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RESUMO

O presente trabalho tem como objetivos analisar a sequéncia aminoacidica in silico e
produzir anticorpos policlonais contra a subunidade gama do complexo adaptador 1 (AP-
ly) de Trypanosoma cruzi, para estudos de expressdo e localizacdo subcelular.
Primeiramente, foi encontrada uma sequéncia codificadora para AP-1y no banco de
dados TritrypDB (ID Tc00.1047053508257.260). Esta sequéncia foi utlizada para
alinhamento simples usando o algoritmo Protein Blast (Blastp) e demonstrou sua
conservagao entre os tripanosomatideos. Para a analise de dominios foi utilizado o
software pFAM, que permitiu concluir que o AP-1y de T. cruzi possui dominios tipicos de
complexo adaptador 1 (regido N-terminal e dominio C-terminal da adaptina), o que
sugere a sua funcédo na formacédo de vesiculas com revestimento de clatrina que brotam
do complexo de Golgi com direcionamento aos endossomos tardios. Através do
alinhamento mudltiplo, realizado no programa ClustalW, foi possivel identificar maior
conservacao nas regioes iniciais da sequéncia aminoacidica do AP-1y de T. cruzi
comparadas a sequéncias de AP-1y de outros organismos. Para a producdo de
anticorpos policlonais, a regido Hinge do AP-1y foi clonada, expressa em vetor
procarioto e purificada por gel preparativo. A proteina recombinante purificada foi
inoculada em camundongos BALB/c para obtencdo dos soros imunes. Em formas
epimastigotas, os soros imunes foram capazes de reconhecer uma proteina de
aproximadamente 90 kDa, com exce¢do do soro 2, que reconheceu também uma
protéina de peso molecular menor. Em tripomastigotas metaciclicos e amastigotas
intracelulares, o soro policlonal anti-Hinge também reconheceu um polipeptideo de 90
kDa. Por imunofluorescéncia indireta, foi possivel observar uma localizacdo subcelular
lateral ao cinetoplasto, proximo a bolsa flagelar (compativel com o complexo de Golgi)
em epimastigotas, amastigotas intracelulares e amastigotas axénicos e entre o
cinetoplasto e o nucleo em tripomastigotas metaciclicos e tripomastigotas de cultura. A
co-localizagao com TcHIP/AC, um marcador de complexo de Golgi em T. cruzi,

confirmou a localizacdo AP-1y nesta organela.

Palavras-Chave: Trypanosoma cruzi. Complexo de Golgi. AP-1y. Anticorpos policlonais.



ABSTRACT

This work aims to analyze the amino acid sequence in silico and produce polyclonal
antibodies against the gamma subunit of the adapter complex 1 (AP-1y) of Trypanosoma
cruzi, for studies on expression and subcellular localization. First, we found a coding
sequence for AP-ly in the database TritrypDB (ID Tc00.1047053508257.260). This
sequence was used for simple alignment algorithm using the Protein Blast (Blastp),
demonstrating its conservation among trypanosomatids. For the analysis of the domains
pFAM software was used, allowing to conclude that AP-1y T. cruzi have typical domains
adapter complex 1 (N-terminal and C-terminal domain of adaptina), suggesting its role in
the formation of clathrin-coated vesicles budding from the Golgi apparatus with guidance
to late endosomes. Through the multiple alignment, performed in ClustalW program, it
was possible to identify higher conservation at the initial regions of the aminoacidic
sequence of AP-1y of T. cruzi, compared to the AP-1y of other organisms. For the
production of polyclonal antibodies, the Hinge region of AP-1y gene was cloned,
expressed in prokaryotic vector and purified with preparative SDS-PAGE gel. The purified
recombinant protein was inoculated into BALB / ¢ mice to obtain the immune sera, which
were used to evaluate the expression and subcellular localization of AP-1y, first in
epimastigotes. The immune sera were able to recognize a protein of approximately 90
kDa, with the exception of serum 2, which also recognized a protein of lower molecular
weight. In metacyclics trypomastigotes and intracellular amastigotes, the polyclonal anti-
Hinge also recognized a region corresponding to the 90 kDa. By indirect
immunofluorescence, we observed a side subcellular localization to the kinetoplast near
the flagellar pocket (compatible with the Golgi complex) epimastigotes, intracellular
culture amastigotes and axenic amastigotes and between the kinetoplast and nucleus in
trypomastigotes and metacyclic trypomastigotes culture. Co-localization with TcHIP/AC, a

Golgi marker of T. cruzi, comfirmed the localization of the AP-1y in that organelle.

Keywords: Trypanosoma cruzi. Golgi complex. AP1-y. Polyclonal antibodies.
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1. INTRODUCAO
1.1. TRYPANOSOMA CRUZI

O Trypanosoma cruzi (Euglenozoa: Kinetoplastea) é um protozoario
hemoflagelado causador da tripanosomiase americana também conhecida como doenca
de Chagas, atingindo 10 a 12 milhdes de individuos nas Américas (Coura e Dias, 2009).
Os vetores deste protozoario séo triatomineos que ao praticarem hematofagia infectam o
homem, eliminando suas fezes préximo a regido da picada e o hospedeiro ao cocgar no
local carrega 0 agente causador da doenca para a corrente sanguinea. O T.cruzi possui
diferentes formas evolutivas, sendo elas basicamente: epimastigotas (Fig.1.1) e
tripomastigotas metaciclicas (presente no inseto vetor), amastigota (intracelular no
hospedeiro vertebrado) e tripomastigota sanguinea (parasita presente na corrente
sanguinea do hospedeiro mamifero. Quando se alimentam do sangue de mamiferos

infectados os triatomineos podem ingerir formas tripomastigotas (Sarmento, 2008).

