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RESUMO

Identificacdo dos Genes, Expressao e Localizacaol@ar do Complexo Adaptador 1 em
Trypanosoma cruz

O complexo adaptador 1 (AP-1) atua na formacaceslestimento de vesiculas com
clatrina na rede trans-Golgi em células eucarior@esonhecimento sobre o complexo AP-1
em tripanosomatideos é escasso, mas ja foi deradastua importancia na infectividade de
Leishmania mexicana em macrofagos, assim como na viabilidadg yganosoma brucei. O
Trypanosoma cruzi € um protozoario flagelado pertencente a familigpdnosomatidae,
sendo o agente etiolégico da doenca de Chagasalafpia milhbes de pessoas no mundo.
Neste contexto, esta dissertacdo teve como objelemtificar os genes que codificam as
guatro subunidades do complexo AP-1 no genomd.dguz, analisar sua expressado e
localizacdo subcelular nesse parasita. Busca encobde dados gendmicos permitiu
identificar as sequéncias codificantes para todasudunidades do complexo AP-1, sendo
obtidos os seguintes niumeros de acesso génicosy:AHL 818958.1; APJ: XP_820334.1;
AP1-pu:XP_818899.1; AP&: XP_804127.1. Foram produzidos anticorpos em caangos
contra as proteinas recombinantes de todas asidatddaa do complexo AP-1. Analise da
especificidade dos anticorpos foi realizada portevasblot e a localizagdo subcelular das
proteinas foi feita por imunofluorescéncia em nscapia de epifluorescéncia e microscopia
confocal a laser. Resultados negativos foram obtmmm o antisoro contra a subunidade
AP1-. Anticorpos obtidos contra as subunidades APlglicpnal) e AP1B (monoclonal)
reconheceram polipetideos de tamanho compativpeao molecular da proteina endégena
em extratos de formas epimastigotas, porém naonheceram as proteinas por
imunofluorescéncia. O antisoro policlonal obtidotta a subunidade APlreconheceu em
extratos de diferentes formas evolutivas TBecruzi (epimastigotas, tripomastigotas e
amastigotas) um polipeptideo de peso molecular atingd com o predito em banco de dados
(~90 kDa). Imunolocalizacdo demonstrou reacao ipasgontual em regido compativel com
a do complexo de Golgi deste protozoario: entrelemice cinetoplasto de formas
tripomastigotas e entre cinetoplasto e bolsa feagele epimastigotas e amastigotas.
Colocalizagao da AP{-com a GTPase Rab7 (marcador de complexo de Guldi. €ruz)
confirmou a localizacdo desta subunidade no coroplx Golgi desse parasita. Nossos
resultados demonstram que as subunidades do camffxl sdo conservadas e expressas
emT. cruzi e que pelo menos a subunidade ARfbssui localizacao celular em complexo de
Golgi, similar ao que é descrito em outras célalasariontes.

Palavras-chave: complexo adaptador 1, adaptingulas,Trypanosoma cruz.
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ABSTRACT

Gene Identification, Expression and Cellular Localzation of Adapter Complex-1 in
Trypanosoma cruz

The adaptor complex 1 (AP-1) acts in the formatbrelathrin-coated vesicles at the trans-
Golgi network of eukaryotic cells. Knowledge abthe AP-1 complex in trypanosomatids is
scarce, but it has been already demonstrated gsriance in the infectivity ofeishmania
mexicana in macrophages, as well as the viabilityTofpanosoma brucei. Trypanosoma cruzi

Is a protozoan flagellate that belongs to the fariitypanosomatidae, being the etiologic
agent of Chagas disease, which affects millionpexple worldwide. In this context, this
study aimed to identify the genes encoding the fuunits of the AP-1 complex in the
genome ofT. cruzi and analyze their expression and subcellular iet@bn in this parasite.
Search in genomic database identified gene seqgsieuing for all subunits of the AP-1
complex, the following accession numbers being inbth AP1ly: XP_818958.1; APJ:
XP_820334.1; AP1: XP_818899 .1; APL: XP_804127.1. Antibodies were produced in
mice against recombinant proteins of all subunitgshe AP-1 complex. Analysis of the
specificity of the antibodies was performed by wastlot and subcellular localization of the
proteins by immunofluorescence was done by epiflscence microscopy and confocal laser
microscopy. Negative results were obtained with #mtiserum against subunit Akl-
Antibodies raised against the ARl-(polyclonal) and APZB (monoclonal) subunits
recognized polypeptides with size compatible to mh@ecular weight of the endogenous
protein in extracts from epimastigotes, but no @rat could be localized by fluorescence
microscopy. The antiserum polyclonal obtained agjaihe AP1y subunit recognized a
polypeptide in extracts of different evolutionarprihs of T. cruzi (epimastigotes,
trypomastigotes and amastigotes) of molecular wegnsistent with that predicted in
database (~90 kDa). Immunolocalization showed mahgbositive reaction in the region
compatible with the Golgi complex of this protozod&etween nucleus and kinetoplast of
trypomastigotes and between kinetoplast and flagefpocket of epimastigotes and
amastigotes. Colocalization of ARIwith the GTPase Rab7 (a marker of the Golgi comple
in T. cruz) confirmed the location of this subunit in the Giadipparatus of this parasite. Our
results demonstrate that the subunits of the ABriptex are conserved and expressed.in
cruzi and that at least the ARLlsubunit has cellular localization in the Golgi apgus,
similar to that described in other eukaryotic cells

Keywords: adaptor complex 1, adaptin, vesiclegpanosoma cruzi.



1 INTRODUCAO

1.1 Endocitose

As células eucaridticas possuem um elaborado sistden endomembranas que
permite uma refinada comunicagdo com o0 seu ambidigse sistema é composto por
compartimentos intracelulares que se comunicanvédrde vesiculas, as quais podem brotar
a partir da membrana plasmatica (via endocitica) das membranas do reticulo
endoplasmatico e do complexo de Golgi (via sedeeftiossintética) (Bonifacino &
Lippincott-Schwartz, 2003).

A membrana plasmatica € uma estrutura celular dogdque tem por funcéo separar
dois ambientes quimicamente distintos: o citoplasgn@ meio extracelular. Moléculas
pequenas e essenciais tais como carboidratos, aomlos e ions atravessam essa barreira por
canais ou bombas protéicas inseridas na membramwasuR vez, macromoléculas como
horménios, lipidios e proteinas sdo interiorizadas de vesiculas que brotam por
invaginagcbes da membrana plasmatica. Esse Ultimoepso € denominado endocitose
(Conner & Schmid, 2003).

A endocitose pode ocorrer por multiplos mecanisnddgdidos em duas categorias
principais: fagocitose e endocitose. A fagocitogsasiste na captacdo de grandes particulas
(>2 um) através de projecdes da membrana plasnaticador da particula a ser ingerida,
sendo realizada por células especializadas comadfagos, neutréfilos e mondcitos. A
endocitose por sua vez acontece em todas as célekté envolvida na captacdo de fluidos e
macromoléculas. A endocitose propriamente dita mmtedividida em quatro mecanismos
basicos: macropinocitose, endocitose dependentelaténa, endocitose dependente de
caveolina e endocitose independente de clatrina eagteolina (Figura 1.1) (Schliwa &
Soldati, 2006).

O material endocitado segue entdo por compartirsetdéovia endocitica como 0s
endosomos e pode ter como destino final os lisosoBEsies sdo compartimentos acidificados
cuja funcdo é manter a homeostase celular atraaédedgradacdo do material endocitado
assim como de componentes oriundos de autofagial @&lummperman, 2008). A quebra
de moléculas é realizada pelas hidrolases lisogsppae sdo selecionadas e transportadas
para os lisosomos a partir do complexo de Golgnh(@o & Schmid, 2003). A selecdo das

hidrolases e seu transporte até os lisosomos, cmr@mos posteriormente, depende de



diversos grupos de moléculas que atuam junto arfécipeda membrana do complexo de

Golgi.
§ Macropinocitose
Fagocitose
Endocitose Endocitose : :
dependente dependente Endocnt_ose mdependepte
de clatrina  de caveolina de clatrina e de caveolina
l Caveolma @ @ Q
{:’Cavmssomq /“
w \@
Lisossomo )
Figura 1.1 Vias de endocitose. Particulas maiores podem ser envolvidas fagocitose ou

macropinocitose, enquanto fluidos e moléculas poskemingeridos por meio de diferentes tipos decwéess
endociticas. Em todos os processos as alterac@&@sagurem na membrana sdo dependentes de actina. As
vesiculas endociticas podem ser classificadasal@@com a presenca ou auséncia de componentécproté
em seu revestimento, como endocitose dependentelatiina, endocitose dependente de caveolina ou
endocitose independente de clatrina e caveolina. éBBossomo inicial rico em proteinas ancoradas a
membrana via GPI (Glicosilfosfatidilinositol). Adaglo de Mayor & Pagano (2007).

1.2 Endocitose mediada por clatrina

A endocitose mediada por clatrina envolve a comacdb de receptores
transmembranares, 0s quais juntamente com seudeligado incluidos em invaginagdes da
membrana plasmatica, formando vesiculas com revesto protéico de clatrina. Essas
vesiculas, com auxilio de outras proteinas comaantdna, destacam-se da membrana e
seguem para os endosomos iniciais, endosomos daedissosomos. Muitos ligantes sdo
degradados nos lisosomos e alguns receptores@élades de volta a membrana plasmatica,
onde podem ser reutilizados (Conner & Schmid, 2003)

Vesiculas com revestimento de clatrina ocorremaad as células nucleadas, desde
leveduras até células humanas, possuindo tamanieogagiam de 60 a 100 nm de diametro.
Essas vesiculas ndo sao evidenciadas apenas naranamtlasmatica, sendo também
observadas brotando a partir do complexo de Goigis precisamente na rede trans-Golgi
(Bonifacino & Lippincott-Schwartz, 2003).



1.3 Complexo de Golgi e Via Biossintética

O aparato de Golgi ou complexo de Golgi recebea seme em homenagem a Camilo
Golgi, que em 1898 relatou a presenca de uma estrugticular em varios tipos celulares
utilizando coloragédo por nitrato de prata e obsgiwa por microscopia de luz.
Aproximadamente meio século depois, com o adveatmitroscopia eletronica, é que foi
verificado que esta estrutura era formada por campentos envoltos por membranas ou
cisternas achatadas, as quais sdo comumente dasugia pilhas (Munro, 2011).

As pilhas de cisternas que compdem o complexo dkii Gdo morfologicamente
heterogéneas, possuem uma superficie lisa e depbnda célula a qual pertencem podem
variar quanto ao numero, forma e também quanteaitacdo. Normalmente essas pilhas se
arranjam em numero de quatro a seis cisternasaézam-se entre o reticulo endoplasmatico
e a membrana plasmatica (Farquhar & Palade, 1g88)nvertebrados e plantas o complexo
de Golgi pode se organizar em uma unica pilha ogamtenas de pilhas individuais dispersas
no citosol. No caso de alguns fungos, o complexdGdégi se organiza como algumas
cisternas espalhadas pela célula (Munro, 2011).

Quanto a estrutura, o complexo de Golgi é classoéendividido em trés regides: (a) a
rede cis do Golgi é a mais proxima do reticulo etakmatico e por onde ocorre a
comunicacao entre esta organela e o complexo dgi;Gb) as cisternas do complexo de
Golgi propriamente dito, divididas em cisternas oredial e trans e finalmente, (c) a rede
trans do Golgi que esta orientada para membramsmplica. Essas regides também diferem
entre si quanto ao conteudo e composicdo de membranque permite que estes
compartimentos realizem diferentes funcdes dergtrorganela (Farquhar & Palade, 1981).

A rede trans-Golgi € a regido responsavel pelagdna e distribuicdo do material
modificado (em geral glicosilacdo e sulfatacdo) lango das cisternas do Golgi. As
glicoproteinas e glicolipideos resultantes sdo ewtpdos em vesiculas e o destino pode ser o
exterior da célula (via regulada), a membrana pddisa (via constitutiva) ou os lisosomos
(via biossintética) (Traub & Kornfeld, 1997).



Na via biossintética, as hidrolases lisosomais ymhs no reticulo endoplasmatico
sofrem no complexo de Golgi, a adicdo do sacaridanose-6-fosfato. No limen da rede
trans-Golgi estas enzimas lisosomais sao recordmeqdr receptores transmembranares de
manose-6-fosfato, se aculando em regifes na memlegmosteriormente segregados em
vesiculas com revestimento de clatrina (Le BorgneH@&flack, 1997). Essas vesiculas
seguirdo para o sistema endosomo/lisosomo, ondeeog@ dissociacdo do complexo e 0s
receptores de manose-6-fosfato serdo recicladogolde a rede trans-Golgi. As enzimas
seguirdo para os lisosomos, onde com o pH apdigriae tornardo ativas (Traub &
Kornfeld, 1997).

Assim, vesiculas com revestimento da proteina ictatpodem brotar a partir da
membrana plasmatica (via endocitica) assim commerabrana das cisternas da rede trans-

Golgi (via biossintética).

1.4 Clatrina

As primeiras descricdes sobre a formacdo de vesicutvestidas por clatrina
comecaram na década de 1960. Thomas Roth e Keithr Rdbservaram por microscopia
eletrbnica de transmissdo (MET) o processo de déiodecde gema de ovo por odcitos de
mosquitos e notaram revestimentos parecidos codasera borda da membrana plasmatica e
também em vesiculas no citosol (revisto por Ro@®62 Em algumas células era possivel
observar que o revestimento era composto por utnawws poligonal semelhante a de uma
bola de futebol. Em 1975 Barbara Pearse conseguificar essas vesiculas e descobriu que
essa estrutura era composta por uma proteina taagyria qual ela denominou clatrina
(revisto por Roth, 2006).

A molécula clatrina é formada por trés cadeias pepliidicas pesadas de
aproximadamente 192 kDa, ligadas cada uma a unedacpdlipeptidica leve que possui em
torno de 25 kDa. Juntas, essas cadeias formam siméuea com trés pernas ligadas por um
vértice denominada trisquélion (Figura 1.2). Poa ste¢z, os trisquélions de clatrina se
associam formando uma rede convexa de hexagonestégpnos semelhante a um cesto no

lado citosoélico das membranas (Edeling et al., 2006
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Figura 1.2 Clatrina a) Desenhoussgético do trisquélion de clarina com os respestisegmentos. A
regido C-terminal corresponde ao vértice da moéaila regidao N-terminal ao dominio terminal. b)
Revestimento de vesiculas a partir da associac@&tatima in vitro. Para fechamento da estruturengtrica
devem ocorrer ao menos 12 pentagonos. O esqualatirito da clatrina esta destacado em azul. Adapta
de Fotin et al 2004).

Entretanto, a clatrina por si s6 ndo interage aineinte com a membrana. Existem
diversas proteinas acessérias que sao recrutadasapsicamada lipidica no momento da
iniciacdo do revestimento, dentre as quais sdoack$as as proteinas dos complexos
adaptadores (APs). Apos a clatrina, os APs sgoasinas mais abundantes nas vesiculas

com revestimento de clatrina.

1.5 Complexo Adaptador

Aproximadamente 20 anos ap0s a primeira descrigidRpth e Porter dos “pocos
revestidos por cerdas” foram identificadas outradeginas no revestimento de clatrina, as
quais foram denominadas na época de proteinas@B0LBDa (Pearse & Robinson, 1984;
Zaremba & Keen, 1983). Atualmente sabe-se que gst#einas formam os complexos
adaptadores ou AP. Tais complexos tem a funcéo widiaa a clatrina a formar o
revestimento protéico e também de selecionar aauldléa ser internalizada, através do
reconhecimento e ligacdo a cauda citoplasmaticaakptor presente na membrana.

Até o momento foram identificados quatro compleadaptadores heterotetraméricos
(AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4), cada um deles atuandformaacdo de vesiculas em diferentes
locais dentro da célula (Figura 1.3). O complexo-JAB encontrado em vesiculas com

revestimento de clatrina na rede trans-Golgi, o &RR2vesiculas endociticas na membrana



plasmatica, o AP3 proximo ao endosomos e o0 AP4 déamha RTG, sendo que nestes dois

altimos ndo héa confirmacgéo de associacao commafRobinson, 2004)
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Figura 1.3 Proteinas de revestimento e vias de tédo onde podem estar envolvidas. Esquema

simplificado apresentando apenas um tipo de endmsoks setas indicam a comunicacdo entre 0s
compartimentos. GGAs= proteina adaptadora monoaélis= lisosomo; RTG= Rede trans-Golgi; RCG=
Rede Cis Golgi; RE= Reticulo Endoplasmatico. Addptde Robinson (2004).

Deve-se ressaltar que a presenca dos quatro corsphebaptadores ndo € comum em
todos os organismos. Por exempl@aenorhabditis elegans e levedurasSaccharomyces
cerevisiae e Schizosaccharomyces pombe possuem apenas AP-1, AP-2 e AP-3 (Robinson,
2004).

Em relacdo a estrutura, os complexos adaptadoresu@m basicamente a mesma
formacdo. Todos sdo compostos por quatro subursdedamadas de adaptinas, que se

associam e formam uma estrutura parecida a uro {fogura 1.4).



AP-1 AP-2 AP-3 AP4

Figura 1.4 Representacao esquematica dos complexaaptadores. As subunidades maiores dos
complexos adaptadores, (o, 3, ¢ e B1-4) possuem: A- regido N-terminal (tronco), B- teaflexivel

(dobradiga) e C- apéndice ou orelha (C-terminat&: http://cbmp.nichd.nih.gov/sipt/index.html

Cada complexo AP possui duas subunidades grandeammximadamente 100 kDA.
Uma delas € a subunida@é-4, semelhante nos quatro complexos. A outra sdade
grande é denominadg, o, 6 € € para 0s complexos AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4,
respectivamente (Figura 1.5). Os complexos APs éamppossuem uma subunidade média de
aproximadamente 50 kDA (u1-4) e uma menor com caecd0 kDA ¢1-4) (Kirchhausen,
1999). No caso de AP-1 e AP-2 as subuniddgs ec possuem alto grau de homologia
(~40%-85% de sequéncia idéntica), enquanto as gilduesy e a sdo mais diversas (~25%
de identidade) (Edeling et al., 2006).

As subunidades maioreg i, 6, € € ) possuem um dominio N-terminal (tronco) e um
dominio C-terminal (apéndice ou orelha), ligados pma haste flexivel (dobradica). A
dobradica € uma regido das adaptinas que possudr ns&insibilidade a proteases,
diferentemente do tronco e do apéndice, os quaisnsis estaveis (Kirchhausen et al.,
1989). Cada uma dessas regides desempenha uma fdaecioteracdo com os diversos
componentes do revestimento de clatrina e compeselat membrana alvo.

O complexo AP-2 é um dos mais estudados e assimtsBaidas fungbes similares
aos demais APs devido a similaridade de estrutatee eds complexos adaptadores. A
estrutura do complexo adaptador é sustentada peleagao entre as diversas subunidades,
sendo que grande parte desta interacéo é feitdrpalm das subunidades maiores.

