
uma série de componentes para atravessar a matriz extracelular e infeccionar, como as
proteinas Tc-85, gp83, Tc-1, cruzipaina, oligopeptidase B (OPBTCc) e proliloligopeptidase
80 kDa de T. cruzi (POP Tc80) (Burleigh e Andrews, 1998; Grellier, Vendeville et al.,
2001; Yoshida e Cortez, 2008). Com relacdo a essa Ultima proteina, Santana e
colaboradores (Santana, Grellier et al., 1997) mostraram que a POP Tc80 é capaz de
degradar fibras nativas de coldgeno de mesentério de ratos e foi sugerido que essa protease
é secretada mesmo nao possuindo uma sequéncia sinal de secrecdo por via classica. Por
outro lado foi demonstrado que a OPBTc é ativa na forma dimérica (Motta, Bastos et al.,
2012) e esta envolvida na invasdo por gerar agonistas moduladores de Ca* requeridos para
o0 recrutamento dos lisossomos para o sitio de adesdo do parasito.

O termo secretoma foi primeiro introduzido em um estudo a respeito de proteinas
secretadas por Bacillus subtilis baseado no genoma (Tjalsma, Bolhuis et al., 2000). Os
autores definiram o secretoma como o subconjunto do proteoma, que inclui as proteinas
secretadas e 0s componentes da maquinaria celular usada na secregdo protéica. A
caracterizagdo do secretoma de B. subtilis usando abordagem proteémica mostrou que a
predicdo original identificou corretamente cerca de 50% das proteinas (Antelmann,
Tjalsma et al., 2001). Hoje em dia emprega-se o0 termo secretoma principalmente para
definir o conjunto de proteinas secretadas por células para a regido extracelular

(Greenbaum, Luscombe et al., 2001) e, neste trabalho, 0s termos secretoma e exoproteoma
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serdo considerados sinbnimos para o T. cruzi e outros tripanosomatideos e se referem ao
conteddo de proteinas presentes no meio extracelular provenientes do parasito por
quaisquer vias de secrecdo, seja classica ou ndo, ou por liberacdo enzimatica de proteinas
da membrana plasmatica.

Alguns estudos a respeito do secretoma/exoproteoma das formas epimastigota e
tripomastigota metaciclico do T. cruzi (Bayer-Santos, Aguilar-Bonavides et al., 2012)
assim como de outros membros da classe kinetoplastida (Geiger, Hirtz et al.; Silverman,
Chan et al.,, 2008; Cuervo, De Jesus et al.,, 2009) ja foram publicados. A anélise
protebmica desse subgrupo de proteinas devera proporcionar valiosas contribui¢fes para o
conhecimento dos mecanismos da interacdo entre 0s organismos, dado que proteinas
secretadas/excretadas tém papel bioldgico crucial na interface parasito-hospedeiro. Esses
componentes incluem proteinas envolvidas em processos bioldgicos como migracédo
celular, adesdo, comunicacdo célula-célula, proliferacdo, diferenciacdo, morfogénese e
regulacdo de respostas imunes (Soblik, Younis et al., 2011). A respeito dessa Ultima, deve-
se ressaltar que, apesar dos mecanismos de manutencdo da infeccdo envolvidos na fase
crbnica da doenca ainda serem pouco conhecidos e que se postule que o parasito evite a
vigilancia do sistema imune inibindo a via de processamento de antigenos para o complexo
MHC classe I, sabe-se que a infec¢do por T. cruzi possui efeito inibitério na formacéo do
imunoproteassoma em células ndo fagociticas (Faria, Lima et al., 2008) e macréfagos
(Bergeron, Blanchette et al., 2008).

O presente trabalho procurou, portanto, identificar o repertério de proteinas
secretadas/excretadas por tripomastigotas em pH fisiolégico e em pH de inducdo da
amastigogénese axénica. Para tanto, foi utilisada uma adaptacdo de um protocolo de
producdo de antigenos excretados-secretados de tripomastigotos (TESA) previamente
descrito (Matsumoto, Cotrim et al., 2002; Berrizbeitia, Ndao et al., 2006), mas com um
cuidado adicional para evitar a lise celular e a conseqiiente contaminagdo extensiva com

proteinas citosdlicas.

1.7 Protebmica de Trypanosoma cruzi

Todos os genes codificadores de proteinas nesses organismos estdo organizados em
grandes unidades de transcricdo policistronicas que geram RNAs mensageiros
policistrénicos precursores, 0s quais sdo processados em mMRNA monocistronicos através
de um mecanismo chamado de trans-splicing (Vanhamme e Pays, 1995). O trans-splicing é
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uma reacdo intermolecular da qual participam uma espécie doadora (RNA da seqléncia
lider) e um aceptor, que € o mRNA que esta sendo sintetizado. A reacdo envolve a
clivagem das duas espécies de RNAs e a transferéncia da sequiéncia lider para 0 mRNA. A
sequéncia lider confere estabilidade ao mRNA, impedindo sua degradacdo, auxiliando
também a interagdo do mRNA com os ribossomos.

Devido a complexa regulacdo pds-transcricional em T. cruzi e a conseqliente baixa
correlacdo entre niveis de MRNA e proteinas, é evidente a importancia da protedmica para
0 estudo da expressdo protéica nesse parasito. O estudo do proteoma das varias formas
celulares do parasito também pode fornecer informagdes complementares, tais como
modificacbes poOs-traducionais de proteinas, que certamente desempenham um papel
crucial na modulacdo da funcédo protéica nestes parasitas.

Em 2004, Paba, Ricart e colaboradores publicaram um um dos primeiros estudos de
analise protedbmica do T. cruzi e o primeiro enfocando o processo de amastigogénese
(conversdo da do estagio tripomastigota em amastigota) usando-se 2-DE, anélise
computacional e espectrometria de massas do tipo MALDI-TOF (Paba, Santana et al.,
2004). Esse trabalho demonstrou que grande parte das proteinas identificadas apresentava
expressdo conservativa entre trés formas evolutivas epimastigota, tripomastigota e
amastigota. Contudo, foram detectadas proteinas exclusivas e diferencialmente expressas
entre 0s estagios do parasito. Apesar do reduzido numero de seqliéncias de T. cruzi
disponiveis naquele tempo, foram identificadas varias proteinas, incluindo proteinas
paraflagelares que mostravam expressdo reduzida durante a amastigogénese. Este achado
estava de acordo com as mudancas morfol6gicas do parasito.

A fracdo alcalina do proteoma de T. cruzi foi mais recentemente analisada pelo
grupo da UnB utilizando-se um método otimizado de 2-DE (Magalhdes, Charneau et al.,
2008). A motivacdo para o trabalho foi a de que, apesar de analises virtuais terem predito
uma distribuicdo bimodal do pl das proteinas do parasito, resultados anteriores haviam
indicado baixa resolucdo e pequeno nimero de spots em géis 2-DE de T. cruzi na faixa
alcalina de pH. Foi desenvolvido entdo um protocolo otimizado para a IEF de proteinas na
faixa de pH 6-11 que permitiu a visualizacdo de mais de 700 spots nesta faixa de pH. O
método foi utilizado juntamente com a metodologia two-in-one gel para a comparacdo dos
proteomas das formas epimastigota e tripomastigota do T. cruzi.

Abordagens ndo baseadas em 2-DE também tém sido aplicadas para estudos

protedmicos do T. cruzi. O grupo de pesquisas da UnB utilizou em um dos trabalhos
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pioneiros de protedmica de T. cruzi uma analise comparativa quantitativa das proteinas das
formas tripomastigota e amastigota utilizando a tecnologia ICAT, seguido por
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (Paba, Ricart et al., 2004).
Assim, mesmo com poucas seqiiéncias génicas de T. cruzi disponiveis naquele momento,
41 proteinas foram identificadas com nivel de expressdo determinada sendo a maioria delas
pertencentes a proteinas de organizacédo celular, metabolismo e proteinas de destinagéo.

Usando cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas (LC-MS/MS),
Atwood e colaboradores (Atwood, Weatherly et al., 2005) abordaram a analise protedmica
de T. cruzi obtendo a identificacdo de 2784 proteinas totais de amastigotas e
tripomastigotas, encontrando 1008 correspondentes as seqliéncias génicas anotadas como
hipotéticas.

Desde entdo, tem havido a tendéncia da analise de subproteomas do parasito, por
exemplo apo6s isolamento de uma determinada fragdo celular. Uma vantagem da analise de
um subproteoma é a reducdo da complexidade da amostra, 0 que permite que proteinas
presentes em pequenas quantidades no proteoma total sejam reveladas. Esse foi o caso do
estudo protebmico de um enriguecido organelar onde foram identificadas 396 proteinas por
LC-MS/MS (Ferella, M, Nilsson, D et al., 2008), sendo 138 anotadas como hipotéticas
com 38 proteinas ndo descritas anteriormente. Usando uma abordagem semelhante,
Santanna e colaboradores (Sant'anna, Nakayasu et al., 2009) trabalharam com o
subproteoma da fracdo de reservossomas de T. cruzi e identificaram 709 proteinas, sendo
456 proteinas com funcdes conhecidas e 253 classificadas como hipotéticas e desta forma
foi possivel a identificacdo de novas proteinas de diferentes classes como enzimas,
proteinas transportadoras, dentre outras. Ferella e colaboradores (Ferella, M., Nilsson, D. et
al., 2008) usaram eletroforese uni e bidimensionais seguidas de nanoLC-MS/MS para
analisar uma fracdo subcelular enriquecida de acidocalcinomas e glicossomas de
epimastigotos e outro trabalho com a mesma forma de vida do parasito abordou a analise
de uma fracao ribossomal obtida por um eficiente protocolo de purificacdo (Ayub, Atwood
et al., 2009). Neste pode-se observar que proteinas ribossomais de T. cruzi tém perto de
50% de identidade de seqiiéncia com as proteinas de leveduras, no entanto algumas das
proteinas do parasito sdo mais longas devido a presenga de varias extensées N ou C-
terminais que sdo exclusivas de tripanossomatideos.

O grupo do professor Igor Almeida esta engajado ha varios anos no estudo do

T.cruzi e ja publicou varios trabalhos de analises protedmicas e subprotedémicas do
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parasito, entre as quais queremos citar a analise de fragdes enriquecidas de proteinas
hidrofébicas (Cordero, Nakayasu et al., 2009), proteinas GPl-ancoradas (Nakayasu,
Yashunsky et al., 2009), fosfoproteoma da forma epimastigota (Nakayasu, Gaynor et al.,
2009), proteinas-alvo de SUMOilacdo (Bayona, Nakayasu et al., 2011), abordagem
protedmica para descoberta potenciais alvos de vacinas (Nakayasu, Sobreira et al., 2012) e
o0 secretoma das formas epimastigota e tripomastigota metaciclicos (Bayer-Santos, Aguilar-
Bonavides et al., 2012).

Recentemente, abordagens protedmicas comparativas e/ou quantitativas da
diferenciacdo do parasito também foram publicadas (Parodi-Talice, Monteiro-Goes et al.,
2007; De Godoy, Marchini et al., 2012), assim como andlise protedmica de epimastigotos
sujeitos a choque por calor (Perez-Morales, Lanz-Mendoza et al., 2012), uma nova analise
do fosfoproteoma do parasito com metodologias e equipamentos de maior sensibilidade e
precisdo (Marchini, De Godoy et al., 2011) e a identificacdo de proteinas do vacuolo
contratil (Ulrich, Jimenez et al., 2011), provando que o estudo de proteomas e
subproteomas do parasito ainda tém muito a oferecer ao conhecimento cientifico e que o
que estd estabelecido e relatado na literatura ainda nao elucida toda a biologia desse

organismo.

1.8  Espectrometria de massas do tipo Orbitrap

O estudo dos proteomas depende fundamentalmente da identificacdo de proteinas
presentes nas amostras bioldgicas de interesse. Classicamente, a identificagdo protéica era
realizada por deteccdo imunoldgica ou por métodos de sequenciamento quimico e/ou
enzimatico , dentre os quais o principal era o seqiienciamento automatico por degradacgéo
de Edman (Edman, 1949), onde polipeptidios de uma proteina digerida sdo sequenciados
por meio de uma degradacdo quimica onde um aminoacido era removido por vez da regido
N-terminal do peptideo e detectado espectroscopicamente. No entanto, essa técnica exige
bastante tempo, peptideos puros e sequéncia somente um peptideo de tamanho limitado por
vez.

Nas ultimas décadas a espectrometria de massas emergiu como o melhor método
para analise e identificacdo de proteinas de identidade desconhecidas em amostras
bioldgicas. A espectrometria de massas & uma técnica analitica que mede a

massa/carga (m/z) de compostos ionizados e, assim, existem somente duas exigéncias para
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gue um composto possa ser por ela analisado: ele deve estar carregado/ionizado e deve
encontrar-se em fase gasosa.

Historicamente, a espectrometria de massas data de 1899 com o primeiro
espectrometro de massas inventado pelo fisico Sir J. J. Thompson que Ihe rendeu o Prémio
Nobel de Fisica em 1906, mas a grande explosdo no uso desta técnica na biologia
molecular, especialmente de proteinas, ocorreu com o desenvolvimento de técnicas de
ionizacdo "brandas” que pudessem manter intacta, a0 menos parcialmente, a estrutura
primaria da cadeia peptidica. A esse respeito, especial relevancia deve ser dada as técnicas
de MALDI (Tanaka, Waki et al., 1988) e ESI (Fenn, Mann et al., 1989).

A aplicabilidade da técnica para anélise em larga escala de proteinas tem grande
apoio nos avancos na gendmica, uma vez que as sequéncias protéicas por ela
disponibilizadas sdo fundamentais para os algoritmos de identificacdo de proteinas usados
na protedmica (fig 6). Aliado aos avancos na instrumentagdo, agora é possivel a analise de
misturas protéicas extremamente complexas usando a chamada abordagem protedmica
bottom-up ou shotgun (Wu e Maccoss, 2002), na qual as amostras biologicas sdo
inicialmente digeridas enzimaticamente, sendo a tripsina a principal escolha, e entdo os
peptideos sdo separados por cromatografia liquida de fase reversa e gradualmente eluidos,
ionizados e fragmentados via MS/MS. A informagdo combinada das massas dos
fragmentos e dos ions precursores facilita a identificacdo dos peptideos e, com isso, das
proteinas usando a ja citada busca por banco de dados.

Um espectrdmetro de massas consiste basicamente de uma fonte de ions, onde a
molécula de interesse é ionizada; um analisador de massas, onde 0s ions sdo separados de
acordo com sua relagdo massa/carga (m/z); e um detector de ions, onde estes geram um
sinal elétrico que é processado de modo a gerar um espectro de massas. Para a maioria das
aplicacBes em protedmica, dois tipos de analisadores de massa sdo combinados em um
unico equipamento (instrumentos hibridos), o que permite a combinacdo das qualidades
complementares de cada analisador incrementando, assim, a versatilidade do instrumento.
Os equipamentos mais utilizados na protedmica atual sdo os que possuem a configuracdo
MALDI/ESI- QToF MS ou ESI-LTQ/Orbitrap MS. Em nosso trabalho usamos um

espectrometro de massas Orbitrap Velos da empresa Termo Fisher Scientific.
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Este equipamento é um hibrido ESI-LTQ/Orbitrap MS (fig 7) de Gltima geracéo e é
capaz de analisar uma enorme quantidade de peptideos em uma Unica aplicagéo.

Em um analisador de massa do tipo orbitrap, os ions sdo aprisionados em um
campo eletrostatico entre os eletrodos (Makarov, 2000). Enquanto os ions giram em torno
do eletrodo interno, eles vibram ao longo do eixo com uma freqiiéncia caracteristica de sua
razao massa/carga. A aquisicdo desse transiente e a transformada de Furier daqueles sinais
produz dados de freqliéncias e suas intensidades. Uma simples relacdo converte
frequiéncias em valores de m/z. O espectrometro hibrido LTQ-Orbitrap € um analisador de
alta acurécia e alta resolugcdo capaz de atingir um poder de resolucdo superior a 100000
com acurécia na medicdo da massa menor ou igual & 5 ppm (Makarov, Denisov et al.,
2006) no analisador orbitrap e analises mais rapidas, mas de menor resolugdo e acuracia no
LTQ. Empregar um simples esquema lock-mass pode reduzir o erro para menos de 2 ppm
(Olsen, De Godoy et al., 2005). O método de higher energy C-trap dissociation, ou colisdo
de alta energia, (HCD) foi introduzido como um processo de fragmentagdo para superar
duas deficiéncias do uso do CID (Dissocia¢do Induzida por Colisao) no analisador LTQ ion
trap: a baixa resolucdo e acuracia e as perdas devidas ao chamado low-mass cutoff (Olsen,
Macek et al., 2007), o qual consiste no fato que geralmente o terco menor dos fragmentos
ndo serem encontrados na fragmentacdo por CID. Além disso, o desempenho desse
equipamento no estudo de modificacdes pos-traducionais como a fosforilacdo de residuos
de aminoéacidos nas proteinas é bastante satisfatdrio assim como na quantificacdo relativa

de peptideos.

LTQ Velos Orbitrap
I I

N 4t e 4%%?%\

Figura 7. Esquema representando 0s componentes do Orbitrap Velos.

(http://biomed.brown.edu/epscor_proteomics/Itg-orbitrap-velos)
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Até agora tratamos a protebmica meramente como um disciplina voltada para a
identificacdo de proteinas em uma amostra biologica, mas o objetivo fundamental da
biologia celular é investigar como células respondem a perturbacdes ou estimulos ou como
mantém a homeostase e, para isso, caracterizar e comparar 0 nivel de expressdo de certas
proteinas é primordial.

Como a espectrometria de massas ndo é, em si, uma técnica quantitativa, dado que
as intensidades de ions observadas sao dependentes de varios parametros, dentre os quais a
eficiéncia de desorcdo e ionizacdo e o desempenho do LC sdo provavelmente os mais
influentes, varios procedimentos foram concebidos para permitir a quantificacdo relativa
de peptideos em amostras diferentes (fig 8). Embora a abordagem sem marcacao (label-
free) esteja constantemente sendo melhorada (Podwojski, Eisenacher et al., 2010) a maior
parte dos estudos atualmente emprega a marcacdo quimica com isétopos estaveis pra a
quantificacdo relativa devido a uma melhor acurdcia oferecida por essas técnicas
(Bantscheff, Schirle et al., 2007). O conceito basico dessa abordagem é que peptideos de
mesma seqliéncia e marcacdo, mas isotopicamente distintos, comportam-se igualmente
durante o LC e a andlise por MS, porém podem ser distinguidas pela mudanca de massa
transmitida pela diferente composi¢do isotdpica dos marcadores. Assim, a razdo entre as
intensidades dos marcadores é diretamente proporcional as quantidades relativas dos
peptideos nas amostras (Ong e Mann, 2005).