FIGURA 1.1. Formas epimastigotas de T. cruzi com destaque 0 cinetoplasto

(condensamento do DNA mitocondrial).
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Fonte: www.fiocruz.br/ chagas/ cgi/ cgilua.exe/ sys/ start.htm?sid=13
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1.2. DOENCA DE CHAGAS

Grande parte dos individuos infectados estdo presentes no Brasil. (Argolo et al.,
2008). A doenca de Chagas possui as fases aguda e cronica, podendo ocorrer na fase
aguda inflamacdo do coracdo com alteracdes do eletrocardiograma e numero de
batimentos por minuto aumentado ou até mesmo meningite e encefalites em casos
mais graves (Sarmento, 2008). Em alguns casos, na fase cronica o coracdo aparece
bastante comprometido podendo apresentar arritmias, perda da capacidade de
contracdo e aumento do O6rgdo assim como ocorre também no esbdfago e intestino
grosso (Argolo et al., 2008). Para o tratamento, o Unico farmaco disponivel no Brasil € o
benzonidazol (Rochagan®), com limitada eficacia, resisténcia pelos parasitos e
significativos efeitos colaterais (Urbina e Docampo, 2003).

1.3. FISIOLOGIA DO PARASITO

Entre diferentes alvos para estudos, estdo a captacao (endocitose) e o turnover
de proteinas, pois representam vias metabodlicas essenciais para o desenvolvimento de
T. cruzi (De Souza, 2002) e apresenta particularidades marcantes nos
tripanosomatideos (Sant'’Anna et al, 2008). Em contraste & maioria dos eucariontes, 0s
tripanosomatideos apresentam sistemas altamente polarizados de endocitose, restritos
a regido da bolsa flagelar e, particularmente em T. cruzi, do complexo
citostoma/citofaringe, além do envolvimento de organelas distintas, como o0s
reservossomos, por exemplo (Soares, 1999). Dessa forma, nutrientes do meio
extracelular sdo endocitados e seguem por uma complexa rede de compartimentos que
tem como destino final os reservossomos (Soares M.J, et al 1992) onde enzimas
provenientes da rede trans-Golgi atuardo na digestdo das moléculas (Sant'/Anna et al,
2009). Tanto moléculas da via endocitica quanto exocitica sdo carreadas em vesiculas,
as quais podem apresentar uma complexa rede de revestimento composta por

proteinas que auxiliam na captacao, sinalizacéo, transporte e destino final do cargo.



1.4. REVESTIMENTO DE CLATRINA, COMPLEXOS ADAPTADORES E A PROTEINA
AP-1y

Entre as proteinas que compdem o revestimento destas vesiculas estédo as
proteinas do Complexo Adaptador. Até o0 momento foram identificados quatro complexos
adaptadores (AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4) (Fig. 1.2), cada um deles atuando na formacéo
de vesiculas em diferentes locais dentro da célula. O complexo AP-1, alvo do presente
estudo, é encontrado em vesiculas com revestimento de clatrina na rede trans-Golgi,
que tem a funcado de distribuir vesiculas contendo glicoconjugados tanto para o exterior
da célula quanto para a membrana ou para os endossomos tardios/ lisossomos (Traub e
Kornfeld, 1997). Em relacdo ao complexo AP-1 ainda ndo estédo totalmente esclarecidos
varios aspectos a respeito de sua fungéo, formacéo de revestimento e envolvimento com
outros elementos que integram essa complexa rede de interacdes, sobretudo em
tripanosomatideos. Nos poucos trabalhos existentes sobre clatrina e complexos
adaptadores em tripanosomatideos, destaca-se a relevancia destas proteinas na
infectividade e na viabilidade dos parasitas (Allen et al., 2003, Gokool, 2003, Tazeh et

al., 2009). O AP-1y é um heterotetramero contendo duas subunidades maiores (y e
B) que se ligam a clatrina, uma subunidade média (i) e uma subunidade pequena (o).

A subunidade y é caracteristica do complexo adaptador 1 e contém a regido Hinge, que
€ exposta em forma de pescoco. Neste contexto, o estudo da biologia celular deste
protozoario pode auxiliar no estabelecimento de alvos intracelulares ou ao
desenvolvimento de meios eficazes de combate a este parasito (Wilkinson e Kelly,
2009).

12



FIGURA 1.2. Complexos adaptadores AP-1, AP-2, AP-3 e AP-4. Seta : regidao Hinge
presente no complexo adaptador 1.

AP-1 AP-2 AP-3 AP4

Adaptado de: ALB, 2011).

Dessa forma, o presente trabalho faz parte de um projeto maior que visa a busca
de marcadores celulares, baseada na producdo de anticorpos especificos contra
proteinas do T. cruzi, para posterior estudo de eventos bioldégicos em tripanosomatideos.
Neste sentido, neste trabalho sera realizado: 1) Analise in silico da sequéncia
aminoacidica da subunidade gama do complexo adaptador 1 (AP-1y) de T. cruzi, afim de
estabelecer o seu nivel de conservacdo com outros organismos, bem como caracterizar
os seus dominios; 2) Obtencdo de anticorpos policlonais contra a regido Hinge do AP-1y,
afim de verificar a expresséo e a localizacdo subcelular em diferentes formas evolutivas
de T. cruzi. A regidao Hinge foi escolhida como alvo do trabalho por estar exposta e
permitir que os anticorpos a reconhegcam com maior facilidade.

