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RESUMO

A actina é uma proteina altamente conservada que participa em inumeras funcoes
essenciais tais como motilidade celular, citocinese, trafego de vesiculas e
remodelamento da cromatina. Andlises in silico do genoma do protozoario Trypanosoma
cruzi identificaram quatro genes que codificam actinas (TcAct), nomeadas como actinas
1, 2, 3 e 4. Entretanto, esta anotacéo foi baseada em analises de similaridade, sem que
nenhuma caracterizagdo em termos funcionais tenha sido realizada. Nesse trabalho,
caracterizamos a actina 4 de T. cruzi (TcAct4). Apesar de possuir similaridade com
actinas de outros eucariotos, TcAct4 é a menos conservada quando comparada as outras
actinas de T. cruzi (similaridade inferior a 50%). O gene que codifica a actina 4 (TcAct4)
nao possui ortélogo em T. brucei, porém possui ortlogos em outros tripanosomatideos,
dentre os quais as diferentes espécies do género Leishmania. A andlise do padrdo de
expressdo de TcAct4 por western blot mostrou que essa proteina é expressa em todas
as fases do ciclo de vida do parasita. Analises por imunofluorescéncia e por microscopia
eletrbnica mostraram que TcAct4 apresenta um padréo disperso por todo o citoplasma
e, frequentemente, associada com estruturas citoplasmaticas discretas, que em alguns
casos, se assemelham a pequenos segmentos lineares, compativeis com
microfilamentos curtos ao longo do corpo celular do parasita. TcAct4 foi identificada
majoritariamente na fracao sollvel de extratos protéicos de T. cruzi, sugerindo que esta
proteina ndo se encontra na forma filamentosa. Uma linhagem de T. cruzi mutante para
TcAct4 (TcAct4 KO) foi gerada pela técnica de CRISPR-Cas9. Os parasitas TcAct4 KO
apresentam alteracdes ultraestruturais, tais como intensa formacdo de vesiculas de
conteudo elétron-denso e com aspecto de corpos multivesiculares, sugerindo que TcAct4
€ importante para os processos de formacéo e/ou transporte de vesiculas. Além disso, a
organizacdo da mitocondria parece ter sido afetada, bem como a proliferacao das formas
epimastigotas dos parasitas TcAct4 KO, que foi significativamente reduzida. Contudo, a
morfologia externa dos epimastigotas, bem como os processos de diferenciacao e
infectividade nao foram alterados. Ensaios de imunoprecipitacao de TcAct4 seguidos da
analise por espectrometria de massas identificaram proteinas de diversas vias
metabdlicas e processos celulares, algumas delas envolvidas com trafego de vesiculas
e translocacdo de proteinas para a mitocondria, processos que se bloqueados séo
compativeis com os fenoétipos encontrados nos parasitas TcAct4 KO.

Palavras-chave: Actina, proteinas relacionadas a Actina (ARPS), Trypanosoma cruzi.



ABSTRACT

Actin is a highly conserved protein that participates in numerous essential functions such
as cell motility, cytokinesis, vesicle trafficking, and chromatin remodeling. In silico
analyses of the genome of the protozoan Trypanosoma cruzi identified four genes
encoding for actin (TcAct), named as actin 1, 2, 3 and 4. However, this annotation was
based on similarity analyses, without any functional characterization being fulfilled. In this
work, we characterized the actin 4 of T. cruzi (TcAct4). Although it has similarity to other
eukaryotic actins, TcAct4 is the least conserved when compared to other T. cruzi actins
(similarity less than 50%). The gene encoding actin 4 (TcAct4) has no orthologous in T.
brucei, but has orthologues in other trypanosomatids, including different species of the
genus Leishmania. Western blot analysis showed that TcAct4 is expressed in all stages
of the parasite life cycle. Immunofluorescence and electron microscopy analyses showed
that localization of TcAct4 is dispersed throughout the cytoplasm and often associated
with discrete cytoplasmic structures, which in some cases resemble small linear
segments compatible with short microfilaments along the parasite's cell body. TcAct4 was
identified mainly in the soluble fraction of T. cruzi protein extracts, suggesting that this
protein is not present in the filamentous form. A T. cruzi mutant strain for TcAct4 (TcAct4
KO) was generated by CRISPR-Cas9 methodology. TcAct4 KO parasites presented
ultrastructural alterations, such as intense formation of electron-dense vesicles with an
aspect of multivesicular bodies, suggesting that TcAct4 may be important for vesicle
formation/transport processes. In addition, mitochondrial organization was also affected,
and TcAct4d KO proliferation of the epimastigote forms was significantly reduced.
However, the external morphology of the epimastigote forms, as well as processes of
differentiation and infectivity were not altered. TcAct4 immunoprecipitation assays
followed by mass spectrometric analysis identified proteins that are involved in various
metabolic pathways and cellular processes such as vesicle trafficking and proteins
translocation to the mitochondria, processes that once blocked could lead to phenotypes
compatible with those found in the TcAct4 KO parasites.

Key words: Actin, Actin-related proteins (ARPS), Trypanosoma cruzi.
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1 INTRODUCAO / JUSTIFICATIVA

O protozoario flagelado Trypanosoma cruzi (Classe Kinetoplastea) € o agente
etiolégico da doenca de Chagas, enfermidade que afeta de 6 a 7 milhdes de pessoas
no mundo todo (who.int/mediacentre/factsheets/fs340/en/). Além do interesse médico,
esse protozoario € também um modelo de estudo interessante por apresentar
caracteristicas moleculares e estruturais peculiares em relagdo a outros modelos
eucarioticos (HANNAERT et al., 2003; CAMPBELL et al., 2003; SIMPSON et al., 2004;
LUKES et al., 2005; SIMPSON et al., 2006). Uma das principais caracteristicas do T.
cruzi, compartilhada com outros tripanosomatideos, é a organizacdao do seu
citoesqueleto, baseada em uma rede subpelicular de microtubulos bastante estaveis
(DE SOUZA, 2009). Contudo, pouco se conhece sobre o papel da actina, outra
importante proteina que compde o citoesqueleto da maioria das células eucarioticas.
A actina é uma das proteinas mais abundantes na célula e se manteve altamente
conservada ao longo da evolucdo. Esta proteina, além de ser um dos principais
componentes do citoesqueleto, desempenha papel essencial na estrutura e dindmica
celular, participando de varios processos, tais como motilidade e manutencdo da
forma e polaridade da célula, podendo interagir com diversos ligantes. Além disto, a
actina participa de outras funcbes importantes, tais como remodelamento de
cromatina e regulacéo transcricional (SCHAFER & SCHROER, 1999; SHEN et al.,
2000; MULLER et al., 2005; CHEN et al., 2007).

Apesar do avanco na caracterizacdo da actina de T. cruzi (DE SOUZA, 1983;
MORTARA, 1989; CEVALLOS et al., 2003, 2011; DE MELO et al. 2008), suas funcdes
ainda néo foram elucidadas.

O genoma de T. cruzi codifica quatro isoformas de actina (DE MELO et al.,
2008; CEVALLOS et al., 2011). A analise filogenética dos genes que codificam as
isoformas de actina em T. cruzi mostrou que alguns destes genes estdo mais proximos
a genes gque codificam proteinas relacionadas a actina (ARPS), algumas vezes
anotadas como proteinas do tipo actina (AcL, actin-like protein), do que ao gene da
actina propriamente dita (CEVALLOS et al., 2011), como é o caso da actina 4. Assim,
considerando que a anotacédo dos genes das quatro isoformas de actina de T. cruzi

foi feita com base em analises in silico apenas, ainda ndo se sabe exatamente quais
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destes genes codificam para actina de fato e quais codificam para ARPSs/AcL,

tampouco quais sao as funcdes destes genes durante o ciclo de vida do parasita.



2 REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1 ACTINA E PROTEINAS RELACIONADAS

A actina é uma proteina altamente conservada e possui papel importante na
maioria das células eucarioticas. Os filamentos de actina fornecem suporte mecanico
interno, forca e dire¢cdo para os movimentos celulares, além de participar no transporte
de moléculas e vesiculas, nos processos de divisdo celular, formacdo de juncdes,
remodelamento da cromatina e regulacéo transcricional (SCHAFER & SCHROER,
1999; SHEN et al., 2000; POLLARD & BORISY, 2003; MULLER et al., 2005; CHEN et
al., 2007; CAMPELLONE & WELCH, 2010). Embora actinas de diferentes espécies
apresentem cerca de 90% de similaridade, as variacdes de aminoacidos geram
diferencas funcionais significativas como, por exemplo, contracdo em células
musculares e ndo musculares, formacéo de anel contratil no final da divisdo celular,
movimentos ameboides e preservacdo das microvilosidades intestinais (ALBERTS et
al., 2017). Uma possivel explicacdo para esta proteina ser altamente conservada, é
qgue a estrutura da superficie de um filamento de actina interage com muitas outras
proteinas, de forma que uma mutacdo no gene da actina acarretaria mudancas na
interacdo com outras diversas proteinas, o que poderia resultar em mudancas
celulares indesejaveis (ALBERTS et al., 2017).

A actina pertence a superfamilia estrutural das acucar-quinases e Hsp70,
definida por um enovelamento consistindo de dois dominios com a topologia
BBRaBaBa. Essas enzimas, possivelmente, divergiram a partir de um ancestral comum
e todas possuem a capacidade de hidrolisar ATP ou de transferir grupamento fosfato
do ATP para outros substratos, gerando grandes alteragcdes conformacionais na
estrutura proteica em cada ciclo de reacdo (HURLEY, 1996). A actina apresenta-se
sob duas formas, a forma monomérica ou globular (actina G) e a forma filamentosa
(actina F) (BORK et al., 1992). A actina foi primeiramente descrita por Straub (1942),
que observou a capacidade de contragdo da actina quando associada a miosina e
actinomiosina. A actina globular possui 2 dominios denominados alfa e beta (ou
dominios interior e exterior, em referéncia a sua posi¢cdo no filamento), e quatro
subdominios (1, 2, 3 e 4) (BORK et al., 1992; HERMAN et al., 1993). O contato entre
os dois principais dominios € pequeno, consequentemente, formam-se duas fendas
entre eles, a fenda superior, que se liga a nucleotideos (ATP/ADP) e a cations

divalentes, e a fenda inferior, que € composta por residuos predominantemente
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hidrofobicos, e constitui o principal local de ligacdo para a maioria das proteinas que
interagem com a actina (Figura 1) (OTTERBEIN et al., 2001).
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Figura 1: Estrutura cristalina da actina. Representagcéo da estrutura da actina ligada a ADP. Os
quatro subdominios da actina estao representados em diferentes cores: subdominios 1 (azul), 2 (verde),
3 (amarelo) e 4 (rosa). A volta de ligacao a DNAse | esta localizado na parte superior do subdominio 2.
O ADP esté ligado ao centro da molécula, onde os quatro subdominios de actina se encontram. Quatro
ions Ca?* ligados ao monémero de actina nos cristais sdo representados como esferas vermelhas. Um
dos ions Ca?*, denominado primario ou catalitico, esta ligado em estreita associacdo com o nucleotideo.
Os outros trés estdo ligados aos subdominios 1, 2 e 4 na superficie da molécula.

ADAPTADO DE: OTTERBEIN et al., 2001.

A montagem do filamento de actina é um evento dinAmico e complexo, que
envolve uma grande quantidade de proteinas, sinais moleculares internos e externos
e uma quantidade minima de actina G, chamada de concentragéo critica. Para iniciar
a montagem de filamentos de actina, também denominados de microfilamentos,
extremidades livres sdo formadas por eventos de descapeamento ou corte de
filamentos existentes ou por nucleacdo, que é iniciada com a ligacdo entre duas
moléculas de actina seguida pela ligacdo a uma terceira molécula, que estabiliza o
grupo e oferece condi¢des para o crescimento do filamento. Apds a formacao das

extremidades, ocorre a fase de crescimento, onde novos mondémeros sao adicionados



a cadeia principal, seguida pela fase de equilibrio ou treadmilling, na qual o filamento
de actina torna-se polarizado, ou seja, em uma das extremidades ocorre a adicédo de
novos mondmeros (extremidade positiva) e na outra ocorre a saida de mondémeros
(extremidade negativa) (Figura 2). Isto ocorre devido a diferencas nas taxas de
polimerizacdo nas duas extremidades, onde na extremidade positiva ocorre
crescimento rapido, e na extremidade negativa ocorre crescimento lento, com maior
taxa de dissociacdo de subunidades (ALBERTS et al., 2017).

Nucleagao Crescimento Equilibrio
S
N T e s &
CETTRETTTRE 5«
¥ 0 )

Massa

F-actina

Mondmero

Tempo

Figura 2: Trés fases da polimerizacdo da actina. Nucleacao, crescimento e fase de equilibrio.
ADAPTADO DE: Mechanobiology Institute, Universidade Nacional de Singapura. Three phases of
filament assembly.

Disponivel em: http://mbinfo.mbi.nus.edu.sg/figure/1384243097065/

A diferenca nas taxas de crescimento das extremidades é causada por
alteracdes na conformacdo dos mondémeros ao entrar no polimero. Cada monémero
de actina é ligado a uma molécula de ATP, que é hidrolisado a ADP ao ser adicionado
no filamento. Uma vez ligada a ADP, a afinidade entre as subunidades vizinhas de
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actina é reduzida e torna-se mais provavel a dissociacdo a partir de ambas as
extremidades. Com isto, a velocidade de dissociagéo é independente da concentracao
dos monémeros, enquanto que a velocidade de polimerizacdo € dependente da
concentracdo dos mondmeros livres, dada pela formula C x Kon (C = concentracdo de
mondmeros livres; Kon = mondmeros adicionados ao filamento), resultando em um
equilibrio na concentracdo critica de monémeros (Cc) onde Kof = Cc X Kon (Kof =
monomeros dissociados do filamento) (ALBERTS et al., 2017).

A nucleacédo da actina € um evento cinéticamente desfavoravel, e para que este
evento ocorra, diversos fatores estdo envolvidos, dentre eles as ARPs (Actin-Related
Proteins) (POLLARD & BORISY, 2003; CAMPELLONE & WELCH, 2010). ARPs sao
proteinas cuja sequéncia priméaria apresenta semelhanca com a da actina. A
semelhanca entre as ARPs e as actinas convencionais varia entre 17 a 60%
(SCHAFER & SCHROER, 1999). A nomenclatura das ARPs é dada de acordo com a
relacdo de suas sequéncias com as de actinas convencionais (SCHROER et al.,
1994). As proteinas relacionadas a actina mais bem caracterizadas séo as Arpl, Arp2
e Arp3.

A Arpl é o principal componente da dinactina, um complexo proteico com
multiplas subunidades responsavel pelo trafego de vesiculas ao longo dos
microtubulos, mediado por dineina. E a Gnica ARP capaz de formar microfilamentos
curtos, com cerca de 8 a 10 mondmeros (SCHAFER et al., 1994). Outra ARP que
compde este complexo € a Arpll, que parece ser responsavel pela interacdo com a
extremidade negativa do microfilamento de Arp1(SCHAFER & SCHROER, 1999).

O complexo formado pelas Arp2 e Arp3 possui papel importante na montagem
dos filamentos de actina, tanto na nucleacdo, quanto na ramificacédo e estabilizacao
da extremidade negativa (SCHAFER & SCHROER, 1999, GOLEY & WELCH, 2006).

Outras ARPs possuem atividades néo relacionadas ao citoesqueleto, como € o
caso das ARPs nucleares (Arp4, Arp5, Arp6, Arp7, Arp8 e Arp9), que apresentam
papel importante na regulacéo da transcricdo génica e estao envolvidas em controles
epigenéticos (SCHAFER & SCHROER, 1999; SHEN et al., 2000; MULLER et al.,
2005; CHEN et al., 2007).

Diversas proteinas também participam na regulacdo da polimerizagdo/
despolimerizacéo da actina. Em geral, a concentracéo citoplasmatica de actina G é
muitas vezes superior a concentracdo critica, o que em tese poderia levar a

polimerizacao total da actina. Entretanto, monémeros de actina por vezes encontram-
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se ligados a timosina, uma proteina que impede a hidrolise do ATP e a ligacdo do
mondmero ao filamento. A profilina por sua vez, estimula a ligagdo dos monémeros a
extremidade positiva do filamento e, consequentemente, o crescimento de um
filamento. Esta proteina compete com a timosina pela ligacdo a actina G e responde
a diversos estimulos, tais como elevacdo na concentracdo de AMPc (3'5"-adenosina-
monofosfato-ciclico). O balanco entre as moléculas de actina G ligadas a timosina ou
a profilina resulta na instabilidade dinamica dos filamentos (Figura 3) (POLLARD &
BORISY, 2003; CAMPELLONE & WELCH, 2010).