Em nosso trabalho utilizamos a marcacdo com o reagente iTRAQ™ para investigar
a abundéncia relativa de proteinas do extrato total do parasito durante a amastigogénese
induzida por incubagdo em pH 5,0 e, concomitantemente, a dindmica de fosforilagbes de
proteinas.

Esse reagente é covalentemente ligado em aminas primarias dos peptideos (residuos
laterais de lisinas ou N-terminal) e existem as op¢bes iITRAQ 4-plex (4 marcadores
isobaricos) e iTRAQ 8-plex (8 marcadores isobaricos). N6s nos ateremos aqui ao iTRAQ

4-plex por ter sido nossa escolha para o trabalho.
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Figura 8. Abordagens protedmicas para quantificacdo relativa de peptideos por

espectrometria de massas. (Adaptado de (Ong e Mann, 2005)).

O marcador isobarico iTRAQ 4-plex consiste de um grupo NHS éster reativo com
peptideos, um grupo "reporter” (baseado em uma N-metilpiperazina) com massa de 114 a
117 Da e um grupo balanceador (carbonil) com variadas quantidades de isétopos pesados
B3¢, N e *®0 gerando massas entre 31 e 28 Da (fig 9) (Ross, Huang et al., 2004). Esse
sistema de grupo reporter-balanceador assegura uma um incremento de massa igual para o
peptideo, independente do marcador escolhido, que no caso do iTRAQ 4-plex é de 145
kDa. No caso de peptideos tripticos contendo grupamentos g-amino de residuos de lisinas,
0 incremento sera o dobro, pois ele reagird com ambas as aminas primarias livres.

Durante a andlise por MS/MS, os peptideos marcados com iTRAQ tém a massa do
precursor idéntica devido & natureza isobarica dos diferentes marcadores. Isso resulta no
isolamento e fragmentacdo em condicdes idénticas para todos os precursores de diferentes
amostras e a fragmentagdo por HCD producdo ions da séries b e y igualmente para os
peptideos marcados. No entanto, as intensidades dos ions fragmento do grupo reporter
(m/z 114, 115, 116 e 117) correspondem a contribuicdo de cada peptideo marcado oriundo
de uma amostra diferente, portanto a razdo relativa entre a intensidade dos marcadores

corresponde a abundancia relativa entre cada peptideo marcado. Resumindo, este reagente
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permite a identificacdo e a quantificacdo relativa em um mesmo experimento de analise
por MS/MS.

Entre as vantagens dessa metodologia estdo a minimizagdo das variagdes técnicas
entre as diferentes amostras pelo fato que, ap6s a marcacéo, as amostras sao combinadas e
processadas em uma Unica andlise e o incremento de sinal também conseqiente dessa
combinacdo, levando a melhores chances de selecdo dos peptideos para fragmentagdo e
melhor qualidade dos espectros. Além do mais, a quantificacdo por esse metodo tem uma
reduzida complexidade de peptideos quando comparado com outras metodologias que
abordam a questdo no nivel de MS. No entanto existe a desvantagem que energias de
colisdo maiores na fragmentacdo devem ser utilizadas para obterem-se sinais satisfatorios
dos ions reporter e essas energias ndo sao as melhores escolhas para gerar fragmentos das

sériesbey.
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Figura 9. Representacdo da estrutura quimica do reagente iTRAQ 4-plex (A) e a ligacdo
deste a peptideos (B). Adaptado de (Ross, Huang et al., 2004).

Além de todos os detalhes ja mencionados, a analise dos dados gerados em
experimentos de larga escala como na abordagem shotgun ainda carrega desafios
especialmente no que concerne a validacdo dos peptideos identificados. Como j& dito, a
identificacdo é baseada na qualidade do pareamento de massas de fragmentos seqiiéncia
especificos de dados teoricos e experimentais (fig. 6). Essa qualidade varia
significativamente, mesmo para identifica¢cbes corretas de peptideos, devido a baixa
intensidade de sinal ou tipo de fragmentacdo imprevista do peptideo, por exemplo. Por isso
nenhum limite fixo pode ser estabelecido para diferenciar identificagOes verdadeiras de
falso-positivos e a validagdo manual das identificacbes ndo mais € factivel, dado a
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guantidade de peptideos identificados. Assim, estratégias para controlar o nimero de falso-
positivos séo cruciais para limitar a inclusdo desses nas publicagbes e banco de dados
(White, 2011)

O método mais comum e amplamente aceito para medir a confiabilidade estatistica
de resultados de protedmica de larga escala é o célculo do false discovery rate (FDR) para
todos os pareamentos de peptideos identificados, o qual ndo elimina os falso-positivos, mas
da uma estimativa da taxa de erro nos resultados. Uma abordagem simples para o calculo
do FDR é a determinacdo empirica feita usando um banco de dados concatenado
consistindo das sequéncias originais das proteinas, assim como uma versdo "isca" (Moore,
Young et al., 2002; Elias e Gygi, 2007), sendo esta "isca™ gerada pelas seqiiéncias originais
invertidas, embaralhadas ou randomizadas. Assumindo-se que as seqliéncias da "isca" ndo
sendo expressas biologicamente, todos o0s peptideos pareados com esse banco de dados sdo
falso-positivos e baseado na quantidade de falso-positivos identificados, assim como no
namero de verdadeiros positivos (as identificacbes do banco de dados correto), o FDR

pode ser calculado e o limite minimo comumente estabelecido e aceito € de até 1%.
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2. ODbjetivos
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2 Objetivos

O objetivo geral do presente trabalho consiste do estudo do processo de
amastigogénese do Trypanosoma cruzi por meio da analise dos proteomas totais e de
subproteomas das formas tripomastigota e amastigota e de estagios intermediarios da
diferenciacdo celular. Esse estudo justifica-se ndo somente pelo fato que os mecanismos
moleculares responsaveis por esse processo de diferenciacdo sdo pouco conhecidos e que
ndo existem estudos protedmicos de larga escala direcionados a esse respeito, mas também
que os subproteomas aqui abordados tém grande relevancia para elencar potenciais alvos
de farmacos. Para realizarem-se essas analises se fez necessario cumprir as seguintes

etapas:

12, Padronizagdo, com parasitos da forma epimastigota, dos métodos de
tripsinizacdo da superficie de células intactas e de biotinilacdo de proteinas da membrana
plasmatica seguida por purificacdo das mesmas por cromatografia de afinidade e
comparacado dos resultados obtidos por estes métodos visando a analise do subproteoma da
superficie celular do parasito.

28 Comparacao qualitativa do subproteoma de superficie celular de tripomastigotas
e amastigotas por dois métodos complementares.

3% Analise guantitativa do proteoma e do fosfoproteoma do T. cruzi durante a
amastigogénese.

48 Comparacdo qualitativa do secretoma de tripomastigotas incubados em pH

fisioldgico e do secretoma no inicio da amastigogénese.
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3 Material e Métodos
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3.1 Cultivo

Formas epimastigotas da linhagem Berenice foram obtidas por cultura em meio
LIT suplementado com 5% de SFB (Sorali, Campo Grande, Brasil) incubados a 28 °C. As
formas tripomastigotas foram coletadas a partir de cultura de monocamada de células HeLa
(Andrews e Colli, 1982), infectadas com parasitos da linhagem Y, e mantida em meio
DMEM (Sigma), pH 7,5, suplementado com 5% de SFB, 100 pg/mL de gentamicina a 37

°C em atmosfera com 5% CO,.

3.2 Amastigogénese induzida in vitro

O ensaio de amastigogénese e a producdo de amastigotas axénicos foram realizados
pela incubacdo de tripomastigotas em meio DMEM sem SFB, pH 5,0, durante 9 horas a
37 °C e 5% CO, conforme descrito anteriormente (Tomlinson, Vandekerckhove et al.,
1995; Hernandez-Osorio, Marquez-Duenas et al., 2010). Para 0s experimentos
quantitativos da variacdo dos proteomas durante a diferenciacéo, foram coletados parasitos
também em estdgios intermediérios da amastigogénese nos tempos de 30 e 120 min de

incubacéo.

3.3  Obtencéo do secretoma

Tripomastigotas foram lavados trés vezes por centrifugacdo a 2,000 xg por 10 min
com DMEM, pH 7,5, sem SFB. Entdo, 10° parasitos lavados foram ressuspendidos em
5 mL de DMEM sem SFB, pH 7,5, (2.1x10° células/mL) e incubados em frascos de cultura
de 25 cm? a 37 °C por 3h, sendo suavemente agitados a cada 20 min. Apés incubacdo, a
mobilidade dos parasitos foi checada e a amostra foi coletada somente se 0 meio nao foi
acidificado e cerca de no minimo 95% das células permanecessem mdveis. Para remover
as células apds a incubacdo, o meio foi centrifugado por 5 min a temperatura ambiente em
trés ciclos para assegurar a completa remocdo das células e evitar lise mecénica:
primeiramente a 2000 xg, entdo a 4000 xg e por Gltimo a 6000 xg, sendo 0s sobrenadantes
transferidos para novos tubos depois de cada centrifugagdo. Apds a remogéo das células, as
proteinas presentes no meio de cultura foram precipitadas com TCA (10% v/v) por 1 hora
a-20 °C e lavadas trés vezes com acetona gelada a 14.000 xg, 15 min, a 4 °C.

38



A amostra de secretoma de tripomastigotas no inicio da diferenciacdo foi obtida
recolhendo-se o sobrenadante do meio de indugdo da amastigogénese (DMEM sem SFB,

pH 5.0) ap6s 3 a 4 horas de inducdo, removendo-se as células conforme supracitado.

3.4  Tripsinizacéo da superficie celular

Foram recolhidos 2 x 10° parasitos e lavados trés vezes com meio DMEM sem SFB
por centrifugacdo a 2000 x g por 5 min a temperatura ambiente. As células foram
ressuspendidas em meio DMEM sem SFB, a 28 °C para epimastigotas e 37 °C para
tripomastigotas e amastigotas, e separadas em dois tubos com 4 mL cada e a um dos tubos
(amostra denominada Shave) foi adicionado 20 pg de tripsina (Sigma). Ambos os tubos
foram incubados a 28 °C ou 37 °C por 30 min e centrifugados a 2000 x g (5 min) cujos
sobrenadantes foram recolhidos e centrifugados a 4000 x g (5 min) e novamente recolhidos
a novos tubos e centrifugados a 6000 x g (5 min). Ao tubo sem tripsina, foi adicionado 20
pug da enzima ¢ incubado a 37 °C por 30 min (amostra Controle). Finalmente estes
sobrenadantes foram liofilizados constituindo-se o tubo da amostra Controle de proteinas
secretadas/excretadas pelo parasito e o tubo com enzima (Shave), de digestos de proteinas

da membrana plasmatica e secretadas/excretadas.

3.5  Biotinilacéo e cromatografia de afinidade

Baseando-se no protocolo do fabricante com modificacdes, foram recolhidos
5 x 10° epimastigotas ou 10° tripomastigotas ou amastigotas, lavados trés vezes com 50
mL de PBS por centrifugacdo a 2000 x g por 5 min e ressuspendidos em 10 mL de PBS,
pH 8,0, contendo 10 mg de Sulfo-NHS-LC-Biotin (PIERCE) e incubados a 28 °C, para
epimastigotas, e 37 °C, para as demais formas, por 10 min. O reagente remanescente foi
neutralizado por adi¢do de Tris-HCI, pH 7,5, concentracédo final de 50 mM, e em seguida,
as células foram lavadas uma vez com 50 mL de TBS com centrifugacdo a 2000 x g por 5
min. Os parasitos biotinilados e lavados foram ressuspendidos em 5 mL de H,O Milli-Q
contendo coquetel completo de inibidores de proteases e fosfatases (Roche) e lisados com
trés ciclos de congelamento e descongelamento em N liquido. Este lisado foi centrifugado
a 15000 x g (20 min a 4 °C) e o sobrenadante (extrato de proteinas solUveis em agua)
descartado. O pellet foi ressuspendido novamente com 5 mL de H,O Milli-Q com coquetel
completo de inibidores, centrifugado a 15000 x g (20 min a 4 °C) e o sobrenadante também

descartado. O pellet, agora, foi ressuspendido com 5 mL de 2% Triton X-100 em TBS e
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incubado no gelo por 1 h com agitagéo eventual e, entdo, centrifugado a 10000 x g (20 min
a 4 °C) e o sobrenadante (extrato membranar biotinilado) recolhido e armazenado a -20 °C
até a etapa de cromatografia.

Para a cromatografia de afinidade a estreptoavidina foi usada uma coluna pre-
empacotada de 1 mL de estreptoavidina imobilizada em bilhas de agarose (PIERCE).
Todas as solucBes e a coluna foram deixadas a temperatura ambiente e esta foi equilibrada
com 10mL de 1% Triton X-100 em TBS imediatamente antes recircular o extrato
membranar pela coluna por 1h com um fluxo de cerca de 7 mL/min. A coluna foi, entéo,
lavada com 15-20 mL de 1% Triton X-100 em TBS e, em seguida, com 10 mL de 1%
Triton X-100 em 1 M NaCl. Finalmente as proteinas biotiniladas foram eluidas com 5 mL
de 8 M guanidina-HCI, pH1,5, o qual foi coletado e imediatamente neutralizado
adicionando-se 0 mesmo volume de TBS. Esta amostra foi concentrada para um volume

inferior a 500 pL usando-se filtro AmiconTM com cut-off de 3 kDa e armazenada a -20 °C.

3.6 Preparo de amostras e digestao

As amostras de proteinas expostas da superficie celular das formas epimastigota,
tripomastigota e amastigota, obtidas pelo método de biotinilacdo seguido por
cromatografia de afinidade a estreptoavidina, assim como as proteinas do extrato total do
parasito durante a amastigogénese (tempos 0O min, 30 min, 2h e 9h de indugdo da
diferenciacdo) foram precipitados com etanol/ acetona. Resumidamente, cada amostra foi
diluida quatro vezes etanol gelado. Entdo foi adicionado o mesmo volume de acetona
gelada, agitados vigorosamente e incubados overnight a -20 °C Apds a incubacédo, as
amostras foram centrifugadas a 20000 x g a 4 °C por 15 min e o sobrenadante descartado.
O pellet foi lavado outras trés vezes com solugdo gelada de 40% etanol/ 40% acetona..

Tanto as amostras precipitadas com etanol/acetona quanto as da tripsinizacdo da
superficie celular foram ressuspendidas para 100 pL de 20mM TEAB, reduzidas com
20 mM DTT por 1 hora a 56 °C e, entdo, alquiladas com 40 mM iodoacetamida por 1 hora
a temperatura ambiente. Em seguida foi adicionada tripsina na proporg¢éo final de 1:50 e
incubados a 37 °C por 12 a 15 horas. Apos isso, a solugdo foi acidificada com
concentracéo final de TFA a 0,1% (v:v) e dessalinizada com microcolunas home-made de

resina Poros Oligo R3 (Perseptive Biosystems)
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3.7  Marcacdo com iTRAQ™

A marcacdo com iTRAQ™ seguiu as instrucdes do fabricante com pequenas
modificagdes. Brevemente, 100 pg do digesto dessalinizado e seco de cada amostra de
cada tempo de diferenciagdo foram ressuspendidos em 30 uL de 300 mM TEAB e
adicionadas a um frasco do reagente iTRAQ™ ja ressuspendido em 70 pL de etanol. Os
frascos ja com as amostras foram agitados e incubados a temperatura ambiente por 1-2
horas e em seguida foram misturados na proporc¢ao de 1:1:1:1 (tempos de diferenciacdo, 0
min marcado com 114, 30 min com 115, 2h com 116 € 9h com 117). O equivalente a 20 ug
da amostra marcada e misturada foi encaminhada para o fracionamento automatico com
coluna TSKGel Amide 80 HILIC HPLC (comprimento: 15 cm, didmetro: 2 mm, tamanho
de particula: 3 um) em um equipamento Agilent com coletor automatico de fragdes. As
amostras da amastigogénese foram analisadas em triplicata biolégica com duas repeticGes

técnicas (dois fracionamentos por HILIC) de cada replicata biologica.

3.8 Enriquecimento de fosfopeptideos por afinidade a TiO;

Os fosfopeptideos foram purificados com TiO, em batch segundo (Jensen e Larsen,
2007) com pequenas modificacGes. Resumidamente, as amostras dos quatro tempos da
amastigogénese ja marcados com iTRAQ™ e misturados foram ressuspendidas para 1M
acido glicélico em ACN 80% / TFA 5% (v/v) e foi adicionado 0,6 mg de TiO, para cada
100 pg de amostra e incubadas a temperatura ambiente sub agitagdo vigorosa por 10-15
min. Em seguida o microtubo foi centrifugado brevemente para descer o TiO, com 0s
fosfopeptideos ligados e o sobrenadante, contendo peptideos ndo fosforilados foi
transferido para outro tubo. Este procedimento foi repedido com o sobrenadante recolhido
anteriormente por mais dois ciclos de purificagdo de fosfopeptideos utilizando em cada um
desses ciclos metade da quantidade de TiO,. O TiO, de todos os ciclos foram combinados e
lavados com ACN 80%/TFA 1% (v/v) e, depois, com ACN 10%/TFA 0,1% (v/v) para
remoc&o de peptideos ndo-fosforilados ligados ao TiO, por uma interacdo hidrofilica. Apos

as incubacoes e lavagens, os fosfopeptideos foram eluidos com solugdo de aménia pH 11.