Resultados da analise in silico do AP-1y demonstraram que sua sequéncia
nucleotidica possui 2402 pares de base e codifica par uma sequéncia aminoacidica com
peso molecular de 89,14 kDa. Esta regido possui identidade e similaridade com outros
tripanosomatideos e possuem dominios tipicos de complexo adaptador 1 (regido N-

terminal e dominio C-terminal da adaptina). Com o alinhamento multiplo foi possivel
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obervar conservacao na regido inicial da proteina, com outros organismos, diferente da
porgao final. A imunizagdo dos camundongos se mostrou eficaz visto que 0s anticorpos
policlonais reconheceram uma proteina de aproximadamente 90 kDa (normalizacdo com
TcActina) , que é compativel com o peso molecular teérico de AP-1y de T. cruzi e a
localizac&o subcelular lateral ao cinetoplasto, préxima a bolsa flagelar, compativel com o
complexo de Golgi em diferentes formas evolutivas do parasito. Foi realizada a co-
localizacdo com a proteina TcHIP/AC, confirmando a presenca do AP-1y no complexo de

Golgi de T. cruzi.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar in silico a sequéncia aminoacidica do AP1-y de T. cruzi e produzir anticorpos

policlonais para estudos de expressao e localizagéo subcelular.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

- Realizar a busca da sequéncia codificadora para AP-1y;

- Realizar alinhamento simples e multiplo utilizando a sequéncia codificadora para AP-1y;
- Realizar andlise dos dominios da sequéncia codificadora para AP-1y;

- Obter soro policlonal murino anti- Hinge do AP-1y recombinante de T. cruzi;

- Avaliar a expresséo e a localizacao intracelular de AP-1y em diferentes formas de T.

cruzi.

15



3. MATERIAIS E METODOS

3.1. PARASITAS
Neste estudo sera utilizado o clone Dm28c de T. cruzi. Epimastigotas serdo mantidos
através de repiques semanais em meio LIT (do inglés Liver Infusion Tryptose)

suplementado com 10% SFB (soro fetal bovino).

Tripomastigotas metaciclicos serdo obtidos através de metaciclogénese in vitro
(diferenciacdo de epimastigotas para tripomastigotas metaciclicos in vitro) (Contreras et
al., 1985).

Formas tripomastigotas de cultura e amastigotas intracelulares serdo obtidas atravées

de cultivo celular apos infecgdo com células Vero (ATCC CCL-81).

Amastigotas axénicos serdo obtidos por amastigogénese secundaria in vitro
(diferenciacdo de tripomastigotas de cultura para amastigotas in vitro) (Hernandez-Osorio
et al., 2010).

3.2 ANALISE IN SILICO

A busca da sequéncia codificadora para AP-1y sera realizada no banco de dados
TritrypDB. O alinhamento simples da sequéncia aminoacidica de AP-1y sera realizado
através do algoritimo Protein Blast (Blastp, NCBI, Bethesda, MD, USA), a fim de verificar
dados de identidade e similaridade desta proteina em outros seres vivos. Para o
alinhamento multiplo, sequéncias randémicas codificadoras para AP-1y de varios
organismos serdo alinhados utilizando o algoritmo ClustalW (EMBL, Heildeberg,
Alemanha) sendo os numeros de acesso: NP_572527.2 (Drosophila melanogaster),
P22892.3 (Mus musculus), EET02217.1 (Giardia intestinalis)) CBH10349.1
(Trypanosoma brucei), XP_003878959.1 (Leishmania mexicana), 1704251A (Bos
taurus), BAA33389.1 (Homo sapiens), XP_818958.1 (Trypanosoma cruzi). Para a
analise dos dominios da proteina AP-1y sera utilizado o software pFAM (Sanger Institute,

Cambridge, Inglaterra).



3.3. CLONAGEM, EXPRESSAO E PURIFICACAO

O segmento do gene que codifica para a regido Hinge do AP-1y sera amplificado
por PCR, utilizando oligonucleotideos especificos contendo os sitios de recombinacéo
para o vetor de entrada pDONR 221® (Gateway, Invitrogen), o qual sera amplificado em
células DH5-a. Apds a minipreparacdo, o plasmideo serd recombinado com o vetor de
expressdo pDEST17® e inserido em células BL21. Esse vetor expressa as proteinas
recombinantes na presenca de Isopropil f-D-1-tiogalactopiranosida (IPTG) e insere uma
cauda de histidina ao final da sequéncia protéica. As proteinas recombinantes serao
purificadas por gel preparativo, para posterior imunizacao.

3.4. IMUNIZACAO E OBTENCAO DE ANTICORPOS POLICLONAIS

Camundongos Balb/c serdo imunizados semanalmente via i.p. com a proteina
purificada durante 5 semanas. Trés dias ap0és a ultima inoculacéo, o soro sera analisado
por western blot (WB) contra a proteina recombinante e extrato total de formas
epimastigotas de T. cruzi. Os procedimentos de imunizagdo murina serao realizados de
acordo com o protocolo aprovado pela CEUA-Fiocruz (Protocolo P-47/12-3 com licenga
namero LW-15/13).