Neste contexto, a subunidadelefine em qual regido da membrana plasmatica sera
formado o revestimento através da interacdo cofolfpgleos. Da mesma forma, as demais
subunidades, 6 e € dos complexos AP-1, AP-3 e AP-4 atuam na membdanarigem. As
subunidades medianas (u), por sua vez, reconhecégara-se a um sinal de tirosina
(YXX@) ou dileucina (DXXLL) na cauda citoplasmétidas receptores (Kirchhausen, 2000),



enquanto a adaptina parece ter funcéo estrutural na estabilizacdoodaptexo (Collins et
al.,, 2002). J& o recrutamento da clatrina para enlmmana plasmatica é realizado
primeiramente pela dobradica da subunidd2leque possui um motivo de ligagéo a clatrina
(Shih et al., 1995). Esse motivo de ligacédo a idatfoi demonstrado por Dell’Angelica e
colaboradores (1998) como sendo uma combinacaegleescia de residuos hidrofobicos
[L(L,)(D,E,N)(L,F)(D,E)].

Além dos complexos APs existem outras proteinassacias que auxiliam a formagéo
do revestimento e selecdo da molécula a ser ititada. Dentre elas estdo epsl15 (Epidermal
grown factor receptor substrate 15), epsina, anidi, AP-180 e auxilina, que atuam na
membrana plasmética (Kirchhausen, 2000) e Arfl (AibBsylation factor), Arf3 e GGAs
(Golgi localized, gamma-ear-containing, ADP-rib@didn factor-binding protein)as quais
estdo envolvidas no trafego de vesiculas na RTGG@A € uma proteina adaptadora
monomerica que possui homologia com a subunigadi® complexo AP-1. Esse adaptador
esta envolvido com o transporte de vesiculas & parRTG. Entretanto, ainda ndo é claro se
a GGA atua associada ao complexo AP-1 ou paralek@niBoman, 2001).

1.6 Complexo adaptador 1 (AP-1)

O complexo AP-1 esta associado principalmente aosporte anterogrado da rede
trans-Golgi para o lisosomo (via endosomos) emlaglndo polarizadas de mamiferos. As
vesiculas se formam na rede tran-Golgi envolvendershs proteinas e através de trilhos de

microtubulos, sdo guiadas até seu destino, o saségrossomal (Gosh, 2003) (Figura 1.5).
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Figura 1.5 Desenho esquematico de brotamente de i@8as revestidas por clatrina/AP-1 no Golgi.

As cisternas de Golgi sdo numeradas de C1 a C&s Du trés cisternas formam a rede trans-Golgi (RTG
Vesiculas revestidas por clatrina brotam a padidiima cisterna da RTG. O receptor transmembrdea
manose-6-fosfato (RMF) presente RTG reconheceamtigno limen da cisterna. Na face citoplasméica
membrana, proteinas adaptadoras (AP-1 ou GGAyamla cauda do receptor e déo inicio a formacdorde
microdominio na membrana. Por sua vez, a clatigaade as proteinas adaptadoras para iniciar aaf@on

do revestimento. Este aumenta e ocorre o desprentbnda vesicula que, em seguida, se desacopla da
clatrina. As vesiculas entdo se fundem com a membdns endossomos, onde entregam seu conteldo.
Adaptado de Gosh, 2003

Entretanto, estudos tem proposto que o AP-1 tampéde atuar no transporte
retrogrado, a partir do endosomo inicial ou dedlagem. Essa via recicla para a rede trans-
Golgi os receptores de manose-6-fosfato que segyeaa o sistema endosomo/lisosomo, ou
agueles que equivocadamente foram enviados paendrana plasmatica e posteriormente
endocitados (Hirst et al., 2012).

O complexo adaptador-1 é expresso em todas assd@ukarioticas e pode assumir
funcdes diversificadas dependendo do tipo celuRmdemos citar como exemplo o
envolvimento de AP-1 com o revestimento de clatdaagranulos de secre¢do imaturos em
células neuroenddcrinas de rato (Dittie et al.,6)98om o trafego de proteinas para os cilios
olfativos emCaenorhabditis elegans, com a biogénese das roptrias (organelas de segreca
em Toxoplasma gondii (Ngé et al., 2003) com a formacdo do vacuolo contratil em
Dictyostelium discoideum (Lefkir et al., 2004) e localizagdo de proteinas RTG em
leveduras (Foote & Nothwehr, 2006). Na maioria d&ulas epiteliais existem dois

complexos adaptadores AP-1: AP-1A e AP-1B. Enquan&P-1A atua no transporte rede



trans-Golgi / endosomos, o complexo AP-1B atuaraonsporte vesicular rede trans-Golgi /
superficie basolateral da célula (Fdlsch et aD320

Foi proposto que fosfadil-inositol-4,5-bifosfatooéfosfolipideo que interage com o
AP-1 na membrana do rede trans-Golgi (Crottet.e@8D2). Outros componentes que podem
auxiliar na formacéo do revestimento de clatrirtaragindo com AP-1 sdo GTPase ARF-1,
GGA, vy-sinergina, rabaptina-5, epsinaR, NECAP, anftiilie y-BAR, assim como as
anfifisinas 1 e 2, as quais por sua vez tambémmoanieragir com o complexo AP-2.

Muitos aspectos que envolvem o complexo AP-1 ainda estdo totalmente
esclarecidos a respeito de sua funcéo, formac&ewstimento e envolvimento com outros
elementos na formacédo dessa complexa rede degdésraO complexo AP1 tem sido objeto
de estudo em diversos organismos, mas no que seeres tripanosomatideos 0s

conhecimentos a respeito desse adaptador aindacggientes.

1.7 Protozoarios tripanosomatideos

Os tripanosomatideos séo protozodarios flageladdsnaoentes ao reino Protozoa, sub-
reino Eozoa, filo Euglenozoa, classe Kinetoplasteedem Kinetoplastida e familia
Trypanosomatidae (Cavalier-Smith, 2010).

A familia Trypanosomatidae compreende um grande endinde protozoarios
parasitas, muitos dos quais causam graves doencasimanos. Entre eles estéobruce,
Leishmania spp. €T. cruzi. O Trypanosoma brucei é o agente causador da doenca do sono em
humanos e da nagana em gado. Essas enfermidadas péncipais causas de morbidade e
dificuldades econdémicas em regides endémicas daaAfEspécies déeshmania s&o
causadoras de diversos tipos de leishmaniose, ajignv desde pequena Ulcera na pele até
doenca visceral fatal, atingindo Africa, Asia, partda Europa e América Latina (WHO,
2012). Todos os parasitas descritos acima saanraggs principalmente por insetos vetores

hematofagos infectados e invadem uma gama de s@ukridos no hospedeiro mamifero.

1.8 Trypanosoma cruz e a doenca de Chagas

O Trypanosoma cruzi € o agente etiologico da tripanosomiase americargoenca de
Chagas e estima-se que mais de 10 milhdes de pesstmam infectadas no mundo, com
mais de 25 milhdes de pessoas em risco de coatdmenca (WHO, 2012). A transmissao do

protozoario acontece principalmente pela via vetodtravés das fezes do inseto barbeiro,
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podendo ocorrer também por via transfusional, wwagénita (através da placenta), por
transplante de orgéos, via oral e via acidentalccatidente laboratorial ou contato com
animais infectados (Coura, 2007).

A doenca de Chagas se caracteriza por apresests éguda e cronica distintas. A
fase aguda pode ser ou néo sintomatica e ness® UtAso 0s sintomas podem ser febre,
adenopatia generalizada, edema, hepatoesplenomegailiocardia. Se ndo tratados os casos
agudos podem evoluir para quadros cronicos podapdesentar ou ndo sintomas como
distarbios cardiacos e digestivos (Coura, 2007)foksias mais graves sao caracterizadas
pelo comprometimento cardiaco e/ou digestivo (Peal).

E vélido ressaltar que ainda n&o existe profilafieiente para a doenca de Chagas
seja por vacinacdo ou tratamento quimioterapicdivefe Dessa forma, a obtencdo de
conhecimentos sobre os processos bioldgicos desasitp e sobre o tratamento efetivo dessa
doenca sdo necessarios. Aléem da relevancia pareaada saude publica, T cruzi é um
organismo eucariético primitivo sendo um excelemtedelo para o estudo de sistemas

biolégicos.

1.9 Ciclo de vida doTrypanosoma cruz

O Trypanosoma cruzi em seu ciclo de vida passa por dois hospedeirsingeto
triatomineo (ordem Hemiptera, familia Reduviidaabfamilia Triatominae, conhecidos
popularmente como barbeiros) e um mamifero. O nemfiospedeiro pode ser um animal
silvestre ou doméstico ou mesmo o homem.

Durante o repasto sanguineo de um mamifero infectattiatomineo se alimenta de
formas infectivas (tripomastigotas sanguineas).d&uz, que ao atingirem o trato digestivo
do inseto assumem a forma replicativa epimastigigias sucessivas replicacdes por divisdo
binaria, esses parasitas assumem a forma tripgyotstmetaciclica na ampola retal dos
insetos. Em um novo repasto do inseto, esses tagiigotas metaciclicos serdo eliminados
juntamente com as fezes e urina no local da pieagadem entdo alcancar a corrente
sanguinea do hospedeiro por via cutanea ou atdevasicosas. No hospedeiro vertebrado os
tripomastigotas podem infectar células, onde seraficiam em formas amastigotas que se
replicam e se diferenciam em tripomastigotas. Comorapimento da célula hospedeira,
formas tripomastigotas séo liberadas para infeotdaras células ou alcancar a corrente

sanguinea para serem capturadas por um novo vetero(Figura 1.7).
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A diferenciacdo da forma epimastigota em tripongaséi metaciclica dd. cruz é
denominada metaciclogénese e ocorre naturalmenténtastino do inseto vetor. Esse
processo no entanto pode ser mimetizado in viifizartdo-se meio quimicamente definido

gue simula as condi¢des da urina do inseto vetont(€ra et al., 1985).

Estagio no inseto vetor Estagios humanos
inzeto ingere sangue, depositando

o tripomastigotas metacicicos que entram @e Tripomastigotas metaciclicos penetram varios

pela ferida ou por membranas mucosas tipos celulares no local de entrada. Dentro das

@5 > células, se transformam em amastigotas
/ @

tripomastigotas metaciclicos "Q'i
na intesting posterior {.‘

multiplicam no intesting %
% Inseto se nutre de sangue

epimastigotas no (tripomastigotas ingericos)

intesting médio
~

Amastigotas se multiplicam por
Trinomastiqotas fiszdo bindria dertro das células

podem infectar outras do= tecidos infectados
células e se transformar em

amastigotas intracelulares
&m Noyos locais

Amastigotas intracelulares
ze transformam em tripomastigotas,
fue entram no sangue ao
estourarem az células

Figura 1.6 Desenho esquematico do ciclo de vida @iecruz. Fonte: CDC (Center for Cisease and
Control) www.dpd.cdc.gov/dpdx

1.10 Biologia celular doTrypanosoma cruzi

Todos os membros da familia Trypanosomatidae possie Unico flagelo, que surge
a partir de uma invaginacao na regiao anterioréaa chamada bolsa flagelar (Figura 1.7).
O tamanho do flagelo pode variar dependendo dgiesié@ desenvolvimento do parasita. Em
epimastigotas e tripomastigotas parte do flagelatema-se aderido ao corpo, enquanto que
em formas amastigotas o flagelo é muito curto eéndderido ao corpo (De Souza, 2002). Os
tripanosomatideos possuem somente uma mitocongikase estende ao longo da célula. Na
porcdo anterior do parasita a mitocondria forma umeriz de DNA conhecida como

cinetoplasto (De Souza, 2002).
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Figura 1.7 Esquema das principais estruturas celutas de T. cruzi. Fonte: Do Campo et al (1975).

Abaixo da membrana plasmatica ocorre uma rede Boble de microtubulos,
ligados & membrana plasmatica por filamentos cuttosatureza desconhecida. Essa forte
associagdo do citoesqueleto confere a superfismederganismos uma alta resisténcia a agéo
mecanica, temperatura ou drogas (De Souza, 200®)Is& flagelar € a Unica regido da célula
onde nao existem microtubulos associados a memk{werath et al., 1997). Devido a
localizac&o especifica de varios receptores nalilzigelar, acredita-se que a maior parte do
trafego vesicular e a entrada de nutrientes oconmasta regido. Outra invaginacdo menor,
localizada proxima a bolsa flagelar, é o citostaiffigura 1.7), também envolvido com a
absorcéo de nutrientes (Porto-Carreiro et al., 2000

A forma epimastigota d®. cruzi € capaz de ingerir macromoléculas do meio externo
por endocitose, seja pela bolsa flagelar ou pédstoma. Tal atividade € inexistente ou muito
reduzida nas formas tripomastigotas e amastigdies §ouza et al., 2009). Na regiao
posterior de epimastigotas decruzi sdo encontrados 0s reservosomaos, organelas asféric

onde se acumulam proteinas ingeridas oriundas @a flagelar e do citdstoma. Entre as
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proteinases presentes nos reservosomos destagaegeptidade a cruzipaina (uma cisteino-
proteinase), tendo sido proposto que reservosordos cempartimentos pré-lisosomais
(Soares et al., 1992). Também foi proposta a [ajéo dos reservosomos no processo de
metaciclogénese, como principal fonte de energia gsta atividade (Soares, 1999).

Distribuidos pelo citoplasma estdo os glicosomos) tipo especializado de
peroxisomo que acumula enzimas da via glicolitiveolvidas na conversdo da glicose a 3-
fosfoglicerato (Hannaert et al., 2003). Outrasaordas particulares sdo os acidocalcisomos,
envolvidos na estocagem intracelular de calcio, iom importante para os processos de
sinalizacado celular. Os acidocalcisomos provaveleeestdo envolvidos em diversos
processos bioldgicos, tais como adaptacédo a corsligé estresse ambiental, manutencao do
pH intracelular e osmo-regulacdo (Docampo et 8052

O reticulo endoplasmaético (RE) liso e rugoso é etrado por todo o corpo de todas
as formas evolutivas d& cruzi. Ocorre um Unico complexo de Golgi e suas cistes@
sempre observadas na porcdo anterior do corpoacelemtre o nucleo e o cinetoplasto,
proximo a bolsa flagelar (Figura 1.8) (De Souz&20

Figura 1.8 Micrografia de formas epimastigota deT. cruz. 1: Regido anterior do parasita, onde se
localiza a bolsa flagelar (BF), kinetoplasto (Kgticulo endoplasmatico (RE), complexo de Golgi (CG)
mitocondria (M) e gotas de lipidios (L). 2: Cistasnde Golgi (seta) além de nucleo (N) e kinetoplast

mitocOndria. Adaptado de Figueiredo, 1995.
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1.11 Clatrina e AP-1 em tripanosomatideos

Os tripanosomatideos possuem caracteristicastdsgnimportantes nos processos de
endocitose e exocitose. Tais processos nessessinga, diferentemente do que acontece na
maioria das células eucaribticas, sdo altamentaripatlos, ocorrendo principalmente na
regido da bolsa flagelar (De Souza, 2002).

Nos poucos trabalhos existentes sobre clatrina mplexos adaptadores em
tripanosomatideos, destaca-se a relevancia destesnas na infectividade e na viabilidade
dos parasitas. Estes estudos estdo concentradbsbemcei, Leishmania spp. €T. cruz.

EmT. brucei foi evidenciada a presenca de vesiculas com imesdb de clatrina na
bolsa flagelar e no complexo de Golgi. Demonst®ugse deplecdo da clatrina é letal,
indicando a sua importancia na sobrevivéncia dagiar Através da técnica de RNA de
interferéncia de clatrina notou-se, por microscagéronica de transmisséo, que as células
apresentavam um grande inchaco na bolsa flageldicando que apesar da endocitose ter
sido prejudicada, 0 processo exocitico permaneceatiidade (Allen et al., 2003).

A funcdo do complexo AP-1 e bruce foi investigada por silenciamento (através
de RNA de interferéncia) da subunidade pl. Demonste que este complexo é essencial
para o protozoario, mediando o trafego lisosonrér da RTG. Entretanto, a falta de Tbul
nao afetou o processo exocitico do parasita (Teizah, 2009).

E importante ressaltar que no genoma Tdebrucei sdo encontrados apenas 0s
complexos adaptadores AP-1, AP-3 e AP-4. Por datto, emLeishmania spp. o complexo
adaptador que esta ausente € o AP-4I.J&uzi possui os quatro complexos adaptadores,
porém ha somente trés subunidagleg-1/2, B-3 ep-4. Assim, a subunidadeesta presente
tanto no AP-1 como no AP-2 nesse parasita (Denal,e2005).

Foi demonstrada a presencga de vesiculas com meeesti na bolsa flagelar e no
complexo de Golgi erheishmania mexicana, sugerindo a presenca de clatrina nessas regides
(Weise, 2000). Gokool (2003) verificou a importandas subunidades poedo complexo
AP-1 emL. mexicana. Apés delecdo desses dois genes observou-se qpeotozoarios
mutantes mantiveram-se viaveis em cultura, porém seapacidade de infectar células
(macréfagos) ou o vertebrado (camundongo).

Denny e colaboradores (2005) realizaram imunolpagfio da cadeia pesada de
clatrina e da subunidadé de AP-1 emLeishmania major. Clatrina foi localizada em
estruturas vesiculares ao longo do corpo do parasita subunidadgl co-localizou

parcialmente com o complexo de Golgi e também agdala célula.
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Em um estudo inicial enT. cruz foi relatada a possivel presenca de endocitose
mediada por receptor em formas epimastigotas (Soetraal., 1991). Posteriormente, um
estudo por microscopia eletrdnica de transmiss@teBgiou-se a presenca de vesiculas com
possivel revestimento de clatrina brotando a pddicomplexo de Golgi (Sant’Anna et al.,
2004).

Corréa e colaboradores ( 2007) identificaram ene bl@asdados genémicos @ecruz
a presenca do conjunto de genes que expressarataspas necessarias para o brotamento de
vesiculas revestidas com clatrina nesse protozddgsse conjunto estdo presentes 0s genes
que expressam as adaptinas do complexo adaptadbr AlRxpresséo de clatrina em formas
epimastigotas dé&. cruzi foi demonstrada por ensaio de western blot utitipaanticorpos
contra clatrina bovina. Imunolocalizacdo da clanmor microscopia confocal evidenciou sua
presenca na regiao anterior do parasita, na retpabolsa flagelar e complexo de Golgi.
Ensaio de endocitose de albumina marcada com aloidal analisado por microscopia
eletrbnica de transmissdo mostrou a presenca deulass com possivel revestimento de
clatrina brotando da bolsa flagelar e préximo anglexo de Golgi (Corréa et al., 2007).

Recentemente, Kalb (2011) produziu anticorpos fmrlais em camundongo contra a
cadeia pesada de clatrina Tecruzi e demonstrou sua existéncia e expressao nessgtgara
Imunolocalizagéo por microscopia confocal a lasenieroscopia eletrbnica de transmissao
mostrou a presenca de clatrina na regido da btdgaldr e complexo de Golgi, além de
marcacdo difusa pelo citoplasma, reforcando os datitidos anteriormente por Corréa e
colaboradores (2007).