39 LC-MS/MS

As amostras foram analisadas com um sistema EASY-nano LC

(ProxeonBiosystems) acoplado online com um espectrometro de massas LTQ-Orbitrap
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Velos (ThermoScientific). Para as amostras das metas 1, 2 e 4, um maximo de 2 pg de cada
foi carregado em uma coluna capilar de silica de 18 cm (diametro interno de 75 pm)
empacotada pelo usuario com resina de fase reversa ResiproSil-Pur C18-AQ 3 um (Dr.
MaischGmbH, Alemanha) e eluida usando um gradiente de 100% fase A (0.1% A&c.
férmico) até 26% fase B (0.1% &c. formico, 95% ACN) por 180 min, 26% até 100% fase B
por 5 min e 100% fase B por 8 min (um total de 193 min a 200 nL/min). Apds cada
corrida, a coluna foi lavada com 90% fase B e reequilibrada com fase A. Os espectros de
massa foram adquiridos no modo positivo aplicando-se data-dependent automatic survey
MS scan e aquisicdo de espectros de massas em tandem (MS/MS). Cada MS scan no
orbitrap (amplitude de massa: m/z 350-1800 e resolugcdo: 60000) foi seguida por MS/MS
dos quinze ions mais intensos no LTQ. A fragmentacdo no LTQ ocorreu por CID e as
sequéncias de ions selecionados foram excluidas dinamicamente por 30 segundos. Paras as
amostras da meta 3, primeiramente 20 pg de cada uma das trés replicatas biologicas foram
separadas em 10 fragdes em um HPLC com coletor automatico de amostras e com uma
coluna TSKGel Amide 80 HILIC (comprimento: 15 cm, didmetro: 2 mm, particula: 3 pm)
essencialmente como descrito em (Mcnulty e Annan, 2008). A aplicacdo e analise no
espectrometro de massas foram feitas basicamente como descrita acima, exceto que o
gradiente de 26% até 100% fase B durou 77 min (total de 90 min), a fragmentac&o se deu
por HCD dos sete picos mais intensos. O processamento dos dados foi feito com Proteome
Discoverer v.1.3 beta (ThermoScientific). A busca e identificacdo das proteinas também
usou o programa Proteome Discoverer com algoritmo Mascot v.2.3 contra um banco de
dados de Trypanosoma cruzi instalado no servidor do laboratdrio, gerados usando a
ferramenta Database on Demand (Reisinger e Martens, 2009) contendo as 12574 proteinas
encontradas no UniProt/SWISS-PROT e UniProt/TrEMBL. Proteinas contaminantes
(diversos tipos de queratinas humanas, BSA e tripsina porcina) foram adicionadas ao
banco de dados e removidas manualmente das listas de identificagdes. As buscas foram
feitas com os seguintes parametros: precisdo no MS de 10 ppm, no MS/MS de 0.5 Da para
espectros de fragmentacdo por CID e MS de 10 ppm e MS/MS de 0,05 ppm para espectros
de fragmentacdo por HCD, até 2 sitios de clivagem perdidos, carbamidometilacdo de
cisteinas como modificacdo fixa e oxidacdo da metionina, acetilacdo N-terminal da
proteina como modificacGes variaveis. Em amostras da meta 3, as modificacdes variaveis
N-teminal iTRAQ tagging e fosforilacdo de S, T e Y também foram aceitas e para as

amostras biotiniladas, NHS-LC biotinilagdo do N-terminal da proteina e NHS-LC
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biotinilacdo de residuos de lisinas (incremento de 339.16 Da). O numero de proteinas,
grupo de proteinas e numero de peptideos foram filtrados com uma taxa de deteccdo de
falsos positivos (FDR) menor que 1% e peptideos com rank 1 e minimo de 2 peptideos por
proteinas (este exceto em fracbes enriquecidas para fosfopeptideos) foram aceitos para

identificacdo com Proteome Discoverer.

3.10 Analise de dados, bioinformatica e estatistica

O software ProteinCenter (ThermoScientific) foi usado para interpretar o0s
resultados a nivel de proteinas (Gene Ontology, peptideo sinal e dominio transmembranar).
Anotacdo de proteinas de T. cruzi foi adquirida também usando o software Blast2GO
(http://www.blast2go.com/b2ghome) (Conesa, Gotz et al., 2005) com o0s parametros
basicos. Os softwares SignalP v.4.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SignalP/) e
SecretomeP v.2.0 (http://www.cbs.dtu.dk/services/SecretomeP/) foram usados para
predizer as proteinas secretadas por vias classica e ndo-cléssica, respectivamente.

A anélise estatistica da expressao relativa quantificada com iTRAQ™ foi feita com
o software R onde os dados consistiam de trés replicatas biolégicas contendo as fragcdes de
peptideos e fosfopeptideos marcados com iTRAQ. Os valores da intensidade do ion
reporter de cada amostra e de cada fragdo transformados em log2 e normalizados pela
mediana. Medidas multiplas do mesmo peptideos foram mescladas usando-se a funcao
RRollup do pacote DanteR (Taverner, Karpievitch et al., 2012), onde foi permitido
somente um peptideo por medida e foi escolhida a op¢do média ao invés de mediana. Os
valores de peptideos ndo fosforilados foram convertidos em quantificacdo de proteinas
(RRollup,"média") onde foi modificada a funcdo original para exigir no minimo 3
peptideos por proteina.

Regulacbes estatisticamente significantes requerem ferramentas mais sofisticadas
que apenas o teste-t padrdo. Os testes Limma (Smyth, 2005) e rank products (Breitling,
Armengaud et al., 2004; Koziol, 2010) oferecem poder suficiente para lidar com baixo
numero de replicatas e adicionais missing-values (Schwammle, comunicagdo pessoal).
Desta forma foram realizadas ambos os testes estatisticos em todos os fosfopeptideos e
proteinas contra a amostra marcada com iTRAQ 114 Da. e corrigimos para teste maltiplo.
Todas as proteinas com valor-g (em ambos os testes) abaixo de 0,05 (5% false discovery

rate) foram consideradas como reguladas.

43



Para a analise de clusters, foi calculado a média sobre todas as 3 replicatas para
cada condigdo. Fosfopeptideos e proteinas foram mescladas em um Unico conjunto de
dados. Fuzzy c-means clustering (Futschik e Carlisle, 2005) foi aplicado apds determinar-
se 0 valor do parametro fuzzifier e 0 nimero de clusters de acordo com Schwammle e

colaborador (Schwammle e Jensen, 2010)
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4 O Subproteoma de Membrana Plasmatica de

Trypanosoma cruzi
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4.1  Desenho experimental

Visando a abordagem de proteinas associadas a membrana plasmatica do T. cruzi,
nosso primeiro passo foi padronizar, com epimastigotas, os protocolos de (i) biotinilagcdo
de parasitos intactos seguida por extracdo de proteinas e enriquecimento da amostra
marcada por cromatografia de afinidade a estreptoavidina e de (ii) tripsinizagdo de
proteinas da superficie celular.

Primeiramente foram testados tampdes, tempos e condi¢bes de incubacéo
apropriadas para 0os experimentos, 0s quais mantivessem intactos os parasitos na auséncia
da enzima tanto quanto possivel e estipulamos o limite adequado como aquele onde a
motilidade das células fossem mantidas. Depois de encontradas as condi¢Bes e tempo mais
propicios, incubacdes de células com tripsina foram realizadas, assim como sem a enzima,
de forma a obter uma amostra controle que mostrasse as proteinas cuja presenca e
exposicdo a enzima ndo podemos evitar por serem provavelmente constitutivamente
excretadas pelas células.

Em seguida, baseados no que é sugerido pelo fabricante dos reagentes, ajustamos o
protocolo para a marcagdo com biotina das proteinas de interesse e, principalmente, o
protocolo de enriquecimento das amostras marcadas, de forma a obter uma amostra tao
livre de contaminacdo com proteinas citosélicas quanto possivel, a qual foi em seguida
validada por imunoblotting.

Uma vez obtidos protocolos eficazes para enriquecimento da nossa fragédo
subcelular de interesse, seguimos para identificacdo por LC-MS/MS e comparamos a
eficiéncia e caracteristicas das proteinas obtidas por cada metodologia. O fluxograma
encontra-se ilustrado na figura 10.

De posse da validacdo das abordagens na forma epimastigota, analisamos
qualitativamente o proteoma da superficie celular de tripomastigotas e amastigotas
axénicos obtido pela identificacdo por LC-MS/MS de alto rendimento.

46



Enriquecimentode
proteinasda superficie
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Figura 10. Abordagem experimental para as analises do subproteoma de proteinas da

superficie celular

4.2  Resultados e Discussdo
4.3.1 Condic¢des de incubacdo para tripsinizacao da superficie celular

Dado o objetivo de analisarmos especificamente o subproteoma da superficie
celular de T. cruzi obtida pela incubacdo de células vivas com tripsina, e para evitarmos a
contaminagdo devida a lise celular, varias condi¢cdes de incubacdo dessas células foram
testadas. A observacdo sisteméatica de amostras de epimastigotas incubados em uma
solugdo com 20 pg de tripsina para 10° parasitos revelou que todas as células mantiveram
sua motilidade apos 30 min de incubacédo e até alguns eventos de replicacdo puderam ser
observados neste tempo. No entanto, a 45 min de incubacdo alguns parasitos ndo se

moviam e ap6s 60 min estavam todos imdveis.

Em seguida o efeito das lavagens das células assim como dos tempos de incubacéao
em diferentes tampdes sem tripsina foram testados. As condigdes testadas estdo resumidas
na tabela 1, sendo que as células foram lavadas trés vezes no mesmo tampé&o de incubacao
jaa 28 °C e aremocdo dos parasitos ocorreu da mesma forma descrita no protocolo final
presente no Material e Métodos.
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Tabela 1. CondicGes de incubagéo de epimastigotas sem tripsina

Condigdo Tampdo Tempo de retirada dos parasitos Concentracdo celular

TBS imediatamente apGs ressuspensdo  1x10° células/mL
TBS ap6s 30 min de incubagao 1x10° células/mL
DMEM imediatamente apés ressuspensdo  1x10° células/mL
DMEM ap6s 30 min de incubacéo 1x10° células/mL
DMEM imediatamente apGs ressuspensdo  2,5x10° células/mL

mTmooO @ >

DMEM ap6s 30 min de incubagédo 2,5x10° células/mL

A andlise por SDS-PAGE dos sobrenadantes de cultura de todas as condicoes
testadas em TBS sem tripsina versus o meio LIT apresentam perfis distintos. A figura 11A
mostra que as lavagens anteriores a incubacdo foram suficientes para remover as proteinas
presentes no meio de cultura, no entanto os perfis eletroforéticos dos sobrenadantes se
assemelhavam bastante ao extrato de proteinas sollveis em &gua do parasito, indicando
uma porcentagem significativa de lise celular na incubacdo em TBS mesmo nas células
removidas quase que imediatamente apOs a ressuspensdo (condicdo A). Para testar a
hipotese de que a lise é devida ao esgotamento de nutrientes, foram testadas as incubagdes
em meio DMEM sem SFB (condicGes C e D), que mostraram também perfis semelhantes
ao do extrato soltvel (figura 11B). Durante o experimento, o indicador de pH presente no
meio DMEM mostrou uma rapida acidificacdo dentro de 60 min de incubacéo, sugerindo
uma alta atividade metabdlica dos parasitos e um consequiente esgotamento nutricional do
meio. Para evitar qualquer estresse metabdlico, os parasitos foram incubados nas condicdes
E e F, onde a concentracgdo celular é quatro vezes menor. Assim, amostras das condi¢des C
a F foram submetidas a SDS-PAGE e coradas com prata (figura 11C) ndo mostrando
qualquer banda protéica nas condi¢cdes de menor concentracgdo celular.

Baseados no resultado acima, para minimizarmos a lise celular e/ou estresse
metabdlico nos experimentos de tripsinizacdo, parasitos na concentracdo de
2,5x10° células/mL em DMEM foram incubados com tripsina por 30 min antes da

identificacdo dos peptideos tripticos liberados no meio.
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Figura 11. Efeito de diferentes meios e concentracdo celular no perfil de proteinas

liberados por epimastigotas. As amostras foram submetidas a SDS-PAGE 12% e coradas

com prata. A) incubacdo com TBS: (1) sobrenadante recolhido imediatamente ap6s

ressuspensdo de parasitos lavados, (2) ap6s incubacéo de parasitos (1x10° cels/mL) a 28°C

por 30 min, (3) extrato de proteinas soliveis em agua e (4) meio LIT com 5% SFB; B)

incubacdo em DMEM: (1) sobrenadante recolhido imediatamente apo6s ressuspensdo de

parasitos lavados, (2) incubacdo de parasitos (1x10° cels/mL) a 28°C por 30 min, (3)

extrato de proteinas sollveis em &gua; C) Incubacdo em DMEM: sobrenadante recolhido

imediatamente apds ressuspensdo com (1) 1x10° cels/mL e com (3) 2.5x10° cells/mL e

ap6s incubagéo a 28 °C por 30 min com (2) 1x10° cels/mL e (4) 2.5x10° cels/mL.
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4.3.2 Biotinilacao da superficie celular e cromatografia de afinidade a

estreptoavidina

Para enriquecer proteinas intactas da membrana plasmatica com seus dominios
transmembrana ou ancoras, foi realizada uma cromatografia de afinidade de proteinas,
quimicamente biotiniladas, da membrana plasmética em uma coluna de estreptoavidina
imobilizada em bilhas de agarose. Para tentar manter intacta a estrutura terciaria das
proteinas, o que possibilitaria a realizacdo de testes de atividades enzimaticas com as
amostras, foi testada a eluicdo branda das proteinas biotiniladas por competicdo com
moléculas livres de biotina. O perfil eletroforético (fig. 12A) mostra que essa abordagem
ndo foi eficiente para eluir as proteinas da coluna, se comparado com a eluicdo com a
solucdo de 8 M guanidina-HCI. De fato, o perfil eletroforético desta segunda eluicdo
apresentou mais bandas protéicas e, portanto, foi mais eficiente. (fig. 12A).

Para a otimizagdo do experimento, iniciamos com um protocolo baseado nas
instrucdes do fabricante dos reagentes. Basicamente é o protocolo descrito no Material e
Meétodos exceto que a lise dos parasitos ja biotinilados ocorreu diretamente na solugédo
com 2% Triton X-100, portanto sem a remocdo prévia do excesso de proteinas sollveis em
agua. Apds o experimento, as fracdes cromatograficas foram analisadas por SDS-PAGE.
Os perfis eletroforéticos mostraram padrdes pouco distintos entre o extrato de proteinas
solGveis em &gua, a fracdo de eluicdo com guanidina-HCI e o extrato de proteinas nédo
ligadas a coluna, em especial acima de 45 kDa. No entanto, ndo foram observadas
diferengas consideraveis entre a eluicdo com guanidina-HCI e a fracdo de proteinas ndo
ligadas nas massas inferiores a 45 kDa. Assumindo que a pouca especificidade na
cromatografia foi devida a alta complexidade da amostra e a baixa proporc¢édo de proteinas
biotiniladas dentro do lisado, e tendo em mente que as proteinas da membrana plasmatica
podem ter baixa solubilidade em &gua, nés desenvolvemos um segundo protocolo de
biotinilacdo e cromatografia (descrito em Material e Métodos). Neste protocolo foi
adicionada uma etapa de lise das células marcadas em H,O milli-Q com inibidores de
proteases e fosfatases seguido por duas lavagens também com H,O milli-Q para remocéo
do excesso de proteinas soluveis em agua. A fracdo de proteinas eluidas com guanidina-
HCI obtida por esse protocolo produziu um perfil distinto da fracdo de proteinas nédo
ligadas a coluna (figura 12B), assim como das lavagens. Também é importante ressaltar
que a presenca de bandas na segunda lavagem demonstra a relevancia das lavagens
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extensivas. O rendimento obtido por este método com 5x10° parasitos foi em média 340
ug de proteinas (quantificado com o kit MicroBCA).

Para validar a remocdo do excesso de proteinas citosélicas por esse método, o
extrato de proteinas sollveis em agua, o eluido com guanidina-HCI e a fracdo de proteinas
ndo ligadas a coluna foram submetidas a um western blotting com um anticorpo contra
MTAP, uma conhecida proteinas citosolica soltvel em &gua (Neves, 2006) (figura 13).
Este ndo mostrou qualquer banda na fracdo eluida com guanidina-HCI e confirma, assim, a

habilidade do protocolo para remover as proteinas citosélicas

1 2 K] 4
97kDa 97kDa
66kDa 66kDa
45kDa

45kDa
-+
30kDa o |
30kDa
20kDa
20kDa
14kDa 14kDa

Figura 12. FracBes da cromatografia de afinidade a estreptoavidina submetidas a SDS-

th

PAGE 8-15%. A) Proteinas de epimastigotas ligadas a coluna e eluidas com (1) 5 mM
biotina em 1% (v/v) Triton X-100 e com (2) 8 M guanidina-HCI; B) SDS-PAGE 8-15%
das (1) proteinas soliveis em &gua de epimastigotas, (2) fracdo ndo ligada a coluna de
estreptoavidina, (3) fracdo de lavagem com 1% (v/v) Triton X-100 em TBS, (4) lavagem

com 1 M NaCl em 1% (v/v) Triton X-100 e (5) fragéo eluida com 8 M guanidine-HCI.
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37kDa

20kDa

Figura 13. Immunoblot com soro anti-TCMTAP. (1) extrato soltvel em agua, (2) Eluicao

com 8 M guanidine-HCI e (3) fracdo ndo ligada a coluna de estreptoavidina.

4.3.3 Proteoma da superficie celular de epimastigotas

Usando um espectrdometro de massas de Ultima geracdo para abordagem
protedmica, foram identificadas um total de 1488 proteinas da forma epimastigota usando
0 método de biotinilacdo seguida de cromatografia de afinidade a estreptavidina, 1365
proteinas com de tripsinizacdo da superficie celular (Shave) e 711 proteinas na amostra
Controle. A figura 14 mostra a sobreposicdo entre as identificacbes por cada método.

Por meio de analise estatistica da categoria de Componente Celular do Gene
Ontology (GO), somente os termos membrane, membrane part, integral to membrane e
intrinsic to membrane estavam estatisticamente super-representados na amostra Shave
comparado com o Controle (tabela 2), o que prova que o método oferece de fato um
enriquecimento significativo de proteinas de membrana. Além do mais, puderam ser
detectadas 643, 550 e 239 proteinas com dominio transmembrana (predito in silico) nas
amostras Biotinilada, Shave e Controle, respectivamente. Esta propor¢édo surpreendente de
proteinas transmembranares no Controle (~33%) pode ser em parte explicada pela ja
conhecida secrecdo de exossomas pelo parasito (Goncalves, Umezawa et al., 1991; Trocoli
Torrecilhas, Tonelli et al., 2009). Nesta amostra, mais da metade das proteinas
identificadas estdo comumente associadas a esse tipo de vesicula, segundo a
literatura(Olver e Vidal, 2007). Tais proteinas (Clathrin heavy chain, enolase, Rab?7,
ubiquitin, glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, hsp70 e 90, 14-3-3 proteins,
cyclophilin A, pyruvate kinase, tubulin o. e f e histones H2A, H2B,H3 e H4) foram também
identificadas no secretoma de Trypanosoma brucei (Geiger, Hirtz et al.), mas € importante
notar que a proporcao de proteinas secretadas naquele organismo, que possuem dominios
transmembrana, é de cerca de 5%, significativamente inferior a encontrada por nés na

amostra Controle em T. cruzi.
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Figura 14. Diagrama de Venn das proteinas identificadas em cada conjunto de amostras de

epimastigotas

Tabela 2. Termos GO super-representados no Shave de epimastigotas comparado com

Controle
- a Ref. Raw p- B d
Descricéo Count Count® value® FDR p-value
Membrane 514 197 1.62E-8 8.83E-6
Componentes membrane part 508 196 3.63E-8 8.83E-6
Celulares integral to membrane 495 190 4.68E-8 8.83E-6
intrinsic to membrane 495 190 4.68E-8 8.83E-6
mgfer;%‘;gfes protein binding 199 68 1.21E-4 1.82E-2

a numero de vezes que esta caracteristica ocorre no conjunto de dados de anélise.
b nimero de vezes que esta caracteristica ocorre no conjunto de dados de referéncia.
¢ o valor-p ndo tratado indicando a significancia desta diferenca na ocorréncia dessas

caracteristicas entre os conjuntos de dados.

d a versdo corrigida por FDR do valor-p ndo tratado.
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E conhecido que epimastigotas podem sofrer morte celular programada e também
apresentacdo de componentes autofagicos induzidos por privacdo de soro (Jimenez,
Paredes et al., 2008). A presenca de histonas indica que vesiculas apoptdticas podem estar
sendo liberadas, mesmo que em condi¢Ges de incubacdo que mantiveram a integridade
celular durante os 30 min de incubacdo em DMEM. Mais ainda, a quantificacbes de
proteinas por andlise de aminodcidos revelou que a quantidade de proteinas na amostra
Shave foi quatro vezes maior que na Controle nas duas replicatas bioldgicas.