3.5. EXPRESSAO DE AP-1y EM DIFERENTES FORMAS EVOLUTIVAS T. CRUZI

A expressdo de AP-1y em T. cruzi serd avaliada através de western blot (WB),
conforme descrito por Ausubel et al., 1994. Brevemente, formas epimastigotas,
tripomastigotas metaciclicos, amastigotas intracelulares e células Vero serdo submetidos
a extracdo de proteinas. Para o0 WB, o extrato protéico (15 pg/canaleta) sera submetido
a eletroforese em gel de poliacrilamida 10% (SDS-PAGE), seguido da transferéncia para
membrana de nitrocelulose. Os anticorpos policlonais (diluidos 1:200) produzidos contra
AP-1y serdo incubados durante uma hora com a membrana e a revelagdo seré realizada

através de anticorpo secundario conjugado a fosfatase alcalina. Como controle, sera
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utilizado o soro dos animais coletado antes da primeira imunizag¢do (soro pré-imune).

Seré feita uma normalizacdo utilizando anticorpo anti-TcActina (diluidos 1:200).

3.6 LOCALIZACAO SUBCELULAR DE AP-1y EM DIFERENTES FORMAS DE T.
CRUZI

Para os ensaios de imunolocalizagcédo, formas epimastigotas, tripomastigotas de
cultura, tripomastigotas metaciclicos, amastigotas intracelulares e amastigotas axénicos
de T. cruzi serdo lavados em PBS (1.000 g/10 minutos), fixadas por 30 minutos em
paraformaldeido 4% e aderidas em laminas recobertas com poli-L-lisina. Apés 5 minutos
de permeabilizagdo com Triton X-100 a 0,5%, as laminas serdo utilizadas para 0s
ensaios de imunofluorescéncia indireta (IFI), utilizando os anticorpos policlonais e o soro
pré-imune, conforme descrito por Batista et al., 2013. A andlise sera realizada em

microscopio de epifluorescéncia Nikon Eclipse E600 (Nikon Instruments, Tokyo, Japao).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 ANALISE IN SILICO DA SEQUENCIA CODIFICADORA PARA AP-1y:

Através da busca pela proteina AP-1y do complexo adaptador de T.cruzi, no banco de
dados TritrypDB foi encontrada a sequéncia de nucleotideos e de aminoéacidos (ID
Tc00.1047053508257.260). A sequéncia de nucleotideos localiza-se entre os pares de
base 195.505 e 193.103 do cromossomo 34 do parasita, contendo 2402 pb (Fig. 4.1),
codificando para uma proteina de 89,14 KDa (Fig 4.2).

FIGURA 4.1 - Sequéncia nucleotidica do gene do Complexo Adaptador 1,

subunidade gama (AP-1y) de Trypanosoma cruzi.

ATGGAGGGGRL L CTTGAGTCGATGAGCACTGCGRAGRACTICGTIGACTIGATCGTITIGCCGIG
CERCGGETGCCGCACCTCCGCCGRGEAGAGRGCGCTCATCALACGGEAGTGCGCCATCATT
CECGRAGTCATTCCGEEAGAGCAGRGCGTCACTTCGCACACGCARACATGCTGRARGTTIGCTG
TRACATCACCATGCTTGECTATCCGRACGGAGTTTGGRACAGGTGEAGGT GEGTGAGICITICIC
GCTCRAGRACCGRATACGCCGECARACGCGTCGECTACCTCACACTGCAGATGRATCCTTGAT
GRRRATGACGAGETTCTCACATTGTCTGAGRATCACATALAAAAGGATTITAGCGCACGAG
AL GCCCCTCATTCARTCTATGGCATIGARCGCEET GECALLTATTGCGAGTGAGETIGATG
GCACGIGACATGCTGEATGRARATRAGCCGECTGECACTCTCTICARACRACGTRACCTGG R
ARGRRAGCATGCTTGECGECARTTAGGATIGTACGRARAGTACCAGAGTATGCCGAGGTG
TTTITIGGAGTIGITTACARGCTIGTITTATIGATCACAGTCCGECGEAGATGCTTITCGGCG
GTCACGCTTIGTGRAT GRATGCTTIGCGGTIGCCACRAGGGAGAGCCATTITCTITCCARATAC
CeIGIGATGGCTAATGCTGCTGTTCGCGTACTGARACAGTTAGTICTTATCATCGCGTGTG
ACGGRCCAGEATGTTCITIGGGETCACGGATCCATITCTIICAGGTGRAGATTICTIGGAGTTT
ATGCGRATTATTGECRARAGGCAGCGCCGTITACCTCCGAGGCGTTGRACGACGTIGTITGGCG
CAGGTTCTCACCARCACGEACGCTACTCGCARCGTCGEITGCTCCATTCAGTACGRATGE
GTGARAACGATTTACGCCATCGAGGGTGACGAGGGACTICGTACGTITAGGAATCARCACT
ATCAGCCGITITICTGICGTCGRRCGATARCARTCAGCGITTTGT GGCGCTACRGTCACTT
CTGGRACTACGCTTCCCGCGATGCAGATGCGETITCGT GAGCATCAGGACATTATTITTGGAT
IGTCT AL GATGTGEATATCTCAATTCGICGACGTIGCACTIGAT CTGACGGTIGGCGCTT
GTCACTGALL L L TCTGCGTTIGTIGGIICCGERACTIGGTTTCCTRACCTGRCCATTTICT
ACGGRAGGAGAT GCGEEAGEATGTGACCCTICATTTATGCCGCATTATAGAGRACRARATCC
CCCAGTACGGAGT GECGCEIGEAGTATICGCTACGGGITITIGCGATTAGCGARGCGGTTT
GCCCCIGTIGGRATTCRCCACTCGTCTTATARACTCTGCTICTCGRATGRATCTACGGRALLTE
CAR R CCTCGGECGETTGICTCCATGTGGGEATGAGGCTICTITACCCATTTGATGCTCTTCAT
CARATCTICGCALGECATTICTIGIGGCGGCEETI GT GEGGCATCGGTGRATACGTITGATCTT
TTGCTTGACGCRL A GEERATCCAGCCTGRAGEAT GTAGCGALATGCGTITGCGEARATCRACE
ACTRRCACTGTATTCARCATARTCARATGTTATGGCCTITACTICGCTTATGRARARTCGCC
TCCAGGTATCCGT CAGCGAAGCCAGTIGIICTCCCCGTACTTITCCRACTACACCACALGT
TTGGRATTGCGRACT GCAGCARLGEGCATGTGAGTACATGACACTGTTGGRATCTTITTIGT
GAGGRAGCGGCCTITTTGITITICTCGAATGCCGCCARATTTGTCACGT GRARGRGGATGTT
GAGGIGCALCCGET GCCTCAGGTGRAATCTICCACCCGAGTTTTITGCAGCARRLGECAGCC
GITGCGCTGGRLGATTTATTTGRARGTGARATTCCARACCGATTGTGAT GRCACATCCTGIG
GAGRACARZMALTAGGERCARCGRLAAC AR CETTGTAGCCATAGATGATCTTTTIGEGTTA
AR CGGATGCCTCTTCGAATACCGCCCCICTGCCGACTCCATCGEREAGCTGCCACTTICT
GCTGRAATGGAGCCT GCGRARLCCTCCTCCTGRAGTGCATGTGTTTGATIGTGATGATTTC
ACTGICAGTGTGAGCGECETGETGCAGGGAGCCATCARCGCAAATATARATTGTTITITTITCR
CEACTICCTACCGCGATGLAGRLCCTCTCCATCCAGGCAGCGGTGCCARAGRACATCGATG
CTGRATATTGGCTTTCTGACGTCTACGGTIGATCCCCCCITATGGGCGCATTGTITCAGCAG
CTTATIGTCGRACAACTCCARTAGCRARACARGRACCCTCGCCTICTGACACTTICGTGTGALG
CTACTCTACACAGTTGRACGEEGCTCCACGCTICGCAGATGTTTCAGGTGACGCAGGAGTTG
TAn