Além de ser regulada por fatores proteicos, ions Mg?* e ATP, a actina também
é regulada por alteragbes covalentes de seus aminoacidos. Dentre as alteracbes
estdo a acetilacdo, a ADP-ribosilacdo, arginilacdo, glicosilagdo, metilacao,
fosforilacdo. Estas modificagcdes pos-traducionais podem facilitar ou impedir a
interacdo com outras moléculas, regulando assim os eventos de polimerizacdo e
despolimerizagéo dos filamentos de actina (TERMAN & KASHINA, 2013).

As toxinas que interagem com a actina sdo amplamente utilizadas para
compreender a dinAmica normal de polimerizacao/despolimerizacdo dos filamentos.
Dentre os principais compostos que interferem nesta dindmica estédo a faloidina e a
citocalasina. A faloidina € uma droga extraida do cogumelo Amanita phalloydes, capaz
de formar ligacOes laterais com microfilamentos, estabilizando-os, e impedindo a sua
despolimerizacdo. Uma variacdo da faloidina é a falacidina, um derivado fluorescente
gue permite a visualizacdo dos filamentos por microscopia de fluorescéncia. A
citocalasina, por sua vez, liga-se especificamente aos monémeros impedindo a sua
adicdo ao  filamento. Com isto, e devido a dindmica de
polimerizagdo/despolimerizacdo, o0s microfilamentos acabam sendo todos
despolimerizados, levando a célula a perder sua forma caracteristica, tornando-se

arredondada, e a desprender-se do substrato.



A. Equilibrio ,
Despolimerizacao na
exiremidade - Profilina direciona os mondmeros de
 actina para a extremidade +
0—»0 >
o 'l ATP ADP | |@
L >=Fr
ATP ADP " ”
B. Nucleacao C. LigagOes cruzadas
Complexo Arp2/3

ARPCS O&
Arp2 o

X ARPC4 &
ARPC1 &
Arp3 B
ARPC3 B E =

= Formina Gel
;:Q TS

D. Capeamento / corte E. Regulagdo
Capeamento (CAPZa/B)

2 /? *%{
Capeamemone<t K TlOAD.:;
S22 §

oedra TR b e
Despolimerizacdo
mediada por cofilina

[ ATP- actin - ach I

§ a O ADP - actina Filamina

® ADF/Cofilina «» Profilina

(P) Fostato Q) Fascina

Figura 3: Proteinas de ligagao a actina influenciam na sua dinamica. (A) o equilibrio dos filamentos

de actina pode ser alterado pela ligacéo a profilina ou a cofilina. (B) novos filamentos sdo nucleados
pelo complexo ARP2/3, que liga os monémeros de actina a lateral dos filamentos para formar novos
ramos. (C) proteinas de ligagdo a actina influenciam a organizacdo de filamentos de actina em
estruturas secundarias. (D) proteinas de capeamento e corte promovem a desmontagem de filamentos
de actina. (E) filamentos de actina podem ser modulados pela hidrélise controlada de nucleotideos
(ATP) e modificacBes reversiveis como fosforilagéo.

ADAPTADO DE: Mechanobiology Institute, Universidade Nacional de Singapura.
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Muitos organismos possuem multiplos genes que codificam isoformas de
actina. Em mamiferos, por exemplo, existem pelo menos seis isoformas de actina,
entre actinas musculares e n&do musculares, sendo trés isoformas de actina a, duas
de actina y e uma actina  (VANDEKERCKHOVE & WEBER, 1978). Diferentes
isoformas de actina de um mesmo organismo desempenham funcdes celulares
especializadas. Os mecanismos pelos quais diferentes isoformas de actina
desempenham diferentes funcdes celulares sdo: as interagbes com outras proteinas,
gue podem se ligar especificamente a uma isoforma ou a outra, e a localizacdo em
regides subcelulares distintas (PERRIN & ERVASTI, 2010).

2.2 ACTINA DE PROTOZOARIOS

Actinas de protozoérios séo consideradas ndo convencionais (GUPTA et al.,
2015). Filogeneticamente, as actinas dos grupos das amebas, apicomplexa e de
tripanosomatideos formam trés clados distintos (Figura 4). Actinas de amebas séo
mais conservadas, e juntamente com as actinas de humanos e de coelhos formam o
clado 1. As actinas de apicomplexa formam o clado 2 e as actinas de
tripanosomatideos formam o clado 3. As actinas de T. brucei, T. cruzi e Leishmania
major possuem aproximadamente 70% de identidade de aminoécidos com a actina
humana (GUPTA et al., 2015). O genoma desses tripanosomatideos codifica para
varias isoformas de actina (Figura 5). A maioria dos genes presentes em T. cruzi séo
compartilhados com T. brucei e com L. major, porém os genes TcAct2 e TcAct3 néo
possuem ortélogos nem em T. brucei, nem em L. major, € o gene TcAct4 ndo possui
ortélogo em T. brucei (CEVALLOS et al., 2011).
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Figura 4: Arvore filogenética de actinas. Actinas de humanos (Hs), coelho (Oc), Acanthamoeba (Ac),

Entamoeba (Eh), Plasmodium falciparum (Pf), Toxoplasma gondii (Tg), Leishmania major (Lm),

Trypanosoma brucei (Tb), Trypanosoma cruzi (Tc) e Giardia lamblia (Gl). As porcentagens de Bootstrap

sdo dadas ao longo da &rvore. As espécies estdo circuladas de acordo com o clado que formam.
FONTE: Gupta et al., 2015.

Locus T. cruzi locus tag Annotation Protein ID  Identity (I) T. brucei L major MW pl* # Haplotype Chr”
Similarity Orthologue Orthologue aa
(+) (protein ID) (protein ID)
1° Tc00.1047053510571.30  Actin, putative AAP97326 1=100% Tb9.211.0620 LmjF04.1230 420 55 376 non-E 8
Tc00.1047053510571.39  Actin, putative AAP97327 +=100%  (EAN76875) (CAC22667) 420 55 376 non-E
Tc00.1047053510127.79  Actin, pulative AAP97329 Th9.211.0630 420 55 376 Esmeraldo
(EAN76876)
2 Tc00.1047053507969.50  Actin 2, putative EANS7645 1=51% Not present Not present 436 49 392 non-E 35
Tc00.1047053507129.10  Actin 2, putative EANB4193 +=T71% 436 49 392 Esmeraldo
3 Tc00.104705351094530  Actin, putative (actin 3)!  FANS6458 1=39% Not present Not present 428 53 390 E=non-E 26
+=58%
4 Tc00.1047053511463.4  actin, putative (actin 4@ * 1=32% Not present LmjF35.0790 non-E 38
Tc00.1047053503841.40  Actin, putative (actin A‘I)‘l EAN85934 +=48% (AAZ14306) 459 6.7 426 Esmeraldo

Figura 5: Actinas de T. cruzi. MW e pl sado tedricos, os valores foram derivados da sequéncia de

aminodcidos deduzida de T. cruzi dos genes anotados. Chr = nimero do cromossomo.
FONTE: Cevallos et al., 2011.
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As actinas mais bem estudadas sao as actinas dos Apicomplexa Plasmodium
e Toxoplasma (GUPTA et al., 2015). Plasmodium spp. expressa duas isoformas de
actina, a actina I, mais abundante e expressa ao longo do ciclo de vida do parasita, e
a actina I, presente apenas nos gametocitos e esporozoitos (WESSELING et al.,
1988; DELIGIANNI et al., 2011). A actina | € responsavel pela mobilidade e invasao
das células hospedeiras pelos parasitas (MILLER et al., 1979; WETZEL et al., 2003),
enquanto a actina Il s6 é necessaria na gametogénese (VAHOKOSKI et al., 2014). As
actinas de Plasmodium hidrolisam ATP de forma eficiente e, ao contrério das actinas
candnicas, formam oligbmeros curtos (VAHOKOSKI et al., 2014).

T. gondii, ao contrario de Plasmodium spp., tem apenas uma isoforma de
actina, que € 93% idéntica a actina | de Plasmodium (GUPTA et al., 2015). Apesar do
seu alto potencial de polimerizacdo, a maior parte da actina de T. gondii esta presente
como mondmeros, sugerindo apenas uma ocorréncia transitéria de filamentos de
actina nesses parasitas (DOBROWOLSKI et al., 1997).

Em T. gondii, foi demonstrada a presenca de extensas redes de actina que
conectam parasitas entre si e também com a membrana do vacuolo parasitéforo
(PERIZ et al. 2017). A actina do parasita foi necesséria para transportar moléculas
entre os parasitas dentro de um vacuolo. Quando a actina foi depletada, a rede entrou
em colapso e os parasitas comegaram a se replicar em diferentes momentos e
perderam a habilidade de sair da célula hospedeira (PERIZ et al. 2017).

A prospeccao do genoma dos principais tripanosomatideos patogénicos (T.
brucei, T. cruzi e Leishmania) mostrou a presenca de genes que codificam a actina e
um repertério limitado de proteinas de ligacdo a actina que incluem ADF/cofilina,
profilina, twinfilina, forminas, coronina, CAP/Srv2 e miosinas. Curiosamente, 0s genes
gue codificam algumas proteinas componentes do complexo Arp2/3 de nucleacéo de
filamentos, tampé&o de filamentos (CapZ) e proteinas de reticulacdo de filamentos
estédo faltando no genoma desses parasitas (DE MELLO et al. 2008; GUPTA et al.,
2015).

Em Leishmania donovani, a actina esta presente ndo apenas no citoplasma,
regides corticais, flagelo e nucleo, mas também esta localizada no cinetoplasto onde
se associa ao DNA do cinetoplasto (kDNA) (SAHASRABUDDHE et al., 2004,
KAPOOR et al., 2010). E sugerido que a actina possui papel no remodelamento do
kKDNA, uma vez que ensaios in vitro revelaram que a actina realiza o corte do DNA,

gue converte os minicirculos de kDNA concatenados em sua forma aberta (KAPOOR
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et al., 2010).

Em T. brucei, a actina esta envolvida nos processos de endocitose e trafego
vesicular (GRACIA-SALCEDO et al., 2004). A distribuicdo subcelular da actina difere
entre as formas sanguinea e prociclica. Nas formas prociclicas, a actina esta
distribuida por todo o corpo celular. Em contraste, nas formas sanguineas, a actina
esta concentrada na regido posterior, entre o nicleo e o cinetoplasto, com marcacao
compativel com o caminho endocitico. De fato, foi demostrado que a actina co-localiza
com marcadores de endocitose. Em formas sanguineas, o silenciamento da
expressao da actina por RNAI resulta na parada da atividade endocitica e no trafego
vesicular pela bolsa flagelar (GRACIA-SALCEDO et al., 2004).

2.3 O CICLO DE VIDA DO T. cruzi

Trypanosoma cruzi pertence a Familia Trypanosomatidae, Ordem
Kinetoplastida (Filo: Euglenozoa, Classe: Kinetoplastea) (CAVALIER-SMITH, 2010),
a qual abrange protozoarios flagelados que possuem mitocondria Unica contendo uma
regido especializada que concentra todo o DNA mitocondrial, denominada
cinetoplasto. Além da arquitetura Unica do DNA mitocondrial, os protozoarios da
Ordem Kinetoplastida possuem outras caracteristicas peculiares, tais como: trans-
splicing do mRNA transcrito, organizacdo dos genes em clusters e
compartimentalizacdo da glicolise (HANNAERT et al. em 2003; CAMPBELL et al.,
2003; SIMPSON et al., 2004; LUKES et al., 2005; SIMPSON et al., 2006).

Todos os membros da familia Trypanosomatidae possuem um flagelo Unico,
gue emerge de uma invaginacdo da membrana, denominada bolsa flagelar. Além
disto, todos os membros caracterizam-se por serem exclusivamente parasitas
(PODLIPAEV, 2001). O género Trypanosoma constitui um dos mais importantes da
Familia Trypanosomatidae, pois inclui os agentes etiologicos de importantes
enfermidades humanas, tais como a doenca de Chagas (T. cruzi), e a doenca do sono
(T. brucei) (HIDE, 1999).

O ciclo de vida do T. cruzi inclui um hospedeiro invertebrado e um hospedeiro
vertebrado, que por vezes pode ser o homem. Os principais hospedeiros
invertebrados séo triatomineos dos géneros Triatoma, Rhodnius e Panstrongylus,

popularmente conhecidos como “barbeiros”. Estes insetos sdo também os principais
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vetores da doenca de Chagas. As fémeas sdo hematofagas e, uma vez contaminadas,
liberam as formas infectantes tripomastigotas metaciclicas nas fezes durante o
repasto sanguineo. Os tripomastigotas metaciclicos podem entrar no hospedeiro pelo
local da picada ou por solucéo de continuidade da pele. Uma vez no hospedeiro, esta
forma invade uma célula e diferencia-se para amastigota, forma replicativa. Os
amastigotas multiplicam-se por divisdo binéria, diferenciam-se em tripomastigotas
sanguineos e rompem a célula hospedeira. Os tripomastigotas sanguineos podem
invadir outras células adjacentes ou atingir a corrente sanguinea e infectar diferentes
tecidos e tipos celulares, repetindo o ciclo replicativo. O triatomineo é infectado
quando se alimenta do sangue de um mamifero contaminado pelo parasita. No
intestino do hospedeiro invertebrado, ocorre a diferenciagéo para a forma replicativa
epimastigota, que se multiplica por divisdo binaria e migra para a por¢ao posterior do
intestino onde diferencia-se para tripomastigota metaciclico, reiniciando o ciclo (Figura
6) (revisto por TYLER & ENGMAN, 2001).
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Figura 6: Ciclo de vida do T. cruzi. (1) durante o repasto sanguineo, o inseto triatomineo infectado
libera tripomastigotas metaciclicos em suas fezes perto do local da picada. Os tripomastigotas
metaciclicos entram no hospedeiro vertebrado através da ferida ou através de mucosas. (2) dentro do
hospedeiro vertebrado, os tripomastigotas metaciclicos invadem as células proximas e se diferenciam
em amastigotas intracelulares. (3) os amastigotas se multiplicam por fissdo binaria e (4) diferenciam-

se em tripomastigotas sanguineos, que sdo liberados para circulagdo. Os tripomastigotas sanguineos
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infectam células de uma variedade de tecidos e se transformam em amastigotas intracelulares em

novos locais de infec¢do. As manifestacdes clinicas podem resultar deste ciclo infeccioso. (5) durante

0 repasto sanguineo outro triatomineo é infectado pela ingestdo de sangue contendo parasitas
circulantes. (6) os tripomastigotas sanguineos ingeridos se diferenciam em epimastigotas no intestino
médio do vetor e se multiplicam (7). (8) no intestino posterior, os parasitas diferenciam-se em
tripomastigotas metaciclicos e o ciclo reinicia.

ADAPTADO DE: Centers for Disease Control and Prevention

2.4 ACTINAS DE T. cruzi

O papel da actina permanece pouco compreendido em T. cruzi. No genoma de
T. cruzi estdo anotados 4 genes que codificam actinas putativas. Essas actinas foram
didaticamente nomeadas de 1 a 4. A TcActina 1 (TcActl) é a isoforma mais
conservada, mesmo quando comparada a outros organismos, incluindo humanos,
enquanto que a TcActina 4 (TcActd) é a menos conservada, estando
filogeneticamente mais proxima as ARPs do que a actina propriamente dita
(CEVALLOS etal., 2011). A TcActl é a Unica que possui ortélogos tanto em T. brucei
qguanto em L. major (CEVALLOS et al., 2011).