Assim, os resultados mostram a necessidade de realizar ambos 0s experimentos
(Shave e Controle) em paralelo para identificar seguramente a composigéo do proteoma da
superficie celular, embora ndo possamos excluir a possibilidade de que proteinas presentes
em ambas as amostras sejam, de fato, parte do repertdrio de proteinas da superficie celular.
Um bom exemplo disso é a enolase. Esta proteina é anotada em banco de dados como
citosolica e envolvida no metabolismo de carboidratos, mas foi encontrada na superficie
celular de varios organismos procariotos e eucariotos (Pancholi e Fischetti, 1998; Ramajo-
Hernandez, Perez-Sanchez et al., 2007; Vanegas, Quinones et al., 2007; Bhowmick,
Kumar et al., 2009), no secretoma/exoproteoma de organismos patogénicos (Geiger, Hirtz
et al.; Hurmalainen, Edelman et al., 2007; Jones e Holt, 2007; Ringqvist, Palm et al., 2008;
Silverman, Chan et al., 2008; Liu, Cui et al., 2009; Atyame Nten, Sommerer et al., 2010;
Silverman, Clos et al., 2010) onde tem papel na viruléncia e possivelmente também em
parasitos tripanosomatideos (revisado em (Avilan, Gualdron-Lopez et al., 2011)). Esta
proteina ndo tem peptideo sinal nem regido de ancora, mas pode ser secretada por vias ndo-
classicas (Geiger, Hirtz et al., 2010).

Um grande numero de proteinas na amostra Biotinilada ndo foi encontrado no
Shave, portanto o uso de ambos os métodos oferece uma visdo mais abrangente do
conjunto de proteinas da superficie celular. A sobreposicdo entre as identificacbes das
amostras Controle e Biotinilada reforca o argumento que algumas proteinas presentes no
Controle (portanto supostamente excretadas) sdo também encontradas na membrana
plasmatica ou fortemente associadas a esta, ja que na amostra Biotinilada, as células foram
lavadas ap6s a marca¢do com biotina, a maioria das proteinas sollveis em agua foi
removida depois da lise e as proteinas marcadas e ligadas a coluna foram extensivamente
lavadas com uma solucéo de alta forca idnica (1 M NaCl). Estas lavagens tém o propdsito
de remover proteinas fracamente ligadas a proteinas biotiniladas assim como aquelas

ligadas inespecificamente a propria coluna.

54



Como varios passos de lavagem foram incluidos para remover proteinas que se
ligam fracamente as proteinas marcadas com biotina, assim como para remover aquelas
ligadas inespecificamente a prépria coluna, nos realizamos um imunoblotting com um soro
contra a proteina citosolica TCMTAP para testar a eficiéncia dos procedimentos de
lavagem na remocao desse grupo de proteinas. A auséncia de bandas marcadas na fracéo
purificada (figura 14) validou o procedimento.

Um trabalho prévio usou o nivel de expressao relativa da histona H2B entre duas
condicdes, usando SILAC, para separar o conjunto de proteinas a serem consideradas,
naquele caso, secretadas dentre aquelas que estdo presentes devido a lise (Silverman, Chan
et al., 2008). No entanto, a histona H2B ja foi detectada no proteoma da superficie celular
de linhagens de melanomas metastaticos humanos e tiveram sua localizacdo confirmada
por analise imunocitoquimica (Qiu e Wang, 2008). Nos também identificamos diferentes
tipos de histonas nas amostras Shave e Biotinilada, mas o papel que essas proteinas podem
ter na membrana plasmatica de epimastigotas é desconhecido.

Na comparacao dos termos do GO das proteinas das amostras Shave e Biotinilada,
somente os termos molecular function e binding estdo estatisticamente subrepresentados na
amostra Biotinilada e ambas as amostras compartilham 85 KEGG pathways , mas somente
3 (Phosphonate and phosphinate metabolism, Biotin metabolism e Porphyrin and
chlorophyll metabolism) e 5 (Ether lipid metabolism, Vitamin B6 metabolism,
Peptidoglycan biosynthesis, Riboflavin metabolism and Other glycan degradation)
pathways exclusivamente encontrados em Shave e Biotinilada, respectivamente. Portanto,
ndo foi evidenciada qualquer tendéncia de algum dos métodos para algum grupo de
proteinas.

4.3.4 Conclusdes a respeito das metodologias empregadas

Embora usadas condi¢fes ideais de incubacdo nos experimentos de tripsinizacao,

gue a nossO ver preveniram a contaminacdo extensiva com proteinas citosolicas devido a
lise celular e/ou estresse metabdlico, a amostra Controle ainda apresentou um grande
namero de proteinas das quais mais de um terco tem dominios transmembranares preditos.
Existem evidéncias de que essas proteinas sejam devidas a secrecdo/excrecdo vesicular
natural do parasito e/ou em resposta fisiologica a privacdo de soro, o qual ndo pode ser
evitado, uma vez que ndo foram observados parasitos mortos ao microscopio. De qualquer
forma, o rendimento na amostra Shave foi quatro vezes maior que na amostra Controle em
ambas replicatas bioldgicas e os termos GO relacionados a componentes de membrana
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celular sdo estatisticamente super-representados. Portanto, provavelmente a grande maioria
das proteinas identificadas na amostra Shave nessas condi¢Ges estdo presentes na
membrana plasmatica do parasito ou associadas a ela, mas é aconselhavel analisar a
amostra Controle em paralelo e excluir as identificacbes em comum, se existir interesse
apenas no conjunto de proteinas da membrana plasmatica que nao sao secretadas.

O processo de biotinilagdo seguido por cromatografia de afinidade a estreptoavidina
foi comprovadamente bem sucedido no enriquecimento de proteinas da superficie celular e
manteve a estrutura primaria dessas proteinas, 0 que torna a abordagem bastante
aconselhavel aqueles interessados na andlise, por exemplo, do fosfoproteoma da membrana
plasmética. Contudo, a necessidade de remocdo dos detergentes e sais, necessarios na
solubilizacdo e eluicdo, levaram a significativas perdas na quantidade de amostra. Também
é importante mencionar que esta técnica requer uma grande quantidade inicial de células,
portanto pode ndo ser a melhor op¢do com amostras escassas.

As duas abordagens foram bem sucedidas para acessar o proteoma da superficie
celular de epimastigotas e fornecem visao complementares desse subproteoma e nenhuma
delas mostrou uma tendéncia a qualquer grupo funcional de proteinas. Desta forma, foi
realizado, no nosso conhecimento, pela primeira vez uma analise protebmica abrangente

das proteinas relacionadas & membrana plasmatica.

4.3.5 Comparacdo do subproteoma de superficie celular das formas

tripomastigota e amastigota

As técnicas de biotinilagdo de proteinas da superficie celular seguido por
purificacdo por cromatografia de afinidade e de tripsinizacdo de parasitos intactos sob as
mesmas condicdes padronizadas e validadas com epimastigotas (exceto a temperatura de
incubacdo de 37 °C ao invés de 28 °C, por razdes fisiologicas), foram usadas para estudar
o proteoma da superficie celular das formas tripomastigotas e amastigotas presentes no
hospedeiro mamifero.

A anélise dos termos GO das identificacGes de tripomastigotas e amastigotas pelas
metodologias de tripsinizacdo e biotinilagdo de proteinas da superficie celular também
demonstraram o enriquecimento de proteinas membranares por estas metodologias para

ambas as formas de vida do parasito (fig. 15)
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Figura 15. Termos GO slim de componente celular das proteinas identificadas na forma

amastigota (A) e tripomastigota (B). Eixo Y representa o nimero de grupos de proteinas.
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Para as formas tripomastigota e amastigota, respectivamente, foram identificados
pela técnica de tripsinizacdo da superficie (Shave) 1049 e 1118 grupos de proteinas
distintos e nas respectivas amostras Controle, 679 e 626 proteinas. A biotinilacdo das
proteinas da superficie celular seguido da purificacdo por cromatografia de afinidade
forneceu, respectivamente, 576 e 693 identificacbes em cada forma do parasito. As
amostras de Shave e Controle foram analisadas em duplicata biologica.

Do mesmo modo que em epimastigotas, houve pouca sobreposicdo entre as
identificacOes obtidas por cada metodologia (figura 16). A porcentagem de proteinas com
dominio transmembrana predito presentes em cada amostra também foi bastante

significativa em ambas as formas de vida (tabela 3).

Biotinylated Biotinylated
B
442 436

Control Control

A

Figura 16. Diagrama de Venn das proteinas identificadas em cada conjunto de amostras de

amastigotas (A) e tripomastigotas (B)

Tabela 3. Quantidade de proteinas com dominio transmembrana

preditos.

Amostra de origem Amastigotas  Tripomastigotas
Biotinylated 268 (38,7 %)% 200 (34,7 %)*
Shave 455 (40,7 %)% 427 (40,7 %)*®
Control 213 (34,0%)% 202 (29,7 %)*

a porcentagem em relacdo ao nimero total de identificacoes
em cada amostra.
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A alta porcentagem de proteinas com dominios transmembrana na amostra Controle
corrobora dados da literatura que relatam a liberacdo de vesiculas por tripomastigotas
metaciclicos e tripomastigotas derivados de cultura de células, sendo que tais vesiculas
carregam fatores de viruléncia como membros da familia TS e que tais vesiculas
aumentam o parasitismo e inflamagdo (Goncalves, Umezawa et al., 1991; Trocoli
Torrecilhas, Tonelli et al., 2009; Bayer-Santos, Aguilar-Bonavides et al., 2012). A respeito
da forma amastigota, ainda estd para ser determinado se também ocorre liberacdo de
vesiculas semelhantes, seja pela forma intracelular ou pela forma axénica, mas a grande
porcentagem de proteinas com dominios transmembrana identificadas em nossa amostra
consiste em uma forte evidéncia.

Como o ambito de nossas analises agora ndo mais se refere as caracteristicas e
diferengas entre as identificacdes obtidas por cada metodologia, como o foi no tdpico
anterior com a forma epimastigota, n6s agrupamos as identificacbes presentes na amostra
Shave e Biotinilada denominando-as daqui por diante como Proteinas de Superficie,
independente se algumas das proteinas também estejam presentes na amostra Controle.

Conforme mostrado na figura 17A, as formas tripomastigota e amastigota
compartilham a vasta maioria das proteinas da superficie celular e nenhuma das categorias
possui qualquer componente estatisticamente super-representado entre as duas formas de
vida do parasito. Dentre as proteinas anotadas, o componente celular de membrana e
proteinas relacionadas a processos metabdlicos sdo as mais abundantes.

E sabido que a importancia das proteinas da superficie celular vai muito além da
regulacao de processos metabdlicos e homeostase celulares. Para parasitos como o T. cruzi,
a adesdo aos tecidos de hospedeiros e a degradacdo de componentes extracelulares para
garantir acesso as células e aumentar a eficiéncia na infeccdo sdo também questdes
primordiais. A proeminente abundancia de proteinas classificadas na categoria de Funcao
Molecular (fig. 17D) com os termos protein binding e catalytic activity mostram o grande
engajamento do subproteoma da superficie nos processos supracitados e a quantidade de
proteinas ligantes de nucleotideos sugere um alto gasto energético dispensado a eles.

Devido ao significativo numero de proteinas ndo anotadas, foi empregado o
software Blast2GO para obtermos um maior e mais abrangente detalhamento de nossas

amostras, as quais serao tratadas em assuntos especificos nos topicos seguintes.
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Figura 17. Comparacdo entre os proteomas da superficie celular de tripomastigotas e
amastigotas. Diagrama de Venn das identificacdes em cada forma de vida (A) e termos GO
slim (software ProteinCenter) de componente celular (B), processo bioldgico (C) e fungédo
molecular (D) das proteinas identificadas. Eixo Y representa o numero de grupos de

proteinas.

4.3.6 Reac0es catalisadas por proteinas da superficie celular

Cada uma das formas de vida do T. cruzi presentes em humanos possui
representantes de todos os seis grandes grupos de atividade catalitica de enzimas, com a
forma amastigota possuindo o maior nimero de classes e representantes de cada classe
enzimatica. Numa visao geral (fig. 18), o grupo de atividade hidrolasica (EC:3) é o mais
representativo, com 144 proteinas identificadas abrangendo 29 classes, cuja mais frequiente
é a exo-a-sialidase (EC:3.2.1.18). Porém as transferases (EC:2) sd@o o grupo mais
diversificado, com 101 representantes e 57 classes de atividade catalitica. Nesse grupo, as
proteinas Ser/Thr-cinases (EC:2.7.11) sdo as mais abundantes com 17 representantes dos

quais 4 e 3 proteinas foram identificadas exclusivamente em amastigotas e tripomastigotas,
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respectivamente. Adenilato cinases (EC:2.7.4.3), que tém um papel importante na
homeostase energética da célula, possuem 5 representantes identificados todos em ambas
as formas de vida do parasito. Tyr-cinases (EC:2.7.10), cuja atividade regula funcdes
celulares primordiais como a diviséo celular e transducdo de sinais, vém em seguida com
seus 4 representantes dos quais a MAPK putativa (gi|407834743) foi exclusiva de
amastigotas possuindo um dominio transmembranar predito, mas também foi identificada

no controle.

Hydrolases
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EC:26.12 EC:3.6.3.6 5%
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Figura 18. Abundancia relativa das classes enzimaticas mais freqientes em cada um dos
principais grupos de classificacdo presentes no proteoma da superficie celular de

tripomastigotas e amastigotas.

Diversas classes de atividade catalitica foram encontradas exclusivamente em um
das formas de vida do parasito, sendo que a forma amastigota possui 39 classes e
tripomastigotas, 13 classes (tabela 4).

A maior parte dessas enzimas catalisa reacfes de vias metabdlicas, especialmente
de lipideos e de carboidratos. Dessa grande diversidade de enzimas envolvidas em reacdes

de diversos pontos de vias metabdlicas apresentadas pelos amastigotas, podemos inferir
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gue o parasito encontra-se preparado para interferir ativamente no metabolismo da célula
hospedeira e possivelmente dispde, devido a isso, de variadas fontes nutricionais. Também
¢ importante ressaltarmos que enzimas ligadas ao metabolismo de lipideos tém sido
descritas como participantes fundamentais no processo de amastigogénese, como, por
exemplo, um tipo de fosfolipase C ancorada a membrana e especifica para fosfoinositideos
(Nozaki, Toh-E et al., 1999; Furuya, Kashuba et al., 2000), que participa da via de ativagao
por Ca®* liberando os mensageiros intracelulares diacilglicerol e inositol-3-fosfato. E ja
foram descritas mudancas nos perfis lipidicos durante a amastigogénese, como aumento na
producdo e remodelacdo de inositolfosfoceramida e fosfatidilinositol, pela agéo de
fosfolipases e transferases, e 0 aumento nos niveis de ceramida livre na forma amastigota,
um dos principais constituintes da ancora do antigeno de superficie amastigota-especifico
Ssp-4 (Bertello, Andrews et al., 1996; Salto, Bertello et al., 2003).

Tripomastigotas apresentaram enzimas membranares envolvidas na glicdlise,
respiracdo e biosintese de fosfolipideos como a glicerol-3-fosfato putativa
(0i|407859729, EC:1.1.5.3). Também enzimas superoxido dismutase (EC:1.15.1.1) ja
descritas como um antigeno secretado soro-prevalente (Lopez-Cespedes, Longoni et al.,
2012), cuja atividade protege o parasito contra o estresse oxidativo, o ataque com radicais
superoxido por parte de células sanguineas do hospedeiro (Mateo, Marin et al., 2008) e
representa um fator de viruléncia e potencial alvo de drogas anti-parasitarias (Piacenza,
Peluffo et al., 2012).

Tabela 4. Tipos de enzimas encontradas exclusivamente no proteoma
da superficie celular de amastigotas ou tripomastigotas.