O conhecimento sobre a formacdo de vesiculas re@asstom clatrina (nas via
endocitica e biossintética), e mais precisameriteeso complexo adaptador 1 na RTG (via
biossintética) pode ser considerado escasso eandspmatideos. Dados de bioinformatica,
associados a demonstracdo de brotamento de vastautapossivel revestimento de clatrina
a partir do complexo de Golgi emcruz (Sant’Anna et al., 2004; Corréa et al., 2007)atéo
0 momento, 0s Unicos estudos a respeito da videyaehidrolases até os lisosomos nesse
parasita. Portanto, ainda ndo se sabe se essesgwoéerealizado por meio de vesiculas
revestidas com clatrina e pelo do complexo adapthdmomo nos demais eucariontes.

Nesse sentido, ampliar os conhecimentos que ermodveomplexo AP-1 enfi. cruz
€ de grande importancia para a compreensao dosnim@ces de um processo bioldgico

essencial para maioria das células eucaridticas.
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2 OBJETIVO GERAL

Avaliar a expressdo de subunidades do complexotadiap AP-1 em diferentes

formas evolutivas d&. cruzi, assim como sua localizacao subcelular.

2.1 Objetivos especificos

1) Caracterizar por analise bioinformética os ggreas asquatro subunidades do complexo

adaptador 1 1,c ey) no genoma d&. cruz;

2) Produzir anticorpos em camundongos contra ategpter. cruz, para isso:

2.1 obter adaptinas recombinantes a partir da éioggéo e clonagem dos genes identificados
em vetores de expressdo em bactérias;

2.2 imunizar camundongos com as proteinas recomigimapara obtencdo de antisoros

policlonais e monoclonais;

3) Avaliar a expresséo dos genes das adaptinasmdplexo AP-1 nas trés formas evolutivas

deT. cruz (formas epimastigotas, tripomastigotas e amasitsjpt

4) Identificar a localizacdo subcelular das prasiselecionadas em formas epimastigotas,

tripomastigotas e amastigotasderuz.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Reagentes

Amersham BiosciencedNTPs, membrana de nitrocelulose Hybond C, antacarpnoclonal
anti-GST (glutathione-S-transferase), Anti-IgG denandongoTagq DNA polimerase.
Appligene: IPTG (Isopropylp-D-1-thiogalactopyranoside).

Bio-Rad: Acrilamida, agarose (ultraPure DNA grade), azulBilemofenol, bis-acrilamida,
persulfato de amonio.

Cultilab: Soro fetal bovino (SFB).

Difco: Bacto triptona, extrato de levedura, infuso ded@driptose.

Electron Microscopy ScienceParaformaldeido, poli-L-lisina, cloridrato de ouro.

GE LifesciencespGEX-4T;.

Invitrogen Inc.: EDTA, fenol, Tris-HCI, IPTG, agarose, marcador dassa molecular
Benchmark, AlexaFluor 488, GatewBf Clonase™ II, GatewaylLR Clonase™ Il, Gateway
pDONR™221 kit PCR Platinum Pfx, Hoechst 33342, SDM79.

Merck: Acetato de sodio, acido acético glacial, acido idhlco, Bicarbonato de sodio,
carbonato de sédio, cloreto de calcio, cloreto @gmésio, cloreto de potassio, cloreto de
sédio, cloroférmio, etanol absoluto, formaldeidb¢iga, glicose, metanol, SDS, sulfato de
magneésio, hidroxido de sodio, isopropanol, fosthba@asico de sodio.

Microbiologica: Hemina.

New England Biolabs:Endonucleases de restricdo e Tampoes, 1 kb Plus2idéer.
Promega: Tripsina, NBT, BCIP.

Qiagen: QlAprep spin miniprep Kkit.

Seppic Montanide.

Serva Electrophoresis:Alu-Gel.

Sigma: Acetato de amonio, acido bérico, Amberlit, ampiwli anti-mouse 1gG conjugado a
ouro coloidal 10 nmp-mercaptoetanol, brometo de etideo, soro albummanh (BSA),
cacodilato de sédio, cloreto de amonio, cloretardgnésio, Dulbecco’s Modified Eagle’s
medium (DMEM), DEAE-celulose, glicerol, glutaraldej Ficoll, canamicina, Ponceau S,
meio Schneider, TEMED, Triton-X-100, Tween 20, adjote completo de Freund, , HT

(hipoxantina e timina), HAT (hipoxantina, aminotere timina), streptomicina.
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USB Corporation: Persulfato de amonid4 DNA Ligase, Tris-HCI, uréia, L-glutamina.

3.2 Meios de cultura

- Meio LB (Luria Bertani) : Triptona 1%, extrato de levedura 5% e NaCl 1%

- Meio LB agar: Meio LB suplementado com 15 g/l de Agar.

- Meio LIT (liver infusion tryptose)infuso de figado 0,5%, NaCl 75,3 mM, KCI 5,4 mM,
glicose 10 mM, bacto-triptose 0,5%, IR O, 56,4 mM, hemina 0,0025%, soro fetal bovino
10% e extrato de levedura 15 g/I.

- Meio TAU (Triatomine Atrtificial Urine): NaCl 190 mM, KCI 1/M, MgCkL 2 mM, CaC}

2 mM e tampao fosfato 8 mM pH 6,0.

- Meio TAU3AAG: meio TAU suplementado com L-prolina 10 mM, glutamabdico 50
mM, aspartato sodico 2 mM e glicose 10 mM.

- Meio HAT : Meio Hipoxantina Aminopterina Timidina. RPMI septentado com 10 mM
hipoxantina; 1,6 mM timidina; 0,04 mM aminopterina

- Meio HT: Meio Hipoxantina Timidina. RPMI suplementado cat mM hipoxantina; 1,6
mM timidina

- Meio RPMI: Meio Roswell Park Memorial Institute. Contendd:,@l g de meio RPMI
comercial em po, 8,0 g de Bicarbonato de Sodio g2 Hepes. Para a obtencdo do meio
completo deve-se adicionar 20% de Soro Fetal Bovigt do volume final de Glutamina
100mM; 1% do volume final de Piruvato de Sodio.

- PEG: Polietilenoglicol - 50% v/v em meio RPMI sem soetal bovino

3.3 Tampodes e Solucdes

Fenol/Cloroformio: 25 partes de fenol saturado, 24 partes de clomédrl parte de alcool
isoamilico.

PBS:NaCl 137 mM, KCI 2,7 mM, N&HPO, 4,3 mM e KHPQO, 1,5 mM.

PSG: NagHPQO, (anidro) 47,47 mM, NapPOy- H,O 2,5 mM, NaCl 36,76 mM e glicose 55,5
mM.

Solucédo de suspenséo de corpusculbris-HCI 20 mM pH 8,0, NaCl 0,5 M e Triton X-100
2%.

Solucéo de bloqueio para imunocitoquimicaPBS-1x pH 8,0, BSA 1,5%, Tween 20 0,01%.
Solucéo de bloqueio para imunofluorescénci®BS-1x e BSA 1%.
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Solucéo de bloqueio para western bloBS, Tween 0,05% e leite em p6 desnatado 5%.
Solucéo de lise para toothpickNaOH 50 mM, Glicerol 5%, SDS 0,5%, EDTA 5 mM e azul
de bromofenol 0,025%.

Solucéo Ponceau SPonceau S 0,5% em acido acético 1%.

Solucéo de coloracao para géis de protein€oomassie blue R-250 0,1% em metanol/acido
acético (45%/10%).

Solucdo para descoloracéo de géis de proteindetanol 4%, acido acético 7,5%.

Solucéo reveladora para ELISA: Com o substrato enzimatico e cromégeno: Sure Blue
Reserve TMB Microwell Peroxidase substrate.

Solucéo de lise de hemaciasloreto de aménio 168 mM.

Tampao da fosfatase alcalinaTris-HCI pH 9,5 1M, NaCl 5M, MgGI5M.

Tampao de amostra para DNA 10X:Ficoll 400 25%, azul de bromofenol 0,25% e xileno
cianol FF 0,25%.

Tampdo de amostra para proteina 4X:Tris-HClI 40 mM pH 6,8, SDS 1%§-
mercaptoetanol 2,5%, glicerol 6% e azul de bronufér005%.

Tampao de eletroforese para SDS-PAGETFris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e SDS 0,1%.
Tampao para transferéncia (vestern blotting): Tris-HCI 25 mM, glicina 192 mM e metanol
20%.

Tampao TBE: Tris-HCI 89 mM, acido bérico 89 mM e EDTA 2 mM.

TE: Tris-HCI 10 mM pH 8,0 e EDTA 1 mM.

3.4 Organismos

» Escherichia coli linhagens TOP10F’, DHj BL21STAR (DE3).

e Mus muscullus linhagemBalb/c.

* Trypanosoma cruz clone Dm28c.

e Trypanosoma cruzi clone Dm28c transgénico contendo um alelo do gemeecqdifica
a proteina Rab7 fusionada a Gi&Pden fluorescent protein).

3.5 Cultivo de Trypanosoma cruz

Nesta dissertacdo foi utilizado o clone Dm28c Talgpanosoma cruzi, cuja cepa

original foi isolada deéDidelphis marsupialis (Contreras et al., 1985, Contreras et al., 1988)
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nas formas epimastigotas de cultura, tripomastsgyotetaciclicos obtidas de metaciclogénese

in vitro, tripomastigotas e amastigotas obtidoswleura de células Vero.

3.5.1 Formas epimastigotas

Formas epimastigotas de cruzi foram mantidas axenicamente a 28°C em meio LIT
(Camargo, 1964) com repiques a cada trés dias eulmdde 16 células/ml. Para os
experimentos, formas epimastigotas foram coletpdasentrifugacdo a 7.0@@or 5 minutos

no terceiro dia de cultivo (fase logaritmica desci@ento).

3.5.2 Formas tripomastigotas e amastigotas

Formas metaciclicas foram obtidas através do psoceg diferenciagdo in vitro
(Contreras et al., 1985; Bonaldo et al., 1988; awas et al., 1988). Formas epimastigotas de
cultura em final de fase exponencial de cresciméménsidade celular 5-7x1@élulas/ml)
foram coletadas por centrifugacdo a 7@p06r 5 minutos a 10°C, ressuspensas em meio TAU
na concentracdo de 5¥18élulas/ml e mantidas a 28°C por 2 horas. Apoés pstiodo,
correspondente ao estresse nutricional, as cétuas transferidas para garrafas de 308 cm
contendo 200 ml de meio TAU3AAG (concentracdo fidal 5x16 células/ml). Apds 72
horas de cultivo as formas tripomastigotas metaeklliberadas no sobrenadante foram
coletadas e purificadas por passagem em colunaradmi resina DEAE celulose equilibrada
em PSG.

Para obter formas amastigotas e tripomastigotascudeira de células, formas
tripomastigotas metaciclicas foram utilizadas pafectar culturas de células Vero (ATCC n°
CRL-2783), mantidas em meio RPMI suplementado cétndg soro fetal bovino (SFB) e
incubadas a 37°C em atmosfera umida com 5% de E€Qrmas tripomastigotas foram
coletadas no sobrenadante das culturas 96h apdfecgdo, enquanto formas amastigotas
intracelulares foram obtidas apés 10 dias de id®ccAs formas amastigotas e
tripomastigotas liberadas no sobrenadante foraetamds por centrifugacdo a 7.9Qfor 5
minutos eutilizadas para obtencdo de extrato proteico ei@hsi@ imunolocalizacéo.
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3.6 Obtencédo de extrato protéico ddrypanosoma cruz

Formas epimastigotas, tripomastigotas e amastigotam obtidas como descrito no
item anterior. Para a producéio de extratos praéizol§ células foram lavadas duas vezes
em PBS pH 7,5 por centrifugacéo (7.6000 min a 4°C). Apds as lavagens os parasitas
foram ressuspensos em uma solugcéo contendo 15@ BB8, 50ul de tampao de amostra
para proteina 4x e PMSF (phenylmethyl-sulfonyl fide) a 1 mM. As células foram
incubadas neste tampao por 5 min a 100°C, rompidasltra-som (Ultrasonic Homogenizer
4710 Series, Cole-Parmer Instrument Co., USA) psedindos em microtip na poténcia 2 e
em seguida resfriadas em gelo. Os extratos fordiradbs a uma concentracao final d& 10

célulasyl.

3.7 Selecao de Genes

Através do algoritmo BLAST foi realizada uma bugedas sequéncias codificantes
para cada subunidade do complexo adaptador-1 (AdPaI). cruzi no banco de dados do
NCBI (National Center for Biotechnology Informatjpriendo como organismo modelo o
Homo sapiens. Os genes selecionados (Tabela 3.1) foram os nsesohentificados

anteriormente por Corréa e colaboradores (2007).

Tabela 3.1 Genes de subunidades do complexo adapiad selecionados no genoma déypanosoma
cruz.

Tamanho
Tamanho do gene
Gene/ Proteina Identificacdo (ob) da proteina
P (kDa)
Adaptina Gama
Tc00.1047053508257.260 2403 89,1
(AP1+y)
Adaptina Beta
Tc00.1047053506247.200 2898 106,1
(AP1)
Adaptina Mu
Tc00.1047053510533.4( 1300 49
(AP1-p)
Adaptina Sigma
Tc00.1047053509623.19 504 19
(APlo)

As sequéncias génicas das subunidades do comptietador-1 déHomo sapiens
foram usadas também para identificar as subunidadegenoma de diferentes eucariotos
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(Danio rerius, Gallus gallus e Drosophila melanogaster). As sequéncias génicas das
subunidades do complexo adaptador-1 Tecruzi foram usadas para identificar as
subunidades no genoma de diferentes tripanosoroatifieypanosoma brucel, Leishmania

braziliensis, Leishmania major e Leishmania infantum). Para as analises de alinhamento

foram selecionadas as sequéncias de maior sinaitirid identidade.

3.8 Alinhamento de sequéncias génicas do complexo adagor 1

Através do programa ClustalW (http://www.ebi.acliddls/msa/clustalw2/) foi
realizado alinhamento multiplo entre as sequérdaassubunidades de AP-1, comparando-as
entre diferentes organismos eucariotos selecionadambém entre protozoarios da familia
Trypanosomatidae. Além de realizar o alinhamentoselguéncias, o programa ClustalW
forneceu cladogramas evidenciando a divergénciduiva para tais proteinas entre 0s
diferentes organismos.

As sequéncias codificantes para as duas subunidadeses do complexo AP-1
(AP1lsy e AP1g) dos organismo#d. sapiens, T. brucel e T. cruzi foram utilizadas para
determinar os dominios proteicos dessas subunid&dss busca foi realizada através do
software pFAM (http://pfam.sanger.ac.uk/search/saqa. Sanger Institute, Cambridgs),

0 qual possibilitou identicar dominios comuns nesequéncias.

3.9 Amplificacao e clonagem dos genes do complexo ARIAT. cruz

Para as subunidades menores do complexo AP-1sfoptou-se por clonar o gene
inteiro. Para a subunidade ABZXei clonada a sequéncia que codifica a regidoriiteal da
proteina. Ja para a subunidade ARdptou-se por clonar duas regides: a regido N-teximi
(AP1yN) e a regidao chamada de dobradica (AP)- regido essa que liga a regido N-
terminal a C-terminal (Figura 3.1).

A regidao da dobradica foi clonada utilizando-selagborma Gateway. As demais

sequéncias (i, B e y-N-terminal) foram clonadas utilizando-se endonasés de restricao.
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< C-terrrinal
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M-terrninal

AP-1

Figura 3.1 Desenho esquematico do complexo adaptado Demonstragdo das regies da
subunidade AP%; da qual foram clonadas a regido da dobradica eegifio N-terminal. Fonte:

http://cbmp.nichd.nih.gov/sipt/index.html

Com auxilio do program®rimer Select (Laser Gene, DNA Star) foram desenhados
iniciadores direto (forward, F) e reverso (rever$§d, para amplificar as sequéncias
mencionadas acima, usando como base a sequénaa d&ponivel no banco de dados do
GeneDB (www.genedb.org, The Welcome Trust Sangstitiine). A extremidade de cada
iniciador foi acrescentada uma sequéncia de nudkad correspondente aos sitios para
endonucleases de restricdo especificas para clonage vetores de expressdo &mcoli
(Tabela 3.2). J&4 para clonagem da dobradica forameseentadas as sequéncias
correspondentes aos sitiagB (Tabela 3.3) nas extremidades dos iniciadores€g[@aB.2)

para insercao das sequéncias na plataforma Gatewegnagem.
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Tabela 3.2 Oligonucleotideos iniciadores para ampicar sequéncias génicas de subunidades do complexo
adaptador 1 de T.cruz.

_ . _ Tamanho dos
Gene Oligonucleotideos Enzimas
fragmentos
AP1+D F5’ATGAAAATCGCCTCCAGGTATCC3' Sistema 485 pb
(dobradica) R5’ACAATCAAACACATGCACTTCAGG 3’ Gateway
AP14N F5' ATGGAGGGGAAACTTGAGTCG 3’ Eco e Sal 855 pb
(N-terminal) | R® CATTCGTACTGAATGGAGCAACC 3’
AP1 F5’ATGCCGTATTGCGAAAGGT 3’ Not e Sal 1080 pb
R5'TCACGCAGTTTTTCCAGCTTAACATAGGGC
31
Apl-p F5’ATGGCGTCAGTGTTCTACATCTTGGACAGC | Eco e Sal Inteira
3 (1300 pb)
R5'TCAATATGTTCTTATCTGATAGTCCCCGC 3
AP1lc F5’ATGATAAAATACCTGCTTCTAATCAGCC3’ Eco e Sal Inteira
R5'TCAGGTGGCTGCAATGGCGGCGGC 3’ (504 pb)

Tabela 3.3 Sequéncias adaptadoras para plataformaaBeway. O cédon de parada (destacado em negrito)
foi acrescentado ao final da sequéncia codificadoi@a proteina recombinante.

Iniciadores Sequéncias utilizadas

attB1 (inserida na extremidade do iniciad@GGGACAAGTTTGTACAAAAAAGCAGGCTTC
direto)

attB2 (inserida na extremidade do iniciador reverSoGGGGACCACTTTGTACAAGAAAGCTGGGTCTA

3.9.1 Clonagem usando endonucleases de restricao

O vetor de expressao utilizado foi 0 pGEX-4T-1 (F&y3.2). Este plasmideo permite
clonar o gene de interesse fusionado ao gene da (G8ifationa-S-Transferase). Este

plasmideo confere a bactéria resisténcia a amyacili
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pPGEX-4T-1 (27-4580-01)
Thrombin

|Leu Val Pro ArngGIy Ser|Pr0 Glu Phe Pro Gly Arg Leu Glu Arg Pro His Arg Asp
CTG GTT CCG CGT GGA TCC CCG GAA TTC CCG GGT CGA CTC GAG CGG CCG GAT CGT GAC TGA

BamHl  ECORI gy Sall —yngy Notl Stopcodons

Tth111 1

pSj10ABam7Stop?
Pstl

pGEX
~4900 bp

BssH Il

Apal BR322
BStE Il pBHS

Miu |

Figura 3.2 Esquema do plasmideo pGEX-4T-1.Este plasmideo possusitios de restricdo para BamHI,
EcoRI, Smal, Sall, Xhol e Notl.