FIGURA 4.2. - Sequéncia aminoacidica do produto do gene do Complexo
Adaptador 1, subunidade gama (AP-1y) de Trypanosoma cruzi.

MEGKLESMSTARLRDLIVAVRERCRTSAEERALIKRECATIRESFRESRASLETRMMLELL
YITHLGYFIEFGOVEVYV SLLAGTEY AGKRVGY LTLOMIL.DENDEVLTLSENHIEKDLAHE
KPLIQSMALNAVANIASEVHMARIMLDEISRLALSSHT Y LAKFACIAATRIVEEVEFEYAEY
FLELFTSLEFIDHSFAEMLSAVT LVNECLRLFQGEPFLSKYRVMANAAVRVLEQLVLSSEV
TV LGVIDPFLOVEILEFMET T GEGSAVI SEALNDVLAQVLTNTDATRNVGCSIQYEC
VEIIYATEGDEGLRILGINTISRFLSSHDNNQREVALGSLLDYASRDADAVREEHQDIILD
CLEDVDISIRRRALDLTVALVIENNLRLLVEDLVSYLTISTEEMREEDVILHLCRITENES
BSTEWRVEYSLEVLELAKRFAPVEFATRLITLLSHESTEIQT SAVVSMWDEASYPFDALH
QSREAFLVARVAGIGEYVDLLLDAKGIQPEDVAKCVAEITTNIVEFNIIKCYGLTSLMEIA
SRYPSAKPFVVLEPVLSNYTISLDCELQORACEYMT LLESFVEERAFCFSRMPEFICHVEEDWV
EVOEVEQVNLPPEFLOOKAAVALEDLFEVNSKPIVMTHEVENENRDNENNVVATDDLEFGL
KIDASSHTAPLPTESGART SAEMEPAKPPPEVHVEFDCDDEFIVEVSGVVQGATINANTIIVES
RLEFTAMENLSIQAAVPET SMLNIGFLTSTVIFFYGRIVQQLIVDNSHSNFNPRLLTLEVE
LLYTVDEAFRSOMEFQVIQEL

A sequéncia de aminoacidos do AP-1y foi submetida a um alinhamento simples
no programa Blastp para comparar a identidade e a similaridade desta proteina com
proteinas de outros organismos a fim de verificar o seu grau de conservacdo. A
identidade variou de 100% em Trypanosoma cruzi a 50% em Leishmania mexicana
(Tab.1). Ja& a similaridade variou de 67 em Leishmania mexicana a 100% em
Trypanosoma cruzi (Tab.l). Esses resultados demonstram que a sequéncia de

aminoacidos do AP-1y € conservada entre os tripanosomatideos.

TABELA 1. Comparacéo de identidade e similaridades da sequéncia de aminoécidos da

AP-1y em tripanosomatideos.