Enzyme Nomenclature Enzyme Codes  Life Form
phosphogluconate dehydrogenase

(decarboxylating) EC:1.11.44 A
sterol 14-demethylase EC:1.14.13.70 T
acyl-CoA dehydrogenase EC:1.3.99.3 A
hydroxymethylglutaryl-CoA reductase

(&’ADPVH) ylglutary EC:1.1.1.34 T
glucose-6-phosphate dehydrogenase EC:1.1.1.49 A

lycerol-3-phosphate dehydrogenase

?qﬁinone) pnosp ydrog EC:1.1.5.3 T
glutathione peroxidase EC:1.11.1.9 T
squalene monooxygenase EC:1.14.99.7 A
superoxide dismutase EC:1.15.1.1 T
aldehyde dehydrogenase (NAD(P)+) EC:1.2.15 T
pyrroline-5-carboxylate reductase EC:15.1.2 A
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peptide-methionine (S)-S-oxide
reductase

Transferring groups other than amino-

acyl groups

cysteine synthase
hexaprenyldihydroxybenzoate
methyltransferase
3-demethylubiquinone-9 3-O-
methyltransferase

fatty-acid synthase
glycylpeptide N-
tetradecanoyltransferase
adenine phosphoribosyltransferase
uracil phosphoribosyltransferase
methionine adenosyltransferase
tyrosine transaminase
glucokinase

pyruvate kinase
Nucleotidyltransferases
mannose-1-phosphate
guanylyltransferase

mannose-1-phosphate
guanylyltransferase (GDP)
diacylglycerol
ethanolaminephosphotransferase
Serine proteases
acetylornithine deacetylase
calf thymus ribonuclease H
fructose-bisphosphatase
Sulfuric Ester Hydrolases
Metallocarboxypeptidases
guanine deaminase
kynureninase
cystathionine b-synthase
urocanate hydratase

DNA-(apurinic or apyrimidinic site)

lyase

histidine ammonia-lyase
UDP-glucose 4-epimerase
triose-phosphate isomerase
ribose-5-phosphate isomerase
glucose-6-phosphate isomerase
phosphoglucomutase
phosphomannomutase
phosphoenolpyruvate mutase
DNA topoisomerase

EC:1.8.4.11

EC:2.3.1.0
EC:2.5.1.47
EC:2.1.1.114

EC:2.1.1.64
EC:2.3.1.85
EC:2.3.1.97

EC:2.4.2.7
EC:24.2.9
EC:2.5.1.6
EC:2.6.1.5
EC:2.7.1.2
EC:2.7.1.40
EC:2.7.7.0

EC:2.7.7.13

EC:2.7.7.22

EC:2.78.1

EC:3.4.21.0
EC:3.5.1.16
EC:3.1.26.4
EC:3.1.3.11
EC:3.1.6.0
EC:3.4.17.0
EC:3.54.3
EC:3.7.1.3
EC:4.2.1.22
EC:4.2.1.49

EC:4.2.99.18

EC:43.13
EC:5.1.3.2
EC53.1.1
EC:5.3.1.6
EC:5.3.1.9
EC:5.4.2.2
EC:54.2.8
EC:5.4.2.9
EC:5.99.1.2

A

> A>»>»2>>4H4> 4 > H

>

4>>»2>2>2>2>»2>>» >» >>»>»>>2>>>>> -

63


http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide-methionine_%28S%29-S-oxide_reductase
http://en.wikipedia.org/wiki/Peptide-methionine_%28S%29-S-oxide_reductase
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_EC_numbers_%28EC_2%29#EC_2.3.1:_Transferring_groups_other_than_amino-acyl_groups
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_EC_numbers_%28EC_2%29#EC_2.3.1:_Transferring_groups_other_than_amino-acyl_groups
http://en.wikipedia.org/wiki/Cysteine_synthase
http://en.wikipedia.org/wiki/Hexaprenyldihydroxybenzoate_methyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Hexaprenyldihydroxybenzoate_methyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/3-demethylubiquinone-9_3-O-methyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/3-demethylubiquinone-9_3-O-methyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Fatty-acid_synthase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycylpeptide_N-tetradecanoyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glycylpeptide_N-tetradecanoyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Adenine_phosphoribosyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Uracil_phosphoribosyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Methionine_adenosyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Tyrosine_transaminase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glucokinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Pyruvate_kinase
http://en.wikipedia.org/wiki/Nucleotidyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mannose-1-phosphate_guanylyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mannose-1-phosphate_guanylyltransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Mannose-1-phosphate_guanylyltransferase_%28GDP%29
http://en.wikipedia.org/wiki/Mannose-1-phosphate_guanylyltransferase_%28GDP%29
http://en.wikipedia.org/wiki/Diacylglycerol_ethanolaminephosphotransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/Diacylglycerol_ethanolaminephosphotransferase
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_EC_numbers_%28EC_3%29#EC_3.4.21:_Serine_proteases
http://en.wikipedia.org/wiki/Acetylornithine_deacetylase
http://en.wikipedia.org/wiki/Calf_thymus_ribonuclease_H
http://en.wikipedia.org/wiki/Fructose-bisphosphatase
http://en.wikipedia.org/wiki/List_of_EC_numbers_%28EC_3%29#EC_3.1.6:_Sulfuric_Ester_Hydrolases
http://en.wikipedia.org/wiki/Metallocarboxypeptidase
http://en.wikipedia.org/wiki/Guanine_deaminase
http://en.wikipedia.org/wiki/Kynureninase
http://en.wikipedia.org/wiki/Cystathionine_b-synthase
http://en.wikipedia.org/wiki/Urocanate_hydratase
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA-%28apurinic_or_apyrimidinic_site%29_lyase
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA-%28apurinic_or_apyrimidinic_site%29_lyase
http://en.wikipedia.org/wiki/Histidine_ammonia-lyase
http://en.wikipedia.org/wiki/UDP-glucose_4-epimerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Triose-phosphate_isomerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Ribose-5-phosphate_isomerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Glucose-6-phosphate_isomerase
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoglucomutase
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphomannomutase
http://en.wikipedia.org/wiki/Phosphoenolpyruvate_mutase
http://en.wikipedia.org/wiki/DNA_topoisomerase

aspartate-tRNA ligase EC:6.1.1.12 A
acetate-CoA ligase EC:6.2.1.1 A
biotin carboxylase EC:6.3.4.14 A
acetyl-CoA carboxylase EC:6.4.1.2 A

4.3.7 Hidrolases e Proteases da superficie celular

Aqui as proteinas classificadas como Hidrolases (EC:3.) e também, mais
especificamente, as Proteases (EC:3.4.) foram analisadas mais profundamente devido a ja
mencionada importancia das mesmas na interagdo parasito-hospedeiro e na infeccao.

Surpreendentemente a forma amastigota apresentou a maior diversidade e
quantidade de hidrolases e proteases. Dentre as classes mais abundantes (fig. 19), enzimas
treonina endopeptidases (EC:3.4.25.0) foram identificadas exclusivamente em amastigotas,
ao passo que enzimas ubiquitina tiolesterases (EC:3.1.2.15), ATPases exportadoras de
protons (EC:3.6.3.6) e ATPases transportadoras de calcio (EC:3.6.3.8), somente em
tripomastigotas.

Enzimas exo-o-sialidases (EC:3.2.1.18) representam a classe mais representativa
em ambos subproteomas e sdo quase duas vezes mais abundantes em amastigotas que em
tripomastigotas. Tal representatividade é largamente devida as trans-sialidases e
glicoproteinas com sitio ativo de sialidase identificadas nesses parasitos. As ATPases
(EC:3.6.1.3) sdo também bastante abundantes, embora sejam em quase sua totalidade
compartilhadas por ambas as formas de vida do T. cruzi, exceto a Ribonuclease L inhibitor,
putative (gi|322830647) detectada somente em amastigotas.

A respeito das proteinas exclusivamente identificadas em amastigotas (tabela 5) e
tripomastigotas (tabela 6), ambas sdo dominadas por diversas TS e glicoproteinas, as quais
possivelmente consistem nos conhecidos antigenos exclusivos de cada forma, porém vérias
dessas proteinas ndo possuem dominio transmembranar predito. Além do mais, algumas
também foram identificadas nos controles, sendo estas componentes ndo confiaveis do
repertorio de proteinas da superficie celular, apesar de poderem estar associadas ndo-
covalentemente a proteinas da membrana ou a propria bicamada lipidica.

Curiosamente, amastigotas apresentaram proteinas inibidoras de ribonucleases
putativas (gi|322830647) provavelmente presas a superficie por um dominio
transmembrana e também ribonucleases HII putativas (gi|407843696), estas também com
atividade serino proteasica (EC:3.4.21.0), porém os motivos da expressao de proteinas com
atividades aparentemente antagonicas permanecem desconhecidos.
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Figura 19. Comparacdo entre as subclasses de atividade enzimatica hidrolasica (EC 3)

presentes no proteoma da superficie celular de tripomastigotas e amastigotas.

Tabela 5. Hidrolases identificadas exclusivamente na superficie de amastigotas.

ID (Uniprot) Descrigdo T™? Enzyme Codes
Q71MD6 80 kDa prolyl oligopeptidase 0 EC:3.4.21.0
AOPGB9 85 kDa surface glycoprotein 1 EC:3.2.1.18
E7L0Q3 acetylornithine deacetylase-like, putative 0 EC:3.5.1.16
Q8ITG1 amastigote cytoplasmic antigen 1 EC:3.2.1.18
aminopeptidase, putative,metallo-peptidase, Clan i
E7LIQ6 MG, Fgrﬁ”y D f, outative Pep 0 EC:3.4.11.0
P25779 Cruzipain 0 EC:3.4.22.0
E7LOT6 Glutamamy! carboxypeptidase, putative 0 EC:3.5.1.16
E7LCS9 guanine deaminase, putative 1 EC:3.5.4.3
E7LJRO hypothetical protein TCSYLVIO_006396 1 EC:3.1.3.16
061097 hypothetical protein, conserved 4 EC:3.1.6.0
E7LA29 kynureninase, putative 2 EC:3.7.1.3
Q2VLK7 metacaspase 3 2 EC:3.4.22.0
Q6ZXC0 Metallocarboxypeptidase 1 EC:3.4.17.0
E7LB45 mitochondrial ATP-dependent zinc metallopeptidase 2 EC:3.6.1.15
E7L7V0 Peptidase, putative 2 EC:3.4.24.0
: EC:3.1.3.11,
E7LF15 phosphomannomutase, putative 0 EC5428
E7LH12 proteasome alpha 1 subunit, putative 0 EC:3.4.25.0
. . EC:3.4.25.0,
E7KWU5 proteasome alpha 2 subunit, putative 0 EC:3.4.24.0
E7TKWV2 proteasome alpha 5 subunit, putative 0 EC:3.4.25.0
E7KYQ4 proteasome alpha 7 subunit, putative 0 EC:3.4.25.0
E7LLV5 proteasome beta-1 subunit, putative 1 EC:3.4.25.0
E7TKWY5 Proteasome subunit alpha type 1 EC:3.4.25.0
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E7L503
P92188
E7L5A7

E7L129

E7TKWF2
Q03625
Q26853
Q2VYDO
Q2VYC9
QING33
Q86DL8
Q8T2W4
E7L3G9
E7KY86
E7KZ25
E7L092
E7LOA8
E7LOBS
E7L3F5
E7L3S5
E7L3T3
E7L5S1
E7L6N9
F1D695
Q7YZX6
Q7YZX9

Proteasome subunit alpha type
Proteasome subunit alpha type-1
Putative uncharacterized protein

ribonuclease HII, putative

Ribonuclease L inhibitor, putative
sialidase, partial

surface glycoprotein

surface glycoprotein Tc-85/16
surface glycoprotein Tc-85/19
surface protease GP63, putative
surface protein-2

Tcclild-2.1

Thimet oligopeptidase, putative
trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
Trans-sialidase, putative
trans-sialidase

Unknown

Unknown

o N O O

O WO pPRrPOoOoOOoOProoooPrdrr MNP OORFRPEFPNDNEPE

EC:3.4.25.0
EC:3.4.25.0
EC:3.1.3.0

EC:3.1.26.4,
EC:3.4.21.0
EC:3.6.1.3

EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.4.24.0
EC:3.2.1.18
EC:3.4.24.0
EC:3.4.24.0
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18
EC:3.2.1.18

a nimero de dominios transmembranares preditos.

Tabela 6. Hidrolases identificadas exclusivamente na superficie de tripomastigotas.

ID (Uniprot) Descrigdo TM? Enzyme Codes
A5JUX4 surface protein-2 1 EC:3.2.1.18
B3VSM7 trans-sialidase 1 EC:3.2.1.18
E7L8U7 g:t,)ol\(,ql;;trl:iIr;/ygrl(z)l?z(atgtlij\t/?ve,CyStelne peptidase, Clan 9 EC:31215
E7L652 Trans-sialidase, putative 0 EC:3.2.1.18
ATBI39 glycoprotein 82 kDa 1 EC:3.2.1.18
Q26968 trans-sialidase 1 EC:3.2.1.18
G4AWJZ8 vacuolar ATP synthase subunit B 0 EC:3.6.3.6
E7LADA4 gtqu;;trm Ir;ygrlcgl?;i,tgttij\t/ztlve,cysteme peptidase, Clan 0 EC:3.1.2.15
E7TKZH2 Phosphatase-like protein, putative 0 EC:3.1.3.0
061109 cysteine peptidase, putative 1 EC:3.4.22.0

a nimero de dominios transmembranares preditos.



A respeito especificamente das peptidases presentes nos parasitos (tabela 7), ambas
as formas possuem representantes com atividade treonina endopeptidésica (EC:3.4.25.0),
aminopeptidasica (EC:3.4.11.0), metalopeptidasica (EC:3.4.24.0), dmega peptidasica
(EC:3.4.19.0) e cisteino-proteédsica (EC:3.4.22.0), sendo esta a atividade do Unico
representante exclusivamente presente em tripomastigotas, porém cuja atividade também é
desempenhada por outras duas enzimas de amastigotas. Os amastigotas além dessas
também possuem uma metalocarboxipeptidase (EC:3.4.17.0), que embora fosse detectada
no controle, possui dominio transmembrana, ao passo que a serino-protease (EC:3.4.21.0)
presente é a enzima POP Tc80, a qual ndo apresenta predicdo de ancora GPI ou dominio
transmembrana e ja foi sugerida como secretada por tripomastigotas e envolvida na
invasdo celular (Bastos, Grellier et al., 2005). Em nossas condi¢fes experimentais, de fato
ela estava presente no controle, ou seja, teria um nivel basal de secrecdo. No entanto
encontramos a POP Tc80 associada a superficie somente em amastigotas porque ela teria
talvez uma outra funcéo nesta forma ou porque a invaséo pelos amastigotas extracelulares
seria mais dependante da POP Tc80 que a invasao por tripomastigotas, porém sabe-se que
ela é mais expressa em amastigotas que em tripomastigotas.

Os componentes da superficie celular dos parasitos identificados aqui também
incluem potenciais elementos atuantes em vias metabolicas das células hospedeiras para
evitar a degradacdo dos parasitos e/ou a exposi¢cdo de antigenos para o sistema imune pela
célula. Por exemplo existem enzimas Thimet oligopeptidase, putativas (TOP), conhecidas
por atuarem na degradacdo de peptideos liberados por proteassomas limitando, assim, a
apresentacdo de antigenos do parasito por moléculas do MHC de classe | (York, Mo et al.,
2003) e também proteinas com atividade ubiquitina hidrolase ou deubiquitinases, que além
do papel na regulacdo pds-traducional da expressdo de proteinas, ja foram descritas como
inibidoras da produgdo de NF-kB em células infectadas por virus (Zheng, Chen et al.,
2008) e em macrdfagos (Zhou, Monack et al., 2005). NF-kB tem freqiientemente sido
referido como um mediador central da resposta imune, uma vez que uma variedade de
patdgenos leva a sua ativacdo, que por sua vez controla a expressdo de varias citocinas pro-
inflamatdrias, quimiocinas, receptores imunes e moléculas de adesdo da superficie celular
(Li e Stark, 2002).

De fato, podemos observar maior diversidade de proteinas com atividade ubiquitina
hidrolasica em tripomastigotas e em amastigotas, maior representatividade de Thimet

oligopeptidases. E conhecida a interferéncia do T. cruzi na formacio do imunoproteassoma
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das células infectadas, de forma a evitar a exposicdo de antigenos do parasito para o

sistema imune (Macaneiro, 2008) e podemos, em parte, supor a atuagdo dessas moléculas

de superficie nesse processo.

Tabela 7. Proteases classificadas com EC presentes no proteoma de superficie do parasito.

ID (Uniprot) \F/ci)(;?a de Descricdo TM" Cédigo de Enzima
Q6ZXC0 A* Metallocarboxypeptidase 1 EC:3.4.17.0
E7L126 T and A* EL‘:;ff‘jgme beta 2 subunit, 1 EC:34.250
Q9NG33 A surface protease GP63, putative 0 EC:3.4.24.0
E7LH12 A* proteasome alpha 1 subunit, 0 EC:3.4.25.0
putative
E7KWHO TA Methionine aminopeptidase 0 EC:3.4.11.0
P92188 A* Proteasome subunit alpha type-1 0 EC:3.4.25.0
E7L3G8 T*and A* Thimet oligopeptidase, putative 1 EC:3.4.24.0
« Mmitochondrial processing ,
E7KYG3 Tand A peptidase alpha subunit 0 EC:3.4.24.0
E7TKWU5 ~ A* BL‘:;‘if\f:me alpha 2 subunit 0  EC:3.4.250
E7TKWY5 A* Proteasome subunit alpha type 1 EC:3.4.25.0
E7KYQ4  A* EL‘:ﬁf‘jgme alpha 7 subunit, 0 EC:34.250
ubiquitin carboxyl-terminal
hydrolase, putative,cysteine EC:3.1.2.15;
ErLa)2 Tand A peptidase, Clan CA, family C12, 0 EC:3.4.19.0
putative
P25779 A* Cruzipain 0 EC:3.4.22.0
- mitochondrial processing ,
E7LLD9 T*and A peptidase alpha subunit 0 EC:3.4.24.0
Q71MD6 A* 80 kDa prolyl oligopeptidase 0 EC:3.4.21.0;
E7L503 A* Proteasome subunit alpha type 0 EC:3.4.25.0
B5U6U4 Tand A AAA ATPase-like protein G8 1 EC:3.4.24.0; EC:3.6.1.3
Q2VLKY7 A metacaspase 3 2 EC:3.4.22.0
E7L7VO A Peptidase, putative 2 EC:3.4.24.0
aminopeptidase, putative,metallo-
E7LD64 T*and A* peptidase, clan MA(E), family M1, 3 EC:3.4.11.0
putative
E7Kzz7  Tanda  O-Sialoglycoprotein 1 EC:3.4.24.0
endopeptidase, putative
E7KYK4 T*and A* Aminopeptidase, putative 0 EC:3.4.11.0
E7L3G9 A* Thimet oligopeptidase, putative 1 EC:3.4.24.0
E7TKW\/2 A* proteasome alpha 5 subunit, 0 EC3.4.25.0

putative
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aminopeptidase, putative,metallo-
E7L2H2 Tand A peptidase, Clan MF, Family M17, 2 EC:3.4.11.0

putative

E7LLVS A* proteasome beta-1 subunit, 1 EC:3.4.950
putative e

Q8T2wW4 A Tcclil4-2.1 4 EC:3.4.24.0
aminopeptidase, putative,metallo-

E7LIQ6 A peptidase, Clan MG, Family M24, 0 EC:3.4.11.0
putative

Q2VLK5 T*and A* metacaspase 3 2 EC:3.4.22.0

061109 T cysteine peptidase, putative 1 EC:3.4.22.0

a presente na superficie de tripomastigotas (T), amastigotas (A) e/ou detectadas na amostra
controle (*).

b nimero de dominios transmembranares preditos.