As amplificacdes por PCR (Reacdo em Cadeia da BPase) foram realizadas com
Tag DNA polimerase, tampéo Tag DNA polimerase 100 hg de DNA total dd. cruz
(cedido por Rosana Gongalves Pinho, ICC-FIOCRUR)pfol de cada oligonucleotideo,
200uM de cada dNTP, Mg@lL,5 mM, e agua gsp 100 pl.

As mesmas concentracdes de reacao foram utilizetasodos os genes. As reacoes
foram submetidas a 35 ciclos de PCR, sendo as@@eslde amplificacdo: desnaturagéo por
30 segundos a 98, anelamento dos iniciadores por 30 segundoS@ &®xtensao por 1-2
min a 72C, dependendo do tamanho do gene (1 minuto pam 1200 pares de bases).
Antes do primeiro ciclo as reacdes foram mantidasdpminutos a €. As reacGes foram
realizadas em termociclador Eppendorf Mastercycler.

A amplificacéo foi verificada através de eletrof@m matriz de agarose horizontal a
uma tensao de cerca de 100V, conforme descritisporbrook e colaboradores (1989). As
amostras foram diluidas em tampao de amostra de DINfe aplicadas na matriz de agarose
1% em TBE, juntamente com o padrdo de massa mate@Kb Plus). O DNA foi corado
com solucdo de brometo de etidio (ug/ml) e visualizado sob luz ultravioleta em
transiluminador. O perfil eletroforético foi regatlo em um sistema de foto documentacao
UVP (Biorad).
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Os produtos da amplificacdo foram purificados pdragdo com fenol/cloroférmio.
Para isso, foi adicionado ao material amplificago wlume igual de fenol/cloroférmio,
seguindo-se centrifugagéo a 13.000g por 2 minufm®e&pitacdo com etanol na presenca de
acetato de sodio a 0,3 M, pH 6,0 por 30 minutosgefo seco. O DNA foi coletado por
centrifugacdo a 13.000e lavado com etanol 70%. Apds secar a temperatakaeate, o
DNA foi diluido em tampdo TE contendo RNAse a 2@/ml e quantificado por
espectrofotometria UV a 260 nm.

O material amplificado e purificado por extracao famol/cloroférmio (inserto) foi
digerido com as enzimas de restricdo adequadasel@&?2) na relacdo molar de 3:1
(inserto:plasmideo), com uso de 20 U de cada engisgus respectivos tampdes em volume
final de 20ul, por 16 h a 37°C. O material foi novamente paaflo por extragdo em
fenol/cloroférmio.

O inserto foi ligado ao vetor pGEX-4T-1, previaneewligerido com as enzimas de
restricdo correspondentes (Tabela 3.2) em volumesagho de 1Ql, contendo tampao da
enzima T4 DNA ligase e uma unidade da enzima T4 Diyase. A reacédo foi incubada a
16°C por 18 h, gerando um clone, o qual foi usata gransformar as cepas TOP10F (AP1-
B, AP1-u e APJs) e BL21Star (AP2¢¥N) deEscherichia coli competente por tratamento com
cloreto de calcio (cepa calcio-competente). Tergleceonado o clone contendo a insergéo
correta, foi feita a purificagdo dos plasmideosfaone item 3.12. Tanto na transformacéo

quanto na purificacdo o antibiético usado pardegée foi a ampicilina.

3.9.2 Clonagem e recombinacéo de AP}D em vetores da plataforma Gateway

Para o gene que codifica a proteina adaptina G&®Ra-(), optou-se por clonar
também a regido dobradica (ARPD) que esta entre as por¢des N-terminal e C-tetnfzaa
essa clonagem foi utilizada a tecnolodgeateway, que tem por base a recombinacao
utilizando-se sequéncias sitio-especificas do hatdago lambda (Landy, 1989). Para isso, na
criacdo dos oligonucleotideos foi adicionada untuéeciaattB nucleotidica especifica de
acordo com instrucdes do fabricante, para ser \msai recombinacdo com o sitaitP
presente no vetor de entrada pDONR. A amplificdgérealizada conforme descrito no item
3.9.1.

Apéds a amplificacéo, a purificacdo foi realizadencsnlucéo de polietilenoglicol (30%
PEG 8000 e 30 mM Mg@l Para isso, o produto da PCR foi diluido quagaes em TE,

seguido da adicdo e homogenizacdo em meio volunsoldedo de polietilenoglicol. Em
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seguida essa mistura foi centrifugada por 15 mswo012.009. O sobrenadante foi
descartado e o sedimento foi seco e entdo ressssmen 15 pl de 4gua. As amostras
purificadas foram submetidas a eletroforese emimad¢ragarose.

O produto de PCR purificado foi utilizado em reag&orecombinacdo com vetor de
entrada pDONR221 (Figura 3.3), conforme orientagfiefabricante Gateway BP clonase |l
Enzyme mix, Invitrogen). Para isso foram utilizados 30 ngpdaduto de PCR contendo o sitio
attB e 150 ng do plasmideo pDONR221, 2 pl de mix enzoméBP Clonase Il em um
volume final de 8ul em TE. As reac¢fes foram incubadas a 25°C pordtésh Apos essa
etapa, foi adicionado 2 pug de proteinase K e adre&n incubada por 10 min a 37°C. Em
seguida esse material foi usado para transformialasécalcio-competentes de. coli
linhagem DH% (item 3.10) e os clones foram selecionados megligdnica de palitagem
descrita no item 3.11. Tendo selecionado o clormdecolo a insercao correta, foi feita a
purificacdo dos plasmideos conforme item 3.12. @ana transformacdo quanto na

purificagdo o antibiotico usado para a selecaa ftanamicina.

M13 M13

IForward m ccdB m Reversel

pDONR™221
pDONR"/Zeo

Figura 3.3 Vetor de entrada pDONR 221 (Invitrogen).

O clone de entrada foi recombinado para o vet@xgeessao pDEST17 (Figura 3.4),
0 qual possui a caracteristica de adicionar untpuetia de histidina a proteina heteréloga.
Este procedimento foi realizado com o auxilio d& emzimatico LR Clonase Il. Foi seguido
o recomendacao pelo fabricante, sendo utilizad@®s riip do plasmideo pDONR22 com o
fragmento do gene e 150 ng do plasmideo pDESTMYdA enzima LR clonase Il e TE a um
volume final de 10 uL. A rea¢do de recombinacaaorfantida a 25°C por 16 horas. Apos esse

periodo foi adicionado 2 ug de proteinase K e aaedoi incubada por 10 minutos a 37°C.
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Em seguida esse material foi usado para transfooélatas calcio-competentes BL21Star

(item 3.10). Clones foram selecionados atravé®daida de palitagem conforme descrito no
item 3.11, sendo que o antibiético usado paraegdelfoi a ampicilina. Tendo selecionado o
clone contendo a insergao correta, foi feita afjgagado dos plasmideos conforme descrito no

item 3.12 e confirmacao dos clones positivos pdRPC

|¢m ATG G6xHis |amR1 Cm* |ccdB anR2 I

Figura 3.4 Vetor de destino utilizado, pDEST17 (Initrogen) .

3.10 Transformacgé&o dos clones recombinantes

3.10.1 Preparacéao de bactérias céalcio-competentes

Uma col6nia dée. coli da cepa desejada foi inoculada em 5 ml de meiedri@endo
antibiotico apropriado para cada cepa. A culturaifioubada a 37°C por 18 horas sob
agitacdo constante. Um volume de 1 ml (in6culo :d€Q) desta cultura foi transferido para
100 ml de meio LB e incubado a 37°C sob agitacaustemte até o inicio da fase de
crescimento exponencial (aproximadamente 3 hoeassidade 6tica a 600 nm entre 0.4 a 0.6,
medida em espectrofotdmetro LKB Ultrospec II, Prexia).

Apébs o crescimento, as células foram resfriadasgelm por 15 minutos. A partir
desse ponto todas as etapas foram feitas a 4°Cultsas foram centrifugadas a 4.9Qtbr 5
minutos e as células foram suspensas em 50 ml deeka volume da cultura original) de
tampao de preparo de células célcio-competenteslge@ estéril. As células foram mantidas
em gelo por 30 minutos e entdo submetidas a aceg@igho sob as mesmas condi¢des

anteriores. O sobrenadante foi descartado e amsd&uspensas em 2 ml (1/50 do volume da
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cultura original) de tampé&o de estocagem de célkddgo-competentes. As células foram

aliquotadas e estocadas a -70°C.

3.10.2 Transformacao por choque térmico

Plasmideos purificados (miniprep) foram incubados &. coli calcio-competentes
por 30 min a 4°C e entdo foi realizado choque téonfl min 42°C, 2 minutos a 4°C) para
inser¢cdo dos clones. Em seguida, 1 ml de meio LiBafticionado e as células foram
incubadas a 3T por 1 hora e semeadas em placas de Petri comegidade cultura seletivo
LB (agar 1,5%, ampicilina para pGEX-4T-1 e canandgpara pDONR a 25 mg/ml). Clones

contendo plasmideos recombinantes foram selecismaddiante a técnica de palitagem.

3.11 Selec¢édo dos clones recombinantes através da técnileapalitagem (Toothpick)

Colbnias foram coletadas com o auxilio de palitesdénte (toothpick) estéreis e
transferidas para o fundo de tubos de microceggifie também para a superficie de uma
placa-mae: placa de Petri contendo meio LB sotidido para a obtencdo de uma réplica das
colonias a serem analisadas). A cada um dos tutasfacrescentados 1i0de tampéo de
lise. Os tubos foram incubados em banho-maria & f$r 10 min. As amostras foram
analisadas por eletroforese em gel de agarose aml%mpédo TBE, usando o plasmideo
original como controle, a fim de selecionar as g@$ positivas. Ao fim da eletroforese o gel
foi corado com brometo de etidio (Qw§/ml) por aproximadamente 20 minutos, lavado com
agua ultra-pura e analisado em luz ultravioletageD foi fotografado no sistema de foto-

documentacdo UVP (Biorad).

3.12 Purificagéo de plasmideos contendo os produtos d€R

As colbnias positivas selecionadas foram inoculadas meio LB contendo o
antibiotico de resisténcia (ampicilina ou cananacidependendo do vetor) e cultivadas por
16 horas a 37°C sob agitacao constante. As cé@bligas foram centrifugadas a 12.9Qr
1 minuto e o sedimento obtido foi utilizado pamx&racdo dos plasmideos através do sistema
“QIAprep spin miniprep kit”, conforme protocolo @wendado pelo fabricante. Nestas
condicdes, cerca de 5 a 10 ug de DNA dos diferepli@smideos foram recuperados e
utilizados para sequenciamento de DNA (Macrogenl, Seoréia do Sul), utilizando os

oligonucleotideos dos vetores.
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3.13 Expresséao de proteinas recombinantes ek coli

Colonias recombinantes foram inoculadas em 30 minggo LB contendo o
antibiotico de resisténcia do plasmideo (ampicilio@ mg/mL) e cultivadas durante 16 horas
a 37°C sob agitagdo (pré-indculo). A seguir, asucas foram inoculadas em 270 ml de meio
LB/ampicilina e incubadas por uma hora a 37°C sgitagio. ApOs esse periodo foi
adicionado IPTG na concentracdo final de 1 mM. laliquota da cultura sem adicao de
IPTG (n&o induzida) foi reservada para servir detrobe negativo da expressdao. Ambas as
culturas foram incubadas a 37°C por mais trés hokasbactérias foram coletadas por
centrifugacdo a 12.09Qoor 2 min e ressuspensas em solucédo de suspemsagodsculo.

A suspensao bacteriana foi lisada por ultrasonrdklinic Homogenizer 4710 Series,
Cole-Parmer Instrument Co.). Vinte microlitros dmssextratos de culturas bacterianas
(correspondentes a fragcdo insolavel da proteineggnfoadicionados a fl de tampéo de
amostra para proteinas 4x, sendo em seguida ingsifpaat 5 min a 100°C. Cada amostra foi
submetida a eletroforese em gel desnaturante decplaimida com SDS (SDS-PAGE) a 30
mA (Laemmli, 1970). Apés a eletroforese as prowifram coradas com solucdo de
Coomassie Blue R-250 e descoradas com trocas suaese solugdo de descoloragéo para
géis de proteina.

A expressdo da proteina recombinante foi confirmad@aves de ensaio de
imunodeteccédo por western blot (Towbin et al., }9@Sando anticorpos comerciais que
reconhecem as etiquetas de GST e HIS conferidas plsmideos. O tamanho esperado do

polipeptideo recombinante esta na tabela 3.4.

Tabela 3.4 Tamanho dos polipeptideos recombinanteara o complexo AP-1.
Proteina Tamanho da Tamanho da Tamanho total esperado
recombinante | porgéo clonada| etiqueta (kDa) do polipeptideo
(kDa) recombinante (kDa)

AP1+N 26 26 (GST) 52
AP1+D 15 6 (HIS) 21
AP1f 33 26 (GST) 59
AP1-u 49 26 (GST) 75
APlc 19 26 (GST) 45
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3.14 Purificac@o da proteina recombinante a partir de cgpusculos de incluséo

A fracéo insoluvel foi adicionado 1 ml de tamp&oasheostra para proteinas 4x e a
frac&o foi purificada por eletroforese em gel prapao de poliacrilamida a 13%, com 15 cm
de largura por 10 cm de altura. O gel foi subme#tideletroforese por 16 horas a 20 mA. O
gel foi corado com solucao de KCIl 100 mM e a barateespondente foi cortada, inserida em
uma membrana de dialise e eletro-eluida por 2 heo@3 volts em tampao para eletroforese
SDS-PAGE. Esse procedimento foi repetido por ma&sdezes, resultando nas eluigbes E1,
E2 e E3.

Para a proteina recombinante AP #lobradica, a purificacdo foi realizada somente
atraves de eluicdo a 4°C devido a degradacdo quauiminetida a eletroeluicdo. As eluicdes

foram retiradas a cada 24 horas.

3.15 Producéao de anticorpos

3.15.1 Anticorpo Policlonal

As proteinas recombinantes purificadas (AP1-AP1yN, AP1#, AP1u e AP&)
foram dosadas e inoculadas em camundongos da émh&alb/c, por via intraperitoneal.
Foram utilizados trés animais para cada protedamst adultos machos com idade entre 30-45
dias. Foram feitas 5 aplicacdes de aproximadaniiey de antigeno em cada in6culo em
intervalos de 15 dias, seguindo-se obtencéo dowsoa semana apoés a Ultima inoculagédo. O
antigeno foi emulsificado em adjuvante completoFdeund (na concentracdo de 1:1) na
primeira inoculacdo e em Alu-Gel nas inoculagbebssquentes. Antes da primeira
imunizacao, os soros de todos os camudongos fagatadbs por ensaio de western blot e
imunofluorescéncia.

A especificidade dos antisoros produzidos foi veada por ensaio western blot, onde
extratos proteicos dos parasitas foram submetidetetaoforese em gel desnaturante de
poliacrilamida (10-13%) e posteriormente transf@sigpara uma membrana de nitrocelulose
(Hybond C, Amersham Biosciences), na presencandpéa para transferéncia 1x (Towbin et
al., 1979). Apoés a transferéncia, a membrana frada com Ponceau S por 5 minutos para
visualizacdo das bandas, lavada em agua corrduitegeeada em solucdo de bloqueio para
western blot, por 1 hora em temperatura ambienfgood 6 horas a 4°C.

A membrana foi incubada com os antisoros diluido2®0 em PBS/Tween 0,05% e
leite em p6 desnatado 0,5% por 1 hora a temperatulaente. Em seguida a membrana foi

lavada com PBS/Tween 0,05% e incubada com anti@mpdgG de camundongo conjugado

32



a fosfatase alcalina diluido a 1:10.000 em PBS &ém0,05% / leite desnatado 0,5% por 1
hora a temperatura ambiente. A reacao foi detectdaés de kit contendo fosfatase alcalina,
nitroblue tetrazolium (NBT) e 5-bromo-4-chloro-3olyl phosphate (BCIP) em tampéo de
fosfatase alcalina, como recomendado pelo fabecant

O soro positivo foi testado também, além de exdrdtis diferentes formas evolutivas
deT. cruzi, em extrato de célula Vero. Isso porque os an@asgforam obtidos a partir da
infeccdo nessas células, e dessa forma demons&ar qoro € especifico para a proteina do

parasita.

3.15.2 Anticorpo Monoclonal

Para as subunidades ABZ2 AP1yD optamos por produzir anticorpos monoclonais.
As imuniza¢cbes foram feitas em camundongos da demaBalb/c. Para APf-foram
utilizados trés animais e para APR-quatro animais, todos adultos machos com idatfe en
30-45 dias. Antes da primeira imuniza¢do, os sdass animais foram coletados e testados
por western blot e imunofluorescéncia. As protefreaembinantes purificadas foram dosadas
e inoculadas por via intraperitoneal para as 4 @res aplicacbes e por via intravenosa
caudal na ultima inoculacdo, com quantidade dexapexlamente 2Qlg de antigeno em cada
indculo. Para a imunizagdo com ABJle antigeno foi emulsificado em adjuvante completo
de Freund (na concentracdo de 1:1) na primeiraulaggo e em Alu-Gel nas inoculagcbes
subsequentes. J& para Afl-em todas as imunizacdes foi usado o adjuvantetéiale na
concentracdo de 1:1.

O intervalo entre cada aplicacédo foi de 7 diasdseque trés dias apos a ultima
Imunizacdo o soro dos animais foram examinadosmyastern blot e imunolocalizacao por
microscopia de fluorescéncia para se verificar guahundongo respondeu melhor as
imunizacdes. Selecionou-se entdo o camundongo celfmomresposta para cada proteina, o
qual foi anestesiado com quetamina e xilazina wiaaperitoneal (100 e 10 mg/kg
respectivamente) para coleta do soro atraves dgipwardiaca.

Depois de eutanasiado (através de deslocament@algno animal teve seu bago
retirado. O 6rgéo foi macerado, homogeneizadotadid em filtro de nylon para obtencéo
dos linfocitos B, posteriormente foi utilizado 5 wé tampéo de lise de hemécias por 5
minutos em gelo. Em seguida, as células foram ksvddas vezes com meio RPMI contendo
antibiéticos (penicilina, estreptomicina e anfatgra), L-glutamina e piruvato de sédio. Os

esplendcitos foram fusionados com células de miglasando-se polietilenoglicol (PEG) a
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1:1 em meio RPMI por 2 minutos, e lavados com RBEth PEG por 5 minutos. Apés a
fusdo, as células hibridas foram eluidas em meiblIRI8m 20% de soro fetal bovino e
semeadas em placas de 96 pocos na concentraca@xdl€® 2élulas por poco. Apés 24 horas
de crescimento a 37°C em atmosfera de 5% def@@dicionado meio HAT, trocado a cada
48 horas. ApoOs 15 dias foi adicionado meio HT niisidomas viaveis. As células foram
mantidas neste meio por 4 dias, com trocas a c&d@ehs. Posteriomente, os hibridomas
foram cultivados em meio RPMI com 20% de soro fé@bino até serem triados pela
secrecao de anticorpos especificos através deoates&LISA.