IDENTIFICACAO N° de Acesso IDENTIDADE SIMILARIDADE
(%) (%)

1) gamma-adaptin 1 XP_818958.1 100 100
(Trypanosoma cruzi strain CL
Brener)
2) gamma-adaptin 1 EKGO05218.1 98 99
(Trypanosoma cruzi)
3) gamma-adaptin 1 EKF33645.1 96 97
(Trypanosoma cruzi

marinkellei)
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4) AP-1 complex subunit AGH62050.1 74 83

gamma (Trypanosoma grayi)

5) AP-1 adapter complex CBH10349.1 61 75
gamma subunit (Trypanosoma
brucei gambiense DAL972)

6) gamma-adaptin 1 XP_844226.1 61 75
(Trypanosoma brucei brucei
strain  927/4 GUTat10.1)

7) adaptor gamma-1 AAL85341.1|AF47 60 74
(Trypanosoma brucei) 8690_1

8) AP-1 adapter complex CCC47383.1 60 73
gamma subunit (Trypanosoma

vivax Y486)

9) unnamed protein product, CCC89955.1 63 78
partial (Trypanosoma

congolense IL3000)

10) putative adaptor gamma-1 50 67
chain (Leishmania mexicana) XP_003878959.1

Através do programa pFAM € possivel obter informagBes importantes sobre os
dominios das proteinas, pois este software faz uma busca comparando a sequéncia
aminoacidica de interesse com sequéncias de proteinas cujos dominios estédo
estabelecidos. Esta busca foi realizada com a sequéncia de aminoécidos do AP-1y (Fig.
4.3). Foi possivel identificar dois dominios, sendo eles a regido N terminal da adaptina
(inicio no residuo 29 e término no residuo 579) e o dominio C terminal da adaptina (inicio
no residuo 690 e término no residuo 799). O dominio N terminal consiste em diversas
subunidades alfa, beta e gama dos complexos adaptadores AP-1, AP-2 e AP-3 que estao
envolvidos na formacgéo de vesiculas revestidas por clatrina. Esta regido € constante
guando comparada com a regido C terminal que varia entre 0s membros do AP-2. Tem
sido proposto que esta regido conservada interage com outro componente uniforme das
vesiculas revestidas. O dominio C terminal da adaptina € um heterotetramero que regula

a formacao de revestimento de clatrina. O apéndice no terminal carboxila da subunidade
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alfa regula a translocacdo de proteinas acessoérias endociticas para o local de
revestimento. Este dominio as vezes é encontrado em alfa, beta e gama adaptina 22

(Fonte: http://pfam.sanger.ac.uk/).

FIGURA 4.3. - Dominios N-terminal e C-terminal da adaptina encontrados na

sequéncia do AP-1y de Trypanosoma cruzi.

_-Mil]lﬁﬂ!j{';—f S

O alinhamento  mdltiplo da sequéncia aminoacidica da proteina
AP-1y foi realizado através do programa ClustalWW, que compara a sequéncia de
aminoacidos de diversos organismos distintos. Este alinhamento mostrou que a porcao
inicial (N terminal) da proteina possui conservacdo com outros organismos e que a
porcdo final (C terminal) se manteve distinta entre eles (Fig. 4.4). Estes dados
demonstram que esta proteina possui sequéncias caracteristicas em T. cruzi, podendo

ser um alvo para a busca de terapias alternativas para a doenca de Chagas.

FIGURA 4.4. — Alinhamento multiplo de sequéncias randémicas codificadoras para
a subunidade gama do complexo adaptador 1 de diferentes organismos,
demonstrando regides de conservacdo, (*) aminoacidos conservados, (:)
aminoacidos muito semelhantes, () aminoacidos semelhantes. Nota-se que a