4.3.8 Conclusdes gerais

A andlise do proteoma da superficie celular das formas de vida dos parasitos
presentes em mamiferos pelas técnicas de biotinilacdo de proteinas expostas seguido por
purificacdo por cromatografia de afinidade a estreptoavidina e de tripsinizacdo da
superficie de células intactas também ofereceram, assim com em epimastigotas, uma visao
abrangente do subconjunto protéico de interesse. Pela analise em paralelo da amostra
controle do experimento de tripsinizacdo, podemos elencar 0s possiveis contaminantes, 0s
quais podem também estar associados ou presentes na membrana e sdo em sua maioria
proteinas secretadas/excretada.

Independente da localizacdo subcelular das proteinas identificadas, embora a
grande maioria seja comprovadamente membranar e/ou  possui  dominios
transmembranares, nossas abordagens revelaram um extenso repertério de proteinas com
potencial envolvimento na infec¢do de células hospedeiras, na de adesdo, na modulacédo de
resposta imune do hospedeiro mamifero, na viruléncia do parasito e em diversas vias
metabdlicas do hospedeiro e também proteinas capazes de regular e capacitar a
diferenciacéo celular do préprio parasito.

Emergindo da comparacgdo entre as proteinas presentes na superficie dos parasitos
em suas diversas formas, podemos elencar novos potenciais alvos de drogas, especialmente
com as classes de enzimas potencialmente estagio-especificas, assim como potenciais
marcadores para diagnostico.

Em suma, pelas abordagens simples aqui padronizadas e descritas, € possivel
visualizar de forma abrangente o extenso repertorio protéico do parasito utilizado na
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infeccdo, defesa contra o sistema imune e atuagdo no metabolismo do hospedeiro. O uso
futuro das mesmas aborgadens para parasitos tratados com drogas oferecera mais respostas

quanto a biologia do T. cruzi.
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5 Avaliacao quantitativa da variacao do
proteoma e fosfoproteoma do T. cruzi durante

a amastigogénese
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5.1  Desenho experimental

O desenho experimental para esse estudo foi proposto visando manter-se 0 mais
simples e direto possivel oferecendo simultaneamente o maximo de informac@es sobre esse
processo de diferenciagéo.

Pelo uso da amastigogénese induzida in vitro pela incubagdo em meio DMEM
pH 5,0 de tripomastigotas derivados de cultura, um modelo biologico bem estabelecido e
validado do processo, ao invés de utilizar amastigotas intracelulares, foi possivel obter
amostras em fases intermedidrias pontuais da diferenciacdo livres da eventual
contaminacdo com componentes da célula hospedeira. Além disso, ndo se conhece uma
metodologia capaz de gerar amostras de cultura in vivo de pontos intermediarios definidos
da amastigogénese, pois a infeccdo de células hospedeiras pelos tripomastigotas e a
diferenciacéo intracelular deveria, para isso, ocorrer em fase.

Foi estipulado recolher amostras antes da inducédo (tripomastigotas); 30 min ap6s o
estimulo, onde esperamos observar as primeiras mudancas bioquimicas decorrentes do
estimulo de diferenciacdo; 2 h apds o estimulo, tempo minimo no qual in vivo o parasito se
encontra em pH &cido dentro do fagolisossomo; e 9 h apds o estimulo (amastigotas
axénicos). Apds a incubacdo, os parasitos foram lavados e lisados em solugdo com agentes
caotrépicos e coquetel completo de inibidores de proteases e fosfatases para garantir a
integridade da estrutura priméaria das proteinas, das suas fosforilacGes, para inibir a
atividade de qualquer enzima do parasito e para solubilizar 0 méximo de proteinas (sem
adicdo de detergentes que poderiam comprometer a analise por MS) antes da remocdo dos
detritos celulares. O fluxograma encontra-se ilustrado pela figura 20.

Os extratos protéicos foram devidamente preparados para digestdo, quantificados e
marcados com o reagente iTRAQ™ e misturados em proporcdes iguais. Uma aliquota de
20 ug da mistura foi, entdo, fracionada em coluna HILIC, para identificagdo mais
abrangente da amostra, e o restante seguiu para o enriquecimento de fosfopeptideos por
afinidade a TiO,. Cada fracdo (10 fracBes do HILIC e 1 fracdo de fosfopeptideos) foi
analisada duas vezes (duplicata técnica) por LC-MS/MS de alto rendimento para aumentar
0 numero de identificacOes devido ao carater estocastico da abordagem shotgun. Para
garantir analise estatistica de qualidade da quantificacdo, as amostras foram analisadas em

triplicata bioldgica.
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Somente identificagdes de alta confiabilidade e minimo de 2 peptideos por proteina
foram aceitos para o proteoma total e também somente fosfopeptideos com defini¢do de

alta confiabilidade do sitio de fosforilacao.

Figura 20. Fluxograma experimental para a analise proteomica da amastigogénese.

5.2 Resultados e discussao

5.4.1 ldentificagdo de proteinas e fosfopeptideos por LC-MS/MS e

analise estatistica dos niveis de expressao relativos

Neste trabalho pioneiro sobre as variagGes do proteoma e fosfoproteoma do T. cruzi
durante a amastigogénese, cada amostra da diferenciacdo (marcada e misturada) foi
separada em fragcBes e analisadas em triplicata bioldgica com duas repeticdes de cada
(duplicata técnica). As listas de identificagbes das respectivas duplicatas técnicas foram
mescladas e os grupos de proteinas repetidos foram removidos. Da mesma forma, foram
removidos os fosfopeptideos cuja identificacdo do sitio fosforilado teve o valor de
probabilidade pRS calculado menor que 75%, conforme sugerido pelo desenvolvedor do
software (Beausoleil, Villen et al., 2006). Entdo, as listas de identificagbes de alta
confiabilidade dos peptideos e fosfopeptideos com suas respectivas intensidades dos ions
reporter foram analisadas estatisticamente com o software R e os elementos com regulagao
estatisticamente valida foram identificados.

Das 1339 proteinas marcadas com iTRAQ e identificadas no proteoma total durante
a amastigogénese, 560 apresentaram regulacdo da expressdo protéica estatisticamente
significativa. Dessas proteinas marcadas, 381 fosfopeptideos puderam ser purificados
(pertencentes a 225 proteinas) das quais 183 fosfopeptideos (132 proteinas) sao regulados.
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Por dois testes estatisticos distintos (minimal centroid distance e xie beni index) os
fosfopeptideos e proteinas regulados (em relacdo a amostra de tripomastigotas) puderam
ser agrupados em somente quatro clusters (dados ndo mostrados). Essa quantidade
surpreendentemente pequena de clusters apresentou linhas de tendéncia de expressao das
proteinas e fosfopeptideos (fig 21) que se correlacionam com os eventos pelos quais o
parasito passa nas células hospedeiras in vivo. Como a figura 21 demonstra, as maiores
diferencas de expressdao podem ser encontradas somente nos tempos intermediarios do
processo sem muitas diferencas entre 0s pontos extremos onde estdo as formas
completamente diferenciadas do parasito (clusters 1 e 3) e ap6s 2 horas de incubagdo em
pH é&cido, corroborando o tempo de inducdo in vivo (clusters 2 e 4), uma vez que no
hospedeiro as formas tripomastigotas permanecem em pH acido no fagolisossomo por
cerca de 2 horas. Dessa forma pode-se sugerir com seguranca que 0S eventos de
fosforilacdo e desfosforilagdo de proteinas e regulacdo da expressdo relativa das proteinas
identificados nesse trabalho vazem parte dos processos moleculares principais da
diferenciacéo entre as formas do T. cruzi presentes no ser humano. A maioria das proteinas
com expressao regulada grupam-se no cluster 3 e 1, com 219 e 183 membros,

respectivamente, e o cluster 4 possui a menor quantidade de componentes.
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Figura 21. Linhas de tendéncia da expressdao de proteinas e fosfopeptideos durante a
amastigogénese nos tempos zero (114), 30 minutos (115), 2 horas (116) e 9 horas (117) de

inducgéo da diferenciacéo.

5.4.2 Variagdes quantitativas no proteoma total durante a

amastigogénese

Com uma observacéo geral dos termos GO slim de componente celular, foi possivel
observar que a grande maioria das proteinas reguladas de localizacdo conhecida foram
anotadas como membranares (fig. 22) e esse termo foi o mais freqiiente em todos os
clusters. De fato, quase 40% das proteinas reguladas (217 proteinas) tiveram ao menos 1
dominio transmembranar predito. Também se observou que proteinas super e sub-
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expressas nos tempos intermediarios (clusters 1 e 3) abrangeram o maior nimero de
compartimentos celulares.

Proteinas envolvidas com processos metabolicos também foram os elementos mais
freqientemente observados em todos os clusters (fig 23) assim como proteinas com
atividade catalitica (fig. 24), evidenciando a grande reestruturacdo metabolica e funcional
sofrida pela célula ao longo de todo o processo de diferenciacdo e é, portanto,
conseqiiéncia da inducao pela incubacdo em meio &cido.

Emergindo além da relativa uniformidade entre as classificacdes de funcédo e
processo bioldgico dos diferentes clusters, pudemos observar que proteinas relacionadas a
homeostase celular encontram-se super-expressas nos tempos intermediarios da
diferenciacdo, como também o foram aquelas relacionadas a reproducdo e de ligacdo a
DNA. Portanto é possivel concluir que a inducdo da amastigogénese por pH acido de fato
capacita o parasita para os eventos de replicacdo e que isso ocorre ainda antes da saida do
fagolisossomo.

Da mesma forma que no capitulo anterior, devido ao significativo numero de
proteinas ndo anotadas e a grande quantidade de proteinas com atividade catalitica, foi
empregado o software Blast2GO para obter-se um maior e mais abrangente detalhamento
das amostras e a classificagdo das enzimas presentes.
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Figura 22. Termos GO slim de componente celular das proteinas reguladas durante a
amastigogénese. Eixo Y representa o numero de grupos de proteinas. (Mb) Membrane,
(Mt) mitochondrion, (Cp) cytoplasm, (Cs) cytosol, (Csk) cytoskeleton e (O.L) organelle

lumen.
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Figura 23. Termos GO slim de processo biolégico das proteinas reguladas durante a

amastigogénese. Eixo Y representa 0 nimero de grupos de proteinas. (M.P) Metabolic

process, (C.C. Mov) cellular component movement, (R.S) response to stimulus, (C.P) cell

proliferation, (D.R) defense response e (R.B.P) regulation of biological process.
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Figura 24. Termos GO slim de funcdo molecular das proteinas reguladas durante a
amastigogénese. Eixo Y representa o numero de grupos de proteinas. (C.A) Catalytic

activity e (N.B) nucleotide binding.
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5.4.3 Enzimas

Em todos os clusters de perfis de regulacdo de expressdo, proteinas com atividade
hidrolitica foram as mais representadas (fig. 25). Enzimas adenosino-trifosfatases
(EC:3.6.1.3) possuem representantes em todos os perfis, sendo que cadeias pesadas de
dineinas putativas apresentaram reducdo no nivel de expressdo durante a amastigogénese
(clusters 1 e 4), assim como a subunidade ATPasica proteassomal regulatéria 1, putativa
(0i|407861152), porém as subunidades 2 e 3 dessas proteinas (gi|407849457 e gi|
407844541) foram super-expressas nos tempos intermediérios da diferenciacdo. Essas
subunidades proteassomais foram anotadas como relacionadas a reproducéo, assim como o
foi a Transitional endoplasmic reticulum ATPase putativa (gi| 322820539), uma proteinas
membranar que também se encontra agrupada no cluster 3, necessaria para a fragmentacao
das pilhas de Golgi durante a mitose e para a sua remontagem apos a mitose, envolvida na
formacéo do reticulo endoplasmatico de transigdo, na via de conjugacgdo de ubiquitina e na
resposta a dano no DNA (Ishigaki, Hishikawa et al., 2004; Song, Sever et al., 2005; Acs,
Luijsterburg et al., 2011; Meerang, Ritz et al., 2011). Apds 2 horas de inducdo, apenas
duas ATPases que sao relacionadas com a degradacdo de proteinas foram super-expressas,
a chaperona ClpB (caseinolytic peptidase B) e a proteina ativadora de proteassoma PA28
putativa (gi|407848921) que em T. brucei foi proposto que cumprisse funcdes regulatdrias
no controle da degradacdo proteassomal de peptideos gerados em uma ainda nao

identificada maquinaria de degradacdo de proteinas (Yao, Huang et al., 1999).
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Figura 25. Classes de atividade enzimatica mais abundantes detectadas em cada cluster de
proteinas reguladas durante a amastigogénese. Eixo Y representa o nimero de proteinas
detectadas in silico com a determinada atividade.

Proteinas membranares com atividade ATPasica exportadoras de H* (EC:3.6.3.6)
foram agrupadas nos clusters 1 e 2, das quais aquelas sub-expressas nos tempos
intermediarios sdo as proteinas SERCA-type calcium-ATPase (gi|4165126) e Calcium-
translocating P-type ATPase putativa (gi|322827561), que também sdo transportadoras do
fon Ca** (EC:3.6.3.8) e as outras sd0 enzimas préton-motoras. E um fato curioso encontrar
transportadores de Ca?* sub-expressos durante a amastigogénese, uma vez que a liberacio
das reservas desse ion e o conseqliente aumento na sua concentracdo citosolica sdo
eventos-chave na diferenciacdo do parasito, porém uma possivel explicacdo seja que a
liberacdo por esses transportadores de membrana ocorra ainda antes de 30 min de inducéo
e, a partir de entdo, essas proteinas sejam degradadas.

Enzimas Ser/Thr-cinases (EC:2.7.11.0) foram agrupadas no cluster 3. Tais cinases,
NIMA-related kinase (gi|322819192) e protein kinase A catalytic subunit isoform 1 (gi|
407847507), sdo respectivamente conhecidas por regular processos cruciais como ciclo
celular (O'regan, Blot et al., 2007) e participar de vias de sinalizacdo que regulam
processos metabdlicos e diferenciacdo. Ja foi observado que subunidades regulatorias de

PKA interagem com ATPases do tipo P e atuam também com outras proteinas de
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membrana do parasito como membros da familia TS (Bao, Weiss et al., 2008; Bao, Weiss,
Ma, Kahn et al., 2010) e varias revisdes ja ttm mencionado a atividade dessa proteina em
tripanosomatideos (Naula e Seebeck, 2000; Seebeck, Gong et al., 2001; Huang, 2011).
Outra Ser/Thr-cinase, a mitogen-activated protein kinase, putativa (gi| 407831435), foi por
sua vez sub-expressa nos tempos intermedidrios (cluster 1). Proteinas da familia das
MAPK sdo reguladores conhecidos de proliferacdo celular, expressdo génica,
diferenciacdo, mitose, apoptose e outros (Pearson, Robinson et al., 2001)

Enzimas 3',5'-nucleotideo-ciclico fosfodiesterases (EC:3.1.4.17) foram encontradas
somente no cluster 4, isto é, sub-expressas apds 2 hora de inducdo. Trata-se de duas
proteinas nucleotideo ciclico fosfodiesterases transmembranares (gi|55741314 e
0i|37543960), das quais uma ja foi caracterizada (Diaz-Benjumea, Laxman et al., 2006).
Essas proteinas regulam os niveis de moléculas cCAMP e cGMP, que consistem em
segundos mensageiros intracelulares de vias de sinalizagdo cuja importancia na
proliferacdo celular do T. cruzi ja é conhecida (Santos e Oliveira, 1988; Huang, 2011). A
diminuicdo da expressdo dessas enzimas apds o tempo de permanéncia no fagolisossomo
reforca a hipdtese de que os processos-chave de inducdo/regulacdo da amastigogénese se
completam nesse periodo e a diferenciacdo ap0Os essas 2 horas ja € irreversivel com o
periodo posterior até a diferenciacdo completa sendo necessario somente para 0 ajuste
ultraestrutural. Além disso, CAMP fosfodiesterases ja foram descritas em T. cruzi como
implicadas na osmoregulacdo, associadas a flagelo e que os membros dessa classe de
enzimas e outras envolvidas na via de sinalizagdo do CcAMP apresentam-se
compartimentalizadas e, portanto, existem microambientes intracelulares com niveis
distintos do segundo mensageiro (Kunz, Oberholzer et al., 2005; Alonso, Schoijet et al.,
2006; 2007; Schoijet, Miranda et al., 2011).

Também sub-expressas apds 2 horas de inducdo encontraram-se as glicoproteinas
de superficie 85 kDa surface antigen (gi|544414), surface glycoprotein Tc-85/16
(gi|37778153) e trans-sialidase (gi|642913), todas com atividade exo-a-sialidasica
(EC:3.2.1.18). Essas proteinas sdo bastante envolvidas no processo de invasdo de células
hospedeiras e também facilitam o processo de escape do vacuolo parasitoforo (Andrews,
1994), o que torna esperado a reducdo na abundancia dessas proteinas apds esse tempo,
porém foi identificada outro membro dessa familia de proteinas, a trans-sialidase putativa

(01[322826620), com o padréo oposto de regulacéo.
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5.4.4 Cinases, fosfatases e proteinas relacionadas a transducao de sinais

e regulacéo de processos metabolicos

Dentre as proteinas de expressdo regulada durante a diferenciacdo da forma
tripomastigota do T. cruzi, 19 estdo anotadas com funcdes bioldgicas relacionadas a
transducéo de sinais (tabela 8) enquanto outras 31 estdo envolvidas com a regulacdo de
processos bioldgicos (tabela 9).