Apos clonagem por diluicdo limitante, os clones caacdo positiva no ELISA e
western blot foram submetidos a dois ciclos sugessile congelamento a fim de verificar
sua estabilidade e mantidos em cultivo in vitroomeio RPMI acrescido de 20% de SFB até

densidade adequada para expansao do cultivo.

3.15.2.1Selecédo dos hibridomas através de ensaio ELISA

Placas de 96 pocos foram incubadas por 24 hora®Ca cém as proteinas
recombinantes (APf-e AP1yD) e tampéao de sensibilizacdo. Em seguida, foraadks 5
vezes com PBS + Tween 0,01%, bloqueadas com tadepBloqueio (PBS + Tween 0,01% +
2% leite desnatado) por 1 hora. As placas sermdidis foram entdo lavadas novamente e
incubadas com o sobrenadante dos hibridromas. Apbera, as placas foram lavadas e
incubadas por 1 hora com o anticorpo secundarielg@t de camundongo acoplado a
peroxidase. Apos lavagem, adicionou-se 50 pl dec8ol reveladora contendo substrato
enzimético e cromogeno. Apos incubagdo por 10 m#at reacdo foi interrompida com
adicio de 50 pl de 80, 2 M. A leitura da densidade otica foi efetuada em
espectrofotometro (EL800, Biotech) no comprimendoodida de 492 nm. As amostras que
apresentaram uma densidade oOtica proxima ao cenpasitivo (soro policlonal) foram
consideradas reagentes e submetidas entdo aossedsaimunofluorescéncia e de western
blot. Os hidribomas positivos foram entéo transfesipara placas de 24 pocos e foram feitas
diluicdes limitantes para se obter clones. Os dgmesitivos foram testados em ensaio de

western blot e imunofluorescéncia.

34



3.16 Imunolocalizag&o por microscopia de fluorescéncia

Para os ensaios de imunofluorescéncia, os padspanastigotas, tripomastigotas de
cultura e amastigotas) foram coletados por ceg@iféo a 6.0@Ppor 1 minuto, lavados em
PBS pH 7,2, ressuspensos em paraformaldeido a #ades por 30 minutos. Os parasitas
fixados foram entdo aderidos por 20 minutos a lammecobertas com poli-L-lisina a 0,1%.
O material foi entdo incubado com Triton X-100 &%, diluido em PBS por 5 minutos a
temperatura ambiente. As laminas foram novamemgglés com PBS, incubadas em solucao
de bloqueio para imunofluorescéncia (PBS + BSA 1,666 1 hora e em seguida incubadas
por 1 hora com o antisoro policlonal correspondelitédo a 1:150 ou com o sobrenadante
dos hibridomas ou clones em solucdo de bloquemiparofluorescéncia.

Posteriormente as laminas foram lavadas com PBfSubadas por 30 minutos com
anticorpo anti-lgG de camundongo conjugado a Alkx@M488 diluido a 1:600 em solucdo
de bloqueio para imunofluorescéncia. Apds este ¢terap laminas foram incubadas por 5
minutos com o corante de DNA Hoechst 33342 dilidb300 em PBS, lavadas em PBS e
montadas com n-propil-galato.

Os parasitas incubados com antisoros contra assiaoes APD, AP1f, AP1u e
AP1lc foram examinados em um microscopio Nikon E-600ipagio com epifluorescéncia.
Fotos digitais foram obtidas com uma camera didiablution refrigerada. Os parasitas
incubados com o antisoro contra a subunidade AP observado também no microscopio
confocal a laser LEICA SP5. As imagens obtidasnfoeglitadas com o programa Photoshop
CSb.

3.16.1 Colocalizacéo da proteina APXD com a proteina Rab7 fusionada a GFP em
parasita transfectados

Formas epimastigotas de T. cruzi clone Dm28C temmaflas com plasmideo
contendo o gene da proteina Rab7 fusionada a GeRl&s por Michel Batista, ICC-Fiocruz)
foram mantidas em meio LIT com antibiético neomacin250 mg/ml (devido a resisténcia do
plasmideo a este antibiotico) com repiques semahai®s parasitas foram tratados para
imunofluorescéncia conforme descrito acima (ited68. sendo incubados com o antisoro
policlonal contra a proteina AP/D, com o objetivo de fazer co-localizacdo das pnaie
Rab 7 (marcadora de complexo de Golgi) e AP1+oi utilizado um anticorpo secundério

acoplado a AlexaFluor 594 que emite a cor vermglaga diferenciar da emissao verde do
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GFP. Os parasitas foram observados no microscopocal a laser LEICA SP5. As

imagens obtidas foram editadas com o programa BingpoCS5.
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4 RESULTADOS

4.1 Bioinformatica

4.1.1 Genes das subunidades do complexo adaptadqiAP-1)

Busca em banco de dados génicos utilizando as mEgsécodificantes para as
subunidades do complexo adaptador AP-1 (APAP1{3, AP1-u e APls) do genoma do
organismo modeldH. sapiens como isca de busca (template) permitiu identifieasas
subunidades no genomaflecruz.

As sequéncias codificantes selecionadas do genamaro foram também utilizadas
para identificar esses genes no genoma de outgasismos eucariontes, a fim de verificar o
grau de conservacao das adaptinas do complexo &Rréd diferentes eucariotos. As tabelas
4.1 a 4.4 apresentam as relagbes de identidadmilargiade entre diferentes eucariontes,
inclusive oT. cruz, quando comparados ao modelasapiens.

E possivel observar nas tabelas 4.1 a 4.4 quenes @stio conservados entre todos 0s
eucariontes analisadosTrypanosoma cruzi, Danio rerio, Gallus gallus, Drosophila
melanogaster e Homo sapiens). Além disto, quandd. cruzi é comparado com organismos
distantemente relacionados pode-se observar ummiadéb de identidade (de 34% a 53%) e
similaridade (de 51% a 73%) entre as proteinascqugpdem o complexo adaptador AP-1.
Menor identidade e similaridade foi encontrada parsubunidade APi- enquanto maior

identidade e similaridade foi encontrada para asdlade APJs.

Tabela 4.1 Relacao de identidade e similaridade ertgenes da subunidade AP%-entre diferentes
organismos guando comparados ao organismo modeth sapiens

Identid. % | Similarid. % | NUumero de acesso

Homo sapiens 100 100 NP_001025178

Gallus gallus 96 o8 NP_001006132.1
Danio rerius 89 95 NP_955976.1
Drosophila melanogaster 60 75 NP_572527.2
Trypanosoma cruz 34 51 XP_818958.1
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Tabela 4.2 Relacéo de identidade e similaridade ertgenes da subunidade APg-entre diferentes
organismos guando comparados ao organismo modeth sapiens

Identid. % | Similarid. % | NUumero de acesso
Homo sapiens 100 100 NP_001159491.1
Gallus gallus 84 86 XP_415311.2
Daniorerius 85 89 NP_001122002.1
Drosophila melanogaster 71 81 NP_523415.1
Trypanosoma Cruzi 41 62 XP_820334.1

Tabela 4.3 Relacao de identidade e similaridade artgenes da subunidade AP1-u entre diferentes
organismos quando comparados ao organismo modeth sapiens

Identid. % | Similarid. % | Numero de acesso
Homo sapiens 100 100 NP_001123996.1
Gallus gallus 97 97 NP_001007887.1
Daniorerius 94 96 XP_002660766.1
Drosophila melanogaster 80 89 NP_649906.1
Trypanosoma cruz 46 66 XP_818899.1

Tabela 4.4 Relacao de identidade e similaridade ertgenes da subunidade AP&-entre diferentes
organismos quando comparados ao organismo modeth sapiens

Identid. % | Similarid. % | Numero de acesso
Homo sapiens 100 100 NP_003907.3
Gallus gallus 99 100 NP_001006261.1
Danio rerius 92 98 NP_991121.1
Drosophila melanogaster 82 89 NP_651198.1
Trypanosoma cruz 53 73 XP_843992.1

As sequéncias codificantes encontradas para asigiades do complexo AP-1 de
cruzi foram em seguida utilizadas como modelo para iiigart os genes correspondentes em
outros protozoarios da familia Trypanosomatidaetabelas 4.5 a 4.8 apresentam a relacéo
de identidade e similaridade dos genes em difesenfganosomatideos quando comparados

ao modeldr. cruz.
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Quando as subunidades do complexo adaptador APTL dezi foram comparadas
com aquelas d&. brucei, L. mgjor, L. infantum e L. braziliensis foi possivel observar que o
conjunto protéico é bem conservado entre os trgamatideos, sendo que brucei € o
organismo com subunidades com relacdo mais préaoia cruzi (identidade entre 60% e
72% e similaridade entre 75% e 88%), enquantoraziliensis € o organismo mais distante
(identidade entre 49% e 66% e similaridade entfé 6@B1%).

Tabela 4.5 Relacao de identidade e similaridade ertgenes da subunidade AP%-de diferentes
tripanosomatideos quando comparados ao organismo melo T. cruzi

Identid. % | Similarid. % | Numero de acesso
Trypanosoma cruzi 100 100 XP_818958.1
Trypanosoma brucei 60 75 XP_844226.1
Leishmania brazliensis 49 66 XP_001564640.1
Leishmania major 50 68 XP_001686504.1
Leishmania infantum 49 67 XP_001468737.1

Tabela 4.6 Relacao de identidade e similaridade ertgenes da subunidade APg-de diferentes
tripanosomatideos quando comparados ao organismo melo T. cruzi

Identid. % | Similarid. % | Numero de acesso
Trypanosoma Cruzi 100 100 XP_820334.1
Trypanosoma brucel 67 77 XP_823038.1
Leishmania braziliensis 58 74 XP_001569324.1
Leishmania major 62 80 XP_001687270.1
Leishmania infantum 63 81 XP_001469386.1

Tabela 4.7 Relacdo de identidade e similaridade ertgenes da subunidade AP1-u de diferentes
tripanosomatideos quando comparados ao organismo melo T. cruzi

Identid. % | Similarid. % | Numero de acesso
Trypanosoma cruzi 100 100 XP_818899.1
Trypanosoma brucel 72 83 XP_845941.1
Leishmania braziliensis 57 74 XP_001565023.1
Leishmania major 57 74 XP_001683265.1
Leishmania infantum 53 71 XP_001465626.1
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Tabela 4.8 Relacdo de identidade e similaridade ertgenes da subunidade AP&-de diferentes
tripanosomatideos quando comparados ao organismo melo T. cruzi

Identid. % | Similarid. % | NUumero de acesso
Trypanosoma cruzi 100 100 XP_804127.1
Trypanosoma brucel 72 88 XP_843992.1
Leishmania brazliensis 66 81 XP_001566497.1
Leishmania major 69 82 XP_847808.1
Leishmania infantum 69 82 XP_001466671.1

4.1.1 Alinhamento da sequéncia de aminoacidos

Alinhamento de sequéncias de aminoacidos permitepamr sequéncias de
aminoacidos de proteinas de diferentes organigpossjbilitando assim atribuir-se funcoes e
propriedades as proteinas, criar hipoteses evakigvmodelos de homologia.

As figuras 4.1 a 4.8 apresentam o alinhamento phdltias sequéncias aminoacidicas
das subunidades do complexo AP-1 dos eucariohtesruzi, D. rerio, G. gallus, D.
melanogaster e H. sapiens (Figuras 4.1 a 4.4) e de diferentes tripanosomasidiguras 4.5 a
4.8). O cladograma situado abaixo de cada alinhtond@monstra a relacdo evolutiva do
gene para cada adaptina entre 0s organismos.

Analise do alinhamento multiplo das subunidadesatoplexo AP-1 (APl AP1$,
AP1l-u e APls) entre diferentes organismos eucariontes demonms@or numero de

aminoacidos idénticos e similares na porcao N-teafrdas proteinas (Figuras 4.1 a 4.4).
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Figura 4.1 Alinhamento multiplo da subunidade AP1y entre diferentes organismos eucariontes.
Em azul escuro = aminoacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.
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Figura 4.2 Alinhamento multiplo da subunidade AP1le entre diferentes organismos eucariontes
Em azul escuro = aminoéacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.
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Figura 4.3 Alinhamento multiplo da subunidade AP1-pentre diferentes organismos eucariontes

Em azul escuro = aminoacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.

EALl

PR A
ciaaiaa s lsaliT
O GGEP SMBAALD,
N el o L0 - - 4

Lwer FlloLPYTT LSLNFLBCF BEORQODOGRENG To8

s ELRY T LSS
EHESVEVKEFLOEF cERML

Hsapiens
Teruzi

—‘ Dmelanogaster
Drerio

Ggallus

Figura 4.4 Alinhamento multiplo da subunidade AP1B entre diferentes organismos eucariontes.

Em azul escuro = aminoacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.
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Entre os protozoarios tripanosomatideos, andlise alilthamento multiplo das
subunidades do complexo AP-1 (AR1AP1f, APl-u e APls) demonstrou grande
guantidade de aminoacidos idénticos e similareslomgo das proteinas, com maior
divergéncia na porcdo C-terminal. Tal divergéncimais evidente na subunidade AHL-
(Figuras 4.5 a 4.8).

"
R BORS EEAL

E\rlrsxrlvu.l [
2 N

T Tcruzi
4| L Thrucei
Lbraziliensis
Linfartum
Lmajor

Figura 4.5 Alinhamento mdltiplo da subunidade AP1y entre diferentes tripanosomatideos
Em azul escuro = aminodcidos idénticos. Em azubctaaminodacidos similares.

10 20 0 a0 E 0 70 0 0 100 110 120

kmaior 1 SHIFE o 125
L insantun 1 125
| hemzitiensis 1 M oL 125
Thaucei A MIRYLLL | VRLA 2 IPNKEKTRIVRELEDT FENVLELRGS o 1Bka A1 LEM R v | o 125
e 4 MIKYLLL | LRLA AT P KIKE KAKLVREEDL FSNVVEHRESKY I VAS | BKD VILEW R w I o 125

120 140 160 180

o 126 T s - 185
Vindantum 126 T 3 - 165
Lomzitiensis 128 aliLD L - 185

roncei 126 TSKKS IL RO EMHE DTELSRGSGTHEGKAR - - - - - - - 152
Foruzi 126 BSKRTIL KW IovHD G ASEE | Enassneaana  aaTvsELK A 187

T Thrucei
—‘ L Tcruzi
Lbraziliensis
Lmaijor
Linfantum

Figura 4.6 Alinhamento multiplo da subunidade AP1-¢ entre diferentes tripanosomatideos
Em azul escuro = aminodcidos idénticos. Em azubctaaminodacidos similares.
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Figura 4.7 Alinhamento multiplo da subunidade AP1B entre diferentes tripanosomatideos

Em azul escuro = aminoacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.
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Figura 4.8 Alinhamento multiplo da subunidade AP1-pentre diferentes tripanosomatideos

Em azul escuro = aminoacidos idénticos. Em azubctaaminoacidos similares.
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4.1.2 ldentificacdo de dominios protéicos das subunidadesaiores do complexo AP-1
(AP1-y e AP1$) emH. sapiens, T. brucei eT. cruz

Andlise das sequéncias de aminoacidos das protafikg e AP1$ dos organismos
H. sapiens, T. brucei e T. cruzi por meio do software pFAM permitiu identificar ecélizar
dominios protéicos comuns a estas adaptinas (Sigugee 4.10).

A adaptina AP1¢ dos trés organismos analisados (Figura 4.9) apeesieis dominios
em comum (Adaptin_N e dominio C-terminal). Entrétaass adaptinas APL-deT. bruce e
T. cruz (Figura 4.10) ndo apresentaram o dominio C-tedména subdominio C-terminal

presentes na proteina humana.

AP1-y H.sapiens
AdaptiniN
23577 708-620
AP1-y T.cruzi
' AdaptingN g
29-579 690-799
AP1-y T hrucei
AdaptinN 3
w2 691-800
Figura 4.9 Dominios da subunidade AP%-do complexo AP-1. A regido verde corresponde ao

dominio Adaptin_N, enquanto a regido em vermelhwesponde ao dominio C-terminal. Abaixo de cada

dominio estéo indicados os aminoacidos iniciainas.

AP1-B H.sapiens
' Adapting j — —
10-534 704-799 808-918
AP1-p T.cruzi
30-547
AP1-B T brucei
Adapt‘_-m
31-547

Figura 4.10 Dominios da subunidade APB-do complexo AP-1. A regido verde corresponde ao dominio
Adaptin_N, enquanto a regido em vermelho correspoad dominio C-terminal. Em azul estd um

subdominio C-terminal. Abaixo de cada dominio estdiwados os aminoacidos iniciais e finais.
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E possivel observar que o dominio Adaptin-N estsgmte nas duas subunidades
maiores dos complexos AP-1 nos trés organismossadak. Além disto, este dominio é a
regido mais conservada das subunidades maioreopdygsexos adaptadores AP-1.

4.2 Obtencéo de proteina recombinante

4.2.1 Amplificacdo dos genes

Para genes maiores que 2000 pares de bases (pii)izaido somente o fragmento N-
terminal para clonagem do gene, expressdo de paoteicombinante e obtencdo de
anticorpos (APly, AP1{). Para os genes menores (AP1-u e APfioram clonados os genes
inteiros. Também foi clonada a regido da dobradagene AP1- (AP1D).

As amplificacées dos genes selecionados foranzesks a partir do DNA gendémico
deT. cruz, resultando em produtos com tamanho de acordoocoavisto:

- AP14D: aproximadamente 500 pb (Figura 4.11A1);

- AP14N (N-terminal): aproximadamente 900 pb (Figura A4}
- AP1{: aproximadamente 1100 pb (Figura 4.11B);

- AP1l-c: aproximadamente 500 pb (Figura 4.11.C);

- AP1-p: aproximadamente 1300 pb (Figura 4.11C).

1650pb 1650pb

1650pb_— 1000pb
1000pb__

1000pb
500pb

500pb, 500pb

1 2 3 4 5

Figura 4.11 Amplificacdo dos genes do complexo adaglor 1 deT. cruz. Eletroforese ematriz

de agarose 1%. A) Amplificacdo das subunidades 1-AP (~500 pb) e 2-AP4N (~900 pb). B)
Amplificacdo da subunidade 3-AB1l¢{~ 1100 pb). C) Amplificacdo da subunidade 4-AP{E500 pb) e 5-
AP1-u (~1300 pb). Marcador de peso molecular atilz 1Kb plus.
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Depois de purificados e digeridos, os produtos G& los genes que codificam as
proteinas AP1-u, AP&; AP1f e AP1yN foram clonados no vetor plasmidial pGEX-4T-1.
A confirmacao da insercdo do gene nos vetoreita pela técnica de palitagem tendo como
controle o plasmideo original sem o inserto (dadasmostrados).