A prospeccdo do genoma de T. cruzi revelou que as principais proteinas que
participam dos processos de nucleacdo e de treadmilling da actina em eucariotos
superiores estao conservadas, indicando que a maquinaria basica necessaria para a
formacdo do filamento esta codificada no genoma deste parasita (DE MELO et al.,
2008). O fato de microfilamentos nunca terem sido observados em T. cruzi pode se
dar devido a fatores tais como a instabilidade do filamento ou montagem ineficiente
(DE MELO et al., 2008). De Melo (2008) observou que, apesar da estrutura global da
TcActl ser conservada em relacdo as actinas de outros eucariotos, a maioria das
substituicdes de aminoacidos encontradas esta na superficie do mondémero, em geral
nos loops responsaveis pela interacdo mondmero-mondémero durante a formacéo do
filamento.

Ainda que a actina seja uma proteina altamente conservada, actinas de
protistas sdo bem menos conservadas, ndo s6 quando comparadas as actinas
convencionais de organismos multicelulares, mas também as variantes de um mesmo
organismo (SEHRING et al., 2007). Essa caracteristica € também observada em T.
cruzi, onde a similaridade entre as isoformas de actinas € inferior a 70% (CEVALOS
et al., 2011).
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Os primeiros estudos sobre a actina de T. cruzi centraram esforgos na
identificacdo e determinacdo da localizagdo subcelular dessa proteina no parasita,
utilizando anticorpos heterdlogos contra a actina de outros organismos. Anticorpos
contra a actina de coelho detectaram uma proteina de 43 kDa (MORTARA, 1989),
enquanto que anticorpos contra a actina de Entamoeba histolytica mostraram uma
reacao positiva no flagelo de T. cruzi (DE SOUZA et al., 1983), levantando a hipotese
da presenca de actina na estrutura paraflagelar. Entretanto, trabalhos subsequentes
nao encontraram actina em fracdes purificadas de estrutura paraflagelar (DE MELLO
et al., 2008). Mais recentemente, a localizacdo subcelular da actina foi avaliada
utiizando um anticorpo homodlogo contra a TcActl nas diferentes formas de
desenvolvimento deste parasita. Este ensaio revelou muitas estruturas arredondadas
e lineares, distribuidas ao longo do citoplasma, e que nao tinham associacdo com
microtubulos subpeliculares ou com o DNA nuclear ou do cinetoplasto (DE MELLO et
al. 2008; CEVALLOS et al., 2011).

Alteracbes no padrdo de expressdo de actina durante o desenvolvimento
também foram relatadas. Cevalos e colaboradores (2011) detectaram, por
imunofluorescéncia, diferencas na distribuicdo subcelular da TcActl entre os estagios
do ciclo de vida do parasita. Em formas epimastigota, a actina esta distribuida por todo
o corpo celular, com concentracées da marcagao proximas a regiao da bolsa flagelar
e ao longo do flagelo. Em tripomastigotas, a marcacdo se mostrou fraca e
uniformemente distribuida por toda a célula. Nas formas amastigotas, a distribuicdo
da actina € heterogénea, tendendo a se acumular ao redor da membrana celular.

Trabalhos do nosso grupo de pesquisa determinaram a localizacao subcelular
da TcAct2, que esta concentrada na regido perinuclear das formas epimastigotas
(BORGES, 2016), embora néo tenha sido determinada a sua localizacdo em todas as
formas evolutivas do parasita.

Excetuando-se, pois, as analises de localizacao subcelular, nada é conhecido
sobre o papel que cada uma das actinas desempenha em T. cruzi, bem como de sua
importancia durante o ciclo de vida do parasita. A compreensédo das fungbes das
isoformas de actina em T. cruzi pode fornecer dados relevantes sobre a biologia
celular deste parasita, bem como abrir novos caminhos para a pesquisa de farmacos.
Dessa forma, esse trabalho tem como objetivo a caracterizagao funcional da actina 4

de T. cruzi.
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3 OBJETIVOS
3.1 OBJETIVO GERAL

Este trabalho tem como objetivo geral a caracterizacdo funcional da actina 4 de

T. cruzi.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Determinar o padrdo de expressdo da actina 4 nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita por ensaios de western blot;

- Determinar a localizacdo subcelular da actina 4 nas diferentes formas de
desenvolvimento do parasita através de analises de microscopia eletrénica e de
fluorescéncia;

- Avaliar o fenétipo da linhagem nocaute para o gene da actina 4 obtido atraves da
técnica de CRISPR-Cas9;

- Determinar as proteinas que interagem com a actina 4 através de técnicas de

imunoprecipitagao e espectrometria de massas.
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4 MATERIAL E METODOS
4.1 CULTIVO DE Escherichia coli

As cepas de E. coli foram cultivadas em meio LB a 37 °C (SAMBROOK et al., 1989),
sob agitacdo a 200 rpm. O meio solido utilizado para o cultivo foi obtido pela adicdo

de &gar (15 g/L) ao meio LB.

4.2 CELULAS QUIMIO-COMPETENTES

Para o preparo de células quimio-competentes, as cepas de E. coli BL21 e
TOP10 foram cultivadas em meio LB, contendo os antibiéticos adequados, a 37 °C
sob agitacao a 200 rpm, até atingir uma D.O.s0onm de 0,5. A cultura foi mantida por 15
minutos no gelo e centrifugada a 3.000 x g, 4 °C, durante 10 minutos. As células foram
ressuspensas em 50 mL de solucdo contendo CaCl 100 mM e HEPES 10 mM, e
incubadas em gelo por aproximadamente 2 horas. As células foram centrifugadas
novamente e o pellet foi ressuspenso em 2 mL da solucdo de ressuspenséo (CaClz
100 mM, HEPES 10 mM e glicerol 10%). As células foram aliquotadas e congeladas
a-80°C.

Para as transformacdes, 5 L de DNA plasmidial foram adicionados a 50 pL de
células quimio-competentes e incubadas em gelo por 30 minutos. O choque térmico
de 1,5 minutos a 42 °C foi seguido de resfriamento em gelo por 2 minutos. As células
foram recuperadas em meio LB a 37 °C, durante 1 hora. Posteriormente, as células
foram semeadas em meio LB sélido contendo os antibi6ticos apropriados.

4.3 CULTIVO DE Trypanosoma cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi da cepa CL (BRENER & CHIARI, 1963) e do
clone Dm28c (CONTRERAS et al., 1985, CONTRERAS et al., 1988) foram mantidas
em meio LIT (Liver Infusion Tryptose) (CAMARGO, 1964) a 28 °C, com passagens a
cada trés dias mediante indculos de 1 x 108 células/mL. Quando necessario, as formas
epimastigotas foram coletadas por centrifugagcdo no terceiro dia de cultivo

(correspondente a fase logaritmica de crescimento), quando a densidade celular se
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apresentou entre 1 - 3 x 10’ células/mL. Para o ensaio de imunoprecipitacdo foi
utilizado o clone Dm28c, para os demais ensaios foi utilizada a cepa CL de T. cruzi.

As formas tripomastigotas metaciclicas foram obtidas através do processo de
diferenciacao in vitro (BONALDO et al., 1988). Para isto, formas epimastigotas foram
cultivadas em meio LIT até atingirem o inicio da fase estacionaria e coletadas por
centrifugacéo a 3.000 x g por 10 minutos. Os parasitas foram submetidos ao estresse
nutricional em meio TAU (Triatomine Artificial Urine) por 2 horas a 28 °C na
concentragdo de 5 x 108 células/mL. Apés o estresse nutricional, os parasitas foram
submetidos a diferenciagcdo em meio TAU3AAG (meio TAU suplementado com 10 mM
L-prolina 10, 50 mM glutamato sédico, 2 mM aspartato sédico e 10 mM glicose) na
densidade de 5 x 10° parasitas/mL por 6 dias a 28 °C. O sobrenadante do meio de
diferenciacao foi coletado e centrifugado por 15 minutos a 3.000 x g. Os parasitas
foram contados em camara de Neubauer.

Para a obtencéo de tripomastigotas e amastigotas derivados de infeccéo in
vitro, células VERO (ATCC® numero: CRL-2783™) foram cultivadas em meio RPMI
suplementado com 10% de soro fetal bovino, penicilina 100 Ul/mL, estreptomicina
10 pg/mL e glutamina 2 mM a 37 °C com 5% de COx. Culturas de células VERO com
confluéncia entre 50% - 70% foram infectadas com formas tripomastigotas
metaciclicas na razdo de 100 parasitas para cada célula hospedeira em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium). Apds 4 horas de interacao, os parasitas livres
no sobrenadante foram retirados com a troca do meio. Para liberacdo dos
amastigotas intracelulares, as células VERO foram lisadas 48 horas ap0s a infec¢ao
pelo método de cavitacdo, utilizando 180 psi de pressdo por 5 minutos com uma
bomba SPAN com gas nitrogénio pressurizado (Parr Instrument Company™). Células
VERO nao lisadas foram removidas por centrifugacao a 800 x g por 10 minutos, e 0s
amastigotas foram recuperados do sobrenadante conforme descrito previamente
(BATISTA et al., 2015). Para a obtencéo das formas tripomastigotas, as culturas de
células VERO infectadas foram incubadas por 4 dias e o sobrenadante foi coletado
e centrifugado por 15 minutos a 3.000 x g.
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4.4 OBTENCAO DO EXTRATO PROTEICO DE T. cruzi

Os parasitas foram contados, lavados em PBS, centrifugados por 5 minutos a
3.000 x g e ressuspensos em uma concentracdo final de 1 x 108 parasitas/mL em
tampéao de amostra [Tris HCI 40 mM, SDS 1%, B-mercaptoetanol 2,5%, Glicerol 6%,
azul de bromofenol 0,005%, 1 mM PMSF e 10 uM E-64 ou coquetel de inibidores de
proteases (Sigma®) em PBS]. Em seguida, as amostras foram fervidas por 5 minutos.

Os extratos foram mantidos a -20 °C.

4.5 Western blot

Western blot foi realizado de acordo com protocolo de Towbin e colaboradores
(1979), com modificacdes. Os extratos proteicos de T. cruzi (5 x 10° células/poco)
foram separados por SDS-PAGE e transferidos para uma membrana de nitrocelulose
(Optitran BA-S 83; GE Healthcare Life Sciences) em tampao de transferéncia para
western blot (Tris-base 25 mM, Glicina 192 mM, Metanol 20%). A membrana foi
bloqueada com solucgéo de bloqueio (PBS pH 8,0/Tween 0,05% e leite desnatado 4%).
ApOs o blogueio, a membrana foi lavada por 3 vezes com PBS/Tween e incubada com
o anticorpo primario diluido em solucdo de bloqueio por uma hora a temperatura
ambiente. Apds esse tempo a membrana foi lavada por 3 vezes com PBS/Tween,
incubada com o anticorpo secundario diluido na solu¢do de bloqueio por 1 hora a
temperatura ambiente e lavada por 3 vezes com PBS/Tween. Os imunocomplexos
foram revelados por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase
(SuperSignal™ West Pico PLUS Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific) e
fotodocumentada em transluminador L-Pix Chemi Express (Loccus Biotecnologia, S&o
Paulo — SP).

4.6 EXTRACAO DE DNA DE T. cruzi

A obtencdo do DNA foi realizada mediante extracdo em pequena escala

utilizando cloreto de litio. Para isso, foi utilizada cultura de 3 dias de T. cruzi

(aproximadamente 1 x 107 parasitas por mL). Da cultura foi retirado 1 mL, centrifugado
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por 5 minutos a 6.000 x g. O pellet foi lavado 2 vezes com PBS, ressuspenso em 500
pL de TELT (Tris-HCI 50 mM, EDTA 62,5 mM, LiCl 2,5 mM e Triton X-100 4%) e
incubado por 5 minutos, invertendo o tubo algumas vezes. Foram adicionados 300 pL
de fenol/cloroférmio e o material foi centrifugado a 13.000 x g por 5 minutos. A fase
superior da solucdo foi coletada e transferida para um novo tubo, onde foram
adicionados mais 300 pL de fenol/cloroférmio e o material foi centrifugado novamente.
A fase aquosa foi coletada, seguida da adicdo de 2 volumes de etanol 100%. O
material foi centrifugado por 5 minutos a 9.000 x g. O sobrenadante foi descartado e
o pellet foi lavado com 1 mL de etanol 70% e centrifugado novamente. O sobrenadante
foi descartado e o DNA foi desidratado em termobloco a 42 °C. O pellet foi
ressuspenso em 50 pL de TE/RNAse (Tris HCI 10 mM pH 7,4, EDTA 1 mM pH 8,
RNAse 1 pug/mL).

4.7 REACAO EM CADEIA DA POLIMERASE (PCR)

As reacfes de PCR foram realizadas em solucdo contendo dNTP 0,2 mM;
MgCl2 1,5 mM; tampé&o da Tag DNA polimerase 1x (Invitrogen); 0,5 uM dos pares de
iniciadores; 1 unidade de Taqg DNA polimerase (Invitrogen), e aproximadamente 100
ng de DNA molde em H20 ultrapura. As condi¢bes da reagdo foram: um ciclo de
desnaturacao inicial a 92 °C por 5 minutos; 35 ciclos de desnaturacéo a 92 °C por 30
segundos seguido de anelamento a 57 °C por 30 segundos e extensao a 72 °C por 1
minuto; um ciclo de extenséo final a 72 °C por 5 minutos. Os produtos de PCR foram
purificados com kit de purificacdo QIAquick PCR Purification Kit (QIAGEN) de acordo

com o protocolo do fabricante.

4.8 ELETROFORESE DE DNA

A eletroforese de DNA foi realizada em gel de agarose 1% em cuba horizontal
(SAMBROOK et al., 1989). Para a corrida eletroforética, foi utilizado o tampédo TBE
1X. Ap6s a corrida, o gel foi tratado com brometo de etideo (0,5 pg/mL) e
fotodocumentado em transluminador L-PIX EX (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo —

SP) sob luz ultravioleta a 312 nm.
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4.9 TRANSFECCAO DE EPIMASTIGOTAS DE T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi cultivadas por 3 dias foram coletadas por
centrifugacdo. As células (1 x 108) foram ressuspensas em 100 pL do tampéo de
eletroporagéo Th-BSF (KCI 5 mM, CaCl2 0,15 mM, Na2HPO4 90 mM, HEPES 50 mM,
pH 7,3) e transferidas para cubetas de eletroporacéo estéreis. Foram adicionados
cerca de 20 pg do DNA a ser transfectado. Uma cubeta contendo apenas a suspenséo
de parasitas foi utilizada como controle. As amostras foram transfectadas utilizando o
programa U-033 com 1 pulso no eletroporador Amaxa Nucleofector 2b (Lonza
Cologne AG, Germany). Apos o choque, os parasitas foram transferidos para garrafas
de cultura contendo meio LIT e incubados por 24 horas. Apés este periodo, o
antibiotico G418 foi adicionado na concentracdo de 500 pg/mL. As culturas foram
mantidas com passagens até a auséncia de proliferacdo celular na cultura controle
(PACHECO-LUGO et al.,2017).

4.10 OBTENCAO DO ANTISSORO CONTRA TcAct4 RECOMBINANTE

Para a obtencédo de soro policlonal, trés camundongos da linhagem Swiss (30
a 45 dias de vida) foram inoculados com a proteina TcAct4 recombinante previamente
obtida (ROSA, 2015).

Antes das imunizacdes, foi retirado o soro pré-imune da veia caudal de todos
0S animais para teste de reatividade do soro. Os camundongos foram imunizados com
uma suspenséao contendo 50 pg da proteina recombinante e 77 pL de adjuvante Alu-
Gel (Serva), por via intraperitoneal. Foram realizadas quatro inoculacdes com intervalo
de duas semanas cada. Trés dias ap0s a Ultima inocula¢éo, o sangue dos animais foi
coletado por punc¢éo cardiaca, centrifugado por 10 minutos a 4.000 x g para a coleta
do soro, que foi aliguotado e mantido a - 70 °C.

A especificidade do soro produzido foi verificada por ensaio de Western blot e
imunofluorescéncia.