porcdo C terminal possui menor conservacao entre as espécies analisadas.
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M. musculus —-¥LDILESYLISNNS TSVTRGYALTAIMEL STRFTC TVNRIEEVYS IVGS SIDY QR 562
B.taurus —-¥LDILESYLISNMSTSVTRGYALTAIMEL STRFTCTVNRIEEVYS IVGSSIDY R 562
H. zapiens —-¥LDILESYLISNMSTSVTRGYALTAIMEL STRFTCTVNRIEEVYS IVGS SIDY QR 562
O melanogsster  —-LIAVVYEFLTSAQVSTTSEOYALVSLAKLSTRLOQCVEEIQALITSFGSHL QR 553
T. brucei —-KIATRIAD IINNTEVELIESYGLTALYVEVASRYPSTENTAVAVFANHTTSFDCELQOR 561
T. cruzi ~-DVAKCYAE ITTNTVFNI IKCYGLTS LMK IASRYPSAKPYVLPVLSNYTTSLDCELQOR 568
L. mexicans ~~DVATCLSSLTTNSSFTLIKOYGLTALMEVATEC PDAKS QAMATLTSNNTSMDCELQOR 574
G.intestinalis  TFRLCOHIFCHPNTDNTVTLELTAARSLVFLADLSDSARFEVLEYVDSINQTVSPILLNT 617
R muscullg AVEYHALFEEYDHMRS AL LERMPVMEE - -~ VT THGPS - - - -~ —mmmmmmm e 596
B. taurus AVEYHALFEEYDHMRSALLERMPVHEE - -~ VT THGPS - - - -~ ——mmmmmm e e 596
H. =apiens AVEYNALFEEYDHMRSALLERMPVMEE - —-VTTNGPT---——————————m e e - 596
D. melanogaster GyEFToLFGHVEHLRPPLLEKNPANOISRISSONGESGGGSFDDNSFDVIENGVEGGGGE 553
T. brucei ACEYTTILESFPQEAAFSFERMPPITVIVEDEGR--——--——————————————— - 595
T. cruzi ACEYMILLESFVEEAAFCFERMPPICHVEED === === s e e e e e e e ece===== 5§09
L. mexicana ACEYTTLLVDFPOEAVFEFEQMPPINPEADA-~======cceccc e e ccccecee==== 505
. intestinaliz ILOFEHILLNPSLRSTLVAVPNIVLTPPNIKSTER- -~ == === m e e e e e e 552
M. musculus ~—EIVQTHG -~ === mmmmmmmmm e e m e m e e ETEPAPLETKPPPSGP----0P 621
B. taurus B 1 5. ETEPAPLETHPPPSGP----0P 621
H. zapiens =-=EIVITHG- === m e e e e — = = ETEPAPLETKPPPIGP----0F 621
D, melanogaster GHELIESNMNTLGDNTNILLDLLGSTDLSAGGAGD LVAATD LENAVHIFNSRNANDVVAP 713
T.BFUCET e e e IQAQPLOVVHLEPEFLO--=~~~ 612
T.CIUZ cecscecccs e e ———————————————— VEVOPFVPOVNLPPEFLO--~---~ 616
L. MEKICAMND oo o o o o VEPVEVVSLTOEQLR-~-—~~ 620
Gointestinglis  ce e e e YTHPLLFAHI PHSTOLS ~~——~ 669
b, mMUECUILE TSOAND LI LGGN-DITPVI PTAPTSKPASAGGELLDLLGDIT--—m—m—mmmmmmm e 664
B. taurus TSOAND LI LGGN-DITPVI PTAPTSKPASAGGELLDLLGDIT- -~ === —mmmmm 664
H. zapiens TSOANDLLDL LGGN-DITPVIPTAPTSKPSSAGGELLDLLGD IN- -~ === == == — = — == 664
D. melanogaster YSNNODLLMLLDLD -LSAPSSTTTGAPAGGGGGGGIVALVGDNNSSAANMNNELGGLDL 772
T. brucei KEDTVS LDLFGG6--——- TAPAGGAPHEGAVVNTSDIDDLFGSKP -~~~ ——— - e 652
T. cruzi QFAAVALEDL FEVN-———- SKP———————- IVMTHPVENENRDN-——————————————— 647
L. mexicansa QETTNTLIDL FNFDGATEPTSPGIDTPTLMAGS SSOVHSLFSPRVT-————————————— 666
G.intestinalis  KSSVEEPDIDITLSTIGONLERIAETNHVEQAPQETSSREESTTS—————————————— 715
M. MUSCUIUE =~ —— e e mm e e e LTGAPAARPTPASVPOIS---—- QPPFLLDGLSS 693
B.faurus = eeeeeesesssssssese—————— LTGAPAAAPTPASVPQIS--—-- QPPFLLDGLSS 693
H. sapiens = ———coce oo LTGAPAARPAPASVPQIS----- QPHFLLDGLSS 693
0. melanogaster GEFGSGLDSSASIPTHGNDLASHLGGLGAPPARSPSLAASAPVGHLIDGHAGSLLADLNP 832
0 == E APAPOAVSGLSALDGLMMASAPA--FPAATGFP 653
=7 - B ENNVVAIDDLFGLETDASSNTAP--LPTPSGAA 678
L. mexicana T VLTHPORATSSTHNAFDDIFGDSGEGCAPAVSGSTHMAEASY 707
G.intestingliz = =======-s-mememmmmmmeen PAFVNDD LEVYVIRVVODSDGTAEPDMSAGDDARSY 751

4.2. OBTENCAO DO SORO POLICLONAL ANTI-HINGE PURIFICADA
RECOMBINANTE DE T. CRUZI:

Extratos totais de formas epimastigotas foram incubados com os soros dos
camundongos antes de serem inoculados com a proteina recombinante (soros pré-
imunes). Como esperado, estes soros ndo reconheceram nenhuma proteina (Fig. 4.5).
Apés trés inoculagbes da proteina recombinante purificada, entretanto, houve um fraco
reconhecimento de uma proteina de aproximadamente 90 kDa. Como o reconhecimento
era fraco, foram realizadas mais duas inoculagdes, e assim obtidos os soros imunes. Ao

incubar estes soros com extrato total de epimastigotas, o reconhecimento da proteina de
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90 kDa foi mais intenso (Fig. 4.5). Apesar disso, 0 soro do camundongo 1 também
reconheceu outra proteina de peso molecular menor de aproximadamente 35 KDa (Fig.
4.5). Esses resultados corroboram com a analise in silico, a qual demonstrou que a

sequéncia aminoacidica do AP1-y de T. cruzi possui 89,14 kDa.

FIGURA 4.5. — Producao de anticorpo policlonal contra a regido Hinge de AP1-y de
Trypanosoma cruzi analisada por western blot. Pré-imune: extratos totais de formas
epimastigotas frente aos soros pré-imunes dos camundongos 1, 2 e 3;
Imune: extratos totais de formas epimastigotas frente a soros da 52 imunizacdo dos
camundongos 1, 2 e 3. O marcador de peso molecular Bench Mark Protein Ladder

(Invitrogen) foi utilizado como referéncia.