As colbnias positivas foram expandidas em meio L& gplasmideos recombinados
foram purificados. Foi entéo, realizada PCR dorpldso utilizando os oligonucleotideos
iniciadores, para confirmacao da inser¢éo dos gem@seresse (Figura 4.12). O resultado foi
positivo para todos os genes, sendo o tamanhoooblddacordo com o esperado, conforme
mostrado abaixo:

- AP14N: aproximadamente 900 pb (Figura 4.12.A);

- AP1: aproximadamente 1100 pb (Figura 4.12.B);

- AP1-0: aproximadamente 500 pb (Figura 4.12.C);

- AP1-p: aproximadamente 1300 pb (Figura 4.12.C).

A B
1650pb
1650pb ____
1000pb __ B¢
1650pb 1000pb ——
1000pb ——
500pb ____ p 500pb
500pb —
1 p. 3 4
Figura 4.12 Confirmacgéo de clonagem dos genes namep-GEX-4T-1. Eletroforese ematriz de

agarose 1%. A) Amplificacdo da subunidade 1-AR1(~900 pb) B) Amplificacdo da subunidade 2-AP1-
(~1100 pb) C) Amplificacdo das subunidades 3- AP*500 pb) 4-AP1-p (~1300 pb) . Marcador de peso

molecular utilizado: 1Kb plus.

Para a regido da dobradica de AP@AP1+D), os produtos de PCR amplificados e
purificados (possuindo a sequéncia adaptadora pamorreta insercdo na plataforma
Gateway) foram recombinados com o vetor de entpdilaNR221 e posteriormente com o
vetor de expressdo pDEST17. Para confirmar a eomsercdo dos genes nos vetores foi
realizada PCR dos plasmideos, sendo utilizadogaduees especificos para cada gene. O

gene amplificado apresentou tamanho de acordo cesperado:
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AP1+D: aproximadamente 500 pb (Figura 4.13).

1650pb —

1000pb —— 1650pb

1000pb

500pb — m

1 2

500pb ——

Figura 4.13 Clonagem do gene no vetor pDONR (A) eDEST (B). Eletroforese em matriz de
agarose 1%, marcador de peso molecular utilizakloplus. A — amplificacdo de dois clones das sulades
AP1+D em pDONR (aproximadamente de 500 pb) B- amplifi® de dez clones da subunidade ABEm
pDEST (aproximadamente 500 pb).

Sequenciamento de todos os plasmideos (realizddofippa Macrogen, Coréia do
Sul) cofirmou a insergéo dos genes de interesslm¢daio mostrados).

4.2.2 Expressao e purificacdo das proteinas heterologas

Os clones em pGEX-4T-1 foram expressos Entoli linhagem ToplO0F" (APB;
APl-u e APls) e BL21 Sar (AP14N). Analise do perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida das expressdes heterélogas perndémonstrar que as proteinas foram
majoritamente expressas nha fracdo insoluvel (Fggud4A e 4.15A). O tamanho das
proteinas expressas foi correspondente ao esp@raldela 4.9) e foi confirmado por western
blot com anticorpos que identificam a etiqueta d&TGusionada a proteina recombinante
pelo vetor utilizado (dado ndo mostrado).
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Tabela 4.9 Tamanho esperado das proteinas recombintas em vetor pGEX-4T.

Gene Proteina recombinante
AP1-i ~75 kDa
APlo ~45 kDa
AP1 ~59 kDa
AP14yN ~52 kDa

As proteinas foram purificadas por eletroeluicgmgir do gel de poliacrilamida e as
purificacdes foram confirmadas por western blotizathdo anticorpos anti-GST (Figuras

4.14B e 4.15B). Com essa abordagem foi possiver aptantidade suficiente de proteina

para imunizagdo de camundongos.

A
70 KDamm
50 kD@ ==
AP1-mu AP1-sigma AP1-beta
B
70 kDa, S | BEED QR ‘ .
50kDam= _ &= ’5 -
=y s o

© S
> T

= E2 E3| | E1 E2 E3 | Ef E2 E3

AP1-mu AP1-sigma AP1-beta

Figura 4.14 Expressdo com vetor pGEX-4T e pditacdo de proteinas recombinantes insolUveis.

A) Matriz de poliacrilamida 13% corada com ComasdigBmostrando perfil da proteina expressa. T:&&a¢
total; S: Fracéo soluvel; I: Fracao insollvel; Tode proteinas foram expressas no tamanho esperado
fracdo insollivelB) Western blot da proteina purificada, com anticapt-GST. E1-E3: Eluicdes sucessivas
de cada proteina; a eluicdo assinalada com retfgjd utilizada para imunizacdo de camundongos.
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Figura 4.15 Expressao com vetor pGEX-4T e purificéio da proteina recombinante APIN insolivel.
A) matriz de poliacrilamida corada com Comassie Biuestrando perfil da proteina expressa. T: Fragéd; t
S: Fragdo soluvel; I: Fracao insoltvel; A protefoiaexpressa no tamanho esperado e na fragao vresol)
Western blot da proteina purificada, com anticaxpt-GST. EC: Extrato dE. coli sem o plasmideo; E1-E3:
EluicBes sucessivas de cada proteina; a eluicémataia com retangulo foi a utilizada para imunizage
camundongos.

O clone em pDEST (AP{D) foi expresso enk. coli linhagem BL21Sar. Assim
como nas demais expressdes heterdlogas, essanaraganbém foi expressa na fracao
insoltvel. O tamanho da proteina expressa foi spaedente ao esperado (~20 kDa) e foi
confirmado por western blot com anticorpo que idieat a etiqueta de histidina (HIS)
fusionada a proteina recombinante pelo vetor atliz(Figura 4.16A).

A proteina foi purificada por eluicdo a partir del ge poliacrilamida e a purificacao
foi confirmada por western blot utilizando anticorpnti-HIS (Figura 4.16 B). Com essa
abordagem foi possivel obter quantidade suficiedée proteina para imunizacdo de

camundongos.
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A B
50kDa___ 50kDa__
25kDa___
25kDa___ 20kDa___ [em]
20kDa—
EC NI T S | EC NI S | E1 E2
Figura 4.16 Expressao com vetor pDEST17 e purificdp de AP1yD. EmA: western blot com

anticorpo anti-HIS mostrando o perfil da proteie@ombinante expressa. EC: Extrato Elecoli sem o
plasmideo; NI: ndo induzido; T: Fracao total; Sa¢g&o sollvel; I: Fracdo insollvel. A proteina fgieessa no
tamanho esperado e na fracéo insoliBgMWestern blota proteina purificada, usando anticorpo anti-HiS.
e E2: Elui¢bes sucessivas de cada proteina; @elagsinalada com retangulo foi utilizada para iragéo de

camundongos.

4.3 Obtencgédo de anticorpos e andlise da expressao dastpinas emT. cruz por
western blot

Apos a purificacdo, os polipeptideos recombina(d€dl-u, APls, AP1f e AP1yN
e AP1lyD) foram utilizados para imunizar camundongos daddgem Balb/c visando a
producao de anticorpos policlonais e monoclonarges das imunizagdes foi retirado o soro
dos animais para testar contra extrato protéicd.deuz, a fim de verificar a presenca de
anticorpos inespecificos contra proteinas dess®zwario. A analise foi feita por western
blot e oresultado, como esperado, foi negativo para todoanimais testados (dados nao
mostrados).

ApoOs a gquarta imunizacdo o soro de cada camundfmgetirado para avaliar a
producao de anticorpos. A analise da especificidldeanticorpos foi realizada por western

blot, usando extrato de formas epimastigotas. deuz.

4.3.1 Subunidades APl1-u e AP

O ensaio por western blot para a subunidade ARibsgtrou que o soro policlonal de
apenas um dos camundongos reconheceu a protetaendeho esperado, ou seja, ~50 kDa
(Figura 4.17). O soro produzido contra a subunidaéd-c ndo reconheceu nenhuma
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proteina do extrato d& cruzi (dados ndo mostrados). No ensaio de imunolocalizegfular

nao houve marcacéo para os dois casos (dado ndadum)s

-

1 2 3

Figura 4.17 Andlise por western blot da expresséata subunidade AP1-u enT. cruz
Os antisoros foram testados em extrato protéicdodeas epimastigotas dE cruzi através de ensaio de
western blot. Os ndmeros 1, 2, 3 referem-se aosimdomgos. O soro 1 reconheceu polipeptideo de tasnan

esperado. O soro 2 reconheceu proteinas de tamaohesperado e o soro 3 ndo obteve reacao.
4.3.2 Subunidade AP1$

O antisoro contra a subunidade AP teconheceu um polipeptideo de peso molecular
previsto, porém apresentou um reconhecimento ioésue (Figura 4.18). No ensaio de

imunolocalizacéo celular este soro ndo reconhegeataina nativa (dado ndo mostrado).

100kDa __, ]

50kDa

1 2 3

Figura 4.18 Analise por western blot da expressacadsubunidade AP1B emT. cruz.

Os antisoros foram testados em extrato de formiasasfigotas df. cruzi. Os numeros 1, 2, 3 se referem aos
camundongos. O soro 1 reconheceu polipeptideontentzo esperado (marcado com retangulo). Os soed3 2

nao reagiram.
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Uma vez que os antisoros contra AP1- u e ARilkeram resultados positivos por
western blot, decidimos produzir anticorpos monoais para a subunidade ABl1-+Foi
retirado o baco do camundongo positivo, a fim dgaisesplendcitos para posteriormente
fusiona-los com células de mieloma.

Apos a fusédo, foram selecionados trés hibridomagipos através de ensaio ELISA.
Foi realizada entédo a diluicao limitante, obtendcestdo 11 clones produzindo anticorpos
especificos para subunidade ARleonfirmados por western blot com extrato de fama
epimastigotas d&. cruzi. Foi possivel observar que todos os monoclona@ieeceram uma
proteina de peso molecular previsto, ou seja, apadamente 100 kDa (Figura 4.19A).
Quando o sobrenadante desses clones foi testatta extratos dé€&. coli ndo foi observada

nenhuma reacéo, diferentemente do soro policlamakgconheceu algumas proteinas (Figura
4.19B).
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100kDa__ —| || led o) b P
\ ! 1
[ ] ‘ 5 | i
50kDa__ | | . ]
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100 kDa__
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172 3 4 5 6 7 8 9 10 11 -»* -+

Figura 4.19 Andlise por western blot da producdo danticorpos monoclonais contra a asubunidade APg-
de T. cruzi. A) Extrato protéico de formas epimastigotasideruzi. Cada clone esta indicado abaixo da coluna,

assim como 0s controles negativos - (sendo -* nRfMI e -** tampdo de bloqueio) e positivo + (soro
policlonal). O anticorpo reconheceu um polipeptideanassa molecular esperada (106 KB)eixtrato protéico
de E. coli com 0os mesmos monoclonais e controles. Ndo howanhecimento dos anticorpos monoclonais,
apenas do policlonal, como esperado.
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4.3.3 Subunidade AP1y

Para a subunidade ARlforam produzidos polipeptideos recombinantes das du
regides distintas: N-terminal e dobradica, sendonimados quatro camundongos para cada
caso. ApOs a quarta imunizacdo o soro foi testadtra extrato de epimastigotas Hecruzi
por western blot e também por imunofluorescéncidimade confirmar a producdo de
anticorpos policlonais.

Para adaptina AP{N apenas um dos soros foi positivo no ensaio deewedlot
contra extrato dé. cruzi, entretanto com tamanho diferente do previsto antds de dados
(Figura 4.20).

80 kDa —

60 kDa
50 kDa

1 2 3 2

Figura 4.20 Andlise por western blot da produgao danticorpos para a subunidade APZ¢N.
Os antisoros foram testados em extrato de formasasfigotas dd. cruzi.Os nimeros 1,2,3 e 4 referem-se
aos camundongos. O soro 1 reconheceu polipeptidemrdanho ndo esperado. A seta indica o tamanho

esperado para essa proteina (89 kDa). Os soros 2,0 obtiveram reagéo.

Os antisoros produzidos contra a adaptina AP lforam testados por ensaio de
western blot, sendo possivel observar reacéo yagitira uma proteina de tamanho esperado,
ou seja ~90 kDa (Figuras 4.21A). Todos os quatts@s foram testados em ensaios por
imunofluorescéncia com formas epimastigotas. Apemasdos antisoros (camundongo 02)
forneceu uma reacdo positiva na regido anterior phoasitas, em geral lateralmente ao
cinetoplasto. Esta localizacdo € compativel comomptexo de Golgi, onde o complexo
adaptor AP-1 se localiza (Figura 4.22).

O camundongo do qual foi obtido o soro positivo pmunofluorescéncia foi
selecionado para a producdo de anticorpos monasloRarém nédo foi possivel obter
hibridomas produtores de anticorpos, como avalipdo ensaio de ELISA. Assim, estes

hibridomas foram descartados.
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O soro policlonal positivo tanto por western blaimo por imunoflurescéncia em
formas epimastigotas (camundongo 02) foi analistalmbém nas formas evolutivas
tripomastigotas e amastigotaseruzi através de western blot (Figura 4.21B). Foi passi

observar que o antisoro reconheceu um polipeptidemmanho previsto (cerca de 90 kDa)
em todas as formas evolutivas.
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Figura 4.21 Anélise da produc¢éo de anticorpos para subunidade AP1yD. Aeste do antisoro de

guatro camundongos contra extratos de epimastigiet@iscruzi, mostrando reconhecimento de uma banda de
peso molecular previsto (retdngulo). + = controtesifivo (anticorpo monoclonal de actina) - = colgro
negativo (tamp&o de bloquei®) Teste do soro policlonal do camundongo 2 conkteatos de formas

epimastigotas (E), tripomastigotas metaciclicas @Mastigotas (A) dd. cruzi. Como normalizador foi
utilizado anti-soro contra proteina GAPDH.

4.4 Localizagao celular

Como mencionado acima, foram realizados ensaiododalizacdo celular por
imunofluorescéncia indireta com o0s soros policlsnabtidos contra as subunidades
adaptadoras AP{D, AP1{§, AP1-p e APJs. Os resultados com o0s soros dos camundongos
imunizados com as subunidades AP1-p, AP4-AP deT. cruzi foram negativos (dados
nao mostrados).

Ensaios por imunofluorescéncia com o soro pré-angoro retirado do camundongo
antes das imunizagfes) também foram realizadossea@dtendo marcagdo, como esperado
(dados ndo mostrados).

Incubacéo de formas epimastigotasideruzi com antisoro contra a subunidade AP1-
yD resultou em localizacdo da proteina na regideriantdos parasitas, predominantemente

proximo ao cinetoplasto, uma regido compativel cocomplexo de Golgi (Figura 4.22).
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Figura 4.22 Localizacdo da subunidade AP%D em epimastigotas por microscopia confocal a laser
A) Deteccdo usando anticorpo secundario anti-lgG ataundongo conjugado a AlexaFluor 488. Nota-se

reacao pontual (setaf) Marcacdo do DNA do nucleo (N) e cinetoplasto (@nhdHoechst 3334Z) Imagem
do corpo do parasita por contraste interferen®#C). D) Sobreposicdo das imagens A, B e C, demonstrando
gue a marcacgdo predominante se localiza préxintanatoplasto. Barra =5 pum.

Resultados semelhantes foram encontrados com famastigotas e tripomastigotas.
Em amastigotas, reacdo positiva foi encontrada iii@xao cinetoplasto (Figura 4.23),
enquanto em formas tripomastigotas a reacdo pasftiv observada entre o nucleo e
cinetoplasto, mais proxima ao cinetoplasto (Figur8), regido também compativel com a
localizac&o do complexo de Golgi nesta forma ewaut
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Figura 4.23 Localizacdo da subunidadae AP$D em amastigotas (A) e tripomastigotas (T) por
microscopia confocal a laser. A) Detecc¢éo usando anticorpo secundério anti-lgGadaindongo conjugado

a AlexaFluor 488. Note reacdo pontual (setaB).Marcacdo do DNA do nucleo (N) e cinetoplasto (Gjnc
Hoechst 33342C) Imagem do corpo do parasita por contraste intnfgal (DIC). D) Sobreposicdo das

imagens, demonstrando que a marcacdo pontual)(setializa proxima ao cinetoplasto. Barra =5 um

Visualizacdo dos parasitas incubados com o antcogmti AP1yD por
imunofluorescéncia em menor aumento ao microscpprmitiu demonstrar expressao da

subunidade AP%-na maior parte das células (Figura 4.24).
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Figura 4.24 Figura 4.24. Localizacédo da subunidad&P1-y nas trés formas evolutivas d&. cruz por
microscopia confocal a laser. A) Deteccdo usando anticorpo secundario anti-lgG  denundongo

conjugado a AlexaFluor 488. Note reacdo pontuah¢dena maior parte das célulaB) Marcacdo do DNA do
nucleo e cinetoplasto com Hoechst 333@2Imagem do corpo do parasita (E: epimastigota;mastigota; T:
tripomastigota) por contraste interferencial (DIB).Sobreposicdo das imagens, demonstrando que agiarca

pontual se localiza préxima ao cinetoplasto. Barkaum.

Em células de mamiferos a GTPase Rab7 esta ads@wa endosomos tardios e esta
envolvida no trafego de vesiculas entre o endosonuial e o endosomo tardio e/ou
endosomo tardio e lisosomo (Bucci et al., 2000jréEanto, enT. cruzi a Rab7 se localiza no
complexo de Golgi (Araripe et al., 2004). Assintnfas epimastigotas de cruzi mutantes
expressando Rab7 fusionada a GFP (cedidas por MBhaesta ICC-Fiocruz) foram
utilizadas para demonstrar que o antisoro produzihtra AP1yD reconhece um polipetideo

que se localiza no Golgi deste parasita. Localzagacolocalizacdo de Rab7 com a
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subunidade APi}-demonstrou que as duas proteinas estédo localiredasesma estrutura,

que portanto corresponde ao complexo de Golgi (Bg4.25 e 4.26).

Figura 4.25 Co-localizagédo da subunidade AP{e a GTPase Rab7 na forma epimastigota de cruz por
microscopia confocal a laser.  A) Células expressando Rab7 fusionada a GFP (sBjaBeteccio de AP1-

vyD (setas) usando anticorpo secundario anti-lgGaheuadongo conjugado a AlexaFluor 5@). Imagem do
corpo do parasita por contraste interferencial (DID) Sobreposicdo das imagens A e B mostrando
colocalizacdo (em amarelo, setas) das proteinas Rabde) e APYD (vermelho). Marcacao de DNA nuclear

(cabeca de seta) e do cinetoplasto (*) com Ho&3842. Barra =5 um
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Figura 4.26 Colocalizacdo por imunofluorescéncia péfluorescéncia em microscopio Nikon) da
subunidade AP1ly e da GTPase Rab7 em formas epimastigotas @lecruz.
A) deteccdo de AP{D usando anticorpo secundario anti-lgG de camuna@ogjugado a AlexaFluor 598)

Parasita expressando Rab7 fusionada a @jRmagem do corpo dos parasitas por contraste aren€ial

(DIC) Em azul marcagao do DNA do nucleo (cabecaade) e cinetoplasto (¥) com Hoechst 33342.
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5 DISCUSSAO

Vesiculas com revestimento protéico de clatrindaeptesentes em células nucleadas
e sao especializadas em transportar moléculasradptiseletivamente através de receptores
localizados em membranas celulares (Maxfield e MwGr2004). Estas vesiculas brotam a
partir da membrana plasmatica (vesiculas endosjtioa a partir da Rede Trans do Golgi
(RTG). Neste ultimo caso, as vesiculas podem toatepmoléculas especificas da RTG, via
endossomos tardios, para atuar em lisosomos (Kitd@gn, 2000). No entanto, a clatrina nédo
se associa diretamente ao receptor presente narar@mPara isso € necessaria a presenca de
complexos adaptadores (Brodsky et al., 2001).