O uso de animais seguiu as normas do Comité de Etica para Utilizacéo de
Animais da Fiocruz (CEUA protocolo P-47/12-3, licenga LW 15/13).
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4.11 ANALISE DA EXPRESSAO DE TcAct4

O perfil de expressao da TcAct4 foi analisado por Western blot, conforme item
4.5, onde extratos proteicos de formas epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos,
amastigotas e tripomastigotas celulares de T. cruzi foram submetidos a separagao
proteica por SDS-PAGE e transferidos para membrana de nitrocelulose. As
membranas foram incubadas com o antissoro anti-TcAct4 na diluicdo de 1:500. Apds
3 lavagens em PBS, as membranas foram incubadas com anticorpo anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase (Anti-Mouse IgG (whole molecule)—Peroxidase
antibody produced in goat; Sigma-Aldrich) na diluicdo de 1:10.000. A membrana foi
revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase (SuperSignal™ West
Pico PLUS Chemiluminescent Substrate; Thermo Scientific) e fotodocumentada em

transluminador L-Pix Chemi Express (Loccus Biotecnologia, Sdo Paulo — SP).

4.12 IMUNOLOCALIZACAO POR IMUNOFLUORESCENCIA

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os parasitas foram fixados em
formaldeido 4% em tampéo fosfato 0,1 M pH 7,2 por 30 minutos e depositados em
laminas tratadas com poli-L-lisina. Apés 30 minutos de incubacéo, as laminas foram
lavadas trés vezes por 10 minutos (cada lavagem) com PBS e incubadas por 5
minutos com Triton X-100 a 0,1% diluido em PBS a temperatura ambiente. As laminas
foram novamente lavadas com PBS e incubadas em soluc&o de bloqueio (PBS pH 8,0
e BSA 3%) por uma hora a temperatura ambiente. A solucdo de bloqueio foi retirada
e as laminas foram incubadas, por 1 hora, com o antissoro anti-TcAct4 (produzido em
camundongo) ou com o antissoro anti-GFP (produzido em coelho) diluidos em solucéo
de bloqueio (1:150). As laminas foram lavadas 3 vezes em solucdo de blogueio e
incubadas por uma hora com o anticorpo secundario apropriado, anti-lgG de
camundongo conjugado ao fluorocromo Alexa-Fluor 594 ou 546 ou ao anti-lgG de
coelho conjugado ao fluorocromo Alexa-Fluor 488 (Sigma®) diluido em solucdo de
blogueio (1:600). As laminas foram lavadas 3 vezes em solucéo de bloqueio, seguida
de 3 vezes em PBS. O corante de DNA Hoechst 33258 foi adicionado na concentracéo
de 1 pg/pL e incubado por 20 minutos. As laminas foram lavadas em agua e seladas

com o reagente Prolong® Gold antifade com uma laminula de microscopia otica, e
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observadas em microscopio oOptico invertido de fluorescéncia DMI 6000 B (Leica
Biosystems) associado a software de deconvolugcédo ou microscopio Confocal Leica

SP5 (Leica Biosystems).

4.13 IMUNOCITOQUIMICA

Para os ensaios de imunocitoquimica, os parasitas foram fixados em solucéo
contendo 4% de paraformaldeido, 0,1% de glutaraldeido em tampé&o fosfato 0,1 M por
1 hora. Apés fixacdo, os parasitas foram lavados com tampdo fosfato 0,1 M,
desidratados em concentragfes crescentes de etanol (30, 50, 70, 90 e 100%) e
emblocados em resina Lowicryl Monostep (EMS®). Os blocos foram cortados em
ultramicrétomo (Leica® EM UCSB), e os cortes ultrafinos (70 nm) foram coletados em
grades de niquel (EMS®). Os cortes foram bloqueados e hidratados em cloreto de
amonio 50 mM por 30 minutos, e bloqueados novamente por 30 minutos em solucéo
de bloqueio (PBS pH 8 e BSA 3%). As grades foram incubadas com anticorpo anti-
TcAct4 diluido em solucdo de bloqueio (1:10) por 1 hora, lavadas com solucao de
bloqueio e posteriormente incubadas com o anticorpo secundério anti-lgG de
camundongo conjugado a ouro coloidal de 15 nm diluido em solugédo de bloqueio
(1:40) por 1 hora. As grades foram lavadas em tampéao de bloqueio, PBS pH 8 e agua.
As amostras foram contrastadas com acetato de uranila 5% em agua por 40 minutos
e por 5 minutos em citrato de chumbo. As amostras foram observadas em microscépio

eletronico de transmissao JEM-1400Plus (Jeol USA inc.) operando a 80 KeV.

4.14 OBTENCAO DE LINHAGEM DE T. cruzi MUTANTE PARA O GENE TcAct4

(TcAct4 KO)

Os parasitas TcAct4 KO (ID TcCLB.503841.40, www.tritrypdb.org)  foram

obtidos utilizando o sistema CRISPR-Cas9, conforme descrito anteriormente por Peng

e colaboradores (2015). Para isso o oligonucleotideo iniciador senso Cas9Act4KoF’
foi desenhado com o auxilio da plataforma online CRISPR gRNA (guide RNA) - Design

Tool for Eukaryotic Pathogens (disponivel no site https://grna.ctegd.uga.edu), com a

qual foi possivel identificar e selecionar a sequéncia do gRNA


http://www.tritrypdb.org/
https://grna.ctegd.uga.edu/
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(GCAACAGTTGGACGCGTCAT). Na extremidade 5’ desta sequéncia foi adicionado
0 sitio promotor da T7 RNA polimerase (em azul) e na porgédo 3° do gRNA foi

adicionada a sequéncia iniciadora senso da sequéncia scaffold (em verde) resultando

no primer Cas9Act4KoF’
(GGAGGCCGGAGAATTGTAATACGACTCACTATAGGGAGAGCAACAGTTGGACG
CGTCAT ). O oligonucleotideo antissenso

ScaffoldR’ contém a sequéncia AAAAAAGCACCGACTCGGTGCCACTT. Os
oligonucleotideos Cas9Act4KoF’ e ScaffoldR’ foram utilizados para realizar a reacao
de amplificacdo da sequéncia scaffold (inserida no vetor pX330) (PENG et al., 2015),
gerando o DNA molde para a reacao da transcricdo in vitro e obtencdo do RNA guia.
A reacao de transcricdo foi realizada utilizando o kit Megashortscript (Thermo Fisher
Scientific) com 4 pL T7 Transcription 5x Buffer, 6 pL rNTPs, 2 yuL Enzyme Mix T7, 10
Hg DNA molde em volume final de 20 uL. A reacéo foi incubada a 37 °C por 4 horas.
Apés o término da reacdo, o RNA guia foi precipitado com etanol e ressuspenso em
dgua Ambion® DEPC-treated (Thermo Fisher). A concentragdo de RNA foi
determinada por NanoDrop® (Thermo Scientific). O RNA guia foi mantido a - 80 °C
até o momento da transfeccéao.

Formas epimastigotas de T. cruzi expressando a SpCas9 (Peng et al., 2015)
foram transfectadas com aproximadamente 20 pg do gRNA para TcAct4 e 20 pg do
DNA molde 5
TGCAACAAATTGAGCAACAGTTGGACGCGTTAGATAGATAGCATTGGCTGAAAA
GAGTGTTTTTTGGGTGG 3’, que consiste em uma sequéncia homadloga ao gene alvo
TcAct4, com a insercao de coédons de parada (em vermelho) nas trés possiveis fases
de leitura.

Trés dias apos a transfeccédo, os parasitas foram separados por sorting single
cell (Citdmetro de Fluxo - FACSaria Il; Becton & Dickson Biosciences) em placas de
96 pocos, contendo 200 uL/poco de meio de cultura. Aproximadamente um més apos
a transfeccéao foi realizada a triagem dos parasitas por PCR, com combinacgdes de
oligonucleotideos iniciadores que anelam somente no DNA dos parasitas TcAct4 KO

ou nos parasitas selvagens (conforme descrito no item 4.7). Para a triagem dos clones

foram desenhados 0 oligonucleotideo senso Act4F’
(TGAAGGTCACAATAGCAGGTGA) que hibridiza tanto no alelo selvagem quanto no
alelo mutado, e 0S oligonucleotideos antissenso Act4KoR’

(TTTCAGCCAATGCTATCTATCTAAC, que hibridiza somente no alelo mutado), e
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ActdWTR’ (CTCTTTTCAGCCAATGACGC, que hibridiza somente no alelo selvagem).
Os possiveis clones nocautes para o gene TcAct4 foram selecionados e o produto de
PCR do gene TcAct4 destes clones foi sequenciado para confirmacédo da obtencéo
dos parasitas nocaute. Apds o resultado do sequenciamento foi escolhido um clone

da populacdoTcAct4 KO para as analises seguintes.

4.15 CURVA DE CRESCIMENTO E QUANTIFICACAO DA METACICLOGENESE

Formas epimastigotas de T. cruzi CL selvagem e TcAct4 KO foram cultivadas
em meio LIT (inéculo de 1 x 108 células/mL). A contagem dos parasitas foi realizada
diariamente, por 14 dias, usando o contador Coulter Counter (Beckman Coulter, CA,
EUA). As contagens foram realizadas em triplicatas técnicas e os dados foram
analisados por ANOVA de duas vias seguida de pos teste de Bonferroni usando o
software GraphPad versao 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA).

Para quantificar a metaciclogénese, formas epimastigotas de T. cruzi CL
selvagem e TcAct4 KO foram submetidas ao processo de metaciclogenese in vitro
(conforme descrito no item 4.3). Os tripomastigotas metaciclicos foram contados em
camara de Neubauer apds 6 dias de incubacdo em meio TAU3AAG. As contagens
foram realizadas em triplicatas bioldgicas e os dados foram analisados com o teste t
usando o software GraphPad verséo 5 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA).

4.16 AVALIACAO DA INFECTIVIDADE DOS PARASITAS TcAct4 KO

Células VERO (ATCC® numero: CRL-2783™) foram semeadas em placas de
96 pocos com uma densidade de 5 x 102 células/poco com formas metaciclicas de T.
cruzi derivadas in vitro (taxa de células hospedeira:parasitas de 1:100). ApGs 4 horas
de interagcdo, as placas foram lavadas duas vezes com PBS, foi adicionado meio
DMEM e as placas foram incubadas durante 4 dias a 37 °C em 5% de CO2. Apés a
incubagéo, as placas foram lavadas em PBS e as células foram fixadas durante 5
minutos com metanol gelado. Em seguida, as placas foram incubadas com 100 pL de
DAPI (1 uyg mL1) em PBS e fotografadas em microscépio 6ptico invertido de

fluorescéncia Leica com magnificacdo de 40 X. As imagens foram analisadas com
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auxilio do programa Adobe Photoshop CS5.1 para contagem dos amastigotas
intracelulares.

Esses dados foram utilizados para calcular o indice de infectividade, usando a
seguinte férmula: indice de infectividade = % células infectadas x numero de
amastigotas por célula infectada. Os valores do indice de infectividade para cada
condicao representam dados de triplicatas bioldégicas com triplicatas técnicas. A
andlise estatistica foi realizada pelo método ANOVA, seguida pelo pés teste de
comparagdes multiplas de Tukey-Kramer, usando o software GraphPad Prism versao
5 (GraphPad Software Inc, La Jolla, CA, EUA).

4.17 MICROSCOPIA ELETRONICA DE VARREDURA

Culturas de parasitas selvagem e TcAct4 KO em fase exponencial de 3 dias
foram coletadas por centrifugacdo por 5 minutos a 3.000 x g e lavadas duas vezes
com PBS. As células foram fixadas em glutaraldeido a 2,5% em tampao fosfato 0,1
M, pH 7,2 por 40 minutos. Apos fixacdo, o material foi lavado com 0 mesmo tampéao
por 2 vezes. Em seguida, as células foram aderidas em laminulas recobertas com poli-
L-lysina 0,01% e pos-fixadas com uma solugdo contendo tetroxido de 6smio 1%,
ferrocianeto de potéassio 0,8% e cloreto de célcio 1 mM em tampéo fosfato 0,1 M, pH
7,2 por 30 minutos, no escuro, a temperatura ambiente. Apds a incubacao, as células
foram lavadas 2 vezes com agua ultrapura. O material foi desidratado gradativamente
em solucdes com concentragdes crescentes de etanol e mantidos em etanol 100%.
Na sequéncia foi realizada secagem do material pelo método do ponto critico
utilizando equipamento Leica EM CPD300 e a metalizacdo com ouro foi feita em
sistema de revestimento Leica EM ACE200. As amostras foram observadas em
microscopio eletrénico de varredura JEOL, modelo JSM6010, operando a 20 kV,
utilizando detector de elétrons secundarios, com distancia de trabalho de 6 mm, e spot

size 50.
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4.18 MICROSCOPIA ELETRONICA DE TRANSMISSAO

Culturas dos parasitas selvagem e TcAct4 KO em fase exponencial de 3 dias
foram coletadas por centrifugacdo por 5 minutos a 3.000 x g e lavadas duas vezes
com tampao fosfato 0,1 M. As células foram fixadas em solucdo contendo
paraformaldeido a 4%, glutaraldeido a 2,5% em tampao cacodilato de sédio 0,1 M, pH
7,2 por 40 minutos. Apos fixacao, o material foi lavado com tampéao cacodilato de sodio
por 3 vezes. Em seguida, as células foram pos-fixadas com uma solucdo contendo
tetroxido de ésmio 1%, ferrocianeto de potassio 0,8% e cloreto de calcio 1 mM em
tampao cacodilato de s6dio 0,1 M, pH 7,2 por 30 minutos, no escuro, a temperatura
ambiente. Apos a incubacdo, as células foram lavadas 3 vezes em tampao cacodilato
de sédio. O material foi desidratado gradativamente em solu¢cées com concentracdes
crescentes de acetona (30, 50, 70, 90 e 100%) e incubado por 16 horas em uma
mistura de acetona 100%/Epon EMbed 812 (EMS, Hatfield, PA, USA) na proporcao
1:1 (v/v). ApGs, o material foi incubado por 4 horas em Epon puro e, posteriormente,
incluido em novo Epon e polimerizado por 72 horas a 60 °C. Cortes ultrafinos (60 nm)
foram obtidos em ultramicrétomo (Leica Reichert Ultracuts). Os cortes foram coletados
em grades de cobre de 300 mesh, contrastados por 40 minutos em acetato de uranila
a 5% em agua, e por 5 minutos em citrato de chumbo. As amostras foram observadas
em microscopio eletrénico de transmissdo JEOL, modelo JEM-1400PIlus operando a
80 KeV.

4.19 COMPLEMENTAGCAO GENICA

Para a complementacdo génica, os parasitas TcAct4 KO foram transfectados
com uma copia ectopica do gene TcAct4. Para isso o gene TcAct4 foi inserido no vetor
de entrada da plataforma Gateway®, pDONR221, e posteriormente subclonado em
dois plasmideos distintos: pTcNeoGFP-N e pTcNeoGFP-C, que contém a etiqueta
GFP na porgédo amino-terminal e carboxi-terminal, respectivamente. Ambos os vetores
conferem resisténcia ao antibiotico G418 e foram construidos no ICC.

O gene TcAct4 foi obtido por PCR de DNA génomico de T. cruzi utilizando o
par de oligonucleotideos iniciadores Act4dGWF’ 5
GGGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTCATGCAAAGTACCATCGTGCTG &
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e Act4GWR’ 5
GGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCGCCCACACGGCGGTTGTGCA 3.
Para a inser¢cdo dos genes no vetor de entrada, na extremidade 5’ de cada iniciador
foi inserida a sequéncia attB (em vermelho), responsavel pela recombina¢do do
produto de PCR ao vetor de entrada pDONR™221 da plataforma Gateway®. Os
oligonucleotideos iniciadores foram desenhados com base no banco de dados
TriTrypDB - The Kinetoplastid Genomics Resource (disponivel no site

http://tritrypdb.org), utilizando o programa Snapgene® e analisados com o auxilio do

programa online Oligo Analyzer da IDT -

http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/.

O produto da PCR com tamanho de 1.340 pares de base (pb) foi clonado em
vetor de entrada pDONR221. A reacéo de clonagem continha 150 ng do produto de
PCR, 150 ng do vetor, 1 uL de BP clonasse em tampéao T.E (Tris-HCI 10 mM pH 8,0,
EDTA 0,5 mM) no volume final de 10 pL de reacdo. A reacgéo foi incubada por
aproximadamente 16 horas a 25 °C e transformada em E. coli TOP10 (conforme item
4.2) e semeadas em meio contendo canamicina (25 pg/mL). Colbnias positivas foram
triadas por PCR de colbénia. Uma colbnia positiva foi escolhida, cultivada em meio LB
e o0 plasmideo recombinante (pDONRact4) foi purificado utilizando kit de mini-
prepeparacdo QIAprep® Spin (QIAGEN), de acordo com as recomendacdes do
fabricante.