Pré-imune Imune

1231 2 3

90 kDa— L s e

50 kDa—
40 kDa —

30 kDa—

A

Para avaliar a localizagdo subcelular do AP-1y de T. cruzi, formas epimastigotas
foram incubadas com os soros anti-Hinge recombinante. Os trés soros imunes foram
capazes de reconhecer uma proteina localizada na regido da bolsa flagelar, lateral ao
cinetoplasto (Fig. 4.6). Esta localizacdo é compativel com o Unico complexo de Golgi do

parasita.
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FIGURA 4.6. — Producao de anticorpo policlonal contra a regido Hinge de AP-1y de
Trypanosoma cruzi em teste de imunofluorescéncia indireta para formas
epimastigotas. A,E,I,M e Q: marcacéo do anticorpo policlonal anti-Hinge do AP-1y com o
fluoréforo Alexa 594 (seta) conjugado ao anticorpo anti-mouse (vermelho), B,F,J,N e R:
marcacao do DNA do nucleo (n) e do cinetoplasto (¢) com Hoechst (azul); C,G,K,O e S:
sobreposicdo das imagens com Alexa 594 e Hoechst; DHLL,P e T:. imagem da

morfologia do parasito por contraste interdiferencial (DIC). Barra = 10 um.

Alexa 594 Hoechst Meraed DIC

mAb CZP-
Controle + 31509

(cruzipaina)

PBS



4.3. EXPRESSAO E LOCALIZACAO SUBCELULAR DE AP-1y EM DIFERENTES
FASES DO CICLO DE VIDA DE TRYPANOSOMA CRUZ|.

Para avaliar a expressao e localizacdo subcelular de AP-1y em diferentes fases
do ciclo de vida de T.cruzi o soro policlonal 2 foi escolhido, devido sua maior expresséao
em testes de western blot e marcacdo mais pontual na imunofluorescéncia, em formas
epimastigotas, respectivamente (Fig 4.5 e 4.6). Extratos totais de diferentes formas de
vida do Trypanosoma cruzi foram transferidas para membrana de nitrocelulose a fim de
se verificar a reacdo dos anticorpos policlonais anti-Hinge, ap6s a 52 imunizacéo, sob
estas formas. O peso molecular conhecido da proteina AP-1y, presente nas diferentes
formas é de 89,14 kDa segundo o banco de dados TritrypDB (Fig. 4.7). Em ambas as
formas houve reconhecimento da regido de peso molecular aproximado de 90 kDa,
correspondente a proteina AP-1y, utilizando-se como controle células vero néo
infectadas com T.cruzi. Na imunofluorescéncia foi possivel observar uma marcacdo do
soro policlonal 2 na regido do complexo de Golgi, confirmada pela co-localizacao com

TcHIP/AC que encontra-se nesta organela (Fig 4.8 -B e C).

Estes resultados demonstram a importancia da proteina AP-1y para a fisiologia do
parasita, visto que ela estd presente em diferentes formas evolutivas e devido sua
localizac&o, pode possuir um papel importante em T.cruzi. O soro policlonal foi eficiente
em reconhecer a proteina AP-1y nos diferentes extratos em western blot e reconheceu
pontualmente a proteina no complexo de Golgi (Fig 4.7 e 4.8). Esta localizacdo é
compativel com dados da literatura para proteinas homélogas a AP-1y de T. cruzi e
reforca a sugestdo de que, neste parasito, esta proteina também tenha a funcdo de
distribuir vesiculas contendo glicoconjugados tanto para o exterior da célula quanto para

a membrana ou para os endossomos tardios/ lisossomos (Traub e Kornfeld, 1997)
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FIGURA 4.7. — Expressdao de AP-l1y em diferentes formas evolutivas de
Trypanosoma cruzi incubadas com soro policlonal anti Hinge e normalizagcdo com
TcActina. Epi (epimastigota), Meta (tripomastigota metaciclico), Ama (amastigota
intracelular), Vero (células vero ndo infectadas). O marcador de peso molecular Bench

Mark Protein Ladder (Invitrogen) foi utilizado como referéncia.

Epi Meta Ama Vero

. = AP]-gama

S m=TcActina

FIGURA 4.8. — Localizagdo subcelular de AP-ly de Trypanosoma cruzi em
diferentes formas evolutivas do parasito. A,D,G,J e M: Marcacdo do anticorpo
policlonal anti-Hinge do AP1-y com o fluoréforo Alexa 488 conjugado ao anticorpo anti-
mouse (verde), B: marcacdo com anticorpo anti proteina TcHIP/AC localizada no
Complexo de Golgi em formas epimastigotas, E,H,K e N: marcacdo do DNA do nucleo
(n) e do cinetoplasto (c) com Hoechst (azul), F,I,L,O: sobreposicdo das imagens com
Alexa 488 e Hoechst, C: sobreposi¢cao Alexa 488 e TcHIP/AC. Barras = 5 ym.
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5. CONCLUSOES

A anadlise in silico da sequéncia codificadora para AP-l1y demonstra que ha
identidade e similaridade com outros organismos;

A sequéncia de aminoacidos da AP-1y € conservada em tripanosomatideos;

A sequéncia de aminoacidos da AP-1y ndo € conservada em organismos distintos;
Comparando a sequéncia aminoacidica da AP-1y com sequéncias de proteinas
cujos dominios estdo estabelecidos foi possivel identificar dois dominios, que
estdo envolvidos na formacédo de vesiculas revestidas por clatrina;

O soro imune reconheceu um polipeptideo de 90 kDa, compativel com o0 peso
molecular esperado (89,14kDa) para a proteina AP-ly em diferentes formas
evolutivas de T. cruzi;

A localizacao subcelular de AP-1y demonstrou ser compativel com o complexo de
Golgi nas diferentes formas evolutivas de T. cruzi, 0 que se confirmou com a co-

localizacdo com TcHIP/AC, um marcador desta organela neste parasito.
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6. PERSPECTIVAS

- Producéo de anticorpos monoclonais contra a regiao Hinge da AP-1y.
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