Os complexos adaptadores (APs) sdo complexos tedtarnéricos que possuem a
funcdo de estabelecer uma ligacdo cruzada entraudaccitoplasmatica do receptor de
membrana e a clatrina, recrutando assim clatrima @a membranas, além de ligarem-se a
fosfolipideos na membrana e demais proteinas a@sgd®wen et al., 2004). Depois da
clatrina, os complexos adaptadores sdo os compperbtdicos mais abundantes em vesiculas
revestidas com clatrina, estando presentes a uxaad&a um complexo adaptador para dois
trisquélions de clatrina (Kirchhausen, 2000).

Diversos complexos adaptadores ja foram descitBsl| AP-2, AP-3 e AP-4), sendo
os complexos AP-1 e AP-2 os mais caracterizadobifRon, 2004). O complexo AP-2 esta
envolvido na formacéo de revestimento de clatrimanembrana plasmatica. JA o complexo
AP-1 atua na membrana da rede Trans do Golgi, eesieulas com revestimento de clatrina
selecionam as moléculas que serdo empacotadas@odadas ao endosomos tardios /
lisosomos (Robinson, 2004). Exemplos de enzimassdimais de tripanosomatideos
possivelmente carreadas em vesiculas com revestimé® clatrina sdo as cisteino-
proteinases (enzimas residentes no lumen de resenas del. cruz) (Soares et al., 1992)
ou proteinas de membrana lisosomal, como a p6#heada enT. brucel (McConville et al.,
2002).

O complexo adaptador AP-1 € composto por: (a) dudasinidades maiores, AR1-
(89 kDa) e AP13 (106 kDa), as quais possuem trés regides distiNtésrminal, dobradica e
C-terminal, (b) uma subunidade média AP1-u (49 k©&}) uma subunidade menor AR 1-
(19 kDa). Cada uma delas possui funcdes distiasa do complexo (Bonifacino, 2001).

A subunidade APB-tem por funcédo reconhecer uma sequéncia sinal ifaLgauda
citoplasmatica do receptor de membrana, além dsupositios de ligacdo a proteinas
acessorias e clatrina [LLpL(-)]. J& a subunidadel-ARpossivelmente define a regido da
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membrana onde se formara o revestimento de clage#igando a fosfolipideos e também
apresenta sitios de ligagdo a clatrina (Tooze amhdss, 2003). A subunidade AP1-u
reconhece um sinal de tirosina (YXX@) ou dileucipeesente na cauda do receptor
transmembranar (Kirchhausen & Traub, 2003). A fonda subunidade APd-dentro do
complexo ainda ndo é totalmente clara, mas tem rgidgionada uma funcao estrutural na
estabilizacdo do complexo (Collins et al., 2002).

Nossa analise do genomaTeruz permitiu identificar todos os genes que codificam
as subunidades do complexo adaptador 1. Um estidoa analisou o genoma decruz e
identificou a presenca de conjuntos completos deegecodificantes para todas as
subunidades dos complexos adaptadores AP1-4 (Deinal, 2005). Entretantd,. brucei
nao possui o0 complexo AP-2 e no genomé.deajor faltam as sequéncias codificantes para
as subunidades do complexo AP-4 (Denny et al., R@®otivo dessas diferencas ainda nao
é claro, porém a auséncia do complexo AP-2 nosegsendocitico d&. brucei foi atribuida a
uma simplificacdo da via permitindo uma rapida eitdese de VSGs (glicoproteinas
variaveis de superficie) e anticorpos (Allen et 2003; McGregor & Matthews, 2008). D
cruzi por outro lado possui um ciclo de vida complexogue talvez exija o conjunto
completo dos quatro complexos AP para que o parpsisa infectar variados tipos celulares
em seus hospedeiros. Para tanto, ele necessitdicaodiuas moléculas de superficie e
escapar do vacuolo parasitéforo para o citoplasdeargy et al., 2005). Um estudo realizado
em L. major mostrou que o complexo AP-1 € importante parafectividade deste parasita
em macrofagos (Gokool, 2003), o que reforca a bgsapresentada.

Os tripanosomatideos possuem caracteristicastdsgnmportantes nos processos de
endocitose e exocitose. Tais processos nessessinga, diferentemente do que acontece na
maioria das células eucarioticas, sdo altamentaripatios, ocorrendo principalmente na
regido da bolsa flagelar (De Souza, 2002; Morgaal.e2002a). E préximo a essa regiéo que
normalmente esta localizado o complexo de Golgaesrganismos, estando a regido Cis do
Golgi orientada para o reticulo endoplasmaticaegéo Trans do Golgi para a bolsa flagelar
(Figueiredo & Soares, 1995). O transporte de véscua partir da RTG dos
tripanosomatideos pode seguir trés destinos: aabitdgelar, os acidocalcisomos e 0s
lisosomos (Mcconville et all., 2002). As proteimpe saem do RTG podem ser entregues aos
lisosomos por uma via indireta (através da bolsagetar) ou direta (via RTG-

endosomo/lisosomo).
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Todas as formas evolutivas decruzi possuem um unico complexo de Golgi (De
Souza, 2002). Foi demonstrada por andlise ultigesti a presenca de vesiculas com
possivel revestimento de clatrina brotando a pddicomplexo de Golgi (Sant’Anna et al.,
2004). A formacéao do revestimento clatrina na RT@nalmente esta relacionada com a
presenca do complexo adaptador AP-1, o que nos ewavestigar a expressdo do complexo
AP-1 em T. cruzd. E escasso o conhecimento sobre o complexo adapts@-1 em
tripanosomatideos, sendo que a maior parte doslosstesta concentrada €m brucei e
Leishmania spp.

5.1 Estudo in silico

Uso de bancos de dados gendmicos e suas ferramemtdmisca de genes em
diferentes organismos, no alinhamento de sequégéiaisas e na identificacdo de estruturas
protéicas permite obter grande quantidade de irdod®s a respeito de um gene. Por
exemplo, uso da ferramenta BLAST no banco de datmsNCBI permite comparar
sequéncias de aminoacidos entre diferentes orgasigmobter o nivel de identidade e
similaridade entre eles. Identidade € uma medidatifativa e compara a presenca do mesmo
nucleotideo ou aminoacido na mesma posicdo em sk@sencias alinhadas, enquanto a
similaridade compara a porcentagem de aminoacufrgticos e aqueles com propriedades
quimicas semelhantes. Através desses dados € glodsduzir o grau de conservacgao entre
dois ou mais genes.

Para verificar o nivel de conservacdo entre pratetitas subunidades do complexo
AP-1 deT. cruz, sequéncias de aminoacidosideruz e dos eucariontd3anio rerio, Gallus
gallus e Drosophila melanogaster foram comparadas as sequéncias do complexo AP-1 do
organismo modeldd. sapiens. Essa comparagcdo génica demonstrou que as sutesida
complexo AP-1 se mantiveram conservadas ao longevdmcéo, provavelmente devido a
sua importancia bioldgica.

As sequéncias encontradas no genomd.d®uz foram usadas como modelo para
localizar os genes das adaptinas do complexo ABslganomas dos tripanosomatidéos
brucel, L. major, L. brasiliensis e L. infantum. Os dados obtidos sobre o grau de
identidade/similaridade entre as adaptinas dedi@anismos demonstram que o complexo
adaptador AP-1 também é conservado também entrgpasosomatideos e que o complexo
AP-1 deT. brucei é o que possui relacdo evolutiva mais préxima ooteT. cruz, estando
0os complexos AP-1 de espécies laisshmania menos relacionados. Os dados demonstram

que essas proteinas mantém-se conservadas entrespgEgies, inclusive entre os
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tripanosomatideos. A manutencdo dessas proteinabrgm da evolucdcsugere que
participem de processos importantes para as cétulgge possivelmente desempenhem a
mesma fun¢do nos organismos avaliados

Alinhamento das sequéncias de aminoacidos dasoqaiatunidades do complexo AP-
1 permitiu identificar regides mais conservadassaessequéncias entre os diferentes
organismos analisados. Alinhamento entre tripanasiol®os demonstrou que quase toda a
sequéncia aminoacidica das quatro subunidadessérgada. Porém, alinhamento multiplo
realizado entre as proteinas decruz e diferentes eucariontes demonstrou que na régido
terminal dessas proteinas existe maior identidatie es aminoacidos. Esse resultado esta de
acordo com os previamente obtidos por Schledzef@89), que demonstrou que o dominio
N-terminal é altamente conservado ndo apenas ramisiades maiores do AP-1 como
também nos demais complexos, e que as regideshdadiga e C-terminal das subunidades
maiores {, a, B, 6 €€) SA0 menos conservadas.

Os dados acima ficaram mais evidentes quando buscamdominios proteicos das
subunidades APB-e AP1ly deT. cruzi e T. brucei, a fim de comparar com os dominios
correspondentes da proteina humana. Foi possigeinar que o dominio N-terminal das
subunidades APf-e APly se mantem conservado embfucei eT. cruzi. Essa conservacao
provavelmente deve-se a funcdo da proteina, pasaelo com Boehm e Bonifacino (2001)
essa regido esta envolvida com a interacdo dastimampmnaiores com as médias dos
complexos adaptadores, e com o direcionamento slesaglexos para a membrana alvo.

Entretanto, na subunidade ABIdeT. cruzi e T. brucei estdo ausentes o dominio e
subdominio C-terminal encontrados na proteina ham@rdominio C-terminal é responséavel
pela translocacdo de proteinas acessoérias endscfiera o local de formagédo da vesicula
(Traub et al., 1999). O subdominio C-terminal éeseério para ligacdo e subsequente
polimerizacdo da clatrina e também colabora cossac@acao de proteinas acessorias que se
ligam ao dominio C-terminal da adaptina (Owen gt28100). Entretanto, ja foi mostrado que
a auséncia desses dominios ndo interfere na foordg&evestimento de clatrina e
brucel (Morgan et al., 2001).

5.2 Andlise da expresséao génica por western blot e imafiuorescéncia

5.2.1 Subunidade APle

Foram produzidos anticorpos policlonais contra busidade AP, utilizando-se
uma proteina recombinante correspondente a se@uéigira da proteina conforme deduzido
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a partir do banco de dados gendmicosTdecruzi. A especificidade dos anticorpos foi
analisada por western blot utilizando extratosedcot totais de formas epimastigotaside
cruzi, mas neste ensaio nao foi obtido reconhecimentorateina pelo antisoro. Da mesma
forma, o resultado do ensaio de imunofluorescéfwiaegativo. Gokool (2003) em estudo
com L. mexicana demonstrou a expressao de AP Iresse parasita, mas 0 ensaio de
imunolocalizagédo apresentou resultados negativegsemplo do que foi obtido neste estudo
emT. cruzi. Assim, possiveis causas do insucesso do recandein da subunidade ARL-
pelo nosso antisoro podem estar relacionadas gonies aspectos: baixa expressdo dessa

proteina ou dificil acesso a proteina nativa petecarpo no ensaio de imunolocalizagéo.

5.2.2 Subunidade AP1-u

O anticorpo produzido contra a subunidade AP1-pnieeceu em ensaio de western
blot um polipeptideo de tamanho aproximado de 5@, kEompativel com a proteina
enddgena. Entretanto, no ensaio de imunofluoresc@npesultado foi negativo. Da mesma
forma, em trabalho com o tripanosomatideomexicana, Gokool (2003) também obteve
expressdo da subunidade AP1-u através de westrnpbrém com resultado negativo na
imunolocalizacdo. Resultado negativo também foiidobtna tentativa de localizar a
subunidade AP1-u no tripanosomatidebrucei (TAZEH et al., 2009).

A dificuldade de localizar esta subunidade é untgpoomum entre nossos dados e 0s
trabalhos mencionados acima. Tal fato pode estacioeado ou a posicdo da AP1-u dentro
do complexo protéico, onde esta subunidade ficaomexposta ndo havendo epitopos

acessiveis aos anticorpos, ou a baixa expresgaoudna.

5.2.3 Subunidade AP1$

Como obtivemos um anticorpo policlonal satisfatdpor western blot contra a
subunidade APB; optou-se por produzir anticorpos monoclonais awbjetivo de obter
reconhecimento de um Unico epitopo da proteina atami® assim a especificidade. Para isso
foi utilizada a sequéncia da regido N-terminal datggna. Foram obtidos 11 clones que
reconheceram um polipeptideo com tamanho de apaalimente 100 kDa, o que esta de
acordo com o predito em bancos de dados gendmicbscduz.

Assim como enT. cruzi, também foi demonstrada eémbrucel a expressao de Bl
através de western blot, onde o0s anticorpos recendt® um polipeptideo de
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aproximadamente de 76kDa, conforme predito em lsadealados desse organismo (Morgan
et al., 2001). Da mesma forma Denny (2004), demonsjuel.. major também expressa essa
proteina.

Era esperado que subunidade AR-por fazer parte dos complexos AP-1 e AP-2 em
T. cruz, apresentasse localizacdo no complexo de Golgi merabrana da bolsa flagelar
dessa parasita. Em ensaios de imunolocalizacab.emajor (Denny et al., 2005) e e
brucel (Morgan et al., 2001) demonstrou-se que a ARdlocaliza parcialmente com o
complexo de Golgi, assim como em estruturas didttés pela célula.

Porém, em nossos ensaios de imunofluorescéncia ntisorpos monoclonais
produzidos ndo reconheceram a proteina nativa emafoepimastigotas de cruz. Esse
resultado pode ser devido a impossibilidade do m@s#icorpo se associar a epitopos

escondidos na proteina nativa.

5.2.4 Subunidade AP1ly

Para a producao de anticorpos contra a subunidBde foram utilizadas sequéncias
de duas regifes distintas da proteinal deruz: a regido N-terminal, contendo em torno de
1000 pb, e a regido da dobradica, contendo 483 mlmbradica € a regido que liga a regiao
N-terminal ao dominio C-terminal e € um local datpina de maior exposi¢cado, sendo
possivelmente mais acessivel a interacdo dos gntis@Robinson, 1990).

Os anticorpos produzidos para regidao N-terminal Afelsy reconheceram um
polipeptideo de tamanho aproximado a 60 kDa, nagpativel com o esperado (~90 kDa).
Essa diferenca poderia ser atribuida a uma clivaganproteina, ja que na regidao da
dobradica existe uma sequencia de aminoacidostatesed acao de proteases (Kirchhausen
et al., 1989). No ensaio de imunolocalizacdo assisoro ndo obteve reagao. Esse resultado
pode ser atribuido a baixa especifidade do antisoro

Ja os anticorpos produzidos para regiao da dolaraldigubunidade APldeT. cruz
reconheceram em western blot em todas as formdsitisas do parasita (epimastigota,
tripomastigota metaciclico e amastigota), um pglifgeo de tamanho compativel com o
predito em banco de dados (aproximadamente 90 KE3ags resultados sdo compativeis com
os estudos de expressao da ARInT. brucei conduzidos por Allen e colaboradores (2007),
onde foi identificada expressdo de um polipetidem tamanho predito (87,5kDa) em duas
formas evolutivas desse parasita (formas proc&leasanguineas), porém ndo foi obtido

sucesso na imunolocalizacdo dessa proteina.
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Os anticorpos policlonais produzidos contra a sidade AP1yD (residuos 578-711)
foram utilizados para a localizagcdo subcelular daptna APly em T. cruz. Em formas
epimastigotas e amastigotas o antisoro forneceu reagho positiva na regiao anterior do
parasita, proximo ao cinetoplasto, regido esta etivgl com o complexo de Golgi em
cruzi (Figueiredo & Soares, 1995; De Souza, 2002). Eportrastigota foi observada reacéo
entre 0 nucleo e cinetoplasto, sendo mais proximocidetoplasto, regido esta também
compativel com o complexo de Golgi nesta formawina (De Souza, 2002).

Para confirmar a localizacdo da proteina reconbepielo antisoro contra APA-
optou-se por realizar o ensaio de colocalizacdo @otra proteina residente no complexo de
Golgi deT. cruzi, a Rab7. Em células de mamiferos a GTPase Rah7assbciada aos
endosomos tardios e esta envolvida no trafego de&ewlas entre o endosomo inicial e o
endossomo tardio e/ou endosomo tardio e lisosdtang( et al., 1995; Bucci et al., 2000).
Todavia, foi demonstrado que em qlecruzi, a Rab7 se localiza no complexo de Golgi
(Araripe et al., 2004). O nosso ensaio de coleaafo confirmou que a subunidade AP1-
estéa localizada no complexo de Golgi juntamente adBTPase Rab7.

5.3 Considerag0es finais

Nessa dissertacao foi possivel verificar que asrsdades do complexo adaptor AP1
sdo conservadas e cruzi, porém com algumas particularidades, como a aisé&tx
subdominio C-terminal da subunidade APfiresente na proteina humana.

Foi possivel identificar a expressdo das subungldd®1-u, AP18 e APly) do
complexo AP-1 en. cruz, além de localizar a subunidade AP0 complexo de Golgi
como esperado, e em todas as formas evolutivag gesasita. Esses dados demonstram a
existéncia do complexo AP-lef cruzi e sugerem fortemente que ele se localiza no
complexo de Golgi, assim como em outras célulaareicas.

Considerando a funcéo atribuida em outros orgarsisigossivel que o complexo
AP-1 tenha fungao relacionada dmcruzi. Uma delas seria o envio de enzimas lisosomais,
como cruzipaina e chagasina, aos reservosomosn@agaprelisosomais) (Soares et al.,
1992; Santos et al.,, 2005) em formas epimastigotasisosomos em amastigotas e
tripomastigotas. Estudos posteriores, como o necgéhico de uma das subunidades do

complexo AP-1 sdo necessérios para analisar aduleste adaptador neste parasita.
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6 CONCLUSOES
1 - As andlises in silico permitiram concluir que:

Os genes que codificam as quatro subunidades dpleomadaptador 1 dé&. cruzi estédo
presentes no genoma do parasita, sendo conservados

A subunidade APB-deT. cruzi ndo possui 0 dominio e o subdominio C-terminaésqmtes

na proteina humana;

As subunidades maiores AR%X AP1§ do complexo adaptador AP-1 dlecruzi possuem o

dominio conservado N-terminal presentes nas prddiomanas;

2- Anticorpo monoclonal produzido contra a subuded&P1$ reconheceu um polipetideo
de tamanho aproximado a 100 kDa em extratos tdéaisrmas epimastigotas dlecruz, que
corresponde ao peso molecular da proteina endagssa parasita. Entretanto, este anticorpo

ndo reconheceu a proteina nativa.