O gene TcAct4 clonado no vetor pDONRact4 foi entdo recombinado nos
vetores pTcNeoGFP-N e pTcNeoGFP-C dando origem aos vetores pTcGFPn-Act4 e
pTcGFPc-Act4 (Figura 5), respectivamente. Para tanto, 150 ng do vetor recombinante
pDONRact4 foram misturados com 150 ng dos vetores de destino, 1 uL de LR clonase
em tampao T.E no volume final de 10 yL de reacdo. As reacdes foram incubadas
conforme descrito anteriormente e transformadas em E. coli TOP10 e plaqueadas em
meio contendo ampicilina (100 pg/mL). Colbnias positivas foram triadas por PCR de
colénia. Uma colonia positiva foi escolhida, crescida em meio LB e os plasmideos
recombinantes foram purificados utilizando kit de mini-purificacdo QIAprep® Spin
(QIAGEN).


http://tritrypdb.org/
http://www.idtdna.com/analyzer/Applications/OligoAnalyzer/
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Figura 5: Mapa dos vetores de expressdo da actina 4. (A) Vetor pTcGFPn-Act4. Vetor para
expressdo da actina 4 fusionada a GFP na por¢cdo amino-terminal. (B) Vetor pTcGFPc-Act4. Vetor para
expressdo da actina 4 fusionada a GFP na porcéo carboxi-terminal. Ambos os vetores contem gene de

resisténcia a neomicina.

Formas epimastigotas dos parasitas TcAct4 KO foram transfectadas com os
vetores pGFPnAct4 ou pGFPcAct4 conforme o item 4.9. Os parasitas foram
selecionados em meio LIT na presenca de G418 (500 pug/mL). A populacdo TcAct4
KO complementada foi analisada para a expressdo ectépica de TcAct4 por western
blot, usando o antissoro anti-TcAct4.

Os parasitas complementados foram avaliados em relacdo a proliferacéo
celular e organizagéo intracelular por microscopia eletronica de transmissao, conforme

descrito anteriormente nos itens 4.15 e 4.18, respectivamente.

4.20 IMUNOPRECIPITACAO DE TcAct4

4.20.1 Obtencéo de linhagem de T. cruzi expressando TcAct4 fusionada a GFP.

Formas epimastigotas de T. cruzi selvagem foram transfectadas com o mesmo
vetor utilizado para a complementagdo génica, pGFPcAct4 (item 4.19). Os parasitas
transfectados foram selecionados em meio LIT contendo G418 (500 pg/mL). Como
controle, parasitas selvagens foram transfectados com o plasmideo pTcGW-GFP,

para a expresséo do gene GFP apenas (T. cruzi-GFP).
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4.20.2 Obtenc¢édo da fracdo soluvel de extratos proteicos de T. cruzi

Formas epimastigotas de T. cruzi Dm28c selvagem, T. cruzi-GFP (parasitas
expressando somente a etiqgueta GFP) e TcAct4GFP (parasitas expressando TcAct4
fusionada a GFP na por¢cdo amino-terminal) foram cultivadas em LIT até a densidade
de 3 x 107 células/mL. Os parasitas (5 x 108 células) foram coletados por centrifugacéo
a 3.000 x g por 10 minutos a 4 °C e lavados 3 vezes em PBS. O material foi
centrifugado e o sobrenadante foi removido. As células foram lisadas em 1 mL do
tampéo A (HEPES sodio 20 mM; MgClz 1 mM; CaClz 10 uM, citrato de sodio 50 mM,
TritonX-100 0,5%) ou tampédo B (HEPES sdédio 20 mM; MgCl2 1 mM; CaClz 10 uM,
NaCl 50 mM, TritonX-100 0,5%) contendo inibidores de proteases (COMPLETE Mini
Protease inhibitor cocktail tablet, Roche) em banho de gelo. Os lisados foram entéo
centrifugados a 20.000 x g por 10 minutos a 4 °C e os sobrenadantes foram coletados
e incubados com microesferas revestidas (nhanobodies) anti-GFP, como descrito

abaixo.

4.20.3 Purificacdo dos nanobodies anti-GFP

Os nanobodies foram purificados de acordo com Peter C. Fridy e colaboradores
(2014). A cepa Artic Express (DE3) de E. coli contendo o vetor pelB-fused nanobodies,
foi gentiimente cedida pelo mesmo grupo. As células foram crescidas até atingir
D.O.s00nm 0,7 e entdo foram induzidas durante 18-20 h a 12 °C com 0,1 mM IPTG.
Apés a inducéo, as células foram sedimentadas por centrifugacdo de 10 minutos a
5.000 x g. Os Nanobodies anti-GFP foram purificados da fracdo periplasmatica em
resina de afinidade de niquel. Para isso, as células foram submetidas a choque
osmoético em tampédo TES (0,2 M Tris-HCI, pH 8,0, 0,5 mM EDTA, pH 8,0, 0,5 M
sacarose), e a fragcéo periplasmatica foi centrifugada por 15 minutos a 48.000 x g a 4
°C. O sobrenadante foi incubado com a resina Ni-NTA (Thermo Fisher Scientific) (500
uL para cada 1 L de cultura induzida). A resina foi lavada com 6 volumes de tampéo
de lavagem | (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,9 M NaCl) e posteriormente lavada com 6
volumes de tampéao de lavagem Il (20 mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,15 M NaCl, 10mM
imidazol pH 8,0). Os Nanobodies anti-GFP foram eluidos em tampéo de elui¢cdo (20
mM Tris-HCI, pH 8,0, 0,15 M NaCl, 250 mM imidazol pH 8,0), e a fracéo eluida foi
dialisada em PBS.
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4.20.4 Ligagao dos nanobodies anti-GFP a microesferas magnéticas

Nanobodies anti-GFP foram ligados a microesferas magnéticas (Dynabeads®
M270 epoxy, Life technologies) (30 mg), previamente lavadas com 1 mL de tampéao
fosfato 100 mM, pH 7,4 e ressuspensas em 100 pL do mesmo tampé&o. Os nanobodies
anti-GFP (100 pL contendo 300 pg) foram entdo acoplados as microesferas
magnéticas. Em seguida, sulfato de aménio 3 M (100 pL) foi adicionado gota a gota,
para evitar a precipitacdo de proteinas. As microesferas associadas aos nanobodies
foram incubadas durante 72 horas a 30 °C, com agitacdo constante. Posteriormente,
elas foram lavadas sequencialmente, com 1 mL das seguintes soluc¢des: tampao
fosfato 100 mM, pH 7,4; Glicina 100 mM, pH 2,5; Tris-HCI 10 mM, pH 8,8; Trietilamina
100 mM; PBS; Triton X-100 0,5% em PBS e, novamente, PBS. As microesferas
revestidas com nanobodies anti-GFP foram ressuspensas em 150 pL de PBS e

armazenadas a 4 °C até o momento do uso.

4.20.5 Imunoprecipitacdo de TcAct4-GFP

A fracao sollvel dos extratos proteicos de T. cruzi (item 4.20.2) (1 mL) foi
incubada com 1 pL das microesferas magnéticas acopladas aos nanobodies anti-GFP
sob agitacdo constante a 4 °C durante 2 horas. Em seguida, com o auxilio de uma
estante magnética, as esferas foram lavadas trés vezes com o mesmo tampéao de lise
sem Triton-X100 e incubadas a 95 °C com 20 pL de tampao de amostra 1x (Tris-HCI
10 mM pH 6,8, SDS 0,25%, B-mercaptoetanol 0,625%, glicerol 1,5% e azul de
bromofenol 0,005%). Metade da amostra (10 uL) foi usada para andlise por SDS-
PAGE e o gel de acrilamida foi posteriormente submetido a coloracdo com prata
(SAMBROOK et al., 1989) e a outra metade da amostra foi submetida a analise por
western blot.

Apo6s a padronizacdo do tampéo, a imunoprecipitacao foi repetida com réplica
biolégica somente com o tampéo A, seguindo o procedimento descrito acima. Toda a
amostra foi aplicada em gel de poliacrilamida 12% e submetida a corrida eletroforética
até que ultrapassasse o0 gel de empilhamento (aproximadamente 30 minutos).
Posteriormente, o gel foi corado com prata. As bandas correspondentes a cada
amostra (selvagem, T. cruzi-GPF e TcAct4GFP) foram cortadas em cubos de

aproximadamente 1mm x 1mm, e colocadas em tubos de microcentrifuga (1,7 mL).
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As amostras foram tratadas com solucdo de descoloracéo para prata (tiossulfato de
sédio 100 mM e Ferricianeto de Potassio 30 mM, na proporcao 1:1) sob agitacédo a
800 rpm por 10 minutos a 25 °C. Em seguida, as amostras foram lavadas com tampé&o
ABC (Bicarbonato de amoénio 50 mM). As amostras foram desidratadas em etanol
100% e secas em speed-vac (Thermo Scientific) por 7 minutos (vacuum pressure =
0,1). Apds a secagem, as amostras foram tratadas com tampéo de reducéo (Ditiotreitol
10 mM em ABC) por 60 minutos a 56 °C sob agitacdo a 800 rpm, e em seguida com
solucdo de alquilacdo (lodoacetamida 55 mM em ABC) por 45 min a 25 °C sob
agitacdo a 800 rpm, protegido da luz. As amostras foram entdo lavadas em tampéao
ABC e desidratadas novamente em etanol 100%, e secas em speed-vac por 7 minutos
(vacuum pressure = 0,1). A amostra foi reidratada em solucéo de tripsina 12,5 ng/uL
a 4 °C por 20 minutos. Em seguida foi adicionado tampéo ABC (suficiente para cobrir
os pedacos de gel), e as amostras foram submetidas a digestdo a 37 °C por 16-18
horas. A reacao foi interrompida pela adicdo de acido trifluoroacético (concentracao
final 0,5%). Todo o liquido foi coletado em um tubo de 2,0 mL e foi entdo adicionada
solucdo de extracdo (acido trifluoroacético 3%, acetonitrila 30%), em quantidade
suficiente para cobrir os fragmentos de gel, seguida de incubacdo por 10 minutos a
25 °C sob agitacéo a 800 rpm. Esta etapa foi repetida mais uma vez. Acetonitrila 100%
foi adicionada até cobrir os pedacos de gel, e as amostras foram incubadas por 10
minutos a 25 °C sob agitacdo a 800 rpm. Todo o sobrenadante foi transferido para o
tubo de 2,0 mL, e esta etapa foi repetida mais uma vez. Todo o volume coletado
(aproximadamente 2 mL) foi seco em speed-vac (vacuum pressure = 0,1) até 10 a
20% do volume original.

4.20.6 Analise por espectrometria de massas

Os peptideos foram submetidos a analise de LC-MS/MS com um sistema de
cromatografia liquida de alta performance (UPLC) Thermo Scientific Easy-nLC 1000
acoplado a um espectrometro de massa LTQ-Orbitrap XL ETD (Facility-RPTO2H
PDTIS/Instituto Carlos Chagas -Fiocruz Parana), da seguinte forma: as misturas de
peptideos foram carregadas em uma coluna (75 mm de diametro e 15 cm de
comprimento) com a resina ReproSil-Pur C18-AQ de 3,2 ym com um fluxo de 500
nL/minuto e posteriormente eluida com um fluxo de 250 nL/minuto de 5% a 40% de

acetonitrila em 0,5% de acido férmico e 0,5% de DMSO, em um gradiente de 120
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minutos. O espectrometro de massa foi configurado no modo dependente de dados
para alternar automaticamente entre MS e MS/MS (MS2).

Os dados foram analisados no software PatternLab (Carvalho et al., 2016).
Para a identificacdo das proteinas, 0s espectros experimentais foram comparados
com 0s espectros tedricos, utilizando o proteoma de referéncia de T. cruzi CL Brener
composto por 19.242 sequéncias, obtido a partir do consorcio UniProt
(http://www.uniprot.orq) em 12 de dezembro de 2017. As proteinas identificadas em

cada extrato (selvagem, T. cruzi-GPF e TcAct4GFP) foram analisadas utilizando a
ferramenta Approximately area-proportional Venn Diagrams, através da qual foram
observadas as proteinas exclusivas do extrato precipitado TcAct4GFP. O parametro
para a busca foi a identificacdo da proteina nas duas réplicas bioldgicas.


http://www.uniprot.org/
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5 RESULTADOS

5.1 Andlise in silico da TcAct4

O gene que codifica a actina4 em T. cruzi (TcAct4) (gene ID TcCLB.503841.40,

www.tritrypdb.org) possui 1.281 pb e codifica uma proteina de massa molecular

estimada de 45,9 kDa. Em T. cruzi, outros 3 genes estao anotados como codificantes
para actinas: a actina 1 (TcActl) (TcCLB.510571.30), actina 2 (TcAct2)
(TcCLB.507969.50) e a actina 3 (TcAct3) (TcCLB.510945.30). TcActl é a isoforma
mais conservada em relacdo a outros eucariotos, e ortélogos sdo encontrados em
diversos tripanosomatideos relacionados, como T. brucei e Leishmania sp. TcAct4 é
a isoforma menos conservada, tanto quando comparada com actinas de outros

organismos, quanto quando comparada com outras actinas de T. cruzi (Tabela 1).

Tabela 1 — Comparacao entre as sequéncias de actina de T. cruzi (%ldentidade/%similaridade)

X TcActl TcAct2 TcAct3 TcAct4
TcActl - 50,5/69,1 36,4/55,1 32,8/48,7
TcAct2 50,5/69,1 - 34,7/52,6 28,9/46,0
TcAct3 36,4/55,1 34,7/52,6 - 26,8/42,0
TcAct4 32,8/48,7 28,9/46,0 26,8/42,0 -

O gene gue codifica a actina 4 esta presente em diversos tripanosomatideos,
em regides sinténicas do genoma. Apesar do bloco génico estar conservado, a
sequéncia peptidica da actina 4 apresenta uma baixa conservacdo. Quando
comparado a diversas espécies de Leishmania a identidade é de cerca de 35%. Em
CL Brener, clone padrao de CL, nos genotipos ndao Esmeraldo-like, sdo observados

dois fragmentos génicos para a actina 4.


http://www.tritrypdb.org/
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Na busca pelas proteinas mais semelhantes a actina TcAct4 usando o
algoritmo BLAST, os melhores hits foram com a beta-centractina, ou Arp 1, e com a
prépria actina. O resultado da modelagem tridimensional, utilizando o software Phyre2

(disponivel em: http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cqgi?id=index), indicou

novamente que os melhores alinhamentos foram com ARPS, neste caso as ARPs
nucleares 4 (S. cerevisiae) e 8 (humana), que possuem estruturas no PDB (protein
data bank, https://www.rcsb.org). Observa-se claramente que as estruturas
tridimensionais das actinas de T. cruzi sdo bem conservadas em relacdo a actina de
mamifero, sendo possivel observar a presenca dos dois subdominios caracteristicos
(alfa e beta). A TcAct4 apresenta duas grandes inser¢gfes em sua sequéncia quando
comparada a actina consenso, as ARPs e em relacdo as outras actinas de T. cruzi
(Figura 8). Nao foi identificado sitio de ligacdo ao ATP na modelagem de TcAct4. A
TcActl apresentou 71% de identidade com a actina muscular de Drosophila
melanogaster e foi a Unica em que o sitio de ligacdo a ATP foi identificado na

modelagem.


http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2/html/page.cgi?id=index
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Figura 8 — Comparacdo da estrutura tridimensional das actinas de T. cruzi com a actina de

coelho. Modelo tridimensional gerado no Phyre2. OcActina (actina de Oryctolagus cuniculus, (coelho),
ID UniProt P68135); TcActl (actina 1 de T. cruzi, ID TcCLB.510571.30); TcAct2 (actina 2 de T. cruzi,
ID TcCLB.507969.50); TcAct3 (actina 3 de T. cruzi, ID TcCLB.510945.30); TcAct4 (actina 4 de T. cruzi,
ID TcCLB.503841.40). Setas representam as insercoes.