Foram identificadas super-expressas nos tempos intermediarios da amastigogénese
proteinas monoméricas ligantes de GTP como as ADP-ribosylation factors 1 e 3
(0i[70867395 e @i|70883358) e ADP-ribosylation factors-like (gi|322823357) putativas,
que regulam a formacdo de vesiculas, o trafego intracelular dessas, remodelamento de
actina e ativacdo da fosfolipase D (Boman e Kahn, 1995; Moss e Vaughan, 1995; Park,
Kim et al., 2000; Pasqualato, Renault et al., 2002; Nie, Hirsch et al., 2003; Kawasaki,
Nakayama et al., 2005) e proteinas rab 11 (gi|407853753 e gi|407835694), que também
desempenham papel na regulacdo do trafego intracelular de vesiculas, em especial na
reciclagem de endossomos (Stenmark e Olkkonen, 2001; Grosshans, Ortiz et al., 2006), ao
passo que a rab 7 putativa (gi|407847514) comumente associada a endossomos tardios
(Soldati, Rancano et al., 1995) foi super-expressa somente apos 2 horas de inducdo e uma
proteina hipotética (gi|407850451) descrita pelo software como ras-related protein rab-2a,
cuja localizacao foi relatada no reticulo endoplasmatico e Golgi (Short, Preisinger et al.,
2001; Rual, Venkatesan et al., 2005), foi sub-expressa apds 2 horas. Essa categoria de
proteinas parece ser importante para a amastigogénese, corroborando com o fato que ela é
conhecida por controlar uma vasta gama de processos bioldgicos que incluem sinalizacdo
do receptor, vias de transducdo de sinal intracelular e sintese protéica

Outra proteina regulatéria identificada super-expressa nos tempos intermediarios
foi a proteina 14-3-3 (gi|407859812), que tem a habilidade de ligar-se a uma pléiade de
proteinas de sinalizacdo funcionalmente diversas, incluindo cinases, fosfatases e receptores
de membrana atuando, assim, em uma ampla faixa de processos regulatérios vitais, tais
como transducdo de sinal mitogénico, apoptose e controle do ciclo celular (Fu,
Subramanian et al., 2000). Em T. brucei, essas proteinas desempenham um papel central
na motilidade, citocinese e ciclo celular (Inoue, Nakamura et al., 2005), mas essa familia

de proteinas ainda nédo foi estudada em T. cruzi.
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Tabela 8. Proteinas de expressdo regulada durante a amastigogénese relacionadas a
transducdo de sinais.

ID (NCBI) cluster  Descrigdo (Uniprot) Descricao (Blast2GO) TM?
serine/threonine protein serine threonine protein
0i|407843924 1 phosphatase 2A regulatory phosphatase 2a regulatory 1
subunit, putative subunit
0i|322818689 1 Putative uncharacterized protein ADP-rlbo_syIa_tlon factor 1
gtpase activating
0i[407835032 1 protein klnase,.putgtlve,mltog(_en- mltogen-actlvated protein 1
activated protein kinase, putative kinase
poly(A)-binding protein,
gil407847529 2 putative, polyadenylate-binding  Poly(A)-binding protein 0
protein, putative
gi[407847514 2 rab7 GTP binding protein, rab7 GTP binding protein 1
putative
0322823357 3 ADPTrlboser}tlon factor-like ADP—rlbo_syIatlon factor- 0
protein, putative like protein
small GTP-binding protein
gij407853753 3 Rabl1l, putative,Rabl1l GTPase, small GTP-binding protein 0
putative
gij407859812 3 14-3-3 protein, putative 14-3-3 protein 0
gi[70883358 3 ADP-ribosylation factor 3, ADP ribosylation factor 3 0
putative
small GTP-binding protein -
gi[407835694 3 Rab11, putative,Rab11 GTPase, STMall GTP--binding 0
; protein rabl
putative
0i|322826564 3 Thimet oligopeptidase, putative  thimet oligopeptidase 1
fazl tryb2 ame:
0i|322822336 3 Putative uncharacterized protein  full=flagellar attachment 0
zone protein 1
gi[70867395 3 ADP-ribosylation factor 1, ADP-ribosylation factor 0
putative
0i|322820941 3 Putative uncharacterized protein  GTP-ase activating protein 1
. hypothetical protein .
0i|407850451 4 TCSYLVIO_004099 ras-related protein rab-2a 1
gi[407846684 4 GTP-bmdl'ng nuclear protein GTP-.bmdlng nuclear 0
rth2, putative protein
. cyclic nucleotide .
gi|55741314 4 ohosphodiesterase CAMP specific 5
. cyclic nucleotide .
0i|37543960 4 ohosphodiesterase CAMP specific 6
0i|70887024 - 60S ribosomal protein L.23, 60s ribosomal protein 123 0

putative

a numero de dominios transmembranares preditos.
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Tabela 9. Proteinas de expressao regulada durante a amastigogénese relacionadas a regulacéo de

processos biologicos.

ID (NCBI) cluster Descrigdo (Uniprot) Descricdo (Blast2GO) TM?
0i[322816735 1 Mltoc_:hondrlal RNA—blndlng mltoc_hondrlal rna binding 0
protein 2, putative protein 2
. hypothetical protein suppressive
9407850988 1 TCSYLVIO_003802 immunomodulating 2
0i|322818689 1 Putative uncharacterized protein ADP—rlbo_syIa_tlon factor 1
gtpase activating
0i[407835032 1 protein klnase,_putz_altlve,mltoggn— mltogen—actlvated protein 1
activated protein kinase, putative kinase
. proteasome regulatory ATPase proteasome regulatory
01407861152 1 subunit 1, putative ATPase subunit 1 0
0i|322820826 1 Isoleucine--tRNA ligase isoleucyl-trna synthetase 5
0i[322819420 1 Mltoghondrlal I_?NA binding mltoghondrlal rna binding 0
protein 1, putative protein 1
gil407847514 2 rab7 GTP binding protein, rab7 GTP binding protein 1
putative
gi[28195111 3 proteln kinase A regulatory protelr_1 kinase a regulatory 0
subunit subunit
0i[322823357 3 ADPjrlbosyIa}tlon factor-like ADP-rlbo_syIatlon factor- 0
protein, putative like protein
small GTP-binding protein
gi|407853753 3 Rabl1, putative,Rab11l GTPase, small GTP-binding protein 0
putative
0i|124109207 3 thiol transferase Tc52 thiol transferase tc52 1
0i|322815184 3 MltO(_:hondrla_I RNA binding rna binding protein rbpl6 0
protein, putative
gij407849690 3 prote_l n disulfide isomerase, protein disulfide isomerase 0
putative
gi|19171158 3 Tryparedoxin Tryparedoxin 0
gi[70883358 3 ADP-ribosylation factor 3, ADP ribosylation factor 3 0
putative
0i[407848174 3 dlhyd_rollpoyl dehydrogenase, dihydrolipoamide 1
putative dehydrogenase
small GTP-binding protein i .
gil407835694 3 Rab11, putative,Rab11 GTPase, f;"bal” GTP-binding protein -,
putative
. . . dihydrolipoamide
gi|6166121 3 Dihydrolipoyl dehydrogenase dehydrogenase 1
0i[34922663 3 Kinetoplastid membrane protein klnetgplastld membrane 0
11 protein-11
gi[70867395 3 ADP-ribosylation factor 1, ADP-ribosylation factor 0

putative
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0i|322820941 3 Putative uncharacterized protein  GTPase activating protein 1
activator of 90 kda heat

0i|322818216 3 Putative uncharacterized protein  shock protein atpase-like 0
protein 1
gi[70886939 3 eukar_yotlc initiation factor 5a, eukaryotic initiation factor 1
putative 5a
gi[407853650 3 gL‘t’i;Ced'S“'f'de isomerase, protein disulfide 0
0i|136620 3 Trypanothione reductase trypanothione reductase 2

hypothetical protein
TCSYLVIO_004099

GTP-binding nuclear protein GTP-binding nuclear

0i|407850451 4 ras-related protein rab-2a 1

0ij407846684 4 rtb2, putative protein 0
. proteasome regulatory non- proteasome regulatory

0i[9967363 4 ATPase subunit 1-1 non-atpase subunit S
. cyclic nucleotide -

gi|55741314 4 ohosphodiesterase CAMP specific 5

gi[37543960 4 cyclic nucleotide cAMP specific 6

phosphodiesterase

a numero de dominios transmembranares preditos.

A via de sinalizagdo intracelular por cCAMP esta dentre as principais vias de
coordenacao de processos no T. cruzi (Flawia, Tellez-Inon et al., 1997; Huang, 2011),
portanto ndo foi surpresa encontrar cinases MAPK (cluster 1) e PKA (cluster 3) com
expressdo regulada durante a amastigogénese, mas o fato dessas proteinas apresentarem
padrGes opostos de expressdao € uma informacdo relevante e inédita. Também com
regulacdo distinta, foram observadas duas cAMP fosfodiesterases membranares, porém
nenhuma enzima adenilato ciclase foi identificada dentre as proteinas reguladas.

A enzima PKA é também um conhecido mediador de transducdo de sinais. Essa
familia de Ser/Thr-cinases dependentes de cAMP consistem de holoenzimas com duas
subunidades regulatorias e duas cataliticas que, com o aumento da concentracdo de CAMP
(em decorréncia da ativacdo de adenilato ciclases e/ou pela inibicdo de fosfodiesterases), as
subunidades cataliticas sdo separadas das regulatdrias e podem agir em diferentes
substratos.

Ja esta bem estabelecido que a metaciclogénese de T. cruzi é mediada pela
sinalizacdo por cAMP (Flawia, Tellez-Inon et al., 1997) e que PKAs possuem papel
fundamental na maioria das células eucaridticas. O primeiro relato da presenca de
atividade de PKA em T. cruzi foi feito por Ulloa e colaboradores em 1988 (Ulloa, Mesri et
al., 1988) e a subunidade catalitica foi purificada por Ochatt e colaboradores em 1993
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(Ochatt, Ulloa et al., 1993) e Huang em 2002 (Huang, Werner et al., 2002). Ambas as
subunidades cataliticas e regulatorias da TcPKA localizam-se na regido flagelar e na
membrana plasmatica de tripomastigotas (Huang, Weiss et al., 2006; Bao, Weiss, Ma,
Kahn et al., 2010) e a relatada interacdo com ATPases do tipo-P parece sugerir um papel
dessas ATPases no ancoramento das TcPKAs a membrana plasmética do parasito (Bao,
Weiss et al., 2009).

Bao e colaboradores publicaram os resultados de um screening em busca de
proteinas que interagissem com a TcPKA (Bao, Weiss et al., 2008). Esse estudo usando
um sistema de duplo-hibrido elencou 38 candidatos, dos quais 18 eram proteinas
hipotéticas e 8 eram presumivelmente importantes na regulagao do crescimento, adaptacao
e diferenciacdo do parasito, dentre os quais estdo a MAPK e a fosfodiesterase CAMP-
especifica, reforcando a importancia da sinalizacdo cAMP-PKA nesse organismo e a
provavel inter-relacdo entre essas vias.

MAPK sdo mediadores bem conhecidos de transducdo de sinais em eucariotos
superiores e sdo ativados por uma ampla gama de estimulos por diversos modos, incluindo
receptores tirosina cinase, receptores acoplados a proteina G e PKC. Em T. brucei, a
delecdo do homologo de MAPK, a TbMAPKS5, resultou na diminui¢do da parasitemia e
diferenciagdo prematura (Domenicali Pfister, Burkard et al., 2006), a delecdo da
TbMAPK?2 afetou a diferenciacdo (Muller, Domenicali-Pfister et al., 2002) e foi relatado
que a TOMAPKA4 conferiu resisténcia a estresse por temperatura (Guttinger, Schwab et al.,
2007). Recentemente, a TcMAPK2, uma cinase de T. cruzi homologa & ERK2
(extracellular signal-regulated kinase 2), foi caracterizada e apresentou alta homologia
com a ERK2 de eucariotos inferiores, mas com diferencas significativas com a de
mamiferos (Bao, Weiss, Ma, Lisanti et al., 2010). Em tripomastigotas, essas cinases foram
localizadas principalmente ao longo do flagelo, ao passo que em amastigotas
intracelulares, elas concentraram-se na membrana plasmatica. A forma fosforilada (ativa)
da TcMAPK2 foi relatada maior em tripomastigotas que em amastigotas e também foi
relatada a interagdo com enzimas PKA e cAMP-fosfodiesterases do parasito, indicando
inter-relagdes entre essas vias de sinalizagdo e sugerindo que a TCMAPK desempenha um
papel importante na resposta a estresse do parasito e possivelmente na regulacdo de sua
proliferacéo e diferenciagéo.

As proteinas fosfatases catalisam a desfosforilacdo de substratos de cinases,

incluindo as PKA e MAPK, e o uso de inibidores de fosfatases demonstraram a relevancia
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da atividade dessas enzimas na amastigogénese de T. cruzi (Grellier, Blum et al., 1999) e 0
bloqueio da diferenciagdo de tripomastigotas incubados em pH 5,0, mesmo com
concentracdes extremamente baixas do inibidor acido ocadaico, caracterizaram o papel
critico da proteina fosfatase 2A na diferenciacdo (Gonzalez, Cornejo et al., 2003). Néo
detectamos regulagdo no nivel de expressdo da subunidade catalitica da proteina fosfatase
2A, porém sua subunidade regulatdria putativa (gi|407843924) foi subexpressa nos tempos
intermediarios da diferenciacdo, como o foi também uma fosfatase-like (gi|32282890) e
uma proteina fosfatase 2C putativa (gi|407852188). Por outro lado, outra proteina fosfatase
2C putativa (gi|407850919) e uma proteina fosfatase putativa (gi|322815489) tiveram o
perfil oposto de expresséo.

Comparado com outros genomas eucariéticos, o T.cruzi possui uma baixa
proporcdo de Tyr-fosfatases e uma expansdo de Ser/Thr-fosfatases e fosfatases atipicas,
das quais aquelas de especificidade dupla s&o maioria, compreendendo mais de um tergo
do total dessas enzimas (Brenchley, Tariq et al., 2007). Também é digno de mencéo o fato
de que ainda ndo foi descrita nenhuma Tyr-cinase em T. cruzi (Marchini, De Godoy et al.,
2011).

Na tabela 10 estdo compiladas todas as proteinas de expressdo regulada com o
termo kinase ou phosphatase presentes em uma das descri¢cdes ou na anotacédo do GO. Em
geral, as cinases presentes estdo envolvidas no metabolismo de carboidratos, exceto as ja
discutidas proteinas de transducao de sinais e as adenilato cinases, que fazem parte de um

sistema de monitoramento do estado de energia celular (Dzeja e Terzic, 2009)

Tabela 10. Cinases e fosfatases de expresséo regulada durante a amastigogénese.

ID (NCBI) cluster Descricdo (Uniprot) Descricgdo (Blast2GO) T™?
0i[407849962 1 6-phqspho-1-fructoklnase, ATP-dependent_ 0
putative phosphofructokinase
0i|322827691 1 Putative uncharacterized protein aminoglycoside 1
phosphotransferase
0i|348658714 1 mevalonate kinase mevalonate partial 0
gil407835032 1 protein Kinase, putative,mitogen- mitogen-activated protein 1

activated protein kinase, putative kinase
0i|322818669 1 Putative uncharacterized protein  hypothetical protein 1
hypothetical protein

0i|407853645 1 TCSYLVIO 002347 adenylate kinase 2
gij407852451 1 mevalonate kinase, putative mevalonate kinase 2
gij407831435 1 Lnl;[;)g\elg-actwated protein kinase, mitogen-activated protein 1
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0i|407843751 1 adenosine kinase, putative Ribokinase 2

serine/threonine protein serine threonine protein

0i|407843924 1 phosphatase 2A regulatory phosphatase 2a regulatory 1
subunit, putative subunit

gi[322828909 1 Phosphatase-like protein, phosphatase-like protein 0
putative

0i|407852188 1 phosphatase 2C, putative phosphatase 2c 0

gil28195111 3 protein kinase A regulatory protein kinase a regulatory 0
subunit subunit

0i|322819192 3 NIMA-related kinase, putative folate biopterin transporter 1

gi|74893984 3 Arginine kinase arginine kinase 0

0i|407844351 3 arginine kinase, putative arginine kinase 0

0i|322815950 3 Phosphoglycerate kinase phosphoglycerate kinase 1

0i|322820941 3 Putative uncharacterized protein  gtpase activating protein 1

0i|407837695 3 adenylate kinase, putative adenylate kinase 1

gi407847507 3 proteln kinase A catalytic subunit protelr_1 I_<|nase a catalytic 1
isoform 1, putative subunit isoform 1

. . . protein phosphatase 2c-
gi|407850919 3 protein phosphatase 2C, putative like protein 0
0i|322815489 3 Protein phosphatase, putative protein phosphatase 0
. hypothetical protein .

gil407843470 4 TCSYLVIO_007583 adenylate kinase 7 0

gil407847367 4 galactokinase-like protein, Galactokinase 2
putative

0i[407853703 4 protein kinase C substrate protein kinase ¢ substrate 0

protein, heavy chain, putative heavy

S-phase kinase-associated
protein, putative

gi|70885555 s-phase kinase-associated 1

a nimero de dominios transmembranares preditos.

5.4.5 O fosfoproteoma da amastigogénese

A anélise dos niveis de abundancia (referida aqui como expressdo) dos
fosfopeptideos marcados com iTRAQ e enriquecidos com TiO; revelou que ao contrario
das proteinas totais, onde a maioria encontrava-se super ou subexpressas nos tempos
intermediarios da diferenciacdo (clusters 1 e 3), a maior parte dos fosfopeptideos
apresentaram variacao significativa no nivel de expressdo apds 2 horas de incubacdo em
DMEM pH 5,0 (clusters 2 e 4) o que nos indica que a agdo de cinases e fosfatases
induzidas direta ou indiretamente pelo meio &cido, e responsaveis pela diferenciacéo,
aconteca ainda dentro do fagolisossomo, porém ndo imediatamente. Ao todo 69 e 61

fosfopeptideos (49 e 41 fosfoproteinas) foram agrupadas respectivamente nos clusters 2 e
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4. O cluster 1 concentrou 30 fosfopeptideos (27 fosfoproteinas) enquanto que o cluster 3,
23 fosfopeptideos (15 fosfoproteinas).

A observacdo das identificacdes dos sitios de fosforilacdo de fosfopeptideos com
expressdo regulada mostrou que 165 fosfopeptideos apresentaram apenas um residuo
fosforilado, enquanto que foram encontrados 18 peptideos multifosforilados. Puderam ser
identificados com seguranca 119 pS, 21 pT e 1 pY em fosfopeptideos regulados presentes
em 157, 27 e 1 proteinas, respectivamente.

Ao todo, 46 fosfoproteinas reguladas foram anotadas pelo ProteinCenter como
membranares e/ou com pelo menos 1 dominio transmembranar e puderam ser encontradas
proteinas com até 9 dominios transmembranares preditos, por exemplo, na cadeia pesada
da dineina putativa (gi|407853700). Também significativo foi a proporcdo de proteinas
hipotéticas, desconhecidas ou ndo caracterizadas, as quais totalizaram 77 fosfoproteinas
com expresséo regulada.

Como ja mencionado, proteinas cinases regulam diversos processos celulares e
estdo envolvidas em quase todas as vias metabdlicas celulares conhecidas, em especial nas
vias de transducdo de sinais, portanto a atividades dessas proteinas devem ser finamente
reguladas. Existem vérias revisdes a respeito de mecanismos de regulacdo das proteinas
cinases (Johnson, Noble et al., 1996; Hubbard, 1999; 2002), como, por exemplo,
fosforilacdo de residuos do loop de ativacdo ou de sitios em dominios C- ou N-terminais
das cinases. Ressaltamos também que a fosforilacdo de residuos pode ter um papel ativador
ou inibitério, dependendo do tipo de residuo e da proteina.