3- Anticorpo policlonal produzido contra a subumidaP1-p reconheceu um polipetideo de
tamanho aproximado a 50 kDa em extratos totaisodeas epimastigotas de cruz, que
corresponde ao peso molecular da proteina enddgssa parasita. Entretanto, este anticorpo

nado reconheceu a proteina nativa.

4- Anticorpo policlonal produzido contra a subumidaAPly (regido da dobradica)
reconheceu um polipetideo de tamanho aproximadd kD& em extratos totais de formas
epimastigotas, tripomastigotas metaciclicos e dagwas deT. cruzi, que corresponde ao
peso molecular da proteina endogena dessa parBsii.antisoro localizou, através de
microscopia confocal, reacao positiva pontual nomexo de Golgi de formas epimastigotas,

tripomastigotas e amastigotasderuz, definido pela colocalizagdo com o marcador Rab7.
5- Os dados produzidos nesse estudo demonstramténeia do complexo AP-1ei cruz

e sugerem fortemente que ele se localiza no compdex Golgi, assim como em outras

células eucariodticas.

68



7 REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

ALLEN, C. L.; DANGJIN, L.; CHUNG, W. L.; FIELD, M.C. Dileucine signal-dependent
and AP-1-independent targeting of a lysosomal glypootein in Trypanosoma brucei.
Molecular and Biochemical Parasitology, v. 1561 15-190, 2007.

ALLEN, C. L.; GOULDING, D.; FIELD, M. C.Clathrin-mediated endocytosis is essential
in Trypanosoma brucei The EMBO Journal, v. 22, p. 4991-5002, 2003.

ARARIPE, J. R.; CUNHA-E-SILVA, N. L.; LEAL, S. T.DE SOUZA, W.; RONDINELLI,
E. Trypanosoma cruzi: TcRAB7 protein is localized at he Golgi apparatus in
epimastigotes Biochemical and Biophysical Research Communioatior. 321, p. 397-402,
2004.

BOEHM, M.; BONIFACINO, J. SAdaptins: The Final Recount Molecular biology of the
cell, v. 12, p. 2907-2920, 2001.

BOMAN, A L. GGA proteins: new players in the sorting gameJournal of Cell Science, v.
114, p. 3413-3418, 2001.

BONALDO, M. C.; SOUTO-PADRON, T.; DE SOUZA, W.; G@ENBERG, S.Cell
substrate adhesion duringTrypanosoma cruz differentiation. Journal of Cell Biology, v.
106 p. 1349-1358, 1988.

BONIFACINO, J. S.; LIPPINCOTT-SCHWARTZ, Xoat proteins: shaping membrane
transport. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 4409-414, 2003.

BONIFACINO, J. S.; TRAUB, L. M.Signals for sorting of transmembrane proteins to
endosomes and lysosome&nnual Review of Biochemistry, v. 72, p. 395-42003.

BRODSKY, F. M.; CHEN, C. Y.; KNUEHL, C.; TOWLER, MC.; WAKEHAM, D. E.
Biological basketweaving: Formation and Function ofClathrin-Coated Vesicles Annual
Review of Cell and Developmental Biology, v.175f{7-568, 2001.

BUCCI, C.; THOMSEN, P.; DEURS, B. \Rab7: a key to lysosome biogenesiMolecular
Biology of the Cell, v. 11, p. 467-480, 2000.

CAMARGO, E. P.Growth and differentiation in Trypanosoma cruz. |. Origin of

metacyclic trypanosomes in liquid mediaRevista do Instituto de Medicina Tropical,1\2,
p. 93-100, 1964.

69



CAVALIER-SMITH, T. Kingdoms protozoa and chromista and the eozoan roadf the
eukaryotic tree. Biology Letters, v. 6, p. 342-345, 2010.

COLLINS, B. M.; EVANS, P. R.; McCQY, A. J.; KENT, .HM.; OWEN, D. J.Molecular
architecture and functional model of the endocyticAP2 complex Cell, v. 109, p. 523-535,
2002.

CONNER, S. D.; SCHMID, S. LRegulated portals of entry into the cell Nature, v. 422, p.
37-44, 2003.

CONTRERAS, V. T.; SALLES, J. M.; THOMAS, N.; MOREIC. M.; GOLDENBERG, S.
In vitro differentiation of Trypanosoma cruzi under chemically defined conditions
Molecular and Biochemical Parasitology, v.16, b-327, 1985.

CORREA, J. R.; ATELLA, G. C.; MENNA-BARRETO, R. SSOARES, M. JClathrin in
Trypanosoma cruz: in silico gene identification, isolation, and loalization of protein
expression sitesThe Journal of Eukaryotic Microbiology, v. 54,287-302, 2007.

COURA, J. RChagas disease: what is known and what is needed-bAckground article.
Memodrias do Instituto Oswaldo Cruz, v. 102 Suddl3-122, 2007.

CROTTET, P.; MEYER, D. M.; ROHRER, J.; SPIESS, MRF1 GTP, tyrosine-based
signals, and phosphatidylinositol 4,5-bisphosphateonstitute a minimal machinery to
recruit the AP-1 clathrin adaptor to membranes Molecular Biology of the Cell v. 13, p.
3672-3682, 2002.

DE SOUZA, W.Basic cell biology of Trypanosoma cruziCurrent Pharmaceutical Design,
V. 8, p. 269-285, 2002.

DE SOUZA, W.; SANT'ANNA, C.; CUNHA-E-SILVA, N. L.Electron microscopy and
cytochemistry analysis of the endocytic pathway opathogenic protozoa Progress in
Histochemistry and Cytochemistry, v. 44, p. 67-12309.

DELL’ANGELICA, E. C. Association of the AP-3 adaptor complex with clathin.
Science, v. 280, p. 431-434, 1998.

DENNY, P. W.; MORGAN, G. W.; FIELD, M. C.; SMITH, DF. Leishmania major:
clathrin and adaptin complexes of an intra-cellularparasite. Experimental Parasitology,
v. 109, p. 33-37, 2005.

DITTIE, A S.; HAJIBAGHERI, N.; TOOZE, S. AThe AP-1 adaptor complex binds to

immature secretory granules from PC12 cells, and isegulated by ADP-ribosylation
factor. The Journal of cell biology, v. 132, p. 523-53896.

70



DOCAMPO, R.; DE SOUZA, W.; MIRANDA, K.; ROHLOFF, P.MORENO, S. N.
Acidocalcisomes — conserved from bacteria to mamNature Reviews Microbiology, v. 3, p.
251-261, 2005.

EDELING, M. A; SMITH, C.; OWEN, D.Life of a clathrin coat: insights from clathrin
and AP structures Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 7,32-44, 2006.

FARQUHAR, M. G.; PALADE, G. EThe Golgi apparatus (complex)-(1954-1981)-from
artifact to center stage The Journal of Cell Biology, v. 91, p. 77-103819

FARQUHAR, M. G.; PALADE, G. EThe Golgi apparatus: 100 years of progress and
controversy. Trends in Cell Biology, v. 8, p. 2-10, 1998.

FENG, Y.; PRESS, B.; WANDINGER-NESS, Rab 7: an important regulator of late
endocytic membrane traffic The Journal of Cell Biology, v. 131, p. 1435-145995.

FIGUEIREDO, R. C.; SOARES, M. J'lhe complex de Golgi of Trypanosoma cruzi
epimastigote forms Journal of. Submicroscopic. Cytololgy and. Pathg| v. 27, p. 209-
215, 1995.

FOOTE, C.; NOTHWEHR, S. FThe clathrin adaptor complex 1 directly binds to a
sorting signal in Stel3p to reduce the rate of itgafficking to the late endosome of yeast
The Journal of Cell Biology, v. 173, p. 615-626080

FOLSCH, H.; PYPAERT, M.; SCHU, P.; MELLMAN, The AP-1A and AP-1B clathrin
adaptor complexes define biochemically and functically distinct membrane domains
The Journal of Cell Biology, v. 163, p. 351-362030

FOTIN, A.; CHENG, Y.; SLIZ, P.; GRIGORIEFF, N.; HARSON, S. C.; KIRCHHAUSEN,
T., WALTZ, T. Molecular model for a complete clathrin lattice from electron
cryomicroscopy. Nature, v. 432, p.573-579, 2004.

GHOSH, P.; DAHMS, N. M.; KORNFELD, 3annose 6-phosphate receptors: new twists
in the table. Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 4, p22012, 2003.

GOKOOL, S. Sigma-1 and mu-ladaptin homologues ol eishmania mexicana are
required for parasite survival in the infected host The Journal of Biological Chemistry, v.
278, p. 29400-29409, 2003.

HANNAERT, V.; BRINGAUD, F.; OPPERDOES, F. R.; MICHIS, P. A.Evolution of

energy metabolism and its compartmentation in Kinebplastida. Kinetoplastid Biology
Disease, v. 2, p. 11, 2003.

71



HINNERS, I.; TOOZE, S. AChanging directions: clathrin-mediated transport beéween
the Golgi and endosomes]Journal of Cell Science, v. 116, p. 763-771, 2003

HIRST, J.; BORNER, G. H. H.; ANTROBUS, R.; PEDEN, A.; HODSON, N. A,
SAHLENDER, D. A.; ROBINSON, M. SDistinct and overlapping roles for AP-1 and
GGAs revealed by the “knocksideways”System Current Biology v. 22, p. 1711-1716,
2012.

KALB, L. Clatrina em Trypanosoma cruz: identificacdo do gene e localizagao celular
Dissertacdo de Mestrado. P6s-Graduagdo em BioGmjidar e Molecular, UFPR- PR, 2011.

KIRCHHAUSEN, T.; NATHANSON, K. L; MATSUI, W.; VAISEERG, A.; CHOW, E. P;
BURNE, C.; KEEN, J. H.; DAVIS, A. EStructural and functional division into two
domains of the large (100- to 115-kDa) chains of ¢h clathrin-associated protein.
Proceedings of the National Academy of Scienceth®fUnited States of America, v. 86, p.
2612-2616, 1989.

KIRCHHAUSEN, T.Adaptors for clathrin-mediaded traffic. Annual Review of Cell and
Developmental Biology, v. 15, p. 705-732, 1999.

KIRCHHAUSEN, T. Three ways to make a vesicleNature Reviews. Molecular Cell
Biology, v. 1, p. 187-198, 2000.

LANDY, A. Dynamic, structural, and regulatory aspects of lamba site-specific
recombination. Annual Review of Biochemistry, v. 58, p. 913-94989.

LE BORGNE, R.; HOFLACK, BMannose 6-phosphate receptors regulate the formatio
of clathrin-coated vesicles in the TGN The Journal of Cell Biology, v. 137, p. 335-345,
1997.

LEFKIR, Y.; MALBOUYRES, M.; GOTTHARDT, D.; OZINSKY,A; CORNILLON, S;
BRUCKERT, F.; ADEREM, A. A.; SOLDATI, T.; COSSON,.PLETOURNEUR, F.
Involvement of the AP-1 adaptor complex in early stps of phagocytosis and
macropinocytosis Molecular Biology of the Cell, v. 15, p. 861-8&004.

MCGREGOR, P.; MATTHEWS, K. RModelling trypanosome chronicity: VSG dysnaties
and parasite density Trends Parasitology, v. 24, p. 1-4, 2008.

MAXFIELD, F. R.; MCGRAW, T. E.Endocytic recycling. Nature Reviews. Molecular Cell
Biology, v. 5, p. 121-132, 2004.

72



MAYOR, S.; PAGANO, R. E.Pathways of clathrin-independent endocytosisNature
Reviews. Molecular Cell Biology, v.8, p. 1-10, 2007

MCCONVILLE, M. J.; MULLIN, K. A.; ILGOUTZ, S. C.; 'EASDALE, R. D. Secretory
pathway of trypanosomatid parasites Microbiology and Molecular Biology Reviews, v.
66, p. 122-154, 2002.

MEEL,V. E.; KLUMPERMAN, J.Imaging and magination understanding the endo-
lysosomal systemHistochemistry and Cell Biology, v. 129, p. 250-28608.

MIACZYNSKA, M.; STENMARK, H. Mechanisms and functions of endocytosisThe
Journal of Cell Biology, v. 180, p. 7-11, 2008.

MORGAN, G. W.; ALLEN, C. L.; JEFFRIES, T. R.; HOLNSHEAD, M.; FIELD, M. C.
Developmental and morphological regulation of clathin-mediated endocytosis in
Trypanosoma brucei Journal of Cell Science, v. 114, p. 2605-2619120

MORGAN G. W.; HALL B. S.; DENNY P. W.; CARRINGTON M FIELD, M. C.The
kinetoplastida endocytic apparatus. Part I: a dynant system for nutrition and evasion
of host defencesTrends Parasitology, v. 8, p. 491-496, 2002.

MUNRO, S.What is the Golgi apparatus, and why are we askingBMC Biology, v. 9, p.
1-5, 2011.

NGO, H. M.; YANG, M.; PAPROTKA, K.; PYPAERT, M.; HBPE, H.; JOINER, KAP-1
in Toxoplasma gondii mediates biogenesis of the rptry. The Journal of Biological
Chemistry, v. 278, p. 5343-5352, 2003.

OVERATH, P; STIERHOF, Y. D.; WIESE, M.Endocytosis and secretion in
trypanosomatid parasites - tumultuous traffic in apocket Trends Cell Biology, v. 7, p.
27-33, 1997.

OWEN, D. J.; VALLIS, Y.; PEARSE, B. M. F.; MCMAHONH. T.; EVANS, P. RThe
structure and function of the beta 2-adaptin appendge domain The EMBO Journal, v.
19, p. 4216-4227, 2000.

OWEN, D. J.; COLLINS, B. M.; EVANS, P. RAdaptors for clathrin coats: structure and
function. Annual Review of Cell and Developmental Biology20, p. 153-191, 2004.

PEARSE, B. M.; ROBINSON, M. Surification and properties of 100-kd proteins from
coated vesicles and their reconstitution with clatiin. The EMBO Journal, v. 3, p. 1951-
1957, 1984.

PORTO-CARREIRO, I.; ATTIAS, M.; MIRANDA, K.; DE SOWBA, W.; CUNHA-E-
SILVA, N. Trypanosoma cruzi epimastigote endocytic pathway: argo enters the

73



cytostome and passes through an early endosomal wetrk before storage in
reservosomesEuropean Journal of Cell Biology, v. 79, p. 85882000.

PRATA, A. Clinical and epidemiological aspects of Chagas diase Lancet Infectious
Diseases, v.1, p.92-100, 2001.

ROBINSON, M. S.Cloning and expression ofy-adaptin, a component of clathrin-coated
vesicles associated with the Golgi apparatu3he Journal of Cell Biology, v. 111, p. 2319-
2326, 1990.

ROBINSON, M. S.Adaptable adaptors for coated vesiclesTrends in Cell Biology, v. 14,
p. 167-174, 2004.

ROTH, M. G.Clathrin-mediated endocytosis before fluorescent mteins Nature Reviews.
Molecular Cell Biology, v. 7, p. 63-68, 2006.

SAMBROOK, J.; FRITSCH, E. F.; MANIATIS, TMolecular cloning: A laboratory
manual. N.Y: Cold Spring Harbor, 1989.

SANTOS, C. C.; SANT'ANNA, C.; TERRES, A.;, CUNHA-EMS/A, N. L.
SCHARFESTEIN, J.; LIMA, A. P. CChagasin, the endogenous cysteine-protease inhibito
of Trypanosoma cruzi, modulates parasite differentition and invasion of mammalian
cells. Journal of Cell Science, v. 118, p. 901-915, 2005

SANT'ANNA, C.; DE SOUZA, W.; CUNHA-E-SILVA, N.Biogenesis of the reservosomes
of Trypanosoma cruz. Microscopy and Microanalysis, v. 10, p. 637-62604.

SCHLEDZEWSKI, K.; BRINKMANN, H.; MENDEL, R. R.Phylogenetic analysis of
components of the eukaryotic vesicle transport sysin reveals a common origin of
adaptor protein complexes 1, 2, and 3 and the F sabmplex of the coatomer COPI
Journal of Molecular Evolution, v. 48, p. 770-71899.

SCHLIWA, M.; SOLDATI, T. Powering membrane traffic in endocytosis and recyaig.
Nature Reviews. Molecular Cell Biology, v. 7, p.3483, jul. 2006.

SHIH, W.; GALLUSSER, A.; KIRCHHAUSEN, TA Clathrin-binding site in the hinge of
the B2 chain of mammalian AP-2 complexesThe Journal of Biological Chemistry, v. 270,
p. 31083-31090, 1995.

SOARES, M.J.The reservosome of Trypanosoma cruzi epimastigotesn organelle of

the endocytic pathway with a role on metacyclogenss Memorias do Instituto Oswaldo
Cruz, v. 94(1), p. 139-141, 1999

74



SOARES, M. J.; SOUZA, W. DEEndocytosis of gold-labeled proteins and LDL by
Trypanosoma cruz. Parasitology Research, v. 77, p. 461-468, 1991.

SOARES, M. J.; SOUTO-PADRON, T.; DE SOUZA, Wlentification of a large pre-
lysosomal compartment in the pathogenic protozooiirypanosoma cruz. Journal of Cell
Science, v. 102, p. 157-167, 1992.

TAZEH, N. N.; SILVERMAN, J. S.; SCHWARTZ, K. J.; SEOVA, E. S.; SUTTERWALA,
S. S.; BANGS, J. DRole of AP-1 in developmentally regulated lysosomatafficking in
Trypanosoma brucei. Eukaryotic Cell, v. 8, p. 1352-1361, 2009.

TRAUB, L. M.; DOWNS, M. A.; WESTRICH, J. L.; FREMON D. H. Crystal structure of
the alpha appendage of AP-2 reveals a recruitmentigtform for clathrin-coat assembly.
Proceedings of the National Academy of Scienceth®fUnited States of America, v. 96, p.
8907-12, 1999.

TRAUB, L. M.; KORNFELD, S.The trans-Golgi network: a late secretory sorting
station. Current Opinion in Cell Biology, v. 9, p. 527-53397.

WEISE, F.; SITERHOF, Y. D.; KUHN, C.; WIESE, M.; GRATH, P. Distribution of
GPIl-anchored proteins in the protozoan parasite Leshmania, based on an improved
ultrastructural description using high-pressure frozen cells Journal of Cell Science, v.
113, p. 4587-4603, 2000.

ZAREMBA, S. A. M.; KEEN, J. HAssembly polypeptides from coated vesicles mediate
reassembly of unique clathrin coats separation dflathrin and assembly The Journal of

Cell Biology, v. 97, p. 1339-1347, 1983.

WHO. Control of Chagas disease. WHO Tech Series 8bl, Geneva, 1991. p. 1-95.<
http://www.who.int/mediacentre/factsheets/fs340fecessado em: 30/09/2012

75