5.2 Expressao e localizagao da TcAct4

Para a caracterizacdo da expressao, localizacdo e possiveis funcdes da
proteina actina 4 em T. cruzi foi obtido o antissoro anti-TcAct4. Para isto, a proteina
recombinante actina TcAct4, previamente obtida (Rosa, 2015), foi utilizada para a
imunizacdo de camundongos e obtencdo do soro imune. O antissoro anti-TcAct4
reconheceu uma proteina de aproximadamente 46 kDa em extrato de epimastigotas,

compativel com o tamanho esperado para a actina TcAct4 (Figura 9).
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Figura 9 — Reconhecimento da actina TcAct4 pelo antissoro anti-TcAct4. Western blot do extrato
proteico de epimastigotas de T. cruzi incubado com o antissoro anti-TcAct4 na diluicdo 1:500 e
anticorpo secunddrio anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:10.000. A

membrana foi revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase e fotodocumentada em

transluminador L-Pix Chemi Express.

O antissoro anti-TcAct4 também reconheceu TcAct4 nas formas
tripomastigotas metaciclicas, tripomastigotas de cultura e amastigotas, demonstrando
que esta proteina € expressa em todos os estagios de desenvolvimento do parasita
(Figura 10).
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Figura 10 — Analise da expressao da actina TcAct4 nas diferentes formas de desenvolvimento
do parasita. Western blot de extratos proteicos de formas (E) epimastigotas, (T) tripomastigotas de
cultura, (M) tripomastigotas metaciclicos e (A) amastigotas de T. cruzi incubado com o antissoro anti-
TcAct4 na diluicdo 1:500 e anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na
diluicdo de 1:10.000. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase
e fotodocumentada em transluminador L-Pix Chemi Express. GAPDH de T. cruzi foi utilizada como

normalizador.
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Estudos anteriores, utilizando anticorpos contra um peptideo da TcActl de T.
cruzi, identificaram a proteina somente na fracdo solavel de extratos obtidos com o
uso de detergente, sugerindo que a proteina estava na forma monomérica ou em
filamentos curtos que foram dissociados do citoesqueleto de microtibulos (DE MELLO
et al. 2008). Mais recentemente, utilizando anticorpo contra a proteina completa, a
TcActl foi identificada na fracdo soluvel, e mais fracamente na fracdo insolavel
(CEVALLOS et al. 2011). Portanto, decidimos avaliar a solubilidade da TcAct4 em
extratos proteicos de formas epimastigota de T. cruzi. A actina TcAct4 foi detectada
somente na fracao soluvel (Figura 11), sugerindo que a proteina, assim como TcAct1,
esta majoritariamente na forma monomérica ou formando filamentos curtos. Como
controle foi utilizado o anticorpo anti-TcActl de T. cruzi, e conforme esperado houve
uma particdo dessa actina nas fracdes solluvel e insolGvel, como previamente descrito
(CEVALLOS et al., 2011).

anti-TcActl anti-TcAct4
kDa s 1 s 1
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Figura 11 - Solubilidade da actina TcAct4 de T. cruzi. Western blot de extratos celulares de formas
epimastigotas fracionados em extratos sollvel (S) e insoltvel (I) incubados com o antissoro anti-TcAct4
na diluicdo 1:500 e anticorpo secunddrio anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluigdo
de 1:10.000. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase e
fotodocumentada em transluminador L-Pix Chemi Express. Como controle foi utilizado o antissoro anti-
TcActl.
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Diferencas na localizacédo subcelular da actina ao longo do desenvolvimento ja
foram bem descritas em plantas e animais. Em protozoérios, alguns exemplos
também foram descritos. Em T. brucei, por exemplo, a actina TryARP é expressa
somente no flagelo (ERSFELD & GULL, 2001). A actina TcActl de T. cruzi, em formas
epimastigotas encontra-se distribuida por todo o corpo celular, com concentracédo da
marcacao ao longo do flagelo. Nas formas tripomastigotas, TcActl esta distribuida
uniformemente em toda a célula. Enquanto que nas formas amastigotas, TcActl esta
concentrada na periferia celular (CEVALLOS et al. 2011). Entretanto, ao contrario de
TcActl, a analise da localizac&o de TcAct4 por imunofluorescéncia mostrou que essa
actina esta dispersa ao longo do citoplasma, com regides de concentracdo da

marcacao, em todas as formas do ciclo de vida do T. cruzi analisadas (Figura 12).
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Figura 12 — Distribuicdo subcelular da actina TcAct4 em T. cruzi. Imunolocaliza(;éo da actina 4

mostrando sua distribuigdo ao longo do corpo celular. Microscopia 6ética de fluorescéncia das formas
epimastigota (A-C), tripomastigota metaciclico (D-F), amastigota (G-I) e tripomastigota de cultura (J-L)
de T. cruzi CL. (B, E, H e K) com antissoro anti-TcAct4 na diluicdo de 1:150 e secundario Alexa-Fluor
594 na diluigdo 1:600. DNA do nucleo e cinetoplasto foram corados com Hoechst 33258 (1 pg/pL). A

sobreposic¢éo foi feita com as imagens da Actina 4, do DNA e do contraste de fase.

A analise por microscopia eletrénica de transmisséao revelou caracteristicas
peculiares no padrédo de marcacéo de TcAct4 nas diferentes formas do ciclo de vida
do parasita. Em epimastigotas, TcAct4 foi identificada na forma de pequenos
agregados, muitas vezes formando pequenas estruturas lineares distribuidas ao longo

do corpo celular e também no flagelo (Figura 13). Em tripomastigotas metaciclicos e
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amastigotas o perfil de distribuicdo de TcAct4 é mais homogéneo e poucos agregados
foram observados (Figura 14 A, B, C e D). Assim como em epimastigotas, pequenos
agregados também foram observados em tripomastigotas de cultura (Figura 14 E e
F).

Figura 13 — Distribuicdo subcelular da actina TcAct4 em formas epimastigotas de T. cruzi por

imunoeletro microscopia. Micrografia eletrdnica de transmissdo de epimastigota de T. cruzi. As
células foram marcadas com antissoro anti-TcAct4 (1:10) e anticorpo secundario anti-lgG de
camundongo (1:40) conjugado a ouro coloidal de 15 nm.
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Figura 14. Localiza¢cdo subcelular da actina TcAct4 ao longo do ciclo de T. cruzi por imunoeletro
microscopia. Micrografia eletrdnica de transmissdo de tripomastigota metaciclico (A — B), amastigota
(C - D) e tripomastigota de cultura (E — F) de T. cruzi. As amostras foram incubadas com antissoro anti-
TcAct4 (1:10) e anticorpo secundario anti-IgG de camundongo (1:40) conjugado a ouro coloidal de 15
nm.
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5.3 Nocaute génico de TcAct4 usando o sistema CRISPR-Cas9

Para investigar a funcéo da actina TcAct4 na biologia celular de T. cruzi, o gene
TcAct4 foi mutado utilizando o sistema CRISPR-Cas9 (PENG et al. 2015). Para isto,
parasitas expressando a endonuclease SpCas9 foram transfectados com RNA guia
para o gene TcAct4 e com um DNA doador contendo codons de parada. Com esta
estratégia ambos os alelos do gene foram clivados no inicio da sequéncia codificadora
e, com a inser¢cdo dos codons de parada, foi gerada uma versdo truncada e nao
funcional do gene TcAct4 (Figura 15). A auséncia da proteina actina TcAct4 nos
parasitas mutantes nulos (TcAct4 KO) foi confirmada por western blot e por

imunofluorescéncia utilizando o antissoro anti-TcAct4 (Figura 16).
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Figura 15 — Estratégia para obten¢édo do TcAct4 KO por CRISPR-Cas9. O gene TcAct4 foi clivado
pelo complexo Cas9-gRNA, e o DNA molde foi utilizado pela maquinaria de reparo do parasita para
regenerar o DNA clivado inserindo cédons de parada a sequencia da TCAct4, gerando assim uma
versao truncada do gene (TCAct4 KO).



44

DNA Actina 4 Sobreposicéo

Selvagem TcAct4 KO

anti-TcAct4 | A—_—_—-

anti-TcGAPDH — | — TcAct4 KO

Figura 16 — Confirmagdo dos parasitas TcAct4 KO. (A) Western blot de extratos proteicos de formas
epimastigotas de T. cruzi selvagem e TcAct4 KO incubados com o antissoro anti-TcAct4 na diluicao
1:500 e anticorpo secundario anti-IgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluicao de 1:10.000.
A membrana foi revelada por quimioluminescéncia pela atividade da peroxidase e fotodocumentada
em transluminador L-Pix Chemi Express. A actina TcAct4 foi detectada somente nos parasitas
selvagens. GAPDH de T. cruzi foi utilizada como normalizador. (B) Microscopia de fluorescéncia das
formas epimastigota selvagem e TcAct4 KO com antissoro anti-TcAct4 na diluicdo de 1:150 e
secundario Alexa-Fluor 594 na diluicdo 1:600. DNA do nucleo e cinetoplasto foram corados com
Hoechst 33258 (1 pg/pL). A sobreposicéo foi feita com as imagens da Actina 4, do DNA e do contraste

de fase. A actina TcAct4 foi localizada somente nos parasitas selvagens.

Para avaliar a participacdo da actina TcAct4 no processo de multiplicacao
celular, foi determinada a curva de crescimento de formas epimastigotas selvagem e
TcAct4d KO. A proliferacdo dos parasitas TcAct4d KO apresentou diferencas
significativas quando comparada a dos parasitas selvagens (Figura 17) indicando que
a actina TcAct4 interfere na proliferacdo das formas epimastigotas.
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Figura 17 — Efeito do nocaute da actina TcAct4 na proliferacdo de formas epimastigotas de T.
cruzi. Curva de crescimento de parasitas selvagem (circulo) e parasitas TcAct4 KO (quadrado). Dados
representam a média e desvio padrao de triplicatas bioldgicas. Os dados foram analisados por ANOVA

de duas vias seguida de pdés teste de Bonferroni. com significAncia 0,1%. *** p < 0.001

Formas epimastigotas de T. cruzi foram submetidas a diferenciacdo para
tripomastigotas metaciclicos em meio TAU. Contudo, ndo foram observadas
diferengas significativas no niumero de tripomastigotas metaciclicos nas culturas dos
parasitas TcAct4 KO em comparacgdo as culturas dos parasitas selvagens (Figura 18).
Também nédo foram observadas diferencas significativas quanto a infectividade das
formas tripomastigotas metaciclicas dos parasitas TcAct4 KO e selvagens em células
VERO, tanto em relacdo a percentagem de células infectadas (Figura 19 A), quanto
ao numero de amastigotas intracelulares (Figura 19 B), resultando em indices de

infectividade similares (Figura 19 C).
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Figura 18 — Efeito do nocaute da actina TcAct4 na diferenciagdo de T. cruzi em tripomastigotas
metaciclicos. Niumero de tripomastigotas metaciclicos obtidos apds diferenciacéo in vitro de parasitas
selvagem e TcAct4 KO. Dados representam a média e desvio padrédo de triplicatas biolégicas. Os dados

foram analisados por teste t com significancia 5%.
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Figura 19 — Efeito do nocaute da actina TcAct4 nainfec¢cdo de células VERO. (A) porcentagem de
células infectadas, (B) numero de amastigotas por célula, (C) indice de infectividade. Dados
representam a média e desvio padrao de triplicatas bioldgicas com triplicatas técnicas. Os dados foram

analisados por ANOVA de duas vias seguida de pos teste de Tukey-Kramer com significancia 5%.

Os parasitas mutantes TcAct4 KO também foram analisados por microscopia
eletrbnica de varredura, e foi possivel determinar que ndo houve alteracdo na
superficie e forma desses parasitas (Figura 20). No entanto, a analise por microscopia
eletrdnica de transmissdo, mostrou diversas alteracdes da organizacao intracelular
nos parasitas TcAct4 KO. Os parasitas mutantes apresentaram intensa formacéo de
vesiculas (Figura 21 C, D e E), algumas delas apresentando caracteristicas de corpos
multivesiculares, desorganizacdo do DNA mitocondrial (Figura 21 B e D) e presenca
de perfis de membrana (Figura 21 B, C e E) de origem desconhecida.
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Figura 20 — Avaliacdo morfologica ultraestrutural da superficie dos parasitas TcAct4 KO.
Micrografia eletrénica de varredura de formas epimastigotas de T. cruzi. Os parasitas TcAct4 KO (B)

nao apresentaram alteragcdes morfoldgicas quando comparados com os parasitas selvagem (A).
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Figura 21 — Avaliacdo ultraestrutural intracelular dos parasitas TcAct4 KO. Micrografia eletrbnica

de transmissdo de formas epimastigotas de T. cruzi. (A) organizacdo ultraestrutural do parasita
selvagem. (B - E) parasitas nocaute. (N) ndcleo. (K) cinetoplasto. (R) reservossomo. (CG) complexo
de Golgi. (*) vesiculas com aspectos anormais; setas mostram perfis de membrana; pontas de seta

mostram cinetoplasto alterado.

Para avaliar se o fenotipo dos parasitas TcAct4 KO é revertido com a insergcéo
de uma coépia ectépica do gene TcAct4, formas epimastigotas TcAct4 KO foram
transfectados com vetores de expressao contendo uma cépia do gene TcAct4 em fase
com o gene que codifica a proteina GFP. Foram realizadas duas construgfes, a
primeira com o gene GFP em fase com a extremidade 5’ do gene TcAct4 (expressao
amino-terminal, GFP-TcAct4) e a segunda com o gene GFP em fase com a
extremidade 3’ do gene TcAct4 (expressao carboxi-terminal, TcAct4-GFP). Extratos
proteicos dos transfectantes TcAct4 KO (pTcGFPn-Act4) e TcActd KO (pTcGFPc-
Act4) foram analisados por western blot, que indicou que ambas as proteinas (GFPn-
TcAct4 e TcAct4-GFPc) estavam expressas nesses parasitas (Figura 22).
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Figura 22 — Avaliac&o da expresséo da actina TcAct4 nos parasitas TcAct4 KO complementados.
Western blot dos transfectantes (A) TcAct4 KO (pTcGFPn-Act4) e (B) TcAct4 KO (pTcGFPc-Act4) com

antissoro anti-TcAct4 na diluicdo 1:500 e anticorpo secundario anti-lgG de camundongo conjugado a

peroxidase na diluicdo de 1:10.000. A membrana foi revelada por quimioluminescéncia pela atividade

da peroxidase e fotodocumentada em transluminador L-Pix Chemi Express.

As curvas de crescimento dos parasitas transfectantes TcAct4 KO (pTcGFPn-

Act4) e TcActd KO (pTcGFPc-Act4) mostraram que apenas a populagdo TcAct4 KO

(pTcGFPc-Actd4), que expressa a proteina TcAct4 fusionada com GFP carboxi-

terminal (TcAct4-GFPc) foi capaz de reverter o fenétipo de reduzida proliferacéo

celular observada em TcAct4 KO (Figura 23).
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Figura 23 — Efeito da complementacéo génica na proliferacdo de epimastigotas de TcAct4 KO.
Curva de crescimento de parasitas selvagem (circulo fechado), TcAct4 KO (quadrado fechado),
complementado com pGFPnAct4 (circulo aberto) e complementado com pGFPcAct4 (quadrado
aberto). Dados representam a média e desvio padrdo de trés contagens. Os dados foram analisados

por ANOVA de duas vias seguida de pos teste de Bonferroni com significancia 1%. *** p < 0.001

Andlises por microscopia eletrdnica de transmissdo também confirmaram que
os parasitas TcAct4 KO expressando GFPn-TcAct4 continuavam com as mesmas
alteracdes ultraestruturais observadas na populacdo TcAct4 KO (Figura 24 A e B),
enquanto que os parasitas TcAct4 KO expressando GFPc-TcAct4 recuperaram a

organizacao ultraestrutural observada nos parasitas selvagens (Figura 24 C e D).
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Figura 24 — Avaliacéo ultraestrutural intracelular dos parasitas TcAct4 KO complementados.