A anélise dos fosfopeptideos durante a amastigogénese revelou que 10 proteinas
cinases e 1 proteina fosfatase possuiam variacao significativa na fosforilacdo de ao menos
um peptideo durante o processo de diferenciacdo e varias dessas proteinas estdo
potencialmente associadas a membranas devido a dominios transmembranares (tabela 11).

As subunidades cataliticas de PKA e PKA-like putativa apresentaram regulacdo na
fosforilacdo de residuos de Ser e Thr agrupados nos clusters 2 e 4, enquanto que suas
subunidades regulatorias agruparam-se nos clusters 1 e 4. Uma MAPK putativa também
apresentou um fosfopeptideos agrupado no cluster 4. Também subregulada apds duas
horas de inducéo foi a Unica fosfo-Tyr detectada com variacdo durante a diferenciacao.
Esse residuo pertence a glicogénio sintetase cinase 3a putativa (gi|407846847). Tal cinase
ja foi identificada atuando em mais de 40 proteinas diferentes e em uma variedade de vias,

influenciando estrutura celular, crescimento, motilidade e apoptose (Jope e Johnson, 2004).
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Embora Tyr-cinases de T. cruzi ainda sejam desconhecidas, ja foram relatadas
fosforilagdes de residuos de Tyr em proteinas de T. cruzi e T.brucei (Parsons, Valentine et
al., 1991; Nett, Davidson et al., 2009; Marchini, De Godoy et al., 2011)

Uma unica proteina fosfatase apresentou regulacdo de fosfopeptideos. Trata-se de
uma Ser/Thr-fosfatase putativa (gi|322828093) com um Unico residuo de fosfo-Ser
detectado e agrupado no cluster 2

Tabela 11. Cinases e fosfatase com fosfopeptideos de expressdo regulada durante a
amastigogénese.

Descricéao
ID (NCBI)  cluster Fosfopeptideos (Uniprot) ™"
S-phase  kinase-
gi|70885555 1 PEEFDpSQEVDFTK associated protein, 1
putative

regulatory subunit
NTIALWEAQApPSEGADEERGF of protein kinase

0407855987 1 GEGPVWVPK Adike  protein, °
putative
Serine/threonine-
. NYMNpSPTQPPVDAAR, )
0i|322828093 2 GVAEPDPTPR protein 1
phosphatase
. protein kinase,
0i|407862997 2 pSLAGSIDYQAPEVLK putative 1
GGMpTSHAAVVAR, pyruvate
0i[10119900 2 SGAAApPSMPGMMDTVLNLG  phosphate dikinase 0
MNK 2

Protein kinase A
catalytic  subunit, 1
putative
serine/threonine
protein kinase, 1

_ YFDRYPEPSPRHPLPPLTAK,
0il322818077 2 pTFTLCGTPEYLAPEVIQSR

gil407832869 3 AVATPPHPSQQQQQLTAEAIG

EATDGR .
putative
regulatory subunit
gil407832551 4 DAASPSDAGDDVTPAK Zf_“ELOtem pf(;?;f}e 0
putative
glycogen synthase
gi|407846847 4 KLSPSEPNVApYICSR kinase-3 alpha, 2
putative
protein kinase A
gi|407847507 4 pTFTLCGTPEYLAPEVIQSK catalytic  subunit 1
isoform 1, putative
mitogen-activated
0i|407831435 4 QATAALApSAENVLGADHML protein kinase, 1

putative

a nimero de dominios transmembranares preditos.
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5.4.6 Conclusdes

A andlise quantitativa do proteoma e do fosfoproteoma do T. cruzi durante a
amastigogénese revelou que as variacbes na abundancia relativa de proteinas e
fosfopeptideos durante esse processo de diferenciacdo seguem apenas quatro linhas de
tendéncia (super e subexpressas somente nos tempos intermedidrios ou somente apés
2 horas), sendo que a maior parte das proteinas apresentou variacdo de expressdo nos
tempos intermedidrios, enquanto que as abundancias nas fosforilagbes modificaram-se
preferencialmente apds 2 horas. A maior parte das proteinas com variagao de expressao foi
anotada como membranares, com atividade catalitica e como envolvidas em processos
metabolicos. Também foram observados indicios que, como na metaciclogénese, existe o

envolvimento das proteinas PKA e MAPK.
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6 Comparacao qualitativa do secretoma de
tripomastigotas incubados em pH fisiologico e

do secretoma no inicio da amastigogénese
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6.1  Desenho experimental

Visando uma andlise comparativa qualitativa simples dos secretomas de
tripomastigotas em pH fisiologico e de tripomastigotas em processo de diferenciacédo, esses
subproteomas foram recolhidos com cuidados andlogos aqueles tomados nos experimentos
de tripsinizacdo da superficie celular (ver Capitulo 2), o qual é bastante semelhante os
protocolos de producdo de TESA. Resumidamente, foram recolhidos tripomastigotas
lavados, derivados de cultura de células HelLa, e incubados por 3 h em meio DMEM pH
5,0 e em DMEM pH 7,5 nas mesmas condi¢Ges padronizadas para o experimento de
tripsinizacdo de células intactas. Apos a incubacéo as células foram removidas de forma a
evitar ao maximo a eventual lise mecéanica e o sobrenadante, com as proteinas excretadas,
devidamente tratado para identificacdo das mesmas por LC-MS/MS em idénticas

condicBes de forma a ser possivel comparar qualitativamente os secretomas (fig. 26).

Incubacaopor3 he
remocao das células
por 3 ciclosde
centrifugacaobranda

Figura 26. Fluxograma experimental da analise dos exoproteomas de tripomastigotas
incubados em pH

94



6.2  Resultados e discusséo
6.3.1 Identificacdo e comparacgéo dos exoproteomas

Nesse estudo comparativo preliminar dos exoproteomas cada amostra foi analisada
em uma Unica corrida de gradiente longo de eluicdo de LC. Embora ndo fosse esperada a
identificacdo completa das proteinas nem a comparagdo quantitativa entre as amostras, as
identificaches obtidas expuseram quais conjuntos de proteinas se apresentaram mais
abundantes em cada uma das condicdes.

Para um maior numero de proteinas identificadas, o secretoma em pH fisiologico
foi analisado em duplicata e em pH &cido, em triplicata técnica e renderam
respectivamente um total de 273 e 417 grupos de proteinas identificados.

Verificou-se que o parasito apresentou mudancas drasticas no seu secretoma tanto
na quantidade quanto no tipo de proteinas expressas ap0s pouco mais de 3 horas de
inducdo da diferenciagdo por incubacdo em meio &cido quando comparado com o0
exoproteoma de 3 horas de incubacdo em DMEM, pH 7,5 (fig 27) e que somente o
processo biologico de patogénese foi sub representado no inicio da diferenciacdo
(tabela 12).

Também foi notavel a grande quantidade de proteinas membranares em ambas as
amostras, sendo que 73 proteinas secretadas/excretadas por tripomastigotas em pH neutro e
89 secretadas/excretadas em pH acido, apresentavam de 1 a 6 dominios transmembranares
preditos.

Bayer-Santos e colaboradores (Bayer-Santos, Aguilar-Bonavides et al., 2012) ja
relataram em seu estudo sobre o0 secretoma de epimastigotas e tripomastigotas metaciclicos
que estas formas liberam uma grande quantidade de microvesiculas e exossomos. Os
resultados parecem mostrar que 0 mesmo ocorre com tripomastigotas derivados de tecidos,
mas a diminuicdo na proporcdo de proteinas membranares no inicio da amastigogénese
leva a crer que o estimulo para a diferenciacdo desencadeia outras formas de secrecdo além
da vesicular e é provavel que as vesiculas encontradas nessa amostra sejam liberadas ainda
no inicio da incubagdo, antes que o estimulo pelo pH é&cido efetue completamente as

mudangas nos processos celulares.
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Figura 27. Comparacédo entre os exoproteomas de tripomastigotas incubados em pH 5,0 w

em pH 7,5. Diagrama de Venn das identificacdes em cada condi¢cdo de incubacdo (A) e

termos GO slim (software ProteinCenter) de componente celular (B), processo biolégico

(C) e funcdo molecular (D) das proteinas identificadas. Eixo Y representa o nimero de

grupos de proteinas.
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Tabela 12. Termos GO sub representados na amostra incubada em pH 5,0 comparado com a
incubada em pH 7,5

Ref. Raw p-

-~ a d
Descricao Count Count® value® FDR p-value
catalytic activity 126 144 7.26E-07 4,19E-04
hydrolase activity 74 91 1.25E-04 3.62E-02
alpha-sialidase activity 41 58 4.57E-04 4.39E-02
Fungoes exo-alpha-sialidase 41 58  457E-04 4.39E-02
moleculares activity
hydrolase activity,
hydrolyzing O-glycosyl 41 58 4.57E-04 4.39E-02
compounds
Processos Pathogenesis 42 59 4.48E-04 4.39E-02
Bioldgicos

a numero de vezes que esta caracteristica ocorre no conjunto de dados de analise.
b nimero de vezes que esta caracteristica ocorre no conjunto de dados de referéncia.

¢ o valor-p ndo tratado indicando a significncia desta diferenga na ocorréncia dessas
caracteristicas entre os conjuntos de dados.

d a versdo corrigida por FDR do valor-p néo tratado.

Algoritmos de predicdo de secrecdo por via classica (SignalP) e ndo classica
(SecretomeP) demonstraram que pouco mais de 72% das proteinas identificadas em cada
condicdo foram de fato preditas como secretadas, embora a maioria por vias nao classicas
(fig. 28). Somente 5.2 % e 7% de todas as identificacdes nas amostras de parasitos em pH
acido e neutro, respectivamente, possuiam o peptideo-sinal predito, demonstrando que
apenas uma pequena por¢do das proteinas seguia a via classica de secrecdo através do
reticulo endoplasmatico e aparelho de Golgi, 0 que esta de acordo com outros organismos
da ordem kinetoplastidae (Cuervo, De Jesus et al., 2009; Grebaut, Chuchana et al., 2009;
Geiger, Hirtz et al., 2010).

Novamente devido ao significativo nimero de proteinas ndo anotadas e a grande
guantidade de proteinas com atividade catalitica, foi empregado o software Blast2GO para
obtermos um maior e mais abrangente detalhamento de nossas amostras e a classificagao
das enzimas presentes, as quais serdo tratadas em assuntos especificos nos topicos

seguintes

97



100

90 pH 5.0 (%) ®pH7.5 (%)
80
70 67.1 65.5
60
50
40
30 27.7 275
20
10 52 7
0 ]
SignalP SecretomeP None

Figura 28. Abundancia relativa das proteinas identificadas nos secretomas de
tripomastigotas incubados em pH 5.0 e em pH 7.5 e preditas como secretadas por via

classica (algoritmo SignalP) e ndo classica (algoritmo SecretomeP).

6.3.2 O estimulo de diferenciacdo causa grandes mudancas no repertério
funcional do exoproteoma te tripomastigotas

Dentre as 364 proteinas anotadas pelo software Blast2GO, aquelas de funcéo
hidrolasica e atividade catalitica grandemente representadas no exoproteoma de
tripomastigotas em pH 7.5 perderam significativamente representacdo no repertdrio de
proteinas secretadas/excretadas ap6s o estimulo de diferenciacdo (fig 29A). Efetivamente o
estimulo alterou a dominancia de proteinas hidroliticas (peptidases, kinases, transferases,
hidrolases e atividade catalitica) por proteinas de ligacdo (a calcio, DNA, RNA e a outras
proteinas) e proteinas de atividade molecular estrutural.

A quase totalidade das proteinas de atividade molecular estrutural exclusivamente
encontradas no secretoma em pH 5.0 sdo proteinas ribossomais, exceto uma KAP
(kinetoplast-associated protein) e uma proteina putativa ndo caracterizada, descrita pelo
software como VAP (vesicle-associated membrane protein-associated protein a
isoform 2), as quais foram preditas para secrecdo por via ndo-classica e ndo possuem
dominio transmembranar.
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Figura 29. Comparacdo entre os exoproteomas de tripomastigotas incubados em pH 5,0 e
em pH 7,5. Termos GO slim (software Blast2GO) de funcdo molecular (A) e processo
biolégico (B) das proteinas identificadas. Eixo Y representa a porcentagem em relacdo ao

total de proteinas identificadas em cada condicéo.

Proteinas KAP desempenham um papel de neutralizacdo de cargas e condensacdo
de DNA em T. cruzi e sua dindmica no cinetoplasto em vérias formas do parasito tem sido
bastante estudada (Gonzalez, Rosales et al., 1990; Zavala-Castro, Acosta-Viana et al.,
2000; Cavalcanti, Shimada et al., 2009; De Souza, Rampazzo Rde et al., 2010), porém nédo
ha descricdo de uma funcdo desempenhada por ela quando secretada.

Proteinas VAP sdo proteinas integrais de membrana do reticulo endoplasmatico
altamente conservadas e implicadas em diversas funcGes moleculares (Lev, Ben Halevy et
al., 2008), o que parece divergir da caracteristica fisico-quimica de nossa proteina. Porém,
analisando-se os dominios protéicos detectados, encontramos o dominio PapD-like
(IPR008962) e MSP (IPR000535). Proteinas VAP (VAPB/ALS8 humana, VAP33 de
Drosophila e VPR-1 de C. elegans) sdo proteinas homologas com um dominio MSP (major
sperm domain) N-terminal e um dominio transmembranar. O dominio MSP é assim
nomeado devido a similaridade com a proteina MSP de C. elegans, um hormonio que se
liga ao receptor Eph e induz a maturagdo do odcito. Também ja foi relatado que dominios
MSP de proteinas VAP sdo clivadas e secretadas como ligantes de receptores Eph (Tsuda,
Han et al., 2008), que corresponde a maior subfamilia de receptores tirosina cinase, e estdo

implicados na regulacdo de diversos processos como formacéo de fronteiras teciduais
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(Rohani, Canty et al., 2011), migracao celular e segmentacdo (Davy e Soriano, 2005), em
sua maioria no desenvolvimento embrionario. A superfamilia PapD-like de chaperonas
periplasmaticas dirigem a montagem de mais de 30 organelas de superficie adesivas de
superficie que mediam a ligacdo de diferentes bactérias patogénicas a tecidos de
hospedeiros (Barnhart, Pinkner et al., 2000).

O incremento de proteinas ligantes de Ca®* se reflete do papel regulatério desse fon
durante e apds a invasdo, um evento que conhecidamente desencadeia a liberacdo dos
reservatorios intracelulares de calcio em ambas as células.

O estimulo de diferenciacdo dos parasitos também diminuiu sobremaneira a
quantidade e proporcao de proteinas secretadas relacionadas ao metabolismo de diversos
compostos, a geracdo de metabolitos secundarios e energia e a simbiose e parasitismo
(fig. 29B). O incremento mais significativo em quantidade, na amostra incubada em pH
acido, ocorreu nas proteinas categorizadas nos processos bioldgicos de traducéo, processo
metabdlico de compostos contendo nucleotideos, organizagdo de componente celular e de
resposta a estresse.

A partir desses dados, acreditamos que o parasito ainda dentro do fagolisossomo,
antes da diferenciacdo completa para a forma amastigota, ja se capacita a interferir no
metabolismo da célula hospedeira em todos os niveis, desde o genémico até o protéico e

ultraestrutural.

6.3.3 Enzimas

O conjunto de proteinas com atividade catalitica, detectadas em ambas as amostras
pelo software, foi amplamente dominado pela classe das exo-a-sialidases (EC:3.2.1.18),
cuja a totalidade é composta por proteinas TS e algumas glicoproteinas. Todas as proteinas
com essa atividade sdo preditas como secretadas por vias ndo-classicas, exceto duas TS
que apresentaram peptideo-sinal, uma exclusivamente detectada na amostra de pH 7.5
(0i|322827645) e outra exclusivamente em pH 5.0 (gi| 322829142). Embora a quantidade
de proteinas TS detectadas ap6s o estimulo de diferenciacdo axénica tenha diminuido
significativamente, nessa situacdo elas ainda séo bastante abundantes e um provavel papel
desempenhado por elas para o escape do parasito de dentro do fagolisossomo como
facilitadoras da acdo de proteinas formadoras de poros (Tc-Tox) ja foi anteriormente
descrito (Andrews, 1994).
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Além das sialidases, treonina endopeptidases (EC:3.4.25.0), peptidilprolil
isomerases (EC:5.2.1.8), piruvato desidrogenases transferidoras de grupo acetil
(EC:1.2.4.1) e cisteina proteases (EC:3.4.22.0) passaram a ter menos representantes apds o
estimulo de diferenciacdo (fig. 30). Exclusivamente nesta amostra de incubacdo em pH
acido, observou-se representantes das classes de atividade proteina-Ser/Thr cinase
(EC:2.7.11.0), adenilato cinase (EC:2.7.4.3) e nucleosidio-trifosfatase (EC:3.6.1.15), 0 que
demonstra a interferéncia do parasito em vias de sinalizacéo responsaveis por proliferacéo,

diferenciacédo, apoptose e homeostase energética das células hospedeiras.
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Figura 30. Comparacdo entre as classes de atividade enzimatica mais abundantes

detectadas no exoproteoma de tripomastigotas incubados em pH 7.5 e pH 5.0.

6.3.2 Conclusdes

A obtencdo das amostras nas condi¢des descritas levou a identificacdo de proteinas
das quais quase 3/4 sdo preditas como secretadas. Assim como em outros organismos da
mesma ordem, a maioria foi predita como secretada por vias ndo-classicas. Grande
quantidade de proteinas membranares e/ou com dominios transmembranares preditos
foram identificadas em ambas as condicdes, indicando uma intensa liberacéo de exossomos

e microvesiculas por tripomastigotas, porém a reducdo na proporcdo dessas proteinas na
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amostra da incubacdo em pH &cido sugere que o parasito passe a secretar/excretar
proteinas por outras formas.

As mudancas drasticas observadas no conjunto de proteinas secretadas em pH
indutor da amastigogénese, comparado com aquelas em pH fisiolégico, sugerem que o
meio acido causa a capacitacdo do parasito para influenciar, ainda antes do tempo em que o
T. cruzi escapa do fagolisossomo, a fisiologia e metabolismo das células hospedeiras em
todos os niveis, desde o gendmico pela acdo de proteinas de interacdo com DNA até o
protéico e ultraestrutural com a interferéncia de vias de sinalizacao intracelular e proteinas

ligantes de Ca®* potencialmente atuantes em processos-chave.
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