Micrografia eletronica de transmissé@o de formas epimastigotas de T. cruzi complementados com a
actina 4. (A-B) TcAct4 KO complementado com pTcGFPn-Act4. (C-D) TcAct4 KO complementado com
pTcGFPc-Act4. (N) nucleo. (K) cinetoplasto. (F) flagelo. (*) vesiculas com aspectos anormais; setas

mostram perfis de membrana; ponta de seta mostra cinetoplasto alterado;

5.4 Imunoprecipitacdo e espectrometria de massas

Uma vez que o fendtipo da populagéo TcAct4 KO foi revertido com a expressao
da actina TcAct4 fusionada a etiqueta GFP na por¢do carboxi-terminal, esta mesma
estratégia foi escolhida para os ensaios de imunoprecipitacdo. Para isso formas
epimastigotas de T. cruzi selvagem foram transfectadas com o vetor pTcGFPc-Act4
(vetor de expressdo da actina 4 fusionada a etiqueta GFP na posi¢do carboxi-
terminal), dando origem a populagédo TcAct4GFP. A expressao da actina 4 fusionada
a GFP foi avalizada por western blot, usando o antissoro anti-TcAct4 (Figura 25 A).
No extrato proteico dos parasitas transfectados foi possivel observar duas bandas,

compativeis com os tamanhos esperados para a actina TcAct4 selvagem, de
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aproximadamente 46 kDa, e para a fusdo TcAct4-GFP, de aproximadamente 74 kDa.
A localizag&o subcelular da TcAct4-GFP foi determinada por imunofluorescéncia com
dupla marcacgéao, utilizando o antissoro anti-TcAct4 e o antissoro anti-GFP (Figura 25
B). Andlise por microscopia confocal mostrou co-localizacdo entre a marcacao para

actina TcAct4 selvagem e para a fusdo TcAct4-GFP.
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Figura 25 — Expressdao e distribuicdo subcelular da actina 4 fusionada a etiqueta GFP na porc¢éo
carboxi-terminal. (A) Western blot dos extratos proteicos de T. cruzi selvagem e TcAct4-GFP
incubados com o antissoro anti-TcAct4 na diluicdo 1:500 e anticorpo secunddrio anti-lgG de
camundongo conjugado a peroxidase na diluigdo de 1:10.000. (B) Microscopia confocal de formas
epimastigota com o antissoro anti-TcAct4 (1) na diluicdo 1:150 e com antissoro anti-GFP (2) na diluicao

1:150; (3) nucleo (seta) e cinetoplasto (ponta de seta); (4) sobreposicao das fluorescéncias.

Apbs a confirmacédo da expressao e localizacdo subcelular da TcAct4-GFP, os

extratos dos parasitas TcAct4GFP foram submetidos a ensaios de imunoprecipitacéo.
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Testes com diferentes tampdes foram realizados para encontrar as melhores
condi¢gbes para a imunoprecipitacdo. Em ambos os tampdes testados, A (HEPES
sédio 20 mM; cloreto de magnésio 1 mM; cloreto de céalcio 10 uM, citrato de sddio 50
mM, TritonX-100 0,5%) ou B (HEPES sédio 20 mM; cloreto de magnésio 1 mM; cloreto
de calcio 10 uM, cloreto de sddio 50 mM, TritonX-100 0,5%), foi possivel precipitar a
TcAct4-GFP (Figuras 26 e 27). Porém, o tampdo A apresentou os melhores
resultados, uma vez que nesse tampao houve enriguecimento da actina TcAct4, em
relacdo ao tampéao B (Figuras 26 B e 27 B). As amostras da imunoprecipitacdo com o

tampéo A foram escolhidas para a analise por espectrometria de massas.
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Figura 26 — Imunoprecipitacdo da Act4GFP em tamp&o A. (A) coloracdo com prata das fracdes
eluidas da imunoprecipitacdo com o0s extratos de parasitas selvagem, controle expressando GFP, e
expressando a actina 4 fusionada a GFP na posicdo carboxi-terminal. Setas apontam para a banda
controle (GFP) nos parasitas TcGFP e para a actina 4 nos parasitas TcAct4GFP. (B) deteccdo da actina
4-GFP por western blot nas frag6es néo ligadas e eluidas (ligado) da imunoprecipitacdo dos mesmos

extratos. Os Extratos foram incubados com o antissoro anti-TcAct4 na diluicdo 1:500 e anticorpo

secundario anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:10.000.



100 -

35 -

25 -

nao ligado

ligado

Figura 27 — Imunoprecipitacdo da Act4GFP em tampé&o B. (A) coloragdo com prata das fragBes

eluidas da imunoprecipitagdo com os extratos de parasitas selvagem, controle expressando GFP, e

expressando a actina 4 fusionada a GFP na posi¢do carboxi-terminal. Setas apontam para a banda

controle (GFP) nos parasitas TcGFP e para a actina 4 nos parasitas TCAct4GFP. (B) detec¢éo da

actina 4-GFP por western blot nas fragbes nao ligadas e eluidas da imunoprecipitacdo dos mesmos

extratos. Os Extratos foram incubados com o antissoro anti-TcAct4 na diluicdo 1:500 e anticorpo

secunddrio anti-lgG de camundongo conjugado a peroxidase na diluicdo de 1:10.000.
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Para identificar possiveis ligantes da actina TcAct4, a imunoprecipitacao foi

realizada em duplicata, os extratos precipitados foram submetidos a eletroforese em

gel SDS-PAGE, seguida de digestdo em gel com tripsina e entdo os peptideos foram

identificados por cromatografia de fase reversa seguida de espectrometria de massas.

Os dados foram analisados no software PatternLab (Carvalho et al., 2016). Foram

selecionadas as proteinas presentes exclusivamente no extrato de TcAct4GFP. As

proteinas foram classificadas de acordo com a intensidade do sinal (do maior para o

menor), e a predicdo de funcdo génica foi realizada por ontologia génica (GO)

utilizando o médulo Gene Ontology Explorer no software PatternLab (Carvalho et al.,

2016) (Tabela 2).



Tabela 2 — Proteinas identificadas na imunoprecipitagdo da TcAct4-GFP por LC-MS.
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ID ID . . ~ .
UniProt TriTrypDB Sinal Descricao GO Funcéo predita
V5DJL3 TCDM_03638 8.42E-03 Actina 4 Componente celular C'.t oes_queleto,
microfilamentos
V5DS84 TCDM_01067 2.36E-03 Fosfoglicerato quinase Processos biolégicos Glicolise
VEDPC1 TCDM_02049 1.31E-03 Flavoproteina de transferéncia de elétrons Func&o molecular '(Ie'lr;?grr:grtador LE
VEBT90 TCDM_03488 1.18E-03 Proteina ndo caracterizada Desconhecida
V5BME4 TCDM_05847 8.93E-04 Cruzipaina Processos bioldgicos Protedlise
V5BRH3 TCDM_04252 8.93E-04 Pr_otelr]a de ligacdo a centromero / Processos biolégicos L!gaggo 20 DNA;
microtubulo cbf5 Ligacdo ao RNA
VSBES2 TCDM 08913 8.78E-04 g/lzembro da familia da fosfoproteina nuclear Desconhecida
VEDCK9 TCDM_06593 8.23E-04 Desidrogenase de cadeia curta Funcao molecular Oxidorredutase
V5ASQ0 TCDM_13462 7.42E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5BBX3 TCDM_10473 7.25E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5BDE4 TCDM 09878 6.98E-04 Gamma-glutamilcisteina sintetase Funcdo molecular Qamrna-g_lutamﬂ-L-
cisteina sintetase
V5ACF5 TCDM_12384 5.72E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
VEEIMVE TEOL) 05554 Sopspd SWUIeRiE S-Aae Rkl e Funco molecular  Proteossomo, ATPase
proteossomo
V5AKG4 TCDM_11268 4.93E-04 Proteina ndo caracterizada Desconhecida
V5DQS5 TCDM_01508 4.89E-04 Proteina ndo caracterizada Desconhecida
V5CYN1 TCDM_12142 4.77E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5CKM9 TCDM_12557 4.67E-04 N-acetiltransferase Fung&o molecular Zg‘"’e‘rt"ifferenc'a e gEe
VSDN25 TCDM 02357 4.26E-04 X'%t:,a"’per’“dase de zinco dependente de Processos biolégicos  Protedlise
V5AIX6 TCDM_13336 4.23E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5EDLCO TCDM 02960 4.17E-04 Sybunldade 26S reguladora de proteassoma Processos biolégicos Regulggao do processo
ndo-ATPase catabolico proteico
V5AR65 TCDM_12415 4.15E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
VSDPM3 TCDM_01002 4.11E-04 Oucosamina-fiutose-6-fosfato Processos biologicos  Mciabolismo de
aminotransferase carboidratos
V5B6L2 TCDM_08993 3.82E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
Constituinte da
Proteina 1 da familia de genes dispersos r_nempra‘na celulgr, faz
V5ATGY9 TCDM_13132 3.70E-04 (DGE-1) Componente celular  ligagéo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
VEDBVD TEON 0 e PR MeEEEi b s Cesseies Processos biologicos Montagem de
(NAP) nucleossomos
V5B1B3 TCDM_11070 3.49E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
Constituinte da
Proteina 1 da familia de genes dispersos r_nembrana celular, faz
V5D3T5 TCDM_10259 3.48E-04 (DGF-1) Componente celular  ligacdo a proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
V5B816 TCDM_01924 3.29E-04 ATOMS36 associado perifericamente Processos bioldgicos Tranqurte (_:ie proteinas
na matriz mitocondrial
VE5BEW?2 TCDM_07308 3.27E-04 Carnosina N-metiltransferase Componente celular Cmpenerie ol
granulos de estresse
Presente no proteoma
V5BFE6 TCDM_07058 3.22E-04 Proteina ndo caracterizada Componente celular  da membrana
mitocondrial externa
V5AQGY9 TCDM_09247 3.13E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5AKH1 TCDM_12760 3.10E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida
V5B4Y4 TCDM_09677 3.09E-04 Retrotransposon hot spot Desconhecida



V5B8CO

V5BMH4

V5CJC9
V5BWES

V5BY50

V5D1L0

V5BAE3

V5BMZ6

V5ASUO

V5A473
V5ALZ9

V5DLB7

V5A615

V5ASV7

V5ANL3

V5B5R0

V5D2D2

V5A466

TCDM_08164

TCDM_02283

TCDM_13045
TCDM_00659

TCDM_00189

TCDM_11050

TCDM_01046

TCDM_14025

TCDM_13413

TCDM_12980
TCDM_10659

TCDM_02944

TCDM_12497

TCDM_08172

TCDM_13312

TCDM_11076

TCDM_10792

TCDM_12991

3.03E-04

2.99E-04

2.92E-04
2.85E-04

2.62E-04

2.47E-04

2.42E-04

2.42E-04

2.37E-04

2.35E-04
2.34E-04

2.27E-04

2.26E-04

2.17E-04

2.08E-04

1.99E-04

1.96E-04

1.71E-04

Proteina ativadora de GTPase

Proteina associada a classificacdo de
proteinas para o vacuolo

Retrotransposon hot spot
ATPase de transporte de anions

Glicerol quinase

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Piruvato desidrogenase (lipoamido) quinase

Fosfoglucomutase

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Retrotransposon hot spot

Proteina reguladora do complemento

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina de transporte de proteinas Sec23A

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Processos biolégicos

Processos bioldgicos

Funcg&o molecular

Processos biol6gicos

Componente celular

Processos biol6gicos

Processos bioldgicos

Componente celular

Processos bioldgicos

Componente celular

Componente celular

Processos bioldgicos

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular
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Regulagéo da atividade
GTPasica

Em mamiferos
recupera os receptores
de enzimas
lisossémicas dos
endossomas a rede
trans-Golgi (Shi et al.,
2006)

Desconhecida

ATPase

Metabolismo de
carboidratos
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Regulagéo

do complexo piruvato
desidrogenase
Metabolismo de
carboidratos
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Desconhecida

Atividade de exo-alfa-
sialidase, patogénese
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Transporte do RE para
0 CG mediado por
vesiculas

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)



V5B1R9
V5BGC6

V5CVR5

V5BG77

V5AN37

V5B5N6

V5D2B1

V5ANLO

V5B6S9

V5AUT9

V5B9H6

V5B5D3

V5CYV5

V5B4C6

V5AUS9

V5BPP6

TCDM_04320
TCDM_06638

TCDM_12272

TCDM_06677

TCDM_10243

TCDM_11111

TCDM_10813

TCDM_13316

TCDM_10694

TCDM_12325

TCDM_09634

TCDM_12226

TCDM_12058

TCDM_11612

TCDM_12331

TCDM_01530

1.69E-04
1.66E-04

1.64E-04

1.36E-04

1.35E-04

1.26E-04

1.25E-04

1.25E-04

1.20E-04

1.15E-04

1.02E-04

1.01E-04

9.85E-05

9.56E-05

9.39E-05

9.37E-05

Proteina nédo caracterizada
20G-Fe (ll) oxigenase

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Importina subunidade beta-4

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina transportadora Mg*? semelhante a

CorA

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

RepeticGes de armadillo / beta-catenina

Processos biolégicos

Componente celular

Funcg&o molecular

Componente celular

Componente celular

Funcg&o molecular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Funcao molecular
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Desconhecida

Atividade oxirredutura

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Receptor de transporte
nuclear

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacéo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Transportador
transmembrana de fons
metalicos

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Sinalizacao intracelular
e aregulacdo do
citoesqueleto (Hatzfeld
M., 1999)



V5AI55

V5B4J9

V5BBRS

V5BAKS

V5BOM7

V5B9L4

V5B286

V5CULS8

V5AWQ4

V5B1X3

V5BFK1

V5AIYS

V5APH4

TCDM_12179

TCDM_11541

TCDM_10539

TCDM_10978

TCDM_12241

TCDM_09588

TCDM_10725

TCDM_12305

TCDM_12395

TCDM_10883

TCDM_09008

TCDM_11886

TCDM_09673

9.20E-05

8.87E-05

8.51E-05

8.44E-05

8.37E-05

8.10E-05

7.84E-05

7.40E-05

7.16E-05

7.15E-05

7.12E-05

6.55E-05

6.39E-05

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular
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Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo a proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)

Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)



V5B8Z78

V5AI88

V5D6F2

V5BFF7

V5B0A9

V5B7C8

V5AL06

V5D482

TCDM_11589

TCDM_12145

TCDM_14469

TCDM_06977

TCDM_11466

TCDM_10451

TCDM_11058

TCDM_13867

6.20E-05

5.91E-05

4.99E-05

4.93E-05

4.82E-05

4.73E-05

4.16E-05

4.06E-05

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Proteina 1 da familia de genes dispersos
(DGF-1)

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular

Componente celular
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Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
Constituinte da
membrana celular, faz
ligacdo as proteinas de
matriz extracelular
(Kawashita et al.,2009)
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6 DISCUSSAO

A actina é uma das proteinas mais abundantes nas células eucaritticas e
participa de diversos processos celulares, tais como: formacdo e transporte de
vesiculas, mudancas da forma celular, divisdo celular, motilidade, entre outras. Esses
eventos requerem a formacao de filamentos de actina, de uma maneira regulada
temporal e espacialmente. A actina também é uma das proteinas mais conservadas
ao longo da evolucéo.

O protozoério T. cruzi, que pertence a um grupo de organismos que divergiu
muito cedo ao longo da evolugéo, possui varias isoformas de actinas, bem como um
repertério de proteinas relacionadas a actina (ARPs) (DE MELO et al.,, 2008;
CEVALLOS et al., 2011). Contudo, as funcbes dessas proteinas ainda nao foram
estabelecidas em T. cruzi, uma vez que nao foram observados filamentos de actina
nesse parasita, como ocorre em outros eucariotos (DE SOUZA, 2009.)

Entretanto, mesmo classificadas como actinas devido a similaridade com
actinas de outros eucariotos, ndo ha nenhuma evidéncia experimental que prove se
todas as isoformas de actina de T. cruzi desempenham fung¢des similares as actinas
eucaridticas e até mesmo se elas formam filamentos. Além disso, as andlises de busca
de sequéncias mostraram que nem todas elas estdo conservadas em todos os
tripanosomatideos, sugerindo que elas tenham funcdes diversificadas. Das quatro
isoformas de actina de T. cruzi, a TcAct4 é a isoforma menos conservada, tanto
guando comparada a actinas de outros modelos eucariéticos, quanto quando
comparada com as outras isoformas de actina de T. cruzi, estando filogeneticamente
mais proxima a ARPs (CEVALLOS et al., 2011). Actinas de protozoarios sdo descritas
como menos conservadas. O percentual de identidade entre sequéncias de actina de
Paramecium tetraurelia, por exemplo, varia entre 80% a 30% (SEHRING et al. 2007).

A actina TcAct4 apresenta ortdlogos em diversos tripanosomatideos e,
curiosamente, nao foi identificado um ortélogo em T. brucei. Uma hipétese provavel é
que a actina TcAct4 estava presente na linhagem ancestral de Leishmania e
Trypanosoma, antes da diversificagdo de ambos os géneros e houve uma perda
secundaria em T. brucei (Cevallos et al., 2011). Nos tripanosomatideos em que ha a
presenca de gene ortologo de TcAct4, este é mantido em sintenia.

Os resultados das analises in silico mostraram que embora a sequéncia da

actina TcAct4 apresente uma grande variacdo em relagdo as demais actinas, sua
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estrutura parece estar conservada quando comparada a actina e ARPs de diversos
outros organismos. No modelamento tridimensional, os melhores hits foram para
proteinas actina e para as ARPs 1 (humana, P. falciparum), 4 (S. cerevisiae) e 8
(humana). As ARPs mostram grande similaridade estrutural com as actinas (OMA &
HARATA, 2011) e podem hidrolisar ATP (MULLER et al., 2005). Nem todas as ARPs
sdo expressas em todos eucariotos e, a partir de suas propriedades estruturais,
bioquimicas e funcionais elas s&@o classificadas em subfamilias (JOCKUSCH &
GRAUMANN, 2011). A Arpl é a unica ARP conhecida capaz de formar filamentos
curtos, que servem de estrutura base para a montagem do complexo conhecido com
dinactina. Este complexo faz a ligacao entre vesiculas e organelas delimitadas por
membrana e a proteina motora dineina, durante o transporte vesicular através dos
microtubulos (SCHAFER et al., 1994). As Arps 4 e 8 sdo proteinas nucleares
encontradas em complexos de remodelamento da cromatina (SHEN et al. 2000).

Para analisar a expresséao e localizagcédo subcelular da TcAct4, foi produzido o
antissoro anti-TcAct4, que foi capaz de reconhecer uma Unica banda de
aproximadamente 46 kDa em extrato proteico de epimastigota de T. cruzi. ASsim como
observado para a TcActl (CEVALLOS et al., 2011), a TcAct4 também é expressa em
todas as fases do ciclo de vida do parasita, sugerindo que essa actina atua em
diferentes processos celulares estagio-especificos. Nas formas amastigotas, obtidas
por cavitacdo, foram detectadas duas bandas, uma com tamanho esperado para a
TcAct4, e outra provavelmente devido a uma reacdo inespecifica com proteinas
derivadas da célula hospedeira (células VERO).

Ao contrario da TcAct2, que esta concentrada na regiao perinuclear nas formas
epimastigotas (BORGES, 2016), a localizagdo subcelular da TcAct4 € semelhante a
observada para a TcActl (DE MELLO et al., 2008; CEVALLOS et al., 2011), dispersa
por todo o corpo celular do parasita, com pontos de concentracdo da marcacao. Por
microscopia eletrbnica de transmissédo foi possivel observar estruturas lineares
compativeis com microfilamentos curtos. Uma vez que TcAct4 também apresenta
similaridade estrutural com Arpl, que forma filamentos curtos (SHEN et al. 2000), é
razoavel considerar a hipotese de que TcAct4 seja um ortdlogo de Arpl. Mais
improvavel € a ortologia com as proteinas Arp4 e Arp8, uma vez que ambas séo
nucleares (SHEN et al. 2000) e TcAct4 é predominantemente citoplasmatica.

Além disso, TcAct4 foi observada somente na fracdo soluvel de extratos

proteicos de formas epimastigotas, indicando que ela ndo esta na forma filamentosa.



62

Uma vez que actinas formam filamentos, esse resultado sugere que TcAct4 pode ter
funcdes distintas daquelas das actinas candnicas. Nao podemos excluir, entretanto,
gue as actinas de T. cruzi sejam muito divergentes e ndo formem filamentos longos
ou tenham ocorréncia transitoria, quer pela sua estrutura ancestral, quer pela auséncia
de magquinaria para auxiliar nessa fungdo. Em T. gondii, a actina também esta
presente quase que exclusivamente como monémeros (DOBROWOLSKI et al., 1997).
Contudo, usando técnica de congelamento rapido associado a microscopia eletrénica,
filamentos de actina foram observados abaixo da membrana citoplasmatica do T.
gondii e se mostraram essenciais para a invasao da célula hospedeira, sugerindo que
a formacéao dos filamentos de actina neste protozoario € transitoria (WETZEL et al.,
2003).

Para avaliar a funcao da TcAct4, foram obtidos parasitas nocaute utilizando o
sistema CRISPR-Cas9 (PENG et al., 2015). Esta estratégia possui a vantagem de néo
necessitar de marcadores de selecéo e de se conhecer a regido onde ocorre a quebra
do DNA, possibilitando diferentes estratégias para a obtencao e triagem dos parasitas.
A estratégia escolhida foi a insercédo de cddons de parada nas trés possiveis fases de
leitura ancorados por regides de homologia de 30 pb de cada lado. Esta estratégia foi
eficiente na obtenc&o dos parasitas TcAct4 KO, com triagem realizada por PCR e
posteriormente, por sequenciamento, foi confirmada a insercdo dos cédons de parada
na regido de escolha. A auséncia da TcAct4 foi demonstrada tanto por western blot
guanto por imunofluorescéncia. A auséncia de TcAct4 acarretou reducdo no
crescimento do parasita nocaute em relacdo ao selvagem. Para os processos de
diferenciagcdo e infecgdo n&do foram observadas diferengas significativas entre a
populacdo TcAct4 KO e a populacdo selvagem. Contudo, em T. brucei, o
silenciamento da actina por RNAIi cessou a endocitose, causou imediata interrupcéo
da divisao celular, alteracdes na morfologia e morte celular depois de no maximo trés
dias apds a inducdo do RNAI nas formas sanguineas, e nao teve nenhum efeito nas
formas prociclicas (GARCIA-SALCEDO et al., 2004). Uma vez que 0s parasitas
TcAct4 KO sdo viaveis, é possivel que TcAct4 desempenhe fungdes mais
especializadas e que n&do estejam necessariamente relacionadas com aquelas da(s)
actina(s) propriamente dita(s). Uma outra possibilidade € que a presenc¢a de mais de
uma isoforma de actina em T. cruzi resulte em redundéancia de funcdes, de tal maneira
que a auséncia de TcAct4 ndo torna o parasita inviavel. As andlises de localizacao

celular e solubilidade indicam que, pelo menos em epimastigotas, TcActl (CEVALOS
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et al., 2011) e TcAct4 estdo organizadas de maneira similar no corpo do T. cruzi. Essa
hipétese pode explicar porque o0s parasitas mutantes nulos para TcAct4 mesmo
possuindo alteracdes ultraestruturais significativas em relacdo ao contetudo de
vesiculas e ao kDNA, sejam viaveis. Houve descompactacdo parcial do DNA
mitocondrial, além de ser observada uma distensdo da membrana do cinetoplasto. Foi
observada também a presenca de perfis de membrana, que nds acreditamos serem
membranas mitocondriais. Outra alteracdo observada foi a formacéo de vesiculas com
caracteristica de corpos multivesiculares e a presenca de grandes vesiculas que
acreditamos ser reservossomos alterados. Desta forma, os resultados nos levam a
acreditar que a TcAct4 é importante nos processos de trafego vesicular e que sua
auséncia leva a alteragbes mitocondriais pela inibicdo parcial do transporte de
vesiculas contendo proteinas mitocondriais para a organela. Além disso, a presenca
de vesiculas e corpos multivesiculares pode ser causada por um congestionamento,
causado pelo mau funcionamento dos processos de trafego vesicular.

Para avaliar se o fendétipo observado nos parasitas TcAct4 KO pode ser
revertido na presenca da actina 4, foi realizado o resgate génico com a insercao de
uma copia ectdpica do gene TcAct4 em duas construcdes distintas, a primeira que
insere a etiqueta GFP na porgcédo amino-terminal e outra que insere na porgao carboxi-
terminal. JA é bem descrita na literatura a expressdo de proteinas actina de
protozoarios fusionadas a diferentes etiquetas sem perda de funcédo (WETZEL et al.,
2003; ANGRISANO et al., 2012). Em Plasmodium berghei, por exemplo, a actina
manteve preservadas suas funcbes apos o etiquetamento com GFP na posicéo
amino-terminal, o que possibilitou a visualizacdo dos eventos apds a invasao celular
(ANGRISANO et al., 2012). Uma estratégia similar foi utilizada para o etiguetamento
da actina em T. gondii utilizando como etiqueta a proteina fluorescente amarela (YFP).
Neste caso, a adicdo da etiqueta ndo causou modificacdes nos padrdes de expressao
e distribuicdo subcelular da actina (WETZEL et al., 2003). Ao contrario do observado
nesses trabalhos, a adicdo da etiqueta GFP na por¢cdo amino-terminal interferiu na
atividade da TcAct4. Com esta construgdo, os fenétipos observados nos parasitas
TcAct4 KO nao foram revertidos. Os parasitas TcAct4 KO complementados com
TcAct4 com GFP-N-terminal tiveram crescimento inferior aos parasitas TcAct4 KO,
provavelmente devido a presenca da proteina ndo funcional, somada ao efeito
causado pela adicdo do antibidtico de sele¢édo. Ja a construgdo TcAct4 com GFP-C-

terminal foi capaz de reverter totalmente o fen6tipo dos parasitas TcAct4 KO. Nesses
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parasitas nao foi observada a presenca dos perfis de membrana, bem como dos
corpos multivesiculares ou de qualquer alteracao na ultraestrutura mitocondrial.

Como a construcdo TcAct4-GFP-C-terminal foi a Unica capaz de reverter o
fendtipo do nocaute, esta mesma estratégia foi escolhida para a imunoprecipitacéo, a
fim de analisar proteinas com que TcAct4 interage. Para executarem suas funcdes
celulares, Actinas e ARPs interagem com um vasto catélogo de proteinas. A inibigdo
e estimulagdo da formacdo de filamentos, bem como ligacdo com diferentes
compartimentos celulares sdo regulados por tais complexos (CHHABRA & HIGGS,
2007). Para isso, parasitas selvagens foram transfectados com o vetor ectépico de
expresséo gerando a populacdo TcAct4GFP. Como controles foram utilizados extratos
de parasitas selvagem e expressando somente a etiqueta GFP. Foram selecionadas
as proteinas presentes somente no extrato de TcAct4GFP.

A andlise das proteinas co-precipitadas, contudo, mostrou um numero bem
diversificado de proteinas associadas com diferentes processos metabolicos e com
distintas localizagOes celulares, ndo permitindo fazer muitas inferéncias sobre quais
dessas proteinas sédo realmente parceiras de TcAct4 ou em que vias TcAct4 atua.

Grande parte das proteinas co-precipitadas fazem parte da familia DGF-1 e
retrotransposon hot spot (proteinas RHS). As proteinas da familia DGF-1 sao
expressas no citoplasma de epimastigotas, tripomastigotas e amastigotas (LANDER
et al., 2010), e na superficie celular de tripomastigotas (KAWASHITA et al., 2009). Foi
demonstrada a presenca de fragmentos peptidicos de proteinas da familia DGF-1 no
sobrenadante de meio de cultura de diferenciacdo in vitro (de tripomastigota para
amastigota), indicando a secrecdo dessas proteinas (LANDER et al., 2010). As
proteinas DGF-1 apresentam motivos conservados de adesina e acredita-se que
tenham funcéo associada com a habilidade do T. cruzi se ligar a proteinas da matriz
extracelular, como fibronectina e laminina (KAWASHITA et al., 2009). Um grande
namero de proteinas RHS também foi co-precipitada com TcAct4. Essas proteinas
foram caracterizadas em T. brucei e compartilham entre 13 a 96% de identidade entre
si. Analise por imunofluorescéncia mostrou que elas sdo majoritariamente nucleares
(BRINGAUD et al., 2002). Entretanto, a andlise do fendtipo dos parasitas TcAct4 KO,
nao parece sugerir que essas proteinas atuem diretamente nas vias que TcAct4
opera.

Dentre as proteinas identificadas, contudo, a proteina Sec23a, que faz parte do

complexo adaptador Il (COPII), a subunidade Sec23 possui papel fundamental na
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montagem do revestimento COPIl e interage fisicamente e funcionalmente com
proteinas envolvidas tanto na ligacdo de vesiculas quanto no transporte ao longo de
microtubulos, vinculando os eventos de formacdo de vesiculas com o de transporte
anterogrado (FROMME et al., 2008); e uma proteina que participa de um complexo
proteico envolvido no transporte retrogrado de proteinas dos endossomos para a rede
trans-Golgi  (UniProt:V5BMH4) (SEAMAN et al.,1998) parecem ser bastante
promissoras como parceiras de TcAct4, assumindo que essa actina participa de
processos de formacado/trdfego de vesiculas em T. cruzi, como evidenciado nos
parasitas TcAct4 KO.

Foram identificadas também algumas proteinas mitocondriais entre elas a
ATOM36. A proteina ATOM36 faz parte de um complexo presente na membrana da
mitocdndria que medeia o transporte de proteinas para a matriz (PUSNIK et al., 2011,
revisto por HARSMAN e SCHNEIDER, 2016). Interessante notar que os parasitas
TcAct4 KO apresentaram, além da intensa formacdo de vesiculas, uma
desorganizacdo do DNA mitocondrial e presenca de perfis de membrana compativeis
com membranas mitocondriais, colocando o sistema de translocase mitocondrial
como provavel sitio de interacdo com TcAct4.

Ensaios de imunoprecipitacdo usando essas proteinas como iscas poderao
confirmar se de fato TcAct4 interage com elas, resultando em importante contribuicao

para estabelecer o papel dessa actina na biologia do T. cruzi.
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7 CONCLUSOES

A sequéncia da TcAct4 apresenta uma grande variagdo em relacdo as demais
actinas, porém a sua estrutura parece estar conservada quando comparada a actina
e ARPs.

A TcAct4 é expressa em todas as fases de desenvolvimento do parasita, e sua
localizagdo subcelular mostrou um padrdao disperso por todo o citoplasma, com
concentracdo parcial em estruturas citoplasmaticas lineares, compativel com
microfilamentos curtos, que podem ser observadas distribuidas ao longo do corpo
celular e também no flagelo.

A presenca da TcAct4 na fracdo soluvel dos extratos proteicos das formas
epimastigotas sugere que a proteina estd majoritariamente na forma monomeérica.

O nocaute do gene TcAct4 causou reducao na proliferacao celular. Contudo,
nao houve alteracdes nos processos de infectividade ou diferenciacdo in vitro nos
parasitas TcAct4 KO.

Os parasitas TcAct4d KO apresentaram intensa formacdo de vesiculas no
citoplasma, com caracteristica de corpos multivesiculares, sugerindo que a proteina
TcAct4 esta envolvida na formacéo e transporte de vesiculas.

Os parasitas TcAct4 KO também apresentam alterac6es mitocondriais, tais
como descompactacéo do KDNA, distensdo da membrana do cinetoplasto, e presenca
de perfis de membrana compativeis com a mitocondria.

Os fenotipos dos parasitas TcAct4 KO foram revertidos quando transfectados
com construcdes expressando a proteina TcAct4 fusionada a GFP-C-terminal.

Ensaios de imunoprecipitacdo seguidos da analise por espectrometria de
massas identificaram a associacdo de TcAct4 com proteinas de diversas vias
metabdlicas e processos celulares, algumas delas envolvidas com trafego de
vesiculas e translocacao de proteinas para a mitocondria, vias que se bloqueadas séo

compativeis com os fenétipos encontrados nos parasitas TcAct4 KO.
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8 PERSPECTIVAS

Realizar imunoprecipitacdo reversa das proteinas que co-precipitaram com a
TcActdGFPe avaliar a presenca da actina 4 por western blot.

Avaliar a capacidade de hidrolise de ATP in vitro da TcAct4, por
espectrofotometria.

Avalia a capacidade de polimerizacdo in vito da TcAct4, por microscopia
eletronica.

Avaliar a atividade e a funcédo mitocondrial dos parasitas TcAct4 KO por ensaio

de determinacédo do potencial de membrana em citometria de fluxo.